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1. Einleitung

Organismen werden stindig mit einer Vielzahl unterschiedlichster Pathogene konfrontiert. Im
Laufe der Evolution entwickelten sich mannigfaltige Abwehrmechanismen, um Viren,
Bakterien, Pilze, parasitire Protozoen und Wiirmer daran zu hindern, den Wirtsorganismus
mit ihren toxischen Stoffwechselprodukten zu schédigen oder von dessen energiereichen
organischen Verbindungen und Mineralstoffen zu profitieren. Beim Menschen wird die
Invasion von Pathogenen zunichst durch die fortlaufende Erneuerung der epithelialen
Zellschichten, der Sezernierung von Schleim, Fettsduren und Schweill und der Besiedelung
von Oberflichen mit unschéddlichen Bakterien verhindert. Gelingt es einem Pathogen dennoch
diese physikalischen Barrieren zu iiberwinden, kommt es bei Sdugetieren zur Immunantwort,
die sich in zwei evolutiondr und funktional unterschiedliche Teile aufspalten ldsst. Zunichst
reagiert das angeborene Immunsystem, bestehend aus Phagozyten (Makrophagen &
Granulozyten, darunter Neutrophile, Basophile und Eosinophile), dem alternativen
Komplementsystem, welches durch eine Proteasekaskade zur Zelllyse fiihrt, natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) und Subpopulationen von Lymphozyten (yo T-Zellen & BI1-B
Zellen), die eine eingeschriankte Rezeptorspezifitit aufweisen. Alle Abwehrmechanismen des
angeborenen Immunsystems haben gemein, dass sie sofort rezeptorvermittelt auf konservierte
Pathogenstrukturen reagieren konnen.

Darauf folgend greift einige Tage spdter das adaptive Immunsystem, bestehend aus
Lymphozyten (B- und T-Zellen), deren gemeinsamer Ursprung pluripotente hdmatopoietische
Stammzellen des Knochenmarks sind, in die Abwehr der Pathogene ein [1]. B-Zellen sind
Teil der humoralen Immunantwort, die nach Reifung und Antigenkontakt zu Antikdrper
sezernierenden Plasmazellen differenzieren. Spezifische Antikorper binden Antigene mit
hoher Affinitdt, was die Neutralisierung von Toxinen, die Phagozytose ermoglichende
Opsonierung und die Aktivierung des klassischen Komplementsystems und der Mastzellen
zur Folge haben kann. Die B-Zellentwicklung findet weiterhin im Knochenmark statt,
wihrend T-Zellen in den Thymus, ein weiteres zentrales lymphatisches Organ, einwandern.
Hier findet die genomische Umordnung der V(D)J-Gensegmente des T-Zellrezeptors statt, der
analog zum B-Zellrezeptor eine Immunoglobulin-dhnliche Struktur aufweist [2]. Die nahezu

unbegrenzte Anzahl verschiedener T-Zellrezeptorspezifititen wird durch die somatische
1
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Rekombination der polygenen Gensegmente beider Peptidketten und durch das Einfiigen
zusdtzlicher Nukleotide in die Verbindungsregionen erreicht. Ersteres wird gesteuert von
einer heterodimeren Endonuklease, codiert durch die rekombinationsaktivierenden Gene
(RAG-1 & -2), letzteres von der terminalen Desoxyribonukleotidyltransferase [3, 4]. Die
anschlieBende positive und negative Selektion stellt sicher, dass eine gro3e Mehrheit der T-
Zellen funktionale und nicht-autoreaktive Rezeptoren exprimiert [5, 6]. Mit der irreversiblen,
individuellen Anordnung des Rezeptors einer T-Zelle, dem Allelausschluss (zumindest fiir die
B-Kette) sowie der klonalen Selektion lassen sich die grundlegenden Eigenschaften der
adaptiven Immunitét nach Burnet erkldren [7]: Lymphozyten besitzen eine Rezeptorspezifitit,
werden spezifisch durch Antigenkontakt aktiviert, alle Zellen einer klonalen Proliferation
haben die gleiche Spezifitit wie die Ausgangszelle und Zellen mit Rezeptorspezifititen gegen

Autoantigene werden friithzeitig deletiert.

1.1 Immunologische Selbst-Toleranz

Eine besondere Aufgabe des Immunsystems besteht darin, zwischen korpereigenen und
korperfremden Strukturen unterscheiden zu koénnen. Hierfiir werden Lymphozyten, deren
Rezeptoren nicht gegen definierte Pathogenmolekiile gerichtet sind, sondern als Folge der
zufdlligen Umordnung des T-Zellrezeptors korpereigene Strukturen erkennen, eliminiert. B-
Zellen, die im Knochenmark im unreifen Zustand Antigene erkennen, erhalten Signale, die zu
verminderter Reaktionsfahigkeit (Anergie) und programmierten Zelltod (Apoptose) fiihren.
Vergleichbar werden heranreifende T-Zellen im Thymus auf Erkennen von
antigenprasentierenden Proteinen und auf Toleranz gegeniiber Autoantigenen selektioniert.
Allerdings kommen auch in gesunden Individuen autoreaktive Lymphozyten vor, die der
Selektion auf Selbst-Toleranz wihrend der Zellreifung (zentrale Toleranz) entgehen konnten
[8, 9]. Daher besteht die Notwendigkeit diese Zellen in der Peripherie unter Kontrolle zu
halten und deren Aktivierung und Proliferation zu inhibieren (periphere Toleranz). Wird das
Gleichgewicht zwischen Toleranz und Immunantwort (z.B. durch Adjuvantien) gestort oder

ist die Toleranzinduktion als solches gestort (z.B. durch Genmutationen) kénnen lokale oder
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systemische Autoimmunerkrankungen auftreten, die schon vor iiber hundert Jahren von Paul
Ehrlich als Horror Autotoxicus bezeichnet wurden (Ubersicht in [10]).

Dartiiber hinaus muss auch eine Immunantwort gegen Pathogene reguliert werden, da sonst
korpereigenes Gewebe Schaden nimmt und sich Immunopathologien, chronische
Entziindungsreaktionen oder Allergien entwickeln. Auf der anderen Seite darf die
Immunantwort nicht zu stark unterdriickt werden, andernfalls drohen Infektionen und das

unkontrollierte Wachstum von Krebszellen.

1.1.1 Zentrale Toleranz

Die Vorlduferzelle fiir die T-Zelllinie (early T-cell-lineage progenitor) entstammt den
pluripotenten hédmatopoietischen Stammzellen des Knochenmarks und wandert mithilfe der
Expression des Chemokinrezeptors 9 (CCRY) in das Thymusgewebe ein [11]. Diese Zellen
haben noch das Potential sowohl in myoloide (z.B. Monozyten) als auch in lymphoide
Immunzellen (z.B. NK-Zellen, T-Zellen) zu differenzieren. In weiteren Entwicklungsschritten
verringern sich die  Optionen durch gezieltes An- und Abschalten von
Differenzierungsfaktoren und -markern (z.B. c-kit, Stammzellantigen-1, cluster of
differentiation 44, CD44) (Ubersicht in [12]). Pro-T-Zellen, die weder den Korezeptor CD8
noch CD4 exprimieren und daher auch als doppelt negative Zellen beschrieben werden,
beginnen im Thymuskortex mit der somatischen Rekombination ihrer V- (variability), D-
(diversity) und J- (joining) Gensegmente zur variablen Region der B-Kette des T-Zellrezeptors
(TCR). Zusammen mit der hinzugespleiliten, konstanten C-Region wird die komplette B-Kette
mit dem PreTa-Molekiil an der Oberfliche der Zelle exprimiert und im Falle einer
produktiven Genumordnung die Pra-T-Zelle zur Proliferation und zur Rekombination der V-
und J-Segmente der a-Kette angeregt. Dieser Vorgang wird -Selektion genannt und findet in
der subkapsuldren Zone des Thymuskortex statt [13]. Falls die neu entstandene -Kette nicht
funktionell ist, konnen noch die B-Kettengene des zweiten Allels oder aber die y- und o-
Kettengene umarrangiert werden, andernfalls wird die Apoptose eingeleitet. Die RAG-1 & -2
Gene sind dabei einer strikten Kontrolle unterworfen, so dass verhindert wird, dass mehr als
eine B-Kette erfolgreich rekombiniert wird. Auf diese Weise ist sichergestellt, dass der -
Kette immer nur ein Allel zu Grunde liegt (Allelausschluss). Die Thymozyten, die den
vollstindigen af-TCR exprimieren, werden nun auf ihre Fihigkeit hin tberpriift, den

Liganden — den antigenprdsentierenden Haupthistokompatibilititskomplex (major

3
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histocompatibility complex, MHC) auf den kortikalen Thymusepithelzellen - zu erkennen.
Erhélt die Zelle aufgrund mangelnder MHC-Bindung kein positives Signal, besteht
gegebenenfalls noch die Moglichkeit den TCR durch sekunddre Genumlagerung zu editieren,
ansonsten stirbt die Zelle durch Apoptose [14]. Bei dieser positiven Selektion wird
gleichzeitig die Korezeptorspezifitit der Zelle festgelegt. Erkennt der nun doppelt positive
Thymozyt (CD4+CD8+) MHC-I wird sich die Zelle zum CD8+ zytotoxischen T-
Lymphozyten (cytotoxic T lymphocyte, CTL) entwickeln, bindet der TCR MHC-II wird eine
CD4+ T-Zelle entstehen. Die Expression des jeweils anderen Korezeptors wird eingestellt —
so dass aus diesem Vorgang einfach positive T-Zellen resultieren [15]. Die Restriktion der T-
Zellantworten auf korperfremde Peptide wird in der negativen Selektion sichergestellt. Dafiir
werden zahlreiche Autoantigene, die einem breiten Spektrum ansonsten gewebespezifischer
Proteine entsprechen, von Thymusepithelzellen der Medulla exprimiert und als Peptid-MHC
préasentiert. Diese Féhigkeit ermdglicht der Transkriptionsfaktor AIRE (Autoimmunregulator)
[16]. CD4+ oder CD8+ T-Zellen, die den Peptid-MHC mit zu hoher Aviditit erkennen,
erhalten das Signal zur Apoptose, so dass nach positiver und negativer Selektion nur ein
Bruchteil der Thymozyten als naive T-Zellen den Thymus verldsst und die sekundiren
lymphatischen Organe (Lymphknoten und Milz) erreicht.

Die Tatsache, dass trotz dieser Toleranzinduktion autoreaktive Lymphozyten in gesunden
Individuen auftreten, zeigt jedoch, dass tatsdchlich nicht jedes Autoantigen im Thymusepithel
exprimiert wurde und folglich T-Zellen die negative Selektion iiberlebten, deren TCR
spezifisch gegen ein Autoantigen im Korper reagieren konnte [17]. Im Gegensatz zur B-Kette
unterliegt die a-Kette des TCR nicht vollstandig der Kontrolle des Allelausschlusses, so dass
es denkbar ist, dass eine Zelle wihrend der negativen Selektion ein Apoptose-verhinderndes
Signal erhélt, obwohl die Kombination einer der beiden o-Ketten mit der B-Kette eine
Spezifitit aufweist, die korpereigene Peptide erkennt [18]. Die Selektionsmechanismen
beruhen zudem auf der Qualitit der MHC-TCR-Bindung, so dass T-Zellen iiberleben
konnten, die Autoantigene schwach, d.h. unterhalb des Grenzwertes fiir negative Selektion,
erkennen wiirden. Ein weiterer Grund fiir das Entstehen autoreaktiver T-Zellen ist die
molekulare Mimikry, d.h. das gleichzeitige Prdsentieren zweier &hnlicher Peptid-MHC, von
denen der eine aus einer Pathogenstruktur generiert ist, der andere ein Autoantigen darstellt.
Erfolgt eine Immunantwort besteht die Gefahr, dass die T-Zellen mit korpereigenem Gewebe

kreuzreagieren [19].
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1.1.2 Periphere Toleranz

Obwohl autoreaktive T-Zellen im Korper zirkulieren, kommt es in den meisten Féllen nicht
zur Etablierung einer Autoimmunerkrankung. Verantwortlich dafiir sind im Wesentlichen
zwei unterschiedliche Mechanismen, die die immunologische Homdostasis aufrecht erhalten:
die rezessive oder zell-intrinsische und die dominante oder zell-extrinsische Immunregulation
(Ubersicht in [20, 21]. Intrinsisch bezeichnet dabei die integrale Signalverarbeitung bzw.
Aktivierungskapazitit der T-Zelle. Naive T-Zellen benétigen zur Aktivierung nicht nur den
fiir ihren TCR passenden Peptid-MHC in einer ausreichenden Menge exponiert, sondern
zusdtzlich noch ein kostimulierendes Molekiil (CD80/B7.1- und CD86/B7.2-Molekiil), das
von CD28 erkannt und gebunden wird. Im Gegensatz zum MHC werden B7-Molekiile
ausschlieflich auf antigenprédsentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC) exprimiert,
die in der Lage sind, aktiv Pathogenstrukturen aufzunehmen, zu verarbeiten und zu
prasentieren. Hauptsdchlich handelt es sich hierbei um dendritische Zellen (dendritic cells,
DC), Makrophagen und B-Zellen, die jedoch eine vorhergehende Stimulierung durch
pathogenerkennende Rezeptoren (7oll-like-receptors, TLR) benétigen, um die hohe B7-
Expression einer reifen APC bereitzustellen. Fehlt dieser wichtige Kostimulus wird das Peptid
auf dem MHC einer Gewebszelle als korpereigen erkannt und die T-Zelle mit dem potentiell
autoreaktiven TCR erhélt ein Signal zur Anergie oder Apoptose [22]. Wenn eine T-Zelle
ausreichend mit beiden Faktoren — Peptid-MHC und B7-Molekiil — stimuliert wird, kann die
Immunantwort noch durch inhibitorische Signale z.B. CTL assoziiertes Antigen-4 (cytotoxic
T Iymphocyte associated antigen-4, CTLA-4) moduliert und die Aktivierungsschwelle
heraufgesetzt werden [23, 24]. CTLA-4 konkurriert mit CD28 um die Bindung an B7-
Molekiilen. Ein monoklonaler Antikorper gegen CTLA-4 (Klon MDX-010) wird in der Klinik
eingesetzt, um gezielt Suppressorzellen auszuschalten, die eine stirkere Immunreaktion gegen
Melanome supprimieren [25]. Allerdings konnen infolge dieser Behandlung starke
Autoimmunreaktionen wie Enterokolitis und Hepatitis als Nebenwirkungen auftreten [25].
Neben dem Einfluss inhibitorischer Signale, konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine
wiederholte und tiberméBige Aktivierung iiber den T-Zellrezeptor ebenfalls zur Apoptose
(activation induced cell death) fiihrt [26].

Eine dominante, zell-extrinsische Toleranzinduktion wird durch regulatorische Zellen oder
aber Suppressorzellen gewiéhrleistet. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwéhnen,

dass eine adaptive Immunantwort immer eine gewisse Priferenz fiir eine entweder humorale

5



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Einleitung

(durch Antikorper unterstiitzte) oder zelluldre (durch Makrophagen und CD8+ T-Zellen
unterstiitzte) Immunreaktion aufweist. Wahrscheinlich liegt die Entscheidung fiir eine dieser
unterschiedlichen Optionen schon in der Zytokinproduktion der angeborenen Immunantwort
begriindet. So bewirkt beispielsweise eine hohe Konzentration Interleukin-12 (IL-12), dass
sich aktivierte T-Zellen zu Thl-Effektorzellen umwandeln, die hauptsiachlich Interferon-y
(IFN-y) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) produzieren, was wiederum Makrophagen
aktiviert [27]. Im Gegensatz dazu bewirken IL-4 und IL-6 die Reifung zu Th2-Effektorzellen,
die durch IL-4 und IL-10 B-Zellen aktivieren koénnen [28]. Stimmt das Zytokinmilieu nicht
mit der entsprechenden Effektorzelllinie iiberein, werden die T-Zellen in ihrer Wirkung
inhibiert. Eine weitere immunmodulatorische T-Zellpopulation stellen die NKT-Zellen dar,
die auf CDI1 gebundene Lipide reagieren und viel IL-4 produzieren konnen [29]. Eine
Suppression der APC-Aktivierung und der T-Zellproliferation wird auch durch die
Sezernierung von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und tranformierender
Wachstumsfaktor-B (transforming growth factor-f, TGF-) erreicht [30].

Einen besonderen Stellenwert haben hier CD4+ regulatorische T-Zellen, die zum groBen Teil
fiir die periphere Toleranz verantwortlich sind. Diese Zellen sind in der Lage durch dominante
Suppression der Effektor-T-Zellen die Immunantwort géinzlich zu unterdriicken, was
besonders deutlich wird, wenn das Gleichgewicht von Effektorzellen zu Suppressorzellen
gestort wird. So erkranken neugeborene Méiuse, denen der Thymus entfernt wurde, an
diversen Autoimmunerkrankungen. Ebenso verhélt es sich bei élteren Ratten, die mehrmals
mit y-Strahlen in subletaler Dosis behandelt wurden. Spritzte man diesen Tieren syngene
CD4+ T-Zellen konnte die Etablierung der Autoimmunerkrankungen verhindert werden [31,
32]. Auf diese Weise wurde gezeigt, dass eine bestimmte Population von T-Zellen

autoreaktive Effektorzellen supprimieren kann.
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1.2 Regulatorische T-Zellen

Als in den spiten 1960er Jahren herausgefunden wurde, dass T-Zellen auch inhibitorische
Wirkungen auf B-Zellen ausiiben konnen, entstand die Idee einer suppressiven T-
Zellpopulation. Dariiber hinaus zeigte insbesondere die Entdeckung der ,,infektidsen
Toleranz“ von Gershon und Kondo, dass in T-Zellen Toleranz induziert werden konnte und
diese Zellen in der Lage waren, nach adoptivem T-Zelltransfer in anderen Tieren eine
immunsuppressive Wirkung zu erzielen [33]. Die zundchst postulierten Suppressorzellen, die
ihre Wirkung mittels spezialisiertem MHC und 16slichen Suppressionsfaktoren entfalten
sollten, konnten jedoch mit inzwischen verbesserten DNA-Sequenzierungstechniken nicht
nachgewiesen werden, so dass die Idee der Suppressorzellen voriibergehend in Vergessenheit
geriet. Danach wurden die vorausgegangenen Experimente mit der Immundeviation
interpretiert, die die entgegengesetzte Wirkmechanismen von Th1- und Th2-Zellen und deren
wechselseitiger Suppression beschreibt. In den letzten Jahrzehnten hat sich jedoch gezeigt,
dass eine definierte T-Zellpopulation zur Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz
notwendig ist. Anfangs wurden diverse Autoimmunkrankheiten beschrieben, die nach der
Entfernung des Thymus in verschiedenen Tiermodellen auftraten [34-36] und durch
Behandlung mit CD4+ T-Zellen verhindert werden konnten. Spiter gelang es die Population
regulatorischer T-Zellen durch Markergene zu definieren, wodurch auch eine Erklidrung fiir
Autoimmunerkrankungen bei Patienten gefunden wurde, die Mutationen in Genen aufweisen,
die die Entwicklung und Funktion dieser Zellen beeintrichtigen.

Sakaguchi et al. entdeckte 1995 die konstitutive Expression der a-Kette des IL-2
Rezeptors/CD25 an der Oberfliche der natiirlichen regulatorischen T-Zelle (Treg) [37]. In
zahlreichen Versuchen konnte darauthin eine Population CD25+ Treg Zellen isoliert werden
und deren positiver Einfluss in tierexperimentellen Autoimmunerkrankungen nachgewiesen
werden (Ubersicht in [38]). Neben Treg Zellen sind noch weitere regulatorische Zellen
bekannt, die sich vor allem durch ihr ausgeprigtes Zytokinprofil voneinander unterscheiden:
Trl- und Th3-Zellen, von denen man annimmt, dass sie thymusunabhéngig in der Peripherie
induziert werden. Trl-Zellen lassen sich beispielsweise in vitro durch Zugabe von
Dexamethason und Vitamin D3, bzw. IL-10 aus CD4+ T-Zellen generieren und sezernieren
selbst hohe Konzentrationen von IL-10 [39]. Th3-Zellen stehen im Zusammenhang mit der

Vermittlung von oraler Toleranz. So konnte gezeigt werden, dass die Verfiitterung von
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Autoantigenen an Miuse (z.B. Myelinscheidenprotein) vor der autoreaktiven Zerstdrung der
Myelinscheide im zentralen Nervensystem (experimental autoimmune encephalomyelitis,
EAE) schiitzt. Dieser Effekt wird durch die Freisetzung von TGF- durch Th3-Zellen
vermittelt [40]. Beiden Zelltypen ist gemein, dass sie weder CD25 noch den
Transkriptionsfaktor forkhead box (mus musculus: Foxp3; homo sapiens: FOXP3) der Treg
Zellen konstitutiv exprimieren. Allerdings konnte gezeigt werden, dass Foxp3+ Treg Zellen
abhingig vom Gewebetyp, in dem sie auftraten, ebenfalls IL-10 und TGF-p produzieren und
iiber diese Zytokine auch supprimieren, so dass die Verbindung dieser Populationen

zueinander noch Gegenstand der Forschung ist [41].

1.2.1 CD4+CD25+ natirliche regulatorische T-Zellen

Die Population der natiirlichen Treg Zellen spielt die wohl gréfite Rolle in der
Aufrechterhaltung der immunologischen Homoostasis durch dominante Toleranzinduktion
neben Trl- und Th3-Zellen. Eine Vielzahl immunologischer Arbeitsgruppen konnte in
jlingster Zeit zeigen, dass mit Hilfe der Treg Zellen im Mausmodell unterschiedlichste
Autoimmunerkrankungen in ihrer Auspragung und Schwere erfolgreich behandelt werden
konnten. So konnte nach der Etablierung von Kolitis und Arthritis in Médusen mittels Injektion
von Treg Zellen ein Riickgang der Symptome erzielt werden. Ein Treg Zelltransfer vor der
experimentellen Induktion von EAE in Miusen, die transgen fiir Ovalbumin-spezifische TCR
sind, verminderte die neuromotorischen Schidigungen im zentralen Nervensystem. (Ubersicht
in [42]). Ebenso konnte spontaner Typl-Diabetes in Méusen durch Treg Zellen kontrolliert
werden [43, 44]. AuBBerdem wurde in B-und T-Zell defizienten Mausen, die neben Effektor-T-
Zellen auch Treg Zellen gespritzt bekamen, eine lidngere Toleranz gegen allogene
Transplantate beobachtet [37, 45]. Eine Depletion der Treg Zellen mit monoklonalen
Antikorpern gegen CD25 (Klon PC61) flihrte in diesen Modellen zu einer schnelleren
Auspriagung von Autoimmunerkrankungen und TransplantatabstoBung. AuBBerdem konnte in
Treg-depletierten Maéusen, die Tumorzellen gespritzt bekamen, eine verbesserte
tumorspezifische Immunreaktion und eingeschrinktes Tumorwachstum beobachtet werden
[46]. Eine wichtige Rolle spielen Treg Zellen auch bei der maternalen Toleranz gegeniiber
fetalen Epitopen und auch die Immunantwort von Maiusen, die mit Leishmania infiziert

wurden, konnte mit dem Transfer von Treg Zellen unterdriickt werden [47, 48].
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Im Menschen konnte eine Korrelation von unzureichender Treg-vermittelter Suppression und
Autoimmunerkrankungen wie Typl-Diabetes, Myasthenia gravis, Psoriasis, Polyglandulires
Syndrom Typ II und Multipler Sklerose beobachtet werden, wobei die Treg Population
quantitativ scheinbar unverindert blieb [49-53].

1.2.1.1 Entwicklung und Phanotyp

Treg Zellen entstehen zum groBten Teil im Thymus. Die ersten Hinweise darauf erhielt man
in Miusen, in denen eine Thymektomie am dritten Tag postnatal zu Autoimmunkrankheiten
fiihrte, darunter Gastritis, Thyroiditis, Oophoritis, Prostatitis, Insulitis, Glomerulonephritis,
Epididymitis, Arthritis, etc. [31, 54]. Die Abhédngigkeit der Treg Entwicklung vom Thymus
zeigt sich deutlich bei Méusen, denen MHC-I & -II oder aber RAG fehlen. In beiden Fillen
konnen wenig bis gar keine Treg Zellen entstehen, wodurch klar wird, dass die positive und
negative Selektion im Thymus wichtig fiir deren normale Entwicklung ist. Analog dazu haben
auch weitere akzessorische Rezeptor- und Ligandenmolekiile Einfluss auf die Interaktion
zwischen Thymusstroma und reifender Treg Zelle, so dass Méusestdmme, defizient fiir CD28,
CD40, CD11a/CD18 oder CD80 und CD86, weniger Treg Zellen aufweisen (Ubersicht in
[55]). Untersuchungen von Jordan et al. bewiesen, dass die Expression eines stark agonistisch
wirkenden Proteins wéhrend der positiven Selektion im Thymus eine prozentual grofere Treg
Population zur Folge hatte [56]. In transgenen Maéusen, die ein Superantigen oder ein
bestimmtes Peptid-MHC-II in kortikalen Thymusepithelzellen exprimieren, entwickelten sich
vermehrt spezifische Treg Zellen [57, 58]. Demzufolge miissten Treg Zellen bevorzugt
Autoantigene erkennen; in der Tat konnte gezeigt werden, dass der Transfer von TCR-Ketten
aus Treg Zellen in CD4+C25- T-Zellen eine Stimulation durch Autoantigene in der Peripherie
und eine Proliferation dieser Zellen zu Folge hatte [59]. Sequenzanalysen in Méusen mit
limitiertem TCR-Repertoire konnten bisher allerdings nicht abschlieend kliren, ob das TCR-
Repertoire der Treg Zellen grundlegend verschieden von dem der Effektor-T-Zellen ist bzw.
wie groB die Ubereinstimmung der TCR in beiden Populationen ist [59, 60]. Das TCR-
Repertoire der Treg Zellen scheint gegeniiber naiven CD4+CD25- T-Zellen eine hohere
Diversitdt zu haben, beide Populationen variieren ihr Repertoire vom Thymus zur Peripherie,
was darauf hindeutet, dass nur ein Teil der Zellen gleicher Spezifitit in der Peripherie
iiberleben kann [61, 62].

Man geht davon aus, dass neben den natiirlichen Treg Zellen, die aus dem Thymus in die

Peripherie auswandern, auch Treg Zellen aus naiven T-Zellen durch lokale Induktion
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entstehen konnen. So gelang es in vitro durch TGF-B, gegebenenfalls in Kombination mit
Retinolsdure oder exogenem IL-2, Foxp3 in den Zellen zu exprimieren und funktionale Treg
Zellen zu erhalten (Ubersicht in [55]). Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass 1L-6
zusammen mit TGF-f die Entwicklung von Treg Zellen blockiert und sich stattdessen TH17-
Zellen entwickeln, die proinflammatorisches IL-17 produzieren [63]. Die Generierung von
spezifischen Treg Zellen aus naiven CD4+ T-Zellen in vitro ermoglicht den therapeutischen
Finsatz und ist daher Gegenstand intensiver Forschung. Bislang ist allerdings ungeklart, ob
die induzierten Treg Zellen in vivo stabil sind. So ist beispielsweise in natiirlichen Treg Zellen
das Gen Foxp3 in der Maus, bzw. FOXP3 im Menschen, stirker demethyliert als in
entsprechenden induzierten Treg Zellen [64, 65]. Unbestimmt ist auch das quantitative
Verhéltnis von den unterschiedlichen Treg Populationen zueinander, es ist jedoch
anzunehmen, dass lokal induzierte Treg Zellen eine untergeordnete Rolle spielen, da sie nicht
in der Lage sind das Fehlen natiirlicher Treg Zellen zu kompensieren.

Der Phénotyp der Treg Zelle gleicht im Wesentlichen dem einer aktivierten CD4+ T-Zelle,
was auch auf die kompetitive Rolle bei der Suppression hinweist. Der wichtigste
Oberflachenmarker ist CD25, die o-Kette assoziiert mit der - und y-Kette (CD122 und
CD132) zum hochaffinen IL-2 Rezeptor. Das Expressionsniveau von Oberflichenmarkern
wie CD39, einer Ektonukleotidphosphatase, ist gegeniiber naiven T-Zellen erhoht, ebenso wie
das von CD5, CD27 und OX40, wahrend CD127 erniedrigt ist. CD45, eine Phosphatase mit
verschiedenen Spleilformen, tritt iiberwiegend als CD45RO auf. Zudem werden die
Suppressormolekiile CTLA-4 und der glukocorticoid-induzierte TNF-Rezeptor (GITR)
verstarkt exprimiert. Durch die Expression von Chemokinrezeptoren (CCR4, CCR6, CCR7,
CXCR4 und CXCRS) konnen Treg Zellen Chemokine aus der Umgebung wahrnehmen.
Integrine (CD103) und Selektine (CD62L) ermdglichen bestimmten Treg Subpopulationen zu
definierten Bereichen innerhalb des Korpers zu gelangen und zu Entziindungsherden im
Gewebe zu migrieren. Zusitzlich besitzen Treg Zellen verschiedene TLR (TLR-2, -4, -5 und
—8), wodurch sie wunabhingig von der TCR-Stimulierung durch Kontakt mit
Pathogenbestandteilen aktiviert werden kdnnen (Pam3Cys, Lipopolysaccharide, Flagellin und
Einzelstrang-RNA), wobei deren Wirkung im einzelnen noch wunklar ist, da sich
unterschiedliche Studien in ihren Ergebnisse widersprachen (Ubersicht in [66]).

Von grofler Bedeutung ist die Expression des Transkriptionsfaktors FOXP3 [67, 68], da
dieses Protein in der Lage ist das Treg-typische Expressionsmuster zu induzieren und dariiber

hinaus auch einer Zelle die suppressive Kapazitit iibertrigt [69]. Neuere Untersuchungen
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ergaben, dass zumindest im Menschen CD4+CD25- T-Zellen nach Aktivierung
voriibergehend ebenfalls FOXP3 exprimieren, was die Zellen allerdings nicht zur Suppression
befdhigt [70, 71]. Isolierte Treg Zellen, die mit Antikérpern (a-CD3, a-CD28) aktiviert
werden, verhalten sich in vitro anerg und proliferieren nur mit Hilfe hoher Konzentrationen
IL-2, aber jeweils schwicher als naive T-Zellen. Dies spiegelt jedoch nicht die Situation in
vivo wider, wo Treg Zellen durchaus proliferieren und fiir deren Aktivierung eine zehn- bis
hundertfach niedrigere Peptidkonzentration benétigt wird als fiir naive T-Zellen gleicher
Spezifitét, so dass selbst unreife DC mit geringer B7-Molekiilexpression eine Stimulierung
bewirken konnen [72]. Die hohere metabolische Aktivitdt der Treg Zellen ist auch der
Ansatzpunkt fiir klinische Studien, in denen Toleranz durch Bestrahlung und radiomimetische
Medikamente wie Cyclophosphamid aufgehoben wird, um z.B. eine antitumorspezifische
Immunantwort zu forcieren [73-76]. Physiologisch unterscheiden sich Treg Zellen von naiven
T-Zellen auBerdem in der Signaltransduktion des IL-2 Rezeptors. Infolge der IL-2 Bindung
wird zundchst durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase der sekundidre Botenstoff
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat hergestellt. Dieser vermittelt den Start einer Kaskade
von sich gegenseitig aktivierenden Serin/Threonin-Kinasen. Wichtigster Mediator ist hierbei
die AKT/Proteinkinase B, die Kontrolle auf den Zellzyklus und die Zytokinproduktion ausiibt
(Ubersicht in [77]). Untersuchungen ergaben, dass Treg Zellen eine unphosphorylierte und
damit weniger aktive Form von AKT exprimieren und dass dieser Zustand fiir die Funktion
der Zelle von Bedeutung ist [78]. Ein Protein, welches von AKT aktiviert wird, ist mTOR
(mammalian target of rapamycin), dessen antagonistischer Ligand Rapamycin eine
antiproliferative Wirkung auf T-Zellen hat. Bei Treg Zellen konnte im Vergleich zu naiven T-

Zellen eine Rapamycin-Resistenz beobachtet werden [79, 80].

1.2.1.2 Suppressive Mechanismen

Der Mechanismus der Treg-vermittelten Suppression ist offensichtlich durch ein
Zusammenspiel verschiedener Faktoren gewéhrleistet. Neben der Proliferation von CD4+
Effektor-T-Zellen wird ebenso die Maturierung oder Aktivierung von CD8+ T-Zellen, B-
Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen, Makrophagen und DC durch Treg Zellen effektiv inhibiert
(Ubersicht in [42]). Treg Zellen benétigen fiir die optimale suppressive Wirkung eine
vorausgehende antigenspezifische Aktivierung durch DC, wobei geringe Konzentrationen von
Peptid-MHC und B7-Molekiilen selbst unreifer DC ausreichen kdnnen. Unerldsslich fiir Treg

Zellen ist der T-Zellwachstumsfaktor IL-2, was sich in IL-2 defizienten Miusen zeigt, die
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keine Treg Zellen entwickeln und an schweren Autoimmunerkrankungen leiden [81]. Der
hochaffine IL-2 Rezeptor der Treg Zellen ist in der Lage sehr effizient IL-2 aus der
Umgebung zu entfernen, wodurch konkurrierenden Effektor-T-Zellen nicht geniigend
Wachstumsfaktor zur Verfligung steht. Besonders deutlich wird dieser Effekt, wenn die
Suppression in vitro durch Zugabe von exogenem IL-2 aufgehoben wird. Dieser kompetitive
IL-2 Konsum kann jedoch nicht erklaren, warum auch IL-2 Rezeptor defiziente Effektor-T-
Zellen supprimiert werden konnen ([82] und Ubersicht in [83]). Treg Zellen kénnen indirekt
iiber die Modifizierung von DC eine Proliferation naiver T-Zellen verhindern, indem sie die
DC zur Expression von weniger B7-Molekiilen und IL-10 [84] und der Tryptophan-
abbauenden Indolamin-2,3-dioxygenase anregen [85]. Sowohl der verminderte Kostimulus als
auch das fiir T-Zellen toxische Abbauprodukt Kynurenin l4sst naive T-Zellen absterben. Die
direkte Beobachtung der Zellinteraktionen in vivo, ermoglicht durch die computergestiitzte
Zwei-Photon-Laser-Mikroskopie  (two-photon-laser-scanning-microscopy),  zeigte  im
lymphatischen Gewebe bevorzugte eine DC-Treg-Interaktion im Vergleich zur naiven T-Zell-
Treg-Interaktion [86]. Treg Zellen konnen dariiber hinaus das immunologische Mikromilieu
direkt durch die Sezernierung von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 [41], TGF-B
[24] und IL-35 [87] beeinflussen oder durch Katabolisierung von ATP mit Hilfe der
Oberflachenmolekiile CD39 und CD73 die Apoptose-einleitende Base Adenosin generieren
[88]. Eine weitere enzymatische Katalyse in Treg Zellen ist die Umwandlung der Himgruppe
in Kohlenmonoxid, Biliverdin und freiem Eisen(Ill)ion durch Hidmoxygenase-1, eine
Inhibierung dieser Reaktion beeinflusst die Suppression negativ [89]. Dariiber hinaus ist ein
Zellkontakt-abhingiger Mechanismus bekannt, der sowohl durch die inhibierenden Treg-
spezifischen Marker CTLA-4, GITR, CD223, membrangebundenes TGF-B (Ubersicht in
[90]), als auch durch die Expression von lysierendem Granzym oder Perforin T-Zellen
absterben ldsst [91]. Obwohl viele Publikationen beschreiben, dass bestimmte suppressive
Molekiile obligatorisch flir die Treg-Funktion sein sollen, konnte abschlieBend noch kein
Universalmechanismus der Suppression gefunden werden. Vielmehr erhértet sich der
Verdacht, dass Treg Zellen auf unterschiedlichen Ebenen mit unterschiedlichen suppressiven
Mechanismen ihre Wirkung entfalten, was eine situationsbedingte und auf das lokale
Mikromilieu abgestimmte Regulation der Immunantwort ermdglicht.

Interessant ist in diesem Zusammenhang der Unterschied zwischen Treg Zellen in Méausen
und Menschen: Da humane Effektor-T-Zellen und Gedéchtnis-T-Zellen ebenso CD25

schwach exprimieren, ist nur die Subpopulation von CD25 stark exprimierenden Zellen mit
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regulatorischem Potential ausgestattet (ca. 5-10% aller CD4+ T-Zellen). Im Gegensatz zur
Maus haben humane Treg Zellen MHC-II, CCRS8 aber kein CD103 und vermitteln die
Zellkontakt-abhidngige Suppression iliber Granzym A, nicht iliber Granzym B [91].
Hamoxygenase-1 scheint wiederum nur bei humanen Treg Zellen eine Rolle zu spielen [92].
Der wichtigste Unterschied ist jedoch, dass humane CD4+CD25- T-Zellen nach Aktivierung
FOXP3 exprimieren, wohingegen bei Mausen die Foxp3 Expression exklusiv auf Treg Zellen
beschrédnkt bleibt [70, 71]. Diese Unterschiede sind bei der Betrachtung - vor allem FOXP3-
abhingiger Prozesse - zu beachten; letztendlich konnen naive humane T-Zellen nach
Aktivierung nicht mehr phénotypisch von Treg Zellen unterschieden werden, sondern nur
noch funktionell. Ergebnisse von Studien, die im Mausmodell durchgefiihrt wurden, kénnen
aus diesem Grund nicht auf die Situation im Menschen iibertragen werden. Es ist durchaus
moglich, dass zwar in beiden Spezies eine periphere Toleranz iiber Foxp3+ bzw. FOXP3+
Treg Zellen aufgebaut wird, dass aber die suppressiven Mechanismen und deren Regulation

unterschiedlich sind.

1.3 Der Transkriptionsfaktor FOXP3

FOXP3, alternativ auch als Scurfin oder JM2 bezeichnet, ist der determinicrende
Transkriptionsfaktor fiir die regulatorische T-Zelllinie. Ahnliche Faktoren sind auch fiir die
anderen definierten T-Zellen bekannt: Der Thl-Phidnotyp wird hauptsidchlich durch die
Transkriptionsfaktoren T-bet und Runx-3 bestimmt, der von Th2-Zellen durch Gata-3 und
Th17-Zellen exprimieren einen fiir sie spezifischen Rezeptor RORyt (retinoic orphan

receptor yt), der Homologien zum Retinolsdurerezeptor aufweist.
1.3.1 Aufbau
FOXP3 ist X-chromosomal, beim Menschen im Genlokus Xp11.23 kodiert. Das Protein ist

stark konserviert und weist 86 % Homologie zu Foxp3 in der Maus auf. Der

Transkriptionsfaktor gehort zu der Gruppe der forkhead/winged-helix family of
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transcriptional regulators, wobei sich die Bezeichnung forkhead von dem Genprodukt fkh

aus der Embryonalentwicklung von Drosophila melanogaster ableitet [93].

FOXP3 239- VQSLEQQLVLEKEKLS AMQAHLAGKM-264
+Q+ E QL+LEKEKL A Q L+ K+
N-myc 425- LQAEEHQLLLEKEKLQARQQQLLKK I -450

c ZF L7 " FKH |

N- 1 213 ]4]5]6]l7] 8 |9]10] 11 |-C

|
| | “ |

Abbildung 1: Die Struktur des humanen Transkriptionsfaktors FOXP3

A) Biandermodell der forkhead domain von FOXP2 gebunden an DNA; FOXP2 FKH in grau, DNA-
Doppelhelix (21 Basenpaare) in griin und rot; berechnet aus einer Rontgenkristallstrukturanalyse [94].
B) Vergleich der Aminosduresequenzen von FOXP3 und N-myc; Aminosduren vergleichbarer
Hydrophobizitét sind mit + gekennzeichnet. C) Schematische Darstellung der Exons von FOXP3, der
Position der Doménen und beschriebener IPEX Mutationen; ZF = Zinkfinger, LZ = leucine zipper,
FKH = forkhead Domine, die Region des Kernlokalisationssignals ist grau markiert.

Die Struktur der C-terminalen, DNA-bindenden forkhead Doméne (FKH) konnte fiir die
Familie der FOXP-Molekiile anhand der Kristallstrukturanalyse eines DNA-FOXP2-
Komplexes aufgeklédrt werden, sie erinnert an eine gefliigelte Helix (winged helix) und besteht
aus drei o-Helices zusammen mit drei Teilen einer antiparallelen [-Faltblattstruktur
(Abbildung 1A). Durch Sequenzvergleiche konnten weitere Sekundar- bzw. Tertidrstrukturen
vorhergesagt werden: ein Zinkfingermotiv, gebildet durch die Aminosduren 199-222, und
eine LeucinreiBverschluBregion (leucine zipper), gebildet von den Aminosduren 239-260. Der
Zinkfinger entsteht durch die tetraedrische Anordnung von jeweils zwei Cystein- und
Histidinresten um ein Zinkion, wodurch eine fingerartige Struktur entsteht. Tatsdchlich
interagiert dieses Motiv hédufig mit DNA, fir das spezifische Erkennen einer
Konsensussequenz wéren jedoch mehrere Zinkfinger notwendig, da ein Zinkfinger mit
jeweils nur 3-4 Basenpaaren wechselwirkt [95, 96]. Der leucine zipper besteht aus einer o-
Helix, deren jeweils siebte Aminosdure entweder Leucin oder eine andere hydrophobe

Aminoséure ist [97]. Diese Struktur ermoglicht die Dimerisierung mit einem weiteren leucine
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zipper, so dass die hydrophoben Reste ineinander greifen. Beim humanen FOXP3 erinnert
diese Region der Aminosduresequenz an N-myc (Abbildung 1B), ein Protein das
Zellwachstum und Proliferation kontrolliert und von dem urspriinglich gedacht wurde, dass es
mittels des leucine zipper Homodimere bildet. Diese Vorstellung von leucine zipper-
vermittelter Homodimerisierung wurde auf FOXP3 iibertragen, nachdem gezeigt wurde, dass
FOXP3 mit sich selbst assoziiert [98]. Tatsdchlich aber gilt fiir die Familie der myc-
Onkogene, dass ausschlie8lich Heterodimere, beispielsweise mit Max, unter physiologischen
Konditionen gebildet werden [99, 100].

Humanes FOXP3 besteht aus 431 Aminosduren, die sich aus 11 Exons zusammensetzen
(Abbildung 1C). Der Zinkfinger wird von den Exons 5 und 6 gebildet, wihrend der /eucine
zipper durch einen Teil des Exons 6, hauptsichlich aber durch Exon 7 kodiert wird. Die fiir
die FOX-Proteine ungewdhnliche C-terminale Position der FKH Domine (Aminosdure 335-
418) wird von den Exons 9, 10 und 11 gebildet und beinhaltet auch das

Kernlokalisationssignal.

1.3.2 FOXP3 Mutationen

Der Einfluss von FOXP3 bei der Etablierung von Toleranz zeigt sich deutlich bei minnlichen
Individuen, deren X-Chromosom im FOXP3-Gen mutiert ist. Diese Patienten leiden unter
schweren multiplen Autoimmunerkrankungen, die man unter der Bezeichnung IPEX (immune
dysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome), alternativ auch XLAAD
(X-linked autoimmunity-allergic dysregulation syndrome), zusammenfasst und die hdufig
schon im Kleinkindalter zum Tod fiihren [101, 102]. Eine Ubersicht iiber IPEX ausldsende
Mutationen von FOXP3 liefert Abbildung 1C und Tabelle 1, wobei auffillt, dass neben der
FKH Domine auch Exon 7 von Bedeutung fiir die Funktion des Transkriptionsfaktors zu sein

scheint.
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Tabelle 1: Publizierte FOXP3 Mutationen

Mutation Bedeutung Referenz

Deletion Exon —1 & Intron 1 Verminderte Proteinsynthese [103]

Deletion eines Nukleotids im Leucin | Leserasterverschiebung, vorzeitiger Abbruch [104]

76 der Proteinsynthese

Deletion Lysin 250 Verinderte leucine zipper Struktur (Exon 7) [105]

Deletion Glutamat 251 Verinderte leucine zipper Struktur (Exon 7) [98]

5’-Spleillsequenz von Intron 8 Fehlerhaftes Splei3en/ [98]
Leserasterverschiebung

Arginin 347 zu Histidin Verinderte Struktur der Helix I (FKH) [105]

Isoleucin 363 zu Valin Verinderte Struktur der Helix II (FKH) [104]

Phenylalanin 371 zu Cystein Veranderte Struktur der [101]
Zwischenhelixsequenz (FKH)

Alanin 384 zu Threonin Verinderte Struktur der [101]
Zwischenhelixsequenz (FKH)

Arginin 397 zu Tryptophan Verianderung der C-terminalen [106]
Faltblattstruktur (FKH)

Glycin 430, Prolin 431 & stop- zusitzlicher Aminosdurenanhang an Helix I1 [107]

Codon 432 zu Valin, Glycin & (FKH)

addierte Aminosduresequenz

Stop-Codon 432 zu Threonin und zusétzlicher Aminosdurenanhang an Helix 11 [108]

addierte Aminoséuresequenz (FKH)

3 -uncodierende Region Fehlerhaftes Polyadenylierungssignal/ [108]
Verminderte Proteinsynthese

Korrespondierend zu IPEX ist die scurfy Maus, die ebenfalls X-chromosomal rezessiv an
schweren Autoimmunkrankheiten, Andmie, Diarrhée und Hautschuppen (englisch: scurf)
erkrankt. Die scurfy Mutation betrifft das Foxp3 Gen der Maus, welches nach der Aminoséure
277 eine Leserasterverschiebung durch eine Insertion von zwei Basenpaaren aufweist [109].
Diese Mutation hat zur Folge, dass DNA und der Kernfaktor aktivierter T-Zellen (nuclear
factor of activated T cells, NFAT) zwar noch gebunden wird, die Entwicklung funktionaler
Treg Zellen jedoch gestort ist [110]. Interessanterweise konnte ein dhnlicher Phénotyp auch in
anderen Miusestimmen beobachtet werden, die defizient sind fiir weitere Gene der Treg-
Entwicklung. Hierzu zdhlen IL-2 [111, 112], die IL-2 Rezeptorketten CD25 [113] und CD122
[114], CD28 [44], CTLA-4 [23, 115], Signalvermittler und Transkriptionsaktivator 5 (signal
transducer and activator of transcription 5, STAT5a und b) [116, 117] sowie TGF-$ [118]
und IL-10 [119]. Dass ebenso in gesunden Tieren die Depletion von Treg Zellen durch
Antikorper gegen IL-2 [120], CD25 [121-123], CTLA-4 [121] und GITR [124]
Autoimmunerkrankungen auslost, unterstreicht die Bedeutung dieser Molekiile fiir die

Entstehung oder Funktion von Treg Zellen.
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1.3.3 lIsoformen und Bindungspartner

Wie bereits erwihnt, exprimieren im Menschen auch CD4+CD25- T-Zellen nach Aktivierung
zumindest voriibergehend FOXP3, dariiber hinaus sind beim Menschen im Gegensatz zur
Maus zwei Isoformen bekannt. Neben der vollstdndigen 11 Exon langen Variante kann Exon
2 alternativ gespleifit werden. Naive CD4+ T-Zellen, die retroviral mit den Isoformen mit
oder ohne Exon 2 (im folgenden FOXP3 bzw. FOXP3A2 benannt) transduziert wurden,
zeigten in beiden Fillen eine Induktion des Treg Phinotyps. Abhédngig von der
Expressionsstirke differieren in den Studien jedoch die suppressiven Eigenschaften der
transduzierten Zellen [68, 125, 126]. Ubereinstimmend konnte eine eingeschrinkte
Proliferation der transduzierten Zellen in vitro und eine Induktion von Suppressormolekiilen
beobachtet werden. Bislang ist es ungeklért, ob jede Treg Zelle alle Isoformen exprimiert oder
bestimmte FOXP3 Isoformen nur auf einer Untergruppe der Treg Population vorkommen. Da
jedoch eine IPEX Mutation in Exon 2 bekannt wurde, deren FOXP3A2 funktional sein sollte,
ist anzunehmen, dass die einzelnen Isoformen zumindest genau definierte Aufgaben
tibernehmen. Dies ermoglicht zudem eine Isoform-abhingige Interaktion mit
Bindungspartnern (sieche unten).

Das FOXP3 Protein besitzt keine Transaktivierungsdomine, beeinflusst die Gentranskription
also unabhéngig von einem Kofaktor. FOXP3 allein bindet allerdings nur schwach an DNA.
In letzter Zeit mehren sich die Publikationen iiber Bindungspartner von FOXP3. Die
Inhibition von Zytokinen wird effektiv durch die Bildung eines Komplexes aus FOXP3 und
NFAT blockiert. Diese Interaktion trigt aber ebenfalls entscheidend zur Funktion und zum
Phénotyp der Treg Zelle bei [94]. Die Struktur von NFAT, der FKH Doméne des homologen
Proteins FOXP2 und einer Minimalpromotorsequenz von IL-2 konnte auf atomarer Ebene

aufgeklért werden [127] (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Der Transkriptionskomplex aus DNA, NFAT und FOXP2 FKH

A) Kalottenmodell der FKH Domine von FOXP2 und NFAT gebunden an DNA; FOXP2 FKH in
grau, DNA-Doppelhelix (21 Basenpaare) in griin und rot, NFAT RHD (Rel homology domain, aa 1-
178) in rosa, NFAT IPT (Immunoglobulin like fold, Plexins, transcription factors, aa 179- 287) in
blau; Ergebnis einer Rontgenkristallstrukturanalyse [94].

Analog zu NFAT konnte gezeigt werden, dass Foxp3 auch ein transkriptioneller Repressor
vom Kernfaktor «B (nuclear factor kB, NF-kB) ist [128, 129]. Ein wichtiger Isoform-
spezifischer Unterschied des humanen Transkriptionsfaktors ist die Bindung von RORa und
RORyt an die Region des Exons 2, wodurch die Generierung von Th17-Zellen inhibiert wird
[130, 131]. Dariiber hinaus konnte die Interaktion des Transkriptionsfaktors Runx-1/AML-1
(runt-related transcription factor-1/acute myeloid leukaemia-1) mit der Foxp3 Region 278-
336, d.h. direkt C-terminal vom leucine zipper nachgewiesen werden [132]. FOXP3 ist in der
Lage iiber Assoziation mit Histonacetyltransferase-deacetylase-Komplexen die DNA-Histon-
Struktur weitldufig zu verdndern. Die Aminosduren 106-190 von FOXP3 binden mit der
Histonacetyltransferase Tip60 (tat-interactive protein 60) und den Histondeacetylasen-7 und
-9 [133, 134]. Es konnte gezeigt werden, dass Tip60 auch in der Lage ist FOXP3 und
FOXP3A2 zu acetylieren [133]. Ein weiterer Bestandteil des hochmolekularen FOXP3-
Komplexes ist der verwandte Faktor FOXP1 [135]. Fiir Foxp3 der Maus konnte zudem eine
Bindung an Aktivatorprotein-1 (AP-1) nachgewiesen werden [136]. Die bereits erwihnte
Dimerisierng von FOXP3 wurde von verschiedenen Gruppen nachgewiesen [135, 137, 138].

Der Transkriptionsfaktor FOXP3 ist im menschlichen Blut hauptsidchlich in CD4+ T-Zellen
zu finden, allerdings sind auch FOXP3+ CD8+ T-Zellen mit suppressiven Eigenschaften

beschrieben worden [139]. Treg Zellen miissen kontinuierlich neu gebildet werden um eine
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lebenslange Toleranz gegen Autoantigene zu gewdhrleisten [140]. In Treg Zellen ist die
konstitutive Expression von FOXP3 notwendig, um die Funktion und den Phinotyp der Treg
Zelle aufrecht zu erhalten [141]. Andererseits ist es im humanen System und in der Maus
moglich durch einen FOXP3- bzw. Foxp3-Gentransfer naive CD4+ T-Zellen zu stabilen Treg
Zelllinien reifen zu lassen. Diese induzierten Treg Zellen zeichnen sich in vitro durch
Anergie, sehr geringe Zytokinproduktion, Expression Treg-assoziierter Molekiile und eine
Zellkontakt-abhidngige Suppression von Effektor-T-Zellen aus [67, 126]. Untersuchungen von
Foxp3 Bindungsstellen im Mausgenom konnten zeigen, dass eine Vielzahl unterschiedlichster
Gene von Foxp3 beeinflusst werden und Foxp3 bevorzugt an der Konsensussequenz
TAAACA im Promotor dieser Gene bindet [142, 143]. Der humane FOXP3 Promotor besitzt
NFAT, AP-1 und Smad3 Bindungsstellen, was erneut verdeutlicht, dass FOXP3 im Menschen
durch eine TCR Stimulierung induziert werden kann [144, 145].

Durch gezielte Manipulation von FOXP3 Expression und Interaktion kdnnte es in Zukunft

moglich sein Immunantworten in Ausmaf} und Stérke zu regulieren.

1.4 FOXP3 in der Tumorimmunologie

Da Treg Zellen neben der Kontrolle von Autoimmunerkrankungen auch die Immunantwort
gegen Pathogene und Transplantate regulieren, vermutete man frith auch eine durch Treg
Zellen induzierte Suppression antitumoraler Immunreaktionen. Tatsdchlich konnte in der
Maus gezeigt werden, dass die von CD8+ T-Zellen vermittelte AbstoBungsreaktion von
CD4+CD25- T-Zellen gefordert, von Treg Zellen aber inhibiert wird [146]. In Abwesenheit
der Treg Population konnen CD8+ T-Zellen neben dem Tumor zudem auch kdrpereigenes
Gewebe angreifen, wenn es sich beim tumorassoziierten Antigen um ein Autoantigen handelt
[147]. Eine Treg Depletion mit Antikérpern gegen GITR und CTLA-4 (systemisch) oder CD4
(intratumoral) loste selbst in etablierten Tumoren in der Maus eine schnelle und effektive
Immunreaktion aus [148, 149].

Untersuchungen bei Patienten mit Melanomen ergaben, dass FOXP3+ T-Zellen vermehrt in
Lymphknoten auftreten, die mit Metastasen befallenen sind, verglichen mit nicht befallenen

Lymphknoten [150]. Weitere Studien mit verschiedenen Krebsarten zeigten eine
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Akkumulation von Treg Zellen im Tumor, wobei sogar eine aktive Rekrutierung dieser Zellen
durch Tumor-sezerniertes Chemokin CCL22 diskutiert wurde [151, 152]. In weiteren
Experimenten konnte gezeigt werden, dass T-Zellen von Krebspatienten in vitro spezifische
Immunreaktionen gegen tumorassoziierte Antigene auslosen, wenn Treg Zellen zuvor
depletiert wurden [17, 153]. Dariiber hinaus supprimierten infiltrierende Lymphozyten aus
Hodgkin-Lymphomen naive T-Zellen, vermittelt durch IL-10, CTLA-4 und Zellkontakt-
abhingige Mechanismen [154]. Um die unzureichende Immunantwort gegen Tumore zu
tiberwinden, wurden fiir verschiedene Tumore die immunogensten Antigene definiert, gegen
die eine Vakzinierung oder ein Transfer spezifischer TCR-transduzierter T-Zellen Erfolg
versprechen konnte [155, 156]. Allerdings resultiert die iiberwiegende Mehrheit der
Krebserkrankungen aus spontan und sporadisch transformierten Zellen, die erst nach langer
Latenzzeit klinische Symptome hervorrufen. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Tumorzellen immunogen sind, die vorhandenen, spezifischen T-Zellen allerdings in ihrer
Wirkung supprimiert sind [157]. Diese Tumortoleranz steht in Zusammenhang mit der
Proliferation unreifer myeloischer Zellen und hoher systemischer TGF-f Konzentrationen
[158]. Auf welche Art und Weise der Tumor die Immunantwort moduliert und somit einer
AbstoBung entgeht wird zurzeit intensiv erforscht. Die Induktion von Toleranz und die
suppressive Kapazitdt der Treg Zellen, wie auch ihre lokale Akkumulation im Tumor, weisen
auf die wichtige Rolle dieser Population in der Tumorimmunologie hin.

Neuere Untersuchungen ergaben, dass FOXP3 nicht nur von T-Zellen, sondern auch von
bestimmten Tumorzellen exprimiert wird. Sowohl Zelllinien aus Melanomen als auch diverse
andere Tumorzellen konnten mit Antikorpern gegen FOXP3 positiv gefarbt werden [159,
160]. Dariiber hinaus induzierte die Transformation von B-Zellen mittels Epstein-Barr-Virus
die Expression von FOXP3 [159]. Eine andere Studie mit Pankreaskarzinomen ergab, dass
FOXP3 ein funktionaler Repressor von IL-6 in Tumorzellen ist und den Tumorzellen
suppressive Kapazitidt verleiht [160]. Dariiber hinaus konnte fiir Brustkrebszellen
nachgewiesen werden, dass FOXP3 ein Repressor der Onkogene Her-2 (human epidermal
growth factor receptor-2) und SKP2 (S-phase kinase-associated protein 2) darstellt [161,
162]. Heterozygote scurfy Maéiuse erkrankten infolge des nicht funktionalen Foxp3
tiberdurchschnittlich oft an Brustkrebs. Weitere Untersuchungen ergaben, dass humane
Brustepithelzellen, bei denen die Expression von FOXP3 durch spezifische siRNA (small
interfering ribonucleic acid) geblockt wurde, mehr Her-2 gebildet wurde. Eine Analyse der

FOXP3 Isoformen in humanen Zelllinien aus Mammakarzinomen zeigte zudem, dass maligne
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Zellen alternative Spleilformen wie FOXP3A2, FOXP3A2A3, FOXP3A7 und FOXP3A2A7
exprimieren, was auf eine Isoform-spezifische Inhibition der Her-2 Expression hindeutet
[162]. Interessanterweise sind Spleiliformen wie FOXP3A2 und besonders FOXP3A2A7 auch
in malignen T-Zellen des Sézary Syndroms, eines kutanen Lymphoms, bevorzugt exprimiert
[163]. Ob die FOXP3 Expression ein generelles Merkmal transformierter Zellen ist und
inwieweit FOXP3 oder die beschriebenen Isoformen dem Tumor immunmodulatorische

Effekte vermitteln kdnnen, ist bislang noch unzureichend erforscht.

21



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Einleitung

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die meisten Untersuchungen beriicksichtigten nicht die unterschiedlichen Spleif3varianten des
Transkriptionsfaktors FOXP3 in regulatorischen T-Zellen. Erste Hinweise auf eine Isoform-
spezifische Funktion ergab die Analyse der IPEX Mutationen, die verdeutlichte, dass
beispielsweise der leucine zipper und die DNA-bindende FKH Domine wichtig fiir die
FOXP3 Funktion ist. SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass eine retrovirale Transduktion
humaner CD4+ T-Zellen mit FOXP3 oder FOXP3A2 einen regulatorischen Phénotyp
hervorruft [126]. Genauere Untersuchungen an FOXP3 Isoformen beziiglich der
Dimerisierung, der Assoziation mit weiteren Transkriptionsfaktoren wie AML-1, des
Einflusses auf die transkriptionelle Aktivitit von NFAT, NF-kB und AP-1, der Induktion
Treg-assoziierter Molekiile sowie des Transfers suppressiver Kapazitit fehlen bislang. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die spezifischen und unspezifischen Merkmale und
Funktionen der beiden bekannten Isoformen FOXP3 und FOXP3A2, sowie einer neu
identifizierten Isoform FOXP3A2A7 in CD4+ T-Zellen untersucht werden. Durch die
experimentelle Analyse von unterschiedlichen biochemischen FEigenschaften einzelner
Regionen/Exons von FOXP3 sollte ein Hinweis auf die betreffenden Signalkaskaden und
deren Abhéngigkeit von FOXP3 geliefert werden. Die differentielle Funktion der Isoformen
konnte in Zukunft deren gezielte therapeutische Manipulation ermdglichen und somit ein

Werkzeug zur Beeinflussung der Immunreaktion darstellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Sofern nicht anders angegeben wurden die Chemikalien von Cambrex Bio Science
(Walksville, USA), Invitrogen (Karlsruhe, D), Roth (Karlsruhe, D), SigmaAldrich (St.Louis,
USA) oder StarLab (Ahrensburg, D) bezogen. Verbrauchsmaterialien aus Polyethylen,
Polypropylen und Polystyrol wurden von den Firmen Becton Dickinson (Heidelberg, D),
Becton Dickinson Falcon (Heidelberg, D), Braun (Melsungen, D), Costar (Bodenheim, D),
Eppendorf (Hamburg, D), Fluka (Taufkirchen, D), Greiner (Solingen, D), Roth (Karlsruhe,

D), Schleicher&Schiill (Dassel, D) und TPP AG (Transadingen, D) bezogen.

2.1.2 Puffer, Kulturmedien und Losungen

Alle Losungen und Puffer wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt.

Tabelle 2: Puffer, Medien und Losungen

Puffer/Medien/Lésungen | Zusammensetzung

50x TAE Puffer 2 M Tris-Acetat; 50 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA),
pH: 8,0

10x Ladungspuffer | 20 % Ficoll (v/v) (Amersham, Uppsala, S); 100 mM EDTA

Agarosegel pH: 8,0; 1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS); 0,25 %

(w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v) Xylen Cymol

Phosphat gepufferte Saline

137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na,HPO,; 1,4 mM

(phosphate buffered | KH,POy; pH: 7,4

saline, PBS)

RPMI Medium RPMI1640 von Invitrogen (Karlsruhe, D) mit 5% bzw.
10 % fetalem Kaélberserum (fetal calf serum, FCS); 1 mM
Pyruvat; 2 mM L-Glutamin; 10 mM N-2Hydroxyethyl-
N'2’piperazinethylsulfonat (HEPES); 100 U/ml Penicillin;
100 ug/ml  Streptomycin; 1 mM  nicht essentielle
Aminoséduren (NEA); 0,05 mM B-Mercaptoethanol (B-ME)

DMEM Medium DMEM von Invitrogen mit 5 % bzw. 10 % FCS; 2 mM L-

Glutamin; 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin;
1 mM NEA; 50 uM B-ME

Erythrozytenlysis Puffer

10 mM Tris/HCI; 0,165 M NH4Cl; pH: 7,2
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Fortsetzung Tabelle 2:

Puffer/Medien/L6sungen

Zusammensetzung

MACS Puffer PBS; 2 mM EDTA, pH: 8,0; 0,5 % FCS

Puffer zur PBS; 2 % FCS

Antikorperfarbung

Saponin Puffer PBS; 5 % FCS; 0,5 % (w/v) Saponin

RNAse-freies Wasser 0,01 % (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC), autoklaviert
Transferpuffer 274 mM NaCl; 10 mM KCI; 3,5 mM Na,HPO,; 42 mM

HEPES; pH: 6,75

Luciferase Puffer

150 mM HEPES; 8 mM MgSO4; 40 mM Dithiothreitol;
200 uM EDTA; 1,06 mM Adenosintriphosphat; pH: 8,0

Renilla Puffer 30mM  NasP,O;; 15mM  Natriumacetat; 20 mM
Cyclohexandiamintetraessigsaure; 800 mM  NaSOy;
pH: 5,0

Western Blot Laufgel 1,25 ml (40 %) Acrylamid; 1,875 ml 1 M Tris/HCI, pH: 8,8;

(10 %) 50 pul (10 % w/v) SDS; 50 ul Ammoniumpersulfat (APS);

1,8 ml H,O; 2,5 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Western Blot Sammelgel

169 ul (40 %) Acrylamid; 375 pl 0,5 M Tris/HCI, pH: 6,8;
15 ul (10% w/v) SDS; 12,5 ul APS; 950 ul H,O; 3 pl
TEMED

Western Blot Laufpuffer 125 mM Tris; 125 mM Glycin; 1 % (w/v) SDS

Western Blot 50 mM HEPES, pH: 7,4; 150 mM NacCl; 1 % (v/v) TritonX-

Probenlysispuffer fiir 100; 10% (v/v) Glycerol; 10mM EDTA, pH:8,0;

Proteinnachweis Phosphatase-Inhibitor (Roche Diagnostics, Mannheim, D)
1:1000; Protease-Inhibitor (Roche Diagnostics. Mannheim,
D) 1 Tablette / 10ml

Western Blot 50 mM Tris/HCI, pH:7,5; 150 mM NaCl; 1% (v/v)

Probenlysispuffer fiir Nonidet P40; 0,5 % (w/v) Natriumdeoxycholate; Protease-

Koprézipitation Inhibitor 1 Tablette / 10ml

6x Western Blot 350 mM Tris/HCL, pH: 6,8; 30 % (v/v) Glycerol; 10 %

Ladungspuffer (w/v) SDS; 0,025 % (w/v) Bromphenolblau; 1:17 B-ME

Western Blot 125 mM Tris; 125 mM Glycin

Ubertragungspuffer

PBS-T PBS; 0,1 % (v/v) Tween

Western Blot Losung PBS; 0,1 % (v/v) Tween; 2,5 % (w/v) Magermilchpulver

2.1.3 Plasmide

Material und Methoden

Fiir alle Klonierungen, Transformationen, Transfektionen und Transduktionen wurden
entweder Vektoren der Firmen Clontech (Mountain View, USA), Genecopoeia (Germantown,
USA), Invitrogen (Karlsruhe, D), Promega (Madison, USA) und Stratagene (Cedar Creek,
USA) erworben oder von anderen Forschungslaboren freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt. Entsprechende Referenzen, die Eigenschaften der Plasmide und gegebenenfalls

Klonierungen von Zielgenen sind im Folgenden aufgefiihrt:
24



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen

Tabelle 3: Plasmide

Material und Methoden

Name Eigenschaften Klonierte Zielgene | Referenz
MIGR1 Retroviraler Vektor, Transkription des | FOXP3 [164]
Zielgens, einer Internen Ribosomen- | Isoformen,
Eintrittsstelle (IRES) und GFP bzw. cyanblau
CFP, Kontrolle durch lange terminale | fluoreszierendes
repetitive Sequenzen (LTR) aus dem Protein (CFP)
Stammzellvirus der Maus
pALF-10A1 | Expression einer amphotropen [165]
Virushiille
pAP1-TA-luc |6x AP-1 Bindungsstelle vor dem Clontech
Leuchtkifer-Luciferasegen, Kontrolle
durch Minimalpromotor
pcDNA3.1+ | Expressionsvektor, Kontrolle durch | FOXP3 Isoformen Invitrogen
den Promotor des Cytomegalovirus und Mutationen,
(CMV) TSG101, GFP
pcDNA3.1 Expression der reversen Polymerase & [166]
MLV g/p Strukturproteine des Leukémie
Retrovirus der Maus (MLV), Kontrolle
durch den Promotor des CMV
pCMV-Tag2 |Expression  eines  FLAG-Motiv- | FOXP3 Isoformen | Stratagene
gekoppelten Zielgens, Kontrolle durch
den Promotor des CMV
pCMV- Expression  von  FLAG-AML-1, [132]
AMLI1-Tag2 |Kontrolle durch den Promotor des
CMV
pGBT9 Expression eines Fusionsproteins aus | FOXP3 Clontech
der DNA-Bindungsdomine von Gal4 | Isoformen,
und dem Zielgen, Kontrolle durch den | FOXP3
Hefepromotor ADH1 Mutationen
pLP-ECFP- | Expression von CFP, Kontrolle durch Clontech
Cl den Promotor des CMV
pNFAT-TA- | 3x NFAT Bindungsstelle vor dem Clontech
luc Leuchtkéfer-Luciferasegen, Kontrolle
durch Minimalpromotor
pNF-kB-TA- |4x NF-kB Bindungsstelle vor dem Clontech
luc Leuchtkéfer-Luciferasegen, Kontrolle
durch Minimalpromotor
pReceiver- Expression eines 3x FLAG-Motiv- | TSG101 Genecopoeia
M12 gekoppelten Zielgens, Kontrolle durch
den Promotor des CMV
pRL-CMV Expression von Renilla Luciferase, Promega

Kontrolle durch den Promotor des
CMV
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Die Integritit aller vorgenommenen Klonierungen wurde jeweils durch DNA-Sequenzierung

der Firma SeqLab (Géttingen, D) bestétigt.

2.1.4 Synthetische Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide/Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, D) synthetisiert. In
manchen Fillen wurde nach der initialen Aufnahme die Losung mit einer Vakuumzentrifuge
eingetrocknet, um eventuelle Verunreinigungen zu entfernen. Oligonukleotide wurden in
deionisiertem Wasser aufgenommen, das vorher mit DEPC versetzt und autoklaviert wurde,
um eventuell vorhandene Ribonukleotidasen zu inaktivieren. Alle Oligonukleotide wurden bei

-20°C bis -80°C gelagert.

Tabelle 4: Oligonukleotide fiir Polymerasenkettenreaktionen

(polymerase chain reaction, PCR)

Name

Sequenz (5" 2 3")

Spezifitat

hFOXP3 Xho ffw

ACGCTACTCGAGGCCACCATGC
CCAACCCCAGGCCTG

FOXP3 Klonierung in MIGR1

hFOXP3 EcoR1 rev

TGCGAGGAATTCTCAGGGGCCA
GGTGTAGGG

FOXP3 Klonierung in MIGR1

hFOXP3 EcoRI ffw

ACGCTACGAATTCGATGCCCAA
CCCCAGGCCTG

FOXP3 Klonierung in pCMV-
Tag?2

hFOXP3 Xho rev

TGCGATGCTCGAGTCAGGGGCC
AGGTGTAGGG

FOXP3 Klonierung in
pcDNA3.1+ und pCMV-Tag2

hFOXP3 fl EcoRI ffw

ACGCTGAATTCATGCCCAACCC
CAGGCC

FOXP3 Klonierung in pGBT9
und pcDNA3.1+

hFOXP3 fl BamHI rev

TGCGAGGATCCGGGGCCAGGTG
TAGGG

FOXP3 Klonierung in pGBT9

FOXP3 FKH BamHI rev

TGCGAGGATCCGTTGTGGAGGA
ACTCTGG

FOXP3AFKH Klonierung in
pGBT9

TSG101 clon EcoRI ffw

ACGCTACGAATTCATGGCGGTG

TSG101 Klonierung in

TCGGAGAGCCA pCMV-Tag2

TSG101 clon Xhol rev TGCGATGCTCGAGTCAGTAGAG | TSG101 Klonierung in
GTCACTGAGACC pCMV-Tag2

CFP forward ACGCTCCATGGGCCACCATGGT | CFP Klonierung
GAGCAAGGGCGAG

CFP reverse TGCGAGTCGACCTACTTGTACA | CFP Klonierung

GCTCGTCCATG

BamHI GFP ffw 66 ACGCTGGGATCCGCCGCCAC | GFP-Klonierung in
CATGGCCACAACCATGGTGA | pcDNA3.1+ zur N-terminalen
GC Fusion mit FOXP3

EcoRI GFP rev 66 TGCGACGAATTCCTTGTACA | GFP-Klonierung in
GCTCGTCCATGCC pcDNA3.1+ zur N-terminalen

Fusion mit FOXP3
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Fortsetzung Tabelle 4:

Name Sequenz (5" 2 3") Spezifitat

hFOXP3 exon 1-2 ffw CAGCTGCAGCTCTCAACGGTG FOXP3 Reverse Transkriptase
(RT-) PCR

hFOXP3 exon 1-3 ffw

CAGCTGCAGCTGCCCACACTG

FOXP3 RT-PCR

hFOXP3 exon 3 rev GCCTTGAGGGAGAAGACC FOXP3 RT-PCR
hFOXP3 exon6-7 ffw GAGCAGCAGCTGGTGCTGG FOXP3 RT-PCR
hFOXP3 exon6-8 ffw GAGCAGCAGGCATCATCCG FOXP3 RT-PCR
hFOXP3 exon§ rev CTGGGAATGTGCTGTTTCC FOXP3 RT-PCR
hTSG101 58 ffw CACCCACAGTCAGACTTGT TSG101 RT-PCR
hTSG101 58 rev GGTATGGAGAGATTCCACC TSG101 RT-PCR
hZNF307 58 ffw TTGAGCCGGCTCCGAGAA ZNF307 RT-PCR
hZNF307 58 rev GCACCACCACCTCCTCC ZNF307 RT-PCR
hp53 58 ffw TGCTCCCCCCGTGGCC p53 RT-PCR
hp53 58 rev GGGGAGTACGTGCAAGTC p53 RT-PCR
hMdm?2 58 ffw GTGCCAAGCTTCTCTGTGA MDM2 RT-PCR
hMdm?2 58 rev AGGTTTCTCTTCCTGAAGCT MDM2 RT-PCR
hHPRTI ffw TGACACTGGCAAAACAATGCA | HPRT RT-PCR
hHPRTI rev GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT HPRT RT-PCR
hGAPDH ffw GTCCACTGGCGTCTTCAC GAPDH RT-PCR
hGAPDH rev CTTGAGGCTGTTGTCATACTTC | GAPDH RT-PCR
short up EcoRI 5" end ACGCTACGAATTCCTAATACGA | Klonierung des RACE
CTCACTATAGGGC Produktes
short up Xhol 3" end ACGCTACCTCGAGCTAATACGA | Klonierung des RACE
CTCACTATAGGGC Produktes
gsp FOXP3 ffw exonl ACGCTACGAATTCCTTCCAGGG | Amplifizierung des RACE
CCGAGATCTTCGAGGCGG Produktes
gsp FOXP3 rev exon§ ACGCTACCTCGAGCAGGTGCCT | Amplifizierung des RACE
CCGGACAGCAAACAGGCTG Produktes

race clon 6/7 EcoRI ffw

ACGCTACGAATTCGAGCAGCAG
CTGGTGCTGG

Klonierung des Isoform
spezifischen RACE Produktes

race clon 6/8 EcoRI ffw

ACGCTACGAATTCGAGCAGCAG
GCATCATCCGA

Klonierung des Isoform
spezifischen RACE Produktes

race clon 7/6 Xhol rev

ACGCTACCTCGAGTCCAGCACC
AGCTGCTGCTC

Klonierung des Isoform
spezifischen RACE Produktes

race clon 8/6 Xhol rev

ACGCTACCTCGAGGATGATGCC
TGCTGCTCCAG

Klonierung des Isoform
spezifischen RACE Produktes

hFOXP3 mutl A11L ffw

CTGGCAAGCCCTCGCTCCCTTC
CTTGGCC

FOXP3 Mutation A11L

hFOXP3 mutl A11L rev

GGCCAAGGAAGGGAGCGAGGG
CTTGCCAG

FOXP3 Mutation A11L

hFOXP3 mutl A11R ffw

CTGGCAAGCCCTCGCGCCCTTC
CTTGGCC

FOXP3 Mutation A11R

hFOXP3 mutl A11R rev

GGCCAAGGAAGGGCGCGAGGG
CTTGCCAG

FOXP3 Mutation A11R

hFOXP3 mute2 L74A ffw

GCAGCTGCCCACAGCGCCCCTA
GTCATGG

FOXP3 Mutation L74A

hFOXP3 mute2 L74A rev

CCATGACTAGGGGCGCTGTGGG
CAGCTGC

FOXP3 Mutation L74A

hFOXP3 mut2 A176L ffw

CTTCCCAAATCCCAGTCTACCC
AGGAAGGACAGC

FOXP3 Mutation A176L
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Fortsetzung Tabelle 4:
Name Sequenz (5" =2 3") Spezifitat
hFOXP3 mut2 A176L rev | GCTGTCCTTCCTGGGTAGACTG | FOXP3 Mutation A176L
GGATTTGGGAAG
hFOXP3 mut2 Al176R | CTTCCCAAATCCCAGTCGACCC | FOXP3 Mutation A176R
ffw AGGAAGGACAGC
hFOXP3 mut2 A176R rev | GCTGTCCTTCCTGGGTCGACTG | FOXP3 Mutation A176R
GGATTTGGGAAG
Seq MIGRI1 ffw 6146 CCGTCTCTCCCCCTTGAACCTCC | Sequenzierung von MIGR1
TCG vor IRES
Seq MIGR1 rev 55 ACATATAGACAAACGCACACCG | Sequenzierung von MIGR1
GCC vor IRES
Seq MIGR1 before Ncol | CCGAACCACGGGGACGTGGT Sequenzierung von MIGR1
ftw nach IRES
Seq MIGR1 after Sall rev | GATTTTATTTAGTCTCCAG Sequenzierung von MIGR 1
nach IRES
Seq MIGR1 rev 1422 TGGCGTTACTTAAGCTAGCTT Sequenzierung von MIGR1
nach GFP
Seq FLAG ffw ACCCTCACTAAAGGGAACAAAA | Sequenzierung von pCMV-
GC Tag?2
Seq FLAG rev TAATACGACTCACTATAGGGCG | Sequenzierung von pCMV-
AAT Tag?2
Seq pcDNA ffw GAGAACCCACTGCTTACTGGCT | Sequenzierung von
pcDNA3.1+
Seq pcDNA rev TGGCAACTAGAAGGCACAG Sequenzierung von
pcDNA3.1+
Seq pGBTY fftw GATGCCGTCACAGATAG Sequenzierung von pGBT9
Seq pGBTY rev AAATCATAAGAAATTCGCCCG Sequenzierung von pGBT9

2.1.5 Kits fur biochemische Analysen und Isolationen

Amplifikation von komplementdrer DNA (complementary DNA, cDNA) zur Bestimmung der
relativen Transkription ausgewihlter Genbereiche erfolgte mit RealMasterMix von Eppendorf
(Hamburg, D).

Die Sequenzierung nicht translatierter cDNA Enden wurde mit Hilfe des SMART RACE
c¢DNA Amplification Kit von Clontech (Mountain View, USA) durchgefiihrt.

Die Préparation von Plasmiden erfolgte mit Genomed Jetstar (Lohne, D), die Aufreinigung
von DNA aus Agarosegelen mit Gel Extraction Wizard von Promega (Madison, USA).
Endotoxinkonzentrationen wurden im Limulustest mittels Limulus amebocyte lysate assay
QOCL-1000 von Cambrex Bio Science (Walksville, USA) ermittelt.

Die Isolation von bestimmten Zellpopulationen iiber Antikorper, gekoppelt an magnetische
Partikel, wurde mittels mouse bzw. human CD4+CD25+Regulatory T Cell Isolation Kit von
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D) durchgefiihrt.
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Die Lichtreaktion der Western Blot Membranen erfolgte mit ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents von Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK).

Die Proliferation bestimmter Zellpopulationen wurde anhand der Verdiinnung des
Fluoreszenzfarbstoffes =~ Carboxy-Fluoreszein-diacetat-succcinimidyl-ester ~ (CFSE) im
Durchflusszytometer bestimmt. Die Markierung der Zellen erfolgte mit Hilfe des Vybrant
CFDA-SE Cell Tracer Kit von Invitrogen (Karlsruhe, D) nach den Angaben des Herstellers.

2.1.6 Versuchstiere

Fiir die tierexperimentellen Versuche in der vorliegenden Studie wurden Balb/c Maéuse,
bezogen von der Firma Charles River (Sulzfeld, D), verwendet. Die Tiere wurden unter
Standardbedingungen im Maushaus des Max-Delbriick-Zentrums (MDC) in Berlin gehalten:
21 °C £2 °C; Nahrung und Wasser ad libitum; bis zu sechs Tiere in einem Mikroisolatorkéfig
mit kiinstlichem 24 h Tag-Nacht-Zyklus. Alle verwendeten Miuse waren 8-15 Wochen alt.
Die Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den deutschen Tierschutzrichtlinien

durchgefiihrt.

2.1.7 Zelllinien und biologisches Material

Fiir Experimente, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, wurden folgende
Zelllinien verwendet: Mausfibroblastenzellen NIH3T3, humane embryonale Nierenzellen
(human embryonal kidney, HEK293T) und Platinum E-Zellen. Letztere sind transfizierte
HEK293T Zellen, die eine ecotrope Virushiille herstellen, wenn sie mit einem retroviralen
Vektor, inklusive Verpackungssignal (V) transfiziert werden [167]. Diese Zellen werden mit
Blasticidin (10 pg/ml) und Puromycin (1 pg/ml) selektioniert. Alle Zelllinien wurden bei
37°C in DMEM Medium kultiviert (90 % Luftfeuchtigkeit und 10 % CO, bzw. 95 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, fiir NIH3T3). Primére Zellen aus Lymphknoten und Milz der
Maus bzw. humanes Blut von gesunden, freiwilligen Donoren wurde in RPMI Medium

kultiviert (37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,).

2.1.8 Antikorper

Fiir die Analyse der Molekiile der Zelloberfliche und intrazelluldrer Marker in Mauszellen
(m) bzw. humanen (h) Zellen wurden Fluorophor-gekoppelte Antikorper der Firma AbD
Serotec (Kidlington, UK), Becton Dickinson (San Diego, USA), Coulter (Fullerton, USA),
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eBioscience (San Diego, USA), Immuno Tools (Friesoythe, D), Invitrogen (Karlsruhe, D),
R&D Systems (Minneapolis, USA) und SigmaAldrich (St. Louis, USA) verwendet.

Als Fluorophor fungierten Fluorescein-isothiocyanat, Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin
und die Konjugate Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP)-Cy5.5, PE-Cy7 und
Allophycocyanin-Cy7. Biotinylierte Antikérper wurden mit den entsprechenden Fluorophor-
Streptavidinen gefarbt.

Die Expression von Proteinen in Zelllysaten bzw. Immunprézipitaten wurde mit Hilfe der
Western Blot Antikorper der Firma Becton Dickinson (San Diego, USA) und eBioscience
(San Diego, USA) nachgewiesen. Mit Meerrettich-Peroxidase (horse raddish peroxidase,
HRP) gekoppelter, sekundidrer Antikérper wurde von der Firma Dako (Glostrup, DK)

bezogen und fiir die Western Blot Analysen verwendet.

Tabelle 5: Antikorper

Spezifitat Klon Hersteller
o-mCD?3 145.2C11 Becton Dickinson
o-mCD4 GK1.5 Becton Dickinson
o-mCD25 PC61 Becton Dickinson
o-mCD28 37.51 Becton Dickinson
o-mCD44 KM114 Becton Dickinson
a-mCD69 HI1.2F3 Invitrogen
a-mCD152 (CTLA-4) UCI10-4F10-11 Becton Dickinson
o-mMDM?2 SMP14 Becton Dickinson
a-mActin AC-15 SigmaAldrich
o-mGITR YGITR765 AbD Serotec
a-mGITR BAF524 R&D Systems
0o-hCD3 OKT3 eBioscience
o-hCD4 RPA-T4 Becton Dickinson
a-hCD25 M-A251 Becton Dickinson
0-hCD28 28.2 Becton Dickinson
a-hFOXP3 (auch a-mFoxp3) FIK-16s eBioscience
a-hFOXP3 (auch a-mFoxp3) eBi107979 eBioscience
a-hFOXP3 PCH101 eBioscience
o-hMDM?2 SMP14 Becton Dickinson
a-FLAG-Agarose M2 SigmaAldrich
a-mImmunoglobulin polyklonal Dako
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Fiir die vorliegende Arbeit wurden folgende Gerite genutzt.

Tabelle 6: Geriite

Gerat

Hersteller

Bakterieninkubator Infors HAT
FACSCalibur
FACSCanto

FACS LSRII

FACS Vantage

FACS Aria
Fluoreszenzmikroskop CTR 6000
Gelelektrophoreseapparatur
Gelimager

I-Cycler

Kiihlzentrifuge 5417R
Kiihlzentrifuge Sorvall RC3C plus
MicroLumat Plus LB 96V
PCR-Cycler Mastercycler gradient
Plattenzentrifuge Heraeus Christ
SDS Gelelektrophorese Apparatur
Spektrophotometer Ultraspec 3100 pro
Sterilbank BDK

Tischzentrifuge Centrifuge 5415D
Transblot SD

Zellinkubator

Zentrifuge GPR Centrifuge
Zentrifuge Heraeus Varifuge 3.0R
Zentrifuge Heracus Megafuge 1.0

Multitron (Bottmingen, CH)
Becton Dickinson (San Jose, USA)
Becton Dickinson (San Jose, USA)
Becton Dickinson (San Jose, USA)
Becton Dickinson (San Jose, USA)
Becton Dickinson (San Jose, USA)
Leica (Wetzlar, D)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Biozym Diagnostics (Oldendorf, D)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Eppendorf (Hamburg, D)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Berthold Australia Pty Ltd. (Bundoora. AUS)
Eppendorf (Hamburg, D)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK)
BDK (Sonnenbiihl-Genkingen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Labotect (Gottingen, D)

Beckman Coulter (Fullerton, USA)
Heraeus (Hanau, D)

Heraeus (Hanau, D)

2.1.10 Datenauswertung

Die Datenauswertung fiir diese Arbeit erfolgte mit Hilfe der folgenden Programme:

Tabelle 7: Software Programme

Software Hersteller

BD FacsDiva BD Bioscience (San Jose, USA)
CellQuest pro BD Bioscience (San Jose, USA)
Chemilmager Alpha Innotech (San Leandro, USA)
iCycler Software Bio-Rad (Hercules, USA)

LASAF Leica (Wetzlar, D)

Microsoft Office Microsoft (Redmont , USA)
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Fortsetzung Tabelle 7:

Software Hersteller

pDraw32 Acaclone

Sigma Plot SPSS (Chicago, USA)

2.1.10 Statistik

Alle Fehlerbalken in den Grafiken entsprechen der Standardabweichung. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mittels ungepaartem student’s t-test, ein P-Wert kleiner als
0,05 (Abweichung von der Nullhypothese ist geringer als 5 %) wurde als statistisch

signifikant erachtet.

2.2 Methoden

2.2.1 Gentechnologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion

Amplifizierungen von Gensequenzen erfolgte mittels PCR: 5 pl 1x Pfu Puffer, 1 pl 10 mM
Desoxynukleotidtriphosphat-Mix (dNTP), jeweils 1 ul 25 uM Primer, 0,5-1 ul Matrize
(Plasmid bzw. cDNA), 1 ul Pfu Polymerase (Stratagene, Cedar Creek, USA), aufgefiillt auf
50 ul Gesamtvolumen. Der verwendete Standard-Reaktionszyklus lautet: 30 sek 95 °C,
(1 min 95 °C, 1 min 58 °C, 1 min 72 °C) x 30, 15 min 72 °C, 4 °C.

2.2.1.2 Agarose Gelelektrophorese

Amplifizierte DNA und Plasmide, die zur Kontrolle mit Restriktionsenzymen behandelt
wurden, wurden mit 10x Ladungspuffer versetzt und auf 0,8 %igen Agarosegelen
aufgetragen. Ein 60 ml Agarosegel (inklusive 1x TAE Puffer) enthilt 0,5 pg Ethidiumbromid.
Die Elektrophorese wird fiir 1 h bei 90 V durchgefiihrt. DNA wurde mittels Gelimager unter
UV-Licht (ca. 250 nm) zur Fluoreszenz angeregt. Die Bestimmung der Lénge der DNA-
Banden erfolgte durch den Vergleich mit entsprechenden DNA-Kontrollfragmenten
(Invitrogen, Karlsruhe, D).
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2.2.1.3 DNA-Extraktion

DNA, die anschlieBend extrahiert werden sollte, wurde auf Agarosegelen mit niedrigem
Schmelzpunkt aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden Produktbanden ausgeschnitten,
erhitzt und mittels Gel Extraction Wizard (siehe Kapitel 2.1.5) gebunden. Nach
Vakuumfiltration und zwei Waschschritten mit je 1 ml 80 % Isopropanol wurde die DNA mit

30 pl heiBem H,O eluiert.

2.2.1.4 Enzymatische DNA-Restriktionsspaltung und -Ligation

DNA wurde mittels Restriktionsenzymen (New England Biolabs NEB, Ipswich, USA) bei
den vom Hersteller empfohlenen Pufferkonzentrationen und Temperaturen geschnitten, wobei
jeweils 2 ug Vektor bzw. PCR-Produkt fiir 2h inkubiert wurden. Plasmide wurden
anschlieBend 30 min bei 37 °C mit Phosphatase (calf intestinal alkaline phosphatase) von
NEB behandelt um spétere Re-Ligationen zu vermeiden. Linearisierte Plasmid-DNA wurde
danach mittels Gelelektrophorese aufgereinigt, extrahiert und 1:10 verdiinnt. Die Ligation
erfolgte mit 1 ul 10x Ligase Puffer, 1 pl linearisierter Vektorlosung, 7 pl Insert und 1 pl
Ligase tiber Nacht bei 16 °C.

2.2.1.5 Transformation

Bakterien (E. coli, TOP10/F, Invitrogen, Karlsruhe, D) wurden in tetrazyklinhaltigem LB-
Medium (lysogeny broth) bis zu einer ODggo: 0,4 kultiviert und zweimal mit kalter Losung
aus 10 mM 2-[4-(2-sulfoethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonat, pH: 7,0; 15 % (v/v) Glycerin und
6 mM CaCl, gewaschen und 30 min auf Eis inkubiert. Durch anschlieBendes Schockgefrieren
in flissigem N, wurden die Bakterien fiir die DNA-Aufnahme kompetent. Jeweils 70 pl
dieser Bakterienlosung wurden mit dem Ligationsansatz 30 min auf Eis inkubiert, 90 sek bei
42 °C erhitzt und auf entsprechenden antibiotikahaltigen YT-Platten ausplattiert. Im Fall einer
Kanamycin Resistenz wurden die Ansédtze 1h ohne Antibiotikum inkubiert, bevor sie

ausplattiert wurden.

2.2.1.6 Mutagenese von DNA

Die zielgerichtete Mutation von Sequenzen erfolgte mittels PCR unter Einsatz von 10 ng
Ursprungsvektor und geeigneter Primer (Schmelztemperatur 78 °C = 81,5 + 0,41 * (% GC) —
675 / Primerlénge - % Mutation). Das Protokoll der PCR-Reaktion lautete: 30 sek 95 °C, 12-
18x (30 sek 95 °C, 1 min 55 °C, 2 min / kb 68 °C). Danach wurde der Ursprungsvektor 1 h
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mit Methylierungs-sensitiver Dpnl (NEB) abgebaut. Neu synthetisiertes, mutiertes Plasmid

wurde anschlielend transformiert.

2.2.2 Praparation von Zellsuspensionen

2.2.2.1 Praparation der Mauslymphozyten

Maiuse wurden mit Ether betdubt, durch Genickbruch getdtet und anschliefend mit 75 %
Ethanol bespriiht. Unter einer Sterilbank wurden die Milz und folgende Lymphknoten isoliert:
superfiziale und profunde zervikale Lymphknoten, axillare und brachiale Lymphknoten,
inguinale, lumbale und sacrale Lymphknoten. Das Gewebe wurde mit Hilfe eines Zellsiebs
vorsichtig zerdriickt und in RPMI Medium aufgenommen und zentrifugiert (10 min,
1300 upm, 8 °C). Nach Inkubation in 3 ml Erythrozytenlysis Puffer fiir 3 min wurde die
hypotonische Lyse durch 30ml RPMI Medium gestoppt. Eventuell auftretende
Verklumpungen wurden mit Hilfe einer Pasteurpipette entfernt. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurden die Zellen in MACS Puffer aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe

einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.2.2 Praparation humaner mononuklearer Zellen aus Blut

Humanes Blut wurde von gesunden, freiwilligen Donoren gewonnen und in Gefd3en
gesammelt, deren Wénde zuvor mit 25000 IE Heparinlosung (Ratiopharm, Blaubeuren, D)
benetzt wurden, um eine Koaggulation zu verhindern. Je 35 ml Blut wurden vorsichtig auf
15 ml Ficoll (Amersham, Uppsala, S) geschichtet und zentrifugiert (30 min, 2000 upm, 20 °C,
ohne Bremse). Lymphozyten der weillen Interphase wurden entnommen, mit RPMI Medium
gewaschen und die Zahl der erhaltenen peripheren mononukledren Blutzellen (peripheral

blood mononuclear cells, PBMC) mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.3 Antikorperfarbung

Zellen wurden sowohl im naiven als auch im aktivierten Zustand auf ihre Proteinexpression
via Antikorperfarbung analysiert. Zur Aktivierung wurden Mauszellen iiber Nacht mit a-CD3
(Klon 145.2C11, 3 pg/ml) und mit a-CD28 (Klon 37.51, 1,5 pg/ml) beschichteten Platten
inkubiert oder fir 2h mit 50 ng/ml Phorbolester und 1 uM Ionomycin versetzt. Die
Anreicherung von intrazelluliren Epitopen (z.B. CTLA-4) in Vesikeln erfolgte nach 6 h
Inkubation mit Monensin (2,5 pM) bzw. Brefeldin A (2 pg/ml).
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2.2.3.1 Antikérperfarbung von Oberflachenepitopen

Zellsuspensionen wurden im Puffer zur Antikorperfairbung aufgenommen und mit
entsprechenden spezifischen Antikdrpern bzw. unspezifischen Isotypen versetzt (10-20 ng/ml
bei humanen Epitopen; 2,5-5 ng/ml bei Mausepitopen). Die Inkubation erfolgte fiir 20-30 min
unter Lichtausschluss bei 4 °C. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert (5 min,
1300 upm, 20 °C), zweimal gewaschen und gegebenenfalls mit einem sekundédren Antikdrper

oder Streptavidin-Konjugat inkubiert.

2.2.3.2 Antikdérperfarbung von intrazellularen Epitopen

Um die Expression intrazelluldrer Proteine zu analysieren wurde in manchen Féllen nach der
Oberflachenfiarbung zusétzlich intrazellulire Epitope gefarbt. Dafiir wurden die Zellen
zundchst fiir 20 min mit 2 % Paraformaldehyd fixiert, mit PBS gewaschen und 10 min mit
Saponin Puffer behandelt. Dadurch wurde die Zellmembran fiir Antikorper durchlissig, die
vorhergehende Vernetzung der Oberfldchenstruktur mit Paraformaldehyd verhinderte dabei
die vollige Lyse der Membranen. Nach Zentrifugation (5 min, 1300 upm, 20 °C) erfolgt die
Antikorperfarbung in Saponin Puffer fiir 30 min unter Lichtausschluss bei 4 °C. Abschlie3end

erfolgten jeweils zwei Waschschritte mit Saponin Puffer und PBS.

2.2.3.3 Intrazellulare Farbung von FOXP3
Zur Farbung von FOXP3 wurde abweichend von der Methode bei den iibrigen intrazelluldren

Epitopen die Losungen der Firma eBioscience verwendet.

2.2.4 Fluoreszenz-aktivierte-Zellsortierung/Durchflusszytometrie

Die Analyse und Sortierung antikorpermarkierter Zellen erfolgte am Fluoreszenz-aktivierten
Zellsortierer (Fluorescence activated cell sorting, FACS). Zunichst wurde eine
Zellsuspension in ca. 300 ul PBS aufgenommen, von Kapillaren der FACS-Gerite
aufgesogen und in einzelne Tropfen zerlegt, die maximal eine Zelle beinhalteten. Diese
Tropfen wurden in einer Messeinheit mit Licht bestrahlt, dessen Streulicht in Vorwirts-
Streulicht (forward scatter, FSC) und Rechtwinkel-Streulicht (sideward scatter, SSC)
detektiert wird. Der erste Parameter gibt dabei Auskunft iiber die Grofle der Zelle, der zweite
iiber deren Granularitét. Darliber hinaus wurden die Fluorophore der Antikérper mit starkem
monochromatischen Licht (light amplification by stimulated emission of radiation, Laser)

angeregt. Die verwendeten Gerdte waren mit Lasern der Wellenldnge 405 nm, 488 nm und
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633 nm ausgestattet. Das emittierte Fluoreszenzlicht wurde von einer Reihe halbdurchldssiger
Spiegel chromatisch aufgespaltet und von Photozellen (Photomultiplier, PMT) detektiert. Zur
sicheren Unterscheidung der Fluorochrome wurde mit einfach gefirbten Zellen deren
Spektraliiberschneidung definiert und eine Kompensationsmatrix errechnet. Auf diese Weise
wurde sichergestellt, dass die Signalintensitdt mit der spezifischen Expressionsstirke eines
Proteins iibereinstimmt. Fiir die Analyse wurden die Signale zuvor auf die Autofluoreszenz
der entsprechenden Zellen bzw. die unspezifische Antikoérperbindung der Isotypen normiert.
Die Informationen tiber die Intensitdit der einzelnen Fluoreszenzen wurden in
bilogarithmischen Graphen dargestellt und analysiert.

Die ermittelten Parameter ermdoglichten dariiber hinaus eine Separation bestimmter
Zellpopulationen, indem eine elektrostatische Auslenkung den Zelltropfen in ein definiertes
GefaB mit Puffer fallen lieB. Diese Zellsortierung wurde jeweils mittels Durchflusszytometrie
reanalysiert und erreichte eine Reinheit der Zellpopulationen von iiber 90%. FACS-

aufgereinigte Zellen wurden fiir eine spitere Kultivierung mit Gentamycin (1 mg/ml) versetzt.

2.2.5 Magnetische Zellsortierung

Eine Alternative zum FACS, ist die magnetische Sortierung der Zellen (magnetic cell sorting,
MACS). Bei diesem Verfahren binden spezifische Antikdrper oder Streptavidinmolekiile, die
mit ferromagnetischen, kolloidalen Partikeln konjugiert sind (MicroBeads) an ihr Epitop bzw.
Biotin. Wenn eine derart markierte Zelle einem starken Magnetfeld ausgesetzt ist, bleibt sie
hiangen, wahrend nicht markierte Zellen in einem laminaren Strom den Magneten passieren
konnen. Fiir diese Arbeit wurden Treg Zellen von Maus und Mensch mit den entsprechenden
Antikorperlosungen von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D) aufgereinigt (siche Kapitel
2.1.5). Zunichst wurden dabei alle nicht-CD4+ Zellen mit Biotin-Antikdrpern markiert, dann
mit Anti-Biotin MicroBeads inkubiert und schlieBlich durch magnetische Separation entfernt.
Aus der so erhaltenen CD4+ T-Zellpopulation wurden anschlieBend durch o-CD25-PE
Antikorper und o-PE-MicroBeads Treg Zellen isoliert. Inkubations- und Waschschritte
erfolgten gemdl den Herstellerangaben. Bei allen MACS Aufreinigungen wurde eine

Reinheit von 94-99 % erreicht.
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2.2.6 Isolation von Ribonukleinsaure-Transkripten

Um die isolierten Zellpopulationen (sieche Kapitel 2.2.4 & 2.2.5) auf die Transkription
bestimmter Gene zu untersuchen, wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 13000 upm, 20 °C)
und das Pellet in Trizol (1 ml/5%*10° Zellen) lysiert. Nach einer Inkubation von 5 min bei
Raumtemperatur wurden 200 pul Chloroform hinzugegeben, geschiittelt und weitere 3 min
inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation (15 min, 12000 upm, 5 °C) und die Isolierung
der oberen Phase. Ribonukleinsdure wurde nach Zugabe von 0,5 ml Isopropanol bei -20 °C
iiber Nacht gefillt. Eine Zentrifugation (10 min, 12000 upm, 5 °C) ergab ein weilles Pellet,
wobei linearisiertes Polyacrylamid gegebenenfalls die Visualisierung des Préizipitats
verbesserte. Nach zwei Waschschritten mit kaltem 75 % Ethanol wurde die Probe getrocknet
und anschlieBend in RNAse freiem H,O aufgenommen (20 pl/1%¥10° Zellen). Um die
Loslichkeit zu erhohen, wird dabei die Probe mehrmals abwechselnd fiir 5 min auf 65 °C
erhitzt und 5 min lang geschiittelt. Die Konzentration und der Absorptionsquotient Azeo/280
(idealerweise < 1,6) wurden photometrisch bestimmt. Ribonukleinsdure wurde bei -20 °C

oder -80 °C gelagert.

2.2.7 Praparation von cDNA

Ribonukleinsdure wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase Superscript II (Invitrogen,
Karlsruhe, D) in ¢cDNA umgeschrieben. Hierfiir wurden 10 pl Ribonukleinsdureldsung
(entsprechend ca. 1-5ug) mit 1pul Oligo-dT-Mix, bestehend aus CT;7/GT;7/AT;
(0,5 ng/ 1 pg RNA) 5 min bei 65 °C inkubiert, danach auf Eis 4 ul 5x Puffer, 2 ul 0,1 M
Dithiothreitol, 1 ul RNAse Out und 1 pul 10 mM dNTP addiert und 2 min bei 42 °C inkubiert.
Nach der Zugabe von 1 pl Reverser Transkriptase startete die Reaktion bei 42 °C fiir 50 min
und weiteren 15 min bei 72 °C. AbschlieBend wird die Ribonukleinsdure mit RNAse H
(Invitrogen, Karlsruhe, D) verdaut (20 min, 37 °C). cDNA wurde bei -20 °C oder -80 °C
gelagert.

2.2.8 Realtime RT-PCR

Die Methode der Realtime (Echtzeit) RT-PCR ermdglicht die relative Quantifizierung der
Gentranskripte verschiedener Zellpopulationen zueinander. Hierfiir wurde die cDNA im
Beisein von SYBR-Green, einem Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelstringige DNA
interkaliert, amplifiziert. Durch Anregung mit Licht der Wellenldngen 475-495 nm emittierte

SYBR-Green Fluoreszenzlicht von 522nm wund signalisierte so die Produktion
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doppelstrangiger DNA. Die initialen PCR-Zyklen, bei denen zum ersten Mal PCR-Produkte
fiir verschiedene Gene detektiert wurden, sind charakteristisch fiir das Expressionsmuster der
untersuchten Zellpopulation. Nach der Bestimmung des Grenzzyklus (threshold cycle, Ct) fiir
ein gegebenes Transkript wurden die Differenzzyklen zu ein oder zwei ubiquitdr exprimierten
Genen (housekeeping genes) errechnet (ACt). Als housekeeping genes wurden Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) und Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) verwendet. Auf diese Weise wurden die Proben normiert, so dass unterschiedliche
Zellzahlen bzw. cDNA-Konzentrationen in den zu vergleichenden Populationen keinen
Einfluss auf die Ct-Werte haben. Die Differenz der ACt-Werte der Populationen (AACt)
ergibt den relativen Expressionsunterschied nach der Formel R = 224",

Der 20 ul Reaktionsansatz enthélt 9 pl 2,5x RealMasterMix / 20x SYBR Solution (siehe
Kapitel 2.1.5), 0,2 ul Kalibrierungsfarbstoft (Calibration Dye) (Bio-Rad, Hercules, USA),
0,6 ul Primer-Mix (25 uM) und 0,5 pl ¢cDNA (siche Kapitel 2.2.7). Alle Ansdtze wurden in
Duplikaten oder Triplikaten gemessen. Nach der Amplifizierung erfolgte eine Analyse des
Produktes mit Hilfe einer Gradienten-Schmelzkurve. Die gesamte Reaktion erfolgte im
iCycler nach folgendem Schema: 2 min 95 °C, 55x (15sek 95 °C, 45 sek 58 °C, 30 sek
68 °C), 1 min 95 °C, 1 min 55 °C, 80x (10 sek 55 °C + 0,5 °C). Alle PCR-Produkte wurden

zur Kontrolle auf einem Agarosegel elektrophoretisch getrennt.

2.2.9 Transfektion

2.2.9.1 Transfektion mit Fugene

Eine Transfektion mittels Fugene-6 (Roche, Basel, CH) wurde mit Platinum E und HEK293T
Zellen durchgefiihrt. Pro Ansatz (entsprechend 0,5-1*10° Zellen in einer 6-Kammer-Platte)
wurden 4 pg Plasmid-DNA in 50 pl Opti-MEM (Invitrogen) verdiinnt, sowie 12 pl Fugene in
238 ul Opti-MEM Medium. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die DNA-Losung
langsam in die Fugene-haltige Losung hineingetropft und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert, um eine allmdhliche DNA-Prazipitatbildung zu ermoglichen. Danach wurde der
Transfektionsansatz direkt auf frisches Zellmedium getropft. Die adhédrenten Zellen hatten zu
diesem Zeitpunkt idealerweise eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt, in den weiteren 24-72 h exprimierten die Zellen die transfizierten Gene.
Transfizierte = HEK293T Zellen wurden fiir Western Blot Analysen und

Fluoreszenzmikroskopie verwendet, Platinum E Zellen lieferten ecotropen Virusiiberstand.
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2.2.9.2 Transfektion mit Kalziumphosphatprazipitation

HEK293T Zellen mit einer Konfluenz von ca. 80% wurden mit Hilfe der
Kalziumphosphatprizipitation transfiziert. In einem Polystyrol-R6hrchen wurden insgesamt
18 pug Plasmid-DNA in 150 pl 250 mM CaCl, verdiinnt und unter stdndigem Durchmischen
der Losung 150 pl Transferpuffer hinzugetropft. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei
Raumtemperatur wurde der Transfektionsansatz zu den Zellen getropft, nach 6 h wurde kurz
mit PBS gewaschen und das Medium gewechselt. Durch die Transfektion mit retroviralen
Vektoren (MIGR1) und Expressionsplasmiden von viralen Hiill- und Strukturproteinen
(MLV, 10A1) wurden in HEK293T Zellen amphotrope Viren hergestellt, die 72 h spéiter zur

Transduktion humaner CD4+ T-Zellen verwendet wurden.

2.2.9.3 Transfektion mit Lipofectamine

NIH3T3 Zellen wurden mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, D) transfiziert.
Hierflir wurden jeweils 1 pg DNA und 1 pl Lipofectamine in 50 ul Opti-MEM verdiinnt und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden beide Losungen vereinigt, weitere
25 min inkubiert und anschlieBend zum Zellmedium getropft. Die Transfektion erfolgte in
einer 12-Kammer-Platte mit ca. 80 % konfluenten Zellen. Nach 12 h wurde das Medium
gewechselt, nach insgesamt 48 h wurden die Zellen im Luciferase Reportergen Assay

analysiert.

2.2.10 Luciferase Reportergen Assay

Die Verstiarkung oder Repression transkriptioneller Aktivitdt wurde mit Hilfe von Luciferase
Reportergen Vektoren analysiert, die zusammen mit dem Zielgen und einer internen
Kontrolle in NIH3T3 Zellen transfiziert wurden (siehe Kapitel 2.2.9.3). Die DNA-Ldsungen
wurden daflir mit TritonX-114 von Endotoxin befreit, um einen exogenen Effekt auf die
Transkription zu vermeiden. Nach Zugabe von 1 % (v/v) TritonX-114 wurden die Proben
15 min auf Eis ruhen gelassen, danach gut durchmischt und 15 min bei 37 °C inkubiert.
Darauthin erfolgten eine einminiitige Zentrifugation bei 13000 upm und 37 °C und die
sofortige Abnahme der oberen Phase. Die Prozedur wurde solange wiederholt bis eine
Endotoxinkonzentration unter 30 IE/ul erreicht wurde, was mittels Limulustest (Cambrex Bio

Science, Walksville, USA) (siehe Kapitel 2.1.5) bestimmt wurde.

39



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Material und Methoden

Der 1pg DNA-Mix fiir die Transfektion wurde nach dem Schema 1:10:50 (Renilla,
Reportergen, Zielgen) angesetzt, fiir Kontrollen wurden entsprechende Mengen Leervektor
(pcDNA3.1+) verwendet. Pro Ansatz wurden drei Proben transfiziert.

Die transfizierten Zellen wurden nach zwei Tagen mit 50 ul I1x Lysispuffer (Promega,
Madison, USA) resuspendiert und die Lysate zentrifugiert (1 min, 13000 upm, 20 °C). Es
wurden Triplikate des Zellextraktes analysiert und jeweils 10 pl in weile Luminometer-
Platten transferiert. Vor jedem Versuch wurde der Luciferase Puffer 1:1 mit Wasser verdiinnt
und 270 uM CoenzymA (AppliChem, Darmstadt, D) und 200 pM D-Luciferin (Synchem,
Felsberg, D) versetzt. Der Renilla Puffer wurde ebenfalls 1:1 mit Wasser verdiinnt und erhielt
zusdtzlich eine Mischung aus 50 uM 2-(4-Aminophenyl)-6-Methylbenzothiazol als
reversibler Luciferaseinhibitor und 2,2 uM Coelenterazin (Synchem, Felsberg, D). Die
Messung der Luciferaseaktivitdten erfolgte luminometrisch, wobei beide Lichtreaktionen iiber
ein 10 sek Intervall gemessen wurden. Der Abstand zwischen den Einzelmessungen betrug
1,6 sek. Die interne Transfektionskontrolle iiber die unabhingige Renilla Expression

ermOglichte die Normierung der Daten.

2.2.11 Retroviraler Gentransfer

22111 Transduktion in Mauszellen

2*10° aufgereinigte CD4+ T-Zellen der Maus (siehe Kapitel 2.2.5) wurden iiber Nacht mit
0,5%10° bestrahlten APC (30 Gy) und 100 IE/ml IL-2 in 24-Kammer-Platten, die vorher mit
0,5 ng/ml a-mCD3 (Klon 145.2C11) beschichtet wurden, inkubiert. Am nichsten Tag wurde
das Medium bis auf 0,5 ml entfernt und virushaltiger Uberstand von transfizierten Platinum-E
Kulturen addiert (siche Kapitel 2.2.9.1), der zuvor durch Filtration mit 0,45 um Sterilfiltern
von Zellen gereinigt wurde. Das Medium wurde mit 7 ug/ml Polybrene versetzt und die
Zellen bei 1800 upm fiir 1,5h zentrifugiert. Am darauf folgenden Tag wurde die
Zentrifugation mit neuem Virusiiberstand wiederholt, auBler dem Polybren wurden noch
10 IE/ml IL-2 addiert. Fiir die spétere Kultivierung wurde jeden zweiten bis dritten Tag das

RPMI Medium ersetzt. Die transduzierten Gene wurden nach ca. 72 h exprimiert.
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2211.2 Transduktion in humanen Zellen

24-Kammer-Platten wurden mit 5 pg/ml a-hCD3 (Klon OKT3) und 1 pg/ml a-hCD28 (Klon
28.2) in 0,5 ml PBS fiir 2 h bei 37 °C beschichtet. Danach wurden die Kammern mit 2 %
(w/v) bovines Serumalbumin (BSA) in HO 30 min bei 37 °C inkubiert und mit PBS
gewaschen. In diesen beschichteten 24-Kammer-Platten wurden 2*10° aufgereinigte humane
CD4+ T-Zellen (siehe Kapitel 2.2.5) {iber Nacht mit 2 ml RPMI Medium inklusive 100 IE/ml
IL-2 kultiviert. Nach zwei Tagen wurden pro Ansatz insgesamt 6 ml virushaltiger Uberstand
von HEK293T Zellen gesammelt und mit 0,45 um Sterilfiltern zellfrei filtriert (siche Kapitel
2.2.9.2). Von den proliferierenden Zellen wurde 1 ml Medium entfernt und durch 1 ml
virushaltigen Uberstand ersetzt, der iibrige Virusiiberstand wurde bis zum nichsten Tag
eingefroren. Danach wurden die Zellen mit 4 pg/ml Protaminsulfat und 100 IE/ml IL-2 fiir
1,5 h bei 2000 upm und 37 °C zentrifugiert. Pro Ansatz wurden drei Kammern einer 24-
Kammer-Platte mit 12,5 pg/ml Retronectin (Takara, Otsu, J) 2h bei Raumtemperatur
beschichtet, mit 0,5 ml 2 % (w/v) BSA in PBS 30 min bei 37 °C inkubiert und mit 2 ml 2,5 %
(v/v) 1 M HEPES in PBS bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die Zellen
auf diese vorbehandelten 24-Kammer-Platten verteilt und die Zentrifugation wie am Vortag
wiederholt. Fiir die spitere Kultivierung wurde jeden zweiten bis dritten Tag das RPMI

Medium ersetzt. Die transduzierten Gene wurden nach ca. 72 h exprimiert.

2.2.12 Western Blot Analyse

Die Proteinexpression von sortierten bzw. transfizierten oder transduzierten Zellen (siche
Kapitel 2.2.4, 2.2.5, 2.2.9 und 2.2.11) wurde mit Hilfe des Western Blot Verfahrens
untersucht. Die Zellen wurden mit Western Blot Probenlysispuffer zum Proteinnachweis bzw.
Kopriazipitation aufgenommen und fiir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte
eine Zentrifugation (5 min, 13000 upm) um Membranreste zu entfernen. In einigen Fillen
wurde der Proteingehalt der Lysate bestimmt. Dazu wurde eine Standardkonzentrationsreihe
BSA in roti-Quant hergestellt (1-5 pg/ml) und die OD bei 595 nm gemessen; aus dem Wert
der Zelllysate (5 pl/ml roti-Quant) wurde die Proteinkonzentration anhand der Standardkurve
errechnet. Die Lysate wurden mit 6x Western Blot Ladungspuffer versetzt und 10 min bei
95° C denaturiert.

Die 10 %igen SDS-Gele, bestehend aus Western Blot Laufgel (1 h Polymerisation, 100 pl
Butanol iiberschichtet) und Western Blot Sammelgel (10 min Polymerisation), wurden fiir die

Elektrophorese der Lysate verwendet. Die Proteine wurden der Masse nach im Western Blot
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Laufpuffer fiir 10 min bei 90 V und weiteren 45 min bei 160 V separiert. AnschlieSend
wurden die Proteine auf eine Immobilon P Membran aus Polyvinylidenfluorid (Millipore,
Billerica, USA) iibertragen, die kurz zuvor in Methanol und Western Blot Ubertragungspuffer
gewaschen wurde. Zwischen die Elektroden eines Transblot SD wurden dafiir in Western Blot
Ubertragungspuffer getrinktes Filterpapier (Bio-Rad, Hercules, USA), Membran, Gel und
erneut Filterpapier geschichtet, eventuelle Luftblasen herausgestrichen und 1h bei
0,8 mA/cm? die Proteine mobilisiert. AnschlieBend wurde die Membran in PBS-T sechsmal
gewaschen, 20 min in Western Blot Losung geblockt, sechsmal mit H,O gewaschen und iiber
Nacht bei 4 °C mit dem priméren Antikorper in Western Blot Losung inkubiert. Danach
erfolgten drei Waschschritte iiber jeweils 5 min mit PBS-T und die Inkubation mit dem
sekunddren Antikorper fiir 1 h in Western Blot Losung. Unspezifische Bindungen wurden
durch jeweils fiinfminiitige Waschschritte mit dreimal PBS-T, zweimal PBS und einmal H,O
entfernt. Die durch HRP katalysierte Lichtreaktion wurde nach Zugabe von Substrat- und
Reagenzlosung (siehe Kapitel 2.1.5) gestartet. Die Membran wurde nach 5 min Inkubation in
durchsichtige Folie gewickelt und {iiberschiissiges Substrat herausgedriickt. Abschlieend
wurden die Signale von einem lichtsensiblen Film BioMax XAR (SigmaAldrich, St. Luis,
USA) detektiert. Fiir eine weitere Proteindetektion konnen die Antikdrperkomplexe durch
einen Puffer entfernt werden (0,2 M Glycin, 0,1 % (w/v) SDS, 1 % (v/v) Tween, pH: 2,2).
Durch zweimalige Inkubation der Membran fiir 10 min und anschlieBendem Waschen mit
PBS, PBS-T und der Rehydrierung mit Methanol kann die Membran erneut geblockt und mit

primdren Antikorpern inkubiert werden.

2.2.13 Suppressionsassay

Retroviral transduzierte Zellen konnen anhand ihrer Markergene GFP bzw. CFP, deren
Expression durch die IRES Sequenz mit der vom Zielgen gekoppelt ist, sortiert werden und
auf ihre suppressiven Kapazititen in vitro getestet werden. Als Vergleich dienen frisch
isolierte CD4+CD25+Foxp3+ Treg Zellen. Im Suppressionsassay werden die isolierten Zellen
(siche Kapitel 2.2.4 & 2.2.5) im Beisein von a-CD3 (Klon 145.2C11, 3 pg/ml) und bestrahlter
APC (30 Gy) mit frisch isolierten CD4+CD25- T-Zellen in 96-Kammer-Platten mit V-Boden
kokultiviert. Pro Kammer werden 5*10* APC, 2,5%10% CD4+CD25- T-Zellen und variable
Mengen an transduzierten Zellen bzw. Treg Zellen in 200 ul RPMI Medium gegeben. Die
Proliferation der CD4+CD25- T-Zellen wird anhand der Verdiinnung des
Fluoreszenzfarbstoffes CFSE (siehe Kapitel 2.1.5) bestimmt, wobei die Ausgangspopulation
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durch die kovalente Bindung des Molekiils an Zellproteine die stirkste Fluoreszenzintensitét
hat. Nach einer Zellteilung werden die gefiarbten Molekiile zwischen den Tochterzellen
aufgeteilt, der Farbstoff verliert um den Faktor 2 an Intensitdt. Die Analyse der Proliferation
markierter CD4+CD25- T-Zellen erfolgte 72-96 h nach Beginn der Kokultivierung im

Durchflusszytometer.

2.2.14 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen

2.2.14 1 Koimmunprazipitationen

Zum Nachweis von Proteinkomplexen wurden Zellen mit mehreren Plasmiden kotransfiziert
und die Interaktion der iliberexprimierten Proteine mittels Koimmunprazipitation detektiert.
Transfizierte Zellen (siehe Kapitel 2.2.9.1) wurden im pH-neutralen, isotonischen Western
Blot Probenlysispuffer zur Koprézipitation aufgeschlossen und von Membranresten durch
kurze Zentrifugation (5 min, 13000 upm) befreit. Im Fall einer Protein G Agarose-
Prézipitation wurde das Lysat 1 h mit 100 pul/ml Protein G Agarose auf Eis vorinkubiert um
unspezifische Bindungen zu vermeiden. Die Protein G Agarose wurde vor der Anwendung
zweimal mit Western Blot Probenlysispuffer zur Koprézipitation gewaschen (10 pl
Puffer / 1 pl Protein G). Die Dimerisierung von FOXP3 Isoformen wurde durch die Bindung
eines Antikorpers, spezifisch fiir die Region des Exons 2 nachgewiesen (Klon FIK-16s). Da
den beiden anderen Isoformen Exon 2 fehlt, konnten Komplexe nur iiber das 11 Exon lange
FOXP3 gebunden werden. Die Inkubation mit dem Antikorper (15 pg/ml) erfolgte fiir 1 h bei
4 °C, danach wurden 100 pl/ml Protein G Agarose addiert und erneut 1 h bei 4 °C inkubiert.
Alternativ wurden Proteinkomplexe isoliert, indem ein transfiziertes Plasmid fiir ein N-
terminales FLAG-Fusionsprotein kodierte. Das FLAG-Epitop (Aminosduresequenz:
DYKDDDDK) wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers, der an Agarosepartikel
gebunden ist, erkannt (Klon M2). Auf diese Weise konnten Proteine, die mit dem FLAG-
markierten Protein stabile Komplexe bilden, abzentrifugiert und von dem restlichen Zelllysat
getrennt werden. Die Inkubation mit a-FLAG Agarose erfolgte ebenfalls 1 h bei 4 °C.
Antikdrpermarkierte Proteinkomplexe wurden darauthin abzentrifugiert (30 sek, 1000 upm),
der Uberstand als Transfektionskontrolle abgenommen und das Prizipitat mit 300 pl
eiskaltem Western Blot Probenlysispuffer zur Koprizipitation gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (30 sek, 1000 upm) wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und

verworfen, dieser Waschschritt wurde insgesamt sechsmal durchgefiihrt. Danach wurden die
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Proben mit 6x Western Blot Ladungspuffer versetzt, 10 min bei 95 °C denaturiert und im

Western Blot analysiert (sieche Kapitel 2.2.12).

2.2.14.2 Proteinkomplexe aus Fusionsproteinen in Hefe (Yeast-2-Hybrid)

Studien an eukaryotischen Transkriptionsfaktoren zeigten, dass die unabhéngige Expression
zweier funktionaler Domidnen vom Hefegen Gal4-activator-protein die transkriptionelle
Aktivierung auch dann reguliert, wenn beide Doménen mit Proteinen fusioniert werden, die in
vivo miteinander interagieren [168]. Zur Untersuchung von Proteinkomplexen wurden
Hefezellen mit einer Auswahl von Fusionsproteinen transfiziert, die aus gewebespezifischer
cDNA  generiert wurden. Die  Fusionsproteine enthielten alle die Gal4
Transkriptionsaktivierungsdoméne (A-Doméne, Aminosduren 771-881) und ein internes
Kernlokalisationssignal und wurden unter der Kontrolle des Promotors der konstitutiven
Alkoholdehydrogenase-1 (ADH1) exprimiert. Ermoglichte man die physikalische Interaktion
dieser Fusionsproteine mit Fusionsproteinen aus der Gal4 DNA-Bindungsdoméne (B-
Domine, Aminoséduren 1-147) und einem Zielgen wurde der Promotor des Galaktosidasegens
aktiviert und ein Selektionsmarker (meist ein Gen, das der Hefe ein Wachstum auf
Mangelnidhrboden ermdglicht) wurde exprimiert. Die B-Doméne kann dabei nur mit der A-
Domiéne wechselwirken, wenn das Zielgen mit dem Protein aus der cDNA einen Komplex
bildet. Dieses Prinzip zweier Hefehybridmolekiile (yeast-2-hybrid, Y2H) wurde angewandt
um Isoform-spezifische Bindungspartner von FOXP3 zu erkennen. Die drei Varianten wurden
in das Plasmid pGBT9 kloniert, was eine Expression des Fusionsproteins B-Domine-FOXP3
unter der Kontrolle des ADH1-Promotors in transfizierten Hefezellen ermoglicht. Erfolgreich
transfizierte Hefezellen konnten durch ein Markergen auf Tryptophan-armen Nahrbdden
selektioniert werden. Die Y2H-Versuche wurden von Dr. Manfred Koegl im Deutschen

Krebsforschungszentrum in Heidelberg (DKFZ) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 FOXP3 Isoformen in humanen Treg Zellen

3.1.1 Transkription und Expression von FOXP3 Isoformen

Bei der Klonierung des FOXP3 Gens aus cDNA, generiert aus humanen CD4+CD25+ Treg
Zellen, wurden drei Isoformen des Transkriptionsfaktors nachgewiesen. Eine Sequenzierung
der Klone ergab, dass das Genprodukt in den Zellen in voller Lange (FOXP3) und als
Spleiflvariante ohne Exon 2 (FOXP3A2) prasent gewesen ist, wie es bereits aus der Literatur
bekannt war [125]. Dariiber hinaus wurde jedoch noch eine dritte Isoform gefunden, bei der
neben Exon 2 auch Exon 7 durch alternatives Spleilen entfernt wurde (FOXP3A2A7). Im
Verlauf dieser Arbeit wurde dies auch von Smith et al. beobachtet und publiziert [169].
Interessanterweise konnte in neuesten Verdffentlichungen gezeigt werden, dass FOXP3A2A7
in Brustkarzinomzellen stirker transkribiert wird [162] und in malignen T-Zellen des Sézary
Syndroms neben FOXP3A2 {iberwiegend FOXP3A2A7 exprimiert wird [163].

Abbildung 3 zeigt schematisch die Lage der Primer und die Ergebnisse der RT-PCR aus
humanen CD4+CD25+ T-Zellen, die fiir diese Analyse mittels MACS Isolation aufgereinigt
wurden. Die amplifizierten Produkte haben eine Grofe von 231 Nukleotiden (nt) (FOXP3),
126 nt (FOXP3A2), 240 nt (FOXP3 & FOXP3A2) und 159 nt (FOXP3A2A7) und sind in
Abbildung 3B gezeigt. Eine exemplarische Darstellung der RT-PCR Daten fiir die drei
FOXP3 Isoformen und des housekeeping genes GAPDH zeigt Abbildung 3C. Die Verteilung
der FOXP3 Isoformen auf Transkriptionsebene ist fiir fiinf verschiedene Donoren in

Abbildung 3D dargestellt.
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Abbildung 3: Isoformen von FOXP3 in humanen Treg Zellen

Realtime RT-PCR von CD4+CD25+ MACS isolierten T-Zellen aus humanem Blut. A) Schematische
Darstellung der alternativ gespleifiten Exonregionen und der verwendeten Primerpaare, die errechnete
Anzahl der Nukleotide (nt) ist fiir jedes RT-PCR Produkt aufgelistet. B) Agarose Gelelektrophorese
der RT-PCR Produkte mit den Primerpaaren aus A). C) Exemplarische Darstellung der RT-PCR
Quantifizierungskurven von FOXP3 Isoformen und dem housekeeping gene Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Die Transkripte einer Probe sind in Triplikaten gemessen
worden. D) Fiinf Donoren wurden auf die differentielle Transkription von FOXP3 (dunkle Balken),
FOXP3A2 (helle Balken) und FOXP3A2A7 (weille Balken) untersucht.

Die Analyse der RT-PCR Produkte in der Gelelektrophorese in Abbildung 3B zeigt, dass die
jeweilige Léange mit der errechneten Anzahl an Nukleotiden aus Abbildung 3A
tibereinstimmt. Wie aus Abbildung 3C und 3D ersichtlich, wird in allen fiinf untersuchten
Proben FOXP3A2 ungefdhr zwei- bis dreimal stirker transkribiert als FOXP3. Die neue
Isoform FOXP3A2A7 wird verglichen mit FOXP3 15 bis 70 Mal geringer transkribiert. Die

individuelle Transkriptionsstirke variiert allgemein um den Faktor zehn.
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Abbildung 4: Expression von FOXP3 Isoformen in CD4+CD25+ T-Zellen

Western Blot Analyse von humanen PBMC nach MACS Isolation. 1*10° CD4- Zellen (Granulozyten,
B-Zellen und CD8+ T-Zellen), 8,5 *10° CD4+CD25- T-Zellen und 5*10° CD4+CD25+ T-Zellen
wurden im Immunblot (IB) mit Hilfe eines Isoform-unspezifischen a-FOXP3 Antikorperklons (Klon
eBi107979) untersucht.

Eine exemplarische Western Blot Analyse, gezeigt in Abbildung 4, verdeutlicht, dass die
Expression des Transkriptionsfaktors FOXP3 in humanen, unstimulierten PBMCs auf die
CD25+ Zellpopulation der CD4+ T-Zellen begrenzt ist. Weder 1*10° Zellen der CD4-
Population, hauptsidchlich bestehend aus Granulozyten, B-Zellen und CD8+ T-Zellen, noch
8,5%10° CD4+CD25- T-Zellen exprimieren eine der beiden FOXP3 Isoformen. Im Gegensatz
dazu sind bei 5*10° CD4+CD25+ T-Zellen die Isoformen FOXP3 (ca. 58 kDa) und
FOXP3A2 (ca. 54 kDa) klar erkennbar. Eine genauere Analyse von 1,6%10° bzw. 9¥10° FACS
isolierten CD8+ bzw. CD19+ Zellen (CTL- und B-Zellpopulation) bestdtigte, dass keine der
FOXP3 Isoformen von CD8+ T-Zellen oder B-Zellen exprimiert wird (Daten nicht gezeigt).
Die spezifische Expression von FOXP3 in CD4+CD25+ T-Zellen stimmt mit dem gut
dokumentierten charakteristischen Phanotyp der Treg Zellen in naiven PBMC {iberein [67].

Die tatsdchliche Expression der Isoformen des Transkriptionsfaktors spiegelt dabei die
beobachtete Verteilung bei der RT-PCR Analyse gut wider. So wurde im Western Blot haufig
etwas mehr FOXP3A2 als FOXP3 detektiert, wahrend FOXP3A2A7 im Western Blot nicht
beobachtet werden konnte. Durch eine Titration von MACS isolierten, humanen CD25+
Zellen konnte eine Detektionsgrenze des Isoform-unspezifischen Antikérperklons eBio7979

mit 5*%10* Zellen im Western Blot ermittelt werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der
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Verhiltnisse der FOXP3 Transkripte wire damit eine Auftragung von bis zu 3,5%10°
humanen CD25+ Zellen im Western Blot notwendig, um die entsprechende Bande detektieren
zu konnen. Die starke Uberladung des SDS-Gels und die Uberblendung mit FOXP3 und
FOXP3A2 Banden verhindern jedoch die Proteindetektion von FOXP3A2A7. Eine vor
kurzem veroffentlichte Studie zeigte, dass die Expression der FOXP3 Isoformen in malignen
T-Zellen entgegengesetzt zu CD4+CD25+ T-Zellen verlduft. Wahrend FOXP3 in diesen
Zellen nicht nachweisbar ist, wird neben FOXP3A2 auch FOXP3A2A7 ungewdhnlich stark
exprimiert [163].

Die Moglichkeit einer Isoform-spezifischen posttranslationalen Modifikation von FOXP3
konnte ebenfalls Einfluss auf die Antikérperdetektion haben. Die bislang einzige bekannte
Proteinmodifikation ist eine Acetylierung des Transkriptionsfaktors in Treg Zellen, die
allerdings keinen Einfluss auf die Antikdrpererkennung von FOXP3 und FOXP3A2 zu haben
scheint [133]. Die Moglichkeit einer Modifikation oder Expressionsinderung von FOXP3
bzw. Foxp3 in Abhéngigkeit von externen Stimuli wurde durch Inkubation von humanen
PBMC und isolierten CD25+ T-Zellen der Maus mit Antikérpern und
Phorbolester/Ionomycin untersucht. Nach 24 h ohne bzw. mit Aktivierung ist die Expression

von FOXP3 in humanen Zellen in Abbildung 5A, von Foxp3 in Mauszellen in Abbildung 5B

gezeigt.
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Abbildung 5: FOXP3 Expression in aktivierten Treg Zellen

Western Blot Analyse von A) humanen PBMC und B) CD25+ T-Zellen der Maus nach 24 h
Kultivierung ohne Aktivierung, mit Antikérpern (CD3/CD28: 3 pg/ml a-CD3, 1,5 ug/ml a-CD28)
oder Phorbolester/lonomycin (PMA/Iono: 50 ng/ml/ 1 pM).
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Wie in Abbildung 5 gezeigt, kann im Western Blot keine Veridnderung der Expressionsstérke
oder des Laufverhaltens von FOXP3 bzw. Foxp3 durch 24 h Aktivierung mit Antikérpern
oder Phorbolester/lonomycin hervorgerufen werden.

In weiteren Versuchen konnte beobachtet werden, dass T-Zellen von Maus und Mensch in der
Lage sind alle drei FOXP3 Isoformen zu exprimieren, wenn die minimalen cDNA Konstrukte
unter Kontrolle der Vektorpromotoren durch retroviralen Gentransfer in die Zellen
eingeschleust wurden (siche Kapitel 3.4.1.2 & 3.4.2). Dies bedeutet, dass auf der
Proteinebene keine intrinsischen Mechanismen in Treg Zellen vorhanden sind, die die
Expression einer FOXP3 Isoform beeinflussen. Denkbar wére jedoch eine Isoform-
spezifische posttranskriptionelle Modifikation, infolge dessen die untranslatierten Enden der
FOXP3 Transkripte differentiell prozessiert werden. Beispielsweise konnte die Expression der
FOXP3 Isoformen iiber einen weiteren Spleiflvorgang zwischen Exon 0 und Exon 1 reguliert
werden. Aus diesem Grund wurde der untranslatierte Bereich der cDNA von den drei
Isoformen mit Hilfe eines Switching Mechanism At 5' end of RNA Transcript (SMART)
Rapid Amplification of C-terminal Ends (RACE) Kits (siche Kapitel 2.1.5) amplifiziert und

sequenziert.

5’ -gatccttttctgtcagtccacttcaccaagCCTGCCCTTGGACAAGGACCCGATG-3" FOXP3
5’-gatccttttctgtcagtccacttcaccaagCCTGCCCTTGGACAAGGACCCGATG-3" FOXP3A2
5’ -gatccttttetgtcagtccacttcaccaagCCTGCCCTTGGACAAGGACCCGATG-3" FOXP3A2A7

Abbildung 6: S’-untranslatierte Region von FOXP3 Isoformen
Ergebnis der RACE Sequenzierung mehrerer Klone unterschiedlicher FOXP3 Isoformen. Exon 0 ist
klein gedruckt, Exon 1 in GroBbuchstaben und das Startkodon ist dick markiert.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, variieren die untranslatierten 5’-Bereiche der cDNA fiir die
verschiedenen Isoformen nicht voneinander. Die Sequenz entspricht den ersten 52
Nukleotiden der publizierten Erstsequenzierung fiir FOXP3 ¢cDNA (GenBank: NM_014009)
und beinhaltet neben dem untranslatierten Bereich des Exons 1 auch einen weiteren Teil einer
hinzugespleifiten, genomischen Sequenz (Exon 0) (GenBank: NT 079573). Hauptsichlich
liegt demnach die Expressionsstirke der Isoformen in der Héufigkeit der entsprechenden

Transkripte begriindet.
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Zusammenfassend gilt, dass die FOXP3 Isoformen humaner Treg Zellen unterschiedlich stark
transkribiert werden, wobei abgesehen von individuellen Schwankungen ein relativ
konstantes Verhéltnis der Spleivarianten zueinander besteht. FOXP3 wird in naiven PBMC
ausschlieflich von Treg Zellen exprimiert, wobei eine Aktivierung mit Antikérpern oder
Phorbolester/Ionomycin scheinbar keinen Einfluss auf posttranslationale Modifikationen oder
verdnderte Expressionsverhéltnisse hat. Die Expressionsstirke wird nicht durch alternatives
Spleifien innerhalb von Exon 0 und Exon 1 reguliert. Die konstanten Verhiltnisse der FOXP3
Transkripte zueinander und deren direkter Einfluss auf die Proteinexpression lassen auf einen
genau regulierten Spleilvorgang schlieBen und ermoglichen einer FOXP3 Isoform

differentielle Aufgaben und Funktionen innerhalb der Treg Zelle zu erfiillen.

3.2 Lokalisation und Dimerisierung von FOXP3 Isoformen

3.2.1 FOXP3 Isoformen in transfizierten humanen Zellen

Um Isoform-spezifische Einfliisse untersuchen zu kénnen, wurden alle drei humanen FOXP3
Varianten und das Mausprotein Foxp3 in Expressionsvektoren kloniert und in HEK293T
Zellen transfiziert. Im Fall eines Vektors, der die Expression von FOXP3 mittels IRES an die
von GFP koppelt, konnte die Transfektion direkt im Fluoreszenzmikroskop oder im
Durchflusszytometer iiberpriift werden. Abbildung 7A und 7B zeigen exemplarisch eine
Transfektion von HEK293T Zellen mit dem Vektor MIGR1, der eine FOXP3-IRES-GFP
Kassette enthdlt. Dies ermoglicht eine Identifizierung erfolgreich transfizierter Zellen durch
die emittierte, griine Fluoreszenz im Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 7A) oder in der
Durchflusszytometrie (Abbildung 7B). Es wurde fiir alle Konstrukte eine standardisierte
Transfektionsrate von ca. 70 % erzielt. Abbildung 7C zeigt die Proteinexpression von FOXP3
in transfizierten HEK293T Zellen mit Hilfe eines Western Blots. Es ist deutlich zu erkennen,
dass eine transiente Uberexpression fiir alle FOXP3 Isoformen erzielt werden konnte. Die
langste FOXP3 Isoform mit 431 Aminosduren hat ein apparentes Molekulargewicht von ca.
58 kDa, FOXP3A2 mit 35 Aminosduren weniger ca. 54 kDa und FOXP3A2A7 mit insgesamt

62 Aminosduren weniger ca. 50 kDa.
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Abbildung 7: Transfektion von HEK293T Zellen mit FOXP3 Isoformen

A) Schematische Darstellung des MIGR1 Vektors mit der Kassette aus FOXP3 (alternativ gespleifite
Exons sind grau markiert), der internen Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) und GFP. HEK293T Zellen
wurden mit MIGR1-FOXP3 transfiziert und die mit FOXP3 korrelierte GFP Expression wurde B) im
Fluoreszenzmikroskop und C) im Durchflusszytometer detektiert. Exemplarisch ist die prozentuale
Transfektionseffizienz eines reprasentativen Experiments im Histogramm dargestellt. D) Western Blot
Analyse transfizierter HEK293T Zellen mit Foxp3, dem Leervektor (Kontrolle) und den drei humanen
Isoformen FOXP3, FOXP3A2 und FOXP3A2A7. FOXP3 Isoformen wurde mit dem Isoform-
unspezifischen Antikdrperklon eBio7979 detektiert.

3.2.2 Zellulare Kompartimentierung der FOXP3 Isoformen

Es konnte gezeigt werden, dass ektopisches Foxp3 iiberwiegend im Zellkern exprimiert wird
[137]. Um die Translokation der FOXP3 Isoformen zu untersuchen, wurden N-terminale
GFP-FOXP3 Fusionsproteine hergestellt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in
Abbildung 8 zeigen, dass neben FOXP3 auch FOXP3A2 und FOXP3A2A7 im Nukleus
akkumuliert werden (Abbildung 8A-C). Im Gegensatz zur nukledren Lokalisation der
natiirlichen Isoformen wird ein Fusionsprodukt, dem die FKH Domine fehlt (GFP-

FOXP3AFKH), ausschlieBlich im Zytoplasma exprimiert.
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Abbildung 8: Translokation der FOXP3 Isoformen

HEK293T Zellen wurden mit Vektoren transfiziert, die fiir GFP-FOXP3 Fusionsproteine kodieren.
Zellen, transfiziert mit A) GFP-FOXP3, B) GFP-FOXP3A2, C) GFP-FOXP3A2A7 und D) GFP-
FOXP3AFKH, wurden im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Unter den Aufnahmen sind schematisch
die entsprechenden Fusionsproteine dargestellt. E) Isoform-spezifische Zellkern/Zytoplasma
Verteilung von FOXP3, durchschnittliche Fluoreszenzintensititen von Zellkern und Zytoplasma der
GFP-FOXP3 transfizierten Zellen wurden mittels LASAF Software errechnet.
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Deutlich zu erkennen ist die generelle Abhéngigkeit der Kerntranslokation von der FKH
Domaine, die C-terminal das Kernlokalisationssignal enthdlt. Eine detaillierte Analyse der
durchschnittlichen Fluoreszenzintensititen (mean fluorescence intensity, MFI) von GFP in
Zellkern und Zytoplasma mittels LASAF Software offenbart eine signifikant stirkere
Lokalisation von GFP-FOXP3A2 im Nukleus im Vergleich zu GFP-FOXP3 und GFP-
FOXP3A2A7. Dieser Isoform-spezifische Unterschied der Kernlokalisation ist in Abbildung
8E durch das zellulire Konzentrationsverhiltnis von [MFI FOXP3 (Zellkern)] zu MFI
[FOXP3 (Zytoplasma)] dargestellt.

3.2.3 FOXP3 dimerisiert unabhangig von Exon 2 und Exon 7

Es konnte in Koprézipitationsexperimenten gezeigt werden, dass FOXP3 Homodimere bildet.
Interessanterweise waren mutierte Molekiile, denen Glutamat an Position 251 fehlte, nicht in
der Lage Dimere zu bilden [137, 138]. Diese IPEX Mutation von FOXP3 betrifft das Exon 7
und somit die Auspragung des leucine zipper. Aufgrund dieser Ergebnisse und der Homologie
der Aminosdurensequenz dieser Struktur zu N-myc wurde urspriinglich angenommen, dass
FOXP3 durch die wechselseitige leucine zipper Bindung dimerisiert [98] (siehe Kapitel
1.3.1). Wie zu erwarten, konnte in T-Zellen, die mit der IPEX Mutation FOXP3AE251
transduziert wurden, keine Induktion des Treg Phinotyps und keine suppressive Kapazitit
beobachtet werden. Zudem konnte keine Repression der IL-2 Transkription durch
FOXP3AE251 beobachtet werden [137]. FOXP3 und FOXP3AE251 konnten aber als
Bestandteil eines supramolekularen Komplexes identifiziert werden [135]. Die Bildung von
FOXP3 Heterodimeren aus unterschiedlichen Isoformen wurde bislang noch nicht untersucht.
Die Assoziation der FOXP3 Isoformen wurde durch Western Blot Analysen von
Immunprézipitaten detektiert. Hierfiir wurden zunidchst HEK293T Zellen mit entsprechenden
FOXP3 Vektoren und/oder dem Leervektor kotransfiziert. Der Nachweis von FOXP3
Komplexen aus unterschiedlichen Isoformen gelang auf zweierlei Art und Weise. Zum einen
wurde das Zelllysat transfizierter Zellen mit a-FOXP3 Antikorpern inkubiert, die spezifisch
Exon 2 erkennen (Klon FJK-16s). Die Isolation der Komplexe gelang durch die Bindung der
Antikorper mit Protein G Agarose. FOXP3A2 bzw. FOXP3A2A7 konnten nicht von diesem
Antikorper erkannt werden, da diesen Isoformen das Epitop — Exon 2 — fehlt. Eine Detektion

dieser Spleilvarianten bei der Analyse der Immunprézipitate mit a-FOXP3 Antikorpern, die
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alle drei Isoformen erkennen konnen (Klon eBi07979), lasst deshalb darauf schlieBen, dass

FOXP3 mit FOXP3A2 und FOXP3A2A7 Komplexe bildet.

Komplexerkennung: Kontrollvektor FOXP3
+ +
/ _ P - —_—
| ‘ ‘ Fox‘H | Kontrolle
FOXP3
a-Exon2 FOXP3
FOXP3A2 FOXP3A2
| FOXP3A2A7 ‘ FOXP3A2A7
| |
IP: a-FOXP3 — ﬁ-ﬁ <«— Antikdrper = -_<=A_nti@rger_
(Klon: FJK-165) < FOXP3 = roxes
IB: a-FOXP3 - — FOXP3A2
(Klon: eBio7979) FOXP3A2A7
FOXP3 FOXP3
1B: c-FOXP3 - Froxpanz | M R TFOXPIA2
(Klon: eBio7979) FOXP3A2A7 FOXP3A2A7
Spalte: 1 2 3 4 5 6

Abbildung 9: FOXP3 Koimmunprizipitation durch Isoform-spezifische Antikorper
HEK?293T Zellen wurden mit Kontrollvektor und FOXP3 Isoformen oder Leervektor transfiziert
(linke Seite). Eine Immunprézipitation (IP) mit dem a-FOXP3 Antikdrperklon FJK-16s extrahiert nur
die lange Isoform aus dem Zelllysat (Spalte 2, oberes Bild). In HEK293T Zellen, kotransfiziert mit
FOXP3 und FOXP3A2 bzw. FOXP3A2A7 (Spalte 5 und 6, oberes Bild), konnen die Isoformen
assoziieren. Ein Immunblot (IB) mit dem o-FOXP3 Antikorperklon eBio7979 detektiert
koprézipitierte Isoformen. IB des Zelllysats (jeweils unteres Bild) zeigt die iiberexprimierten
Isoformen vor der Prizipitation. Die Koimmunprézipitation wurde in unabhidngigen Experimenten
mindestens dreimal wiederholt.

In Abbildung 9 ist die Koprézipitation von FOXP3 Heterodimeren mittels Exon 2
spezifischem Antikorper gezeigt. Zellen, die mit einer Isoform und dem Leervektor
transfiziert wurden, tiberexprimierten die entsprechende Isoform (unteres Bild). Nur im Falle
von FOXP3 in Spalte 2 des oberen, linken Bildes konnte ein prazipitiertes Protein detektiert
werden, wihrend FOXP3A2 und FOXP3A2A7 aufgrund des fehlenden Epitops nicht
gebunden und prézipitiert werden konnten. In den Spalten 5 und 6 wurden die kiirzeren
Isoformen mit der vollstindigen FOXP3 Variante kotransfiziert (Transfektionskontrolle im
unteren Bild). Da im oberen Bild bei der Analyse sowohl FOXP3A2 (wenngleich auch nur
schwach in Spalte 5) und FOXP3A2A7 (in Spalte 6) koprézipitiert wurde, ist anzunehmen,

dass die FOXP3 Isoformen Heterodimere bilden konnen und weder Exon 2 noch Exon 7 an
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dieser Komplexbildung beteiligt sind. Im Vergleich zu den Spalten 3 und 4 wird deutlich,
dass die Prizipitation der Heterodimere nur in Anwesenheit der vollstindigen FOXP3
Spleiflvariante stattfindet und der Antikorperklon FJK-16s Isoform-spezifisch fiir FOXP3 mit
Exon 2 ist. Die relativ schwache FOXP3-FOXP3A2 Bindung ist auf eine geringere
Transfektion dieser Probe zuriickzufiihren (unteres Bild, Spalte 5), verglichen mit den
anderen Proben. Da der sekundédre Antikorper auch den Prézipitations-Antikorperklon FJK-
16s erkennt, ist im Western Blot eine Antikérperbande bei ca. 50kDa zu erkennen.

Die Ergebnisse wurden in einem alternativen Koimmunprézipitationsexperiment validiert.
Dafiir wurde das vollstindige FOXP3 mit einem FLAG-Epitop verbunden und zusammen mit
den kurzen, unmarkierten Isoformen iiberexprimiert. Das Binden spezifischer a-FLAG
Antikorper (Klon M2), gebunden an Agarosepartikel, ermdglichte die Isolation von FLAG-
FOXP3 und assoziierten FOXP3 Isoformen aus dem Zelllysat. Eine Detektion
unterschiedlicher Spleiformen erfolgte wiederum mit Isoform-unspezifischen a-FOXP3
Antikorpern (Klon eBi07979). Abbildung 10 zeigt die FOXP3 Komplexe, die sich nach
Uberexpression von N-terminal FLAG-markierten FOXP3 Isoformen und unmarkierten
FOXP3 Isoformen in HEK293T Zellen bilden kénnen. Abbildung 10A verdeutlicht, dass der
leere FLAG-Vektor nicht in der Lage ist, FOXP3 Isoformen zu koprézipitieren, die, wie in
der Transfektionskontrolle gezeigt (unteres Bild), exprimiert sind. FLAG-FOXP3, in
Abbildung 10B, bindet hingegen koexprimiertes FOXP3 und FOXP3A2 aber auch
FOXP3A2A7. Die gebildeten Heterodimere wurden iiber eine Immunpréizipitation mit a-
FLAG Antikorperklon M2 isoliert und im Western Blot mit Isoform-unspezifischem a-
FOXP3 Antikorperklon eBio7979 detektiert. Erneut zeigte sich, dass die Immunkomplexe,
die tliber die Bindung mit FLAG-FOXP3 koprézipitiert werden konnten, auch FOXP3
Isoformen ohne Exon 2 und ohne Exon 7 beinhalteten. Um zu untersuchen, ob mindestens
eine vollstidndige Spleilvariante fiir die Komplexbildung bendtigt wird, wurden die Versuche
mit FLAG-FOXP3A2 und FLAG-FOXP3A2A7 wiederholt. Diese
Koimmunprézipitationsexperimente ergaben, dass sowohl FOXP3A2 als auch FOXP3A2A7
an die FLAG-markierten Konstrukte FLAG-FOXP3A2 (Abbildung 10C) und FLAG-
FOXP3A2A7 (Abbildung 10D) binden kdnnen.
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Abbildung 10: FOXP3 Koimmunprizipitationen FLAG-markierter Proteine

HEK293T Zellen wurden mit Kontrollvektor oder FOXP3 Isoformen und FLAG-Vektoren
kotransfiziert. Leerer FLAG-Vektor in A) und FLAG-FOXP3 in B) wurden im Verhéltnis 1:1 mit
unmarkierten FOXP3 Isoformen transfiziert. FLAG-FOXP3A2 in C) und FLAG-FOXP3A2A7 in D)
wurden im Verhéltnis 1:10 mit unmarkierten FOXP3 Isoformen transfiziert. Die Isolation der
Komplexe erfolgte durch eine Immunprézipitation (IP) mit o-FLAG Antikdrperklon M2, die
Detektion im Immunblot (IB) mit dem Isoform-unspezifischen a-FOXP3 Antikorperklon eBio7979.
Zur Kontrolle der Transfektion wurde das Zelllysat im Immunblot analysiert (jeweils unteres Bild).
Die Koimmunprézipitationen wurden in unabhéngigen Experimenten mindestens dreimal wiederholt.

Die Menge der detektierten Proteine im Prézipitat stimmt dabei {iiberein mit der
Transfektionsstdrke der entsprechenden Proben (jeweils unteres Bild). Somit sind
offensichtlich kaum Unterschiede in der Bindungsstirke der Isoformen zueinander vorhanden,
so dass das relative Verhéltnis der FOXP3 Homo- und Heterodimere der relativen FOXP3
Isoformtranskription in Treg Zellen entspricht (siche Kapitel 3.1.1). Zusammenfassend gilt

daher, dass die FOXP3A2 Isoform in der Lage ist, mit FOXP3, aber auch mit sich selbst und
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FOXP3A2A7 Komplexe zu bilden. Exon 2 ist offenbar nicht an der Heterodimerisierung von
FOXP3 beteiligt. Dariiber hinaus kann selbst die kiirzeste Isoform FOXP3A2A7 mit allen
anderen Spleivarianten und sich selbst assoziieren, womit bewiesen wurde, dass das

Strukturmotiv leucine zipper in Exon 7 nicht fiir die Bildung der Dimere notwendig ist.

3.3 Isoform-unspezifische Proteinbindungen von FOXP3

3.3.1 Suppression der NFAT und NF-kB vermittelten Transkription

Obwohl Treg Zellen zum groBen Teil einen Phénotyp aktivierter Zellen aufweisen,
unterscheiden sie sich von Effektor-T-Zellen zum einen durch die Suppression der Effektor-
T-Zellproliferation und zum anderen durch die fehlende Produktion von Zytokinen,
insbesondere 1L-2. Beide Effekte konnten durch Gentransfer-Experimente auf die Expression
des Transkriptionsfaktors FOXP3 zuriickgefiihrt werden. Der IL-2 Promotor weist mehrere
Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren NFAT, NF-xB, AML-1 und AP-1 auf [132].
Untersuchungen ergaben, dass FOXP3 in der Lage ist, mit NFAT und AML-1 zu interagieren
und als transkriptioneller Repressor die Expression von IL-2 zu regulieren [94, 132]. Ebenso
konnte die NF-kB vermittelte Transkription durch Foxp3 supprimiert werden [128]. Der
Einfluss der drei humanen FOXP3 Isoformen auf die von NFAT und NF-kB vermittelte
Gentranskription wurde im Reportergen Assay untersucht. Hierzu wurden NIH3T3 Zellen mit
endotoxinfreier DNA transfiziert. Ein entsprechender pcDNA3.1+ Vektor, kodierend fiir eine
jeweilige FOXP3 Isoform wund Expressionsvektoren filir Biolumineszenz wurden
kotransfiziert. Letztere Vektoren waren zum einen Renilla (pRL-CMV) fiir die
Normalisierung der Transfektion und zum anderen entsprechende Reportergen-DNA
(PNFAT-TA-luc bzw. pNF-kB-TA-luc) zur abhidngigen Expression von Leuchtkéfer-

Luciferase.

57



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Ergebnisse

120 -
§ 1 B Kontrolle
— 100 - FOXP3
£ ] FOXP3A2
= ] 771 FOXP3A2A7
2 50
= ]
> ]
9 ]
L 60 A
0 ]
5 %%;
Q@ 40
- |
© ]
g ]

. %%

NFAT NF-xB

Abbildung 11: FOXP3 Isoformen im NFAT und NF-kB Reportergen Assay

NIH3T3 Zellen wurden mit 10 ng pRL-CMV (Renilla), 100 ng pNFAT-TA-luc oder pNF-kB-TA-luc
und 0,5 pg FOXP3 kodierenden Vektor bzw. Leervektor kotransfiziert. Luciferaseaktivitit des
Zelllysats wurde normiert auf die Biolumineszenz der Renilla Reaktion, die Werte fiir den Leervektor
(blau karierte Balken) wurden als Referenz 100% gesetzt. Griine Balken reprisentieren FOXP3
transduzierte Proben (starke, mittlere und leichte Schraffur: FOXP3, FOXP3A2 und FOXP3A2A7).
Von allen Proben wurden Triplikate durchgefiihrt, die Luciferasereaktion eines Probenlysates wurde
dreimal unabhingig gemessen. Jeweils eine Versuchsreihe von mindestens drei unabhédngigen
Experimenten ist gezeigt.

Die NFAT bzw. NF-kB regulierte Expression von Luciferase konnte mit allen Isoformen von
FOXP3 supprimiert werden. Die NFAT vermittelte Transkription wurde unabhéingig von der
Prisenz des Exons 2 oder des Exons 7 im FOXP3 Protein halbiert. Da ein stabiler ternérer
Komplex aus FOXP2, NFAT und DNA beobachtet wurde, kann man annehmen, dass auch
FOXP3 und die beiden Isoformen FOXP3A2 und FOXP3A2A7 auf diese Weise einen
Repressorkomplex bilden. Die Repression NFAT vermittelter Gentranskription durch alle
FOXP3 Isoformen iiberrascht insofern nicht, da gezeigt werden konnte, dass die fiir die
NFAT Interaktion notwendige Proteinregion die FKH Doméne ist und diese in allen FOXP3
Isoformen vorhanden ist [94]. Die NF-kB vermittelte Transkription wird im Vergleich zu der
Kontrolle durch FOXP3A2 auf ein Zehntel reduziert, FOXP3A2A7 inhibiert die
Luciferaseexpression um bis zu 85 %. Isoformen, denen Exon 2 fehlt, weisen eine etwas

stirkere Repression der NF-kB kontrollierten transkriptionellen Aktivitit auf, da FOXP3 die
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Transkription der Luciferase lediglich um ca. 70 % verhindert. Da FOXP3 mit der Rel
Homologie Doméne von NFAT und der RelA Doméne von NF-«kB interagiert [94, 128], ist
anzunehmen, dass die Repressoraktivitit von FOXP3 nicht auf dem Besetzen der
entsprechenden = DNA-Bindungsstellen ~ beruht, sondern FOXP3 die anderen
Transkriptionsfaktoren durch die Bildung eines Repressorkomplexes aus NFAT/NF-«kB,
FOXP3 Isoform wund DNA neutralisiert. Zudem enthalten die beschriebenen
Konsensussequenzen von NFAT und NF-kB keine Ubereinstimmung und FOXP3 bindet

allein nur schwach an DNA.

3.3.2 FOXP3 Isoformen binden AML-1

AML-1 wurde als wichtiger Bindungspartner von FOXP3 identifiziert, der im
Zusammenhang mit der Auspriagung des Treg-typischen Phinotyps und der Funktion steht.
Untersuchungen an FOXP3 Proteinfragmenten ergaben, dass AML-1 innerhalb einer Region
der Aminosduren 278 bis 336 von FOXP3 interagiert [132]. Damit besteht eine rdumliche
Néhe zum Exon 7 (Aminosdure 246-272). Um zu untersuchen, ob AML-1 auch von FOXP3
Isoformen ohne Exon 2 und Exon 7 gebunden wird, wurden Koimmunprizipitationen
durchgefiihrt. Hierfir wurden HEK293T Zellen mit FLAG-markiertem AML-1 und einem
Vektor, kodierend fiir eine FOXP3 Isoform oder dem Leervektor, Kkotransfiziert.
Immunprézipitate wurden aus dem Zelllysat mit Hilfe des o-FLAG spezifischen
Antikorperklon M2 isoliert und die Komplexe im Western Blot analysiert. Die Detektion der
FOXP3 Spleillvarianten erfolgte mit dem Isoform-unspezifischen Antikorperklon eBio7979.
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass AML-1 sowohl von FOXP3 und FOXP3A2
als auch von FOXP3A2A7 koprézipitiert werden konnte. Diese Ergebnisse, dargestellt in
Abbildung 12, zeigen, dass alle FOXP3 Isoformen mit AML-1 interagieren und somit weder
Exon 2 noch Exon 7 an der Proteinbindung beteiligt sind. Trotz der Néhe der beschriebenen
AML-1 Bindungsstelle zum leucine zipper innerhalb der FOXP3 Aminosidurensequenz
beeinflusst die Abwesenheit dieses Motivs die AML-1 Bindung nicht sonderlich stark. Unter
der Beriicksichtigung der jeweiligen Transfektionsrate (unteres Bild in Abbildung 12) scheint
verhéltnisméBig etwas weniger FOXP3A2A7 von FLAG-AML-1 gebunden zu werden als
beispielsweise von FOXP3A2. Allerdings sind die Unterschiede nur graduell und alle drei
natiirlichen Isoformen von FOXP3 binden AML-1.
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Abbildung 12: Alle FOXP3 Isoformen binden an AML-1

HEK293T Zellen wurden mit FOXP3 Isoformen oder Leervektor (Kontrolle) und FLAG-AML-1
transfiziert (im Verhéltnis 10:1). Eine Immunprézipitation (IP) mit dem o-FLAG Antikorperklon M2
isoliert Komplexe, die FOXP3 Isoformen enthalten. Die Detektion im Immunblot (IB) wurde mit Hilfe
des Isoform-unspezifischen a-FOXP3 Antikorperklons eBio7979 durchgefiihrt. Zur Kontrolle der
Transfektion wurde Zelllysat im Western Blot analysiert (unteres Bild). Eine Koimmunprizipitation
aus drei unabhéngigen Experimenten ist dargestellt.

3.4 Phénotyp und Funktion der Treg Zellen induziert von FOXP3

3.4.1 Foxp3 und FOXP3 Isoformen in T-Zellen der Maus

Zur Untersuchung der Funktionen von FOXP3 Isoformen in T-Zellen wurden CD4+CD25- T-
Zellen der Maus mittels MACS isoliert und durch retroviralen Gentransfer transduziert. Die
stabile Integration der retroviralen DNA gelingt dabei nur nach Stimulation und Proliferation
der Zellpopulation, da bei proliferierenden Zellen die Kernmembran voriibergehend abgebaut
wird und so die virale Gensequenz die genomische DNA erreichen kann. Bei humanen
CD4+CD25- T-Zellen wird durch eine Stimulation die Expression von endogenem FOXP3
stark erhoht, so dass es nicht mdglich ist, spezifische Effekte einer exogenen FOXP3 Isoform

zu untersuchen. Um solche Einfliisse von endogenem FOXP3 zu vermeiden, wurden zunichst
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humane Isoformen und die einzige Isoform der Maus in CD4+CD25- T-Zellen der Maus
retroviral transferiert. Im Vergleich dazu wurden ebenfalls humane CD4+CD25- T-Zellen
retroviral transduziert (siche Kapitel 3.4.2). Diese Ergebnisse zeigen aber nur die
tendenziellen Isoform-spezifischen Effekte, da neben der Uberexpression exogener

Spleiflvarianten auch immer ein Mix aus endogenen FOXP3 Isoformen exprimiert wird.

3.4.1.1 Phanotyp naturlicher CD4+CD25+ Foxp3+ Zellen der Maus

Aus Milz und Lymphknoten von Balb/c Médusen wurden T-Zellen mittels MACS aufgereinigt
und auf die Expression von regulatorischen und unspezifischen T-Zellmarkern untersucht.
Naive CD4+CD25- T-Zellen und die Treg Population konnten iiber die MACS Technik
routineméfig mit einer Reinheit von 94 bis 99% isoliert werden. Das Schema einer MACS
Isolation von CD4+CD25- und CD4+CD25+ T-Zellen ist in Abbildung 13A dargestellt.

Bei der Untersuchung des Phéanotyps der beiden Populationen zeigte sich erwartungsgemaf
eine erhohte Expression von CD25, GITR, CTLA-4 und Foxp3 in Treg Zellen im Vergleich
zu Effektorzellen. Die differentielle Expression von Treg-spezifischen Oberflichenmarkern
und intrazelluldren Molekiilen sowie die unverdnderte Expression unspezifischer T-
Zellmarker wie CD44 und CD69 sind in Histogrammen in Abbildung 13B gezeigt. Die T-
Zellmarker CD44 und CD69 stehen in keinem Zusammenhang mit regulatorischen
Funktionen und dienten in Gentransferexperimenten als Kontrolle. CD44 ist ein Glykoprotein,
das Extrazelluldrmatrix bindet und von Gedéchtniszellen exprimiert wird. Untersuchungen
ergaben, dass sowohl CD4+CD25- als auch CD4+CD25+ T-Zellen eine Subpopulation von
Gedichtniszellen beinhalten [170]. Die groBBe Mehrheit der Zellen ist jedoch naiv, so dass die
gemittelte Expressionsstirke von CD44, unabhédngig von der CD25 Expression, vergleichbar
ist. CD69, ebenfalls ein Glykoprotein, ist ein Aktivierungsmarker fiir T-Zellen und auf beiden

naiven CD4+ Population gleich stark exprimiert.
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Abbildung 13: Isolierung und Phinotyp von Lymphozytenpopulationen der Maus

A) Die im FSC und SSC identifizierte Lymphozytenpopulation (Bild links) kann {iber o-CD4
Antikorperfiarbung spezifiziert werden (Bild Mitte) und mittels a-CD25 Antikorperfirbung in
CD4+CD25- Effektor-T-Zellen (Teff) und CD4+CD25+ Treg Zellen getrennt werden (Bild rechts). B)
MACS aufgereinigte CD25- und CD25+ CD4+ T-Zellen exprimieren unterschiedlich stark
regulatorische T-Zellmarker (Foxp3, CD25, GITR und CTLA-4), wéhrend allgemeine Marker (CD44
und CD69) unverdndert sind. Die Zahlenwerte reprasentieren die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitit der Zellpopulation fiir den untersuchten Marker. CTLA-4 (nach intrazelluldrer

Akkumulation) und Foxp3 wurden intrazelluldr gemessen, die iibrigen Molekiile wurden an der
Zelloberflache geférbt.

3.4.1.2 FOXP3 Transduktion in CD4+CD25- T-Zellen der Maus

Die Isolation der beiden CD4+ T-Zellpopulationen ermdglicht eine gezielte Transduktion von
Foxp3 bzw. FOXP3 Isoformen in Foxp3- Zellen. Die Isoform-spezifischen Effekte auf das
Expressionsmuster konnen somit ohne die natiirlichen Foxp3+ Zellen untersucht werden.
Transduzierte Zellen exprimierten die entsprechenden FOXP3 Isoformen und gekoppelt liber
die IRES Sequenz das Markergen GFP. Die Beobachtung der GFP Fluoreszenz erlaubte eine
quantitative  Analyse der Transduktion im Fluoreszenzmikroskop und in der
Durchflusszytometrie, dargestellt fiir jeweils eine Probe in Abbildung 14A und 14B. Beim

retroviralen Gentransfer in CD4+CD25- Mauszellen wurden Transduktionsraten von tber
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30 % erzielt, was den Werten anderer retroviraler Gentransferexperimente mit MIGR1 und
verwandter Vektoren entspricht [67, 171]. Der FOXP3 Proteinnachweis gelang mittels
Western Blot Analyse von GFP+ FACS isolierten Zellen, zu sehen in Abbildung 14C.
Unterschiede in der Expression einzelner Isoformen sind auf unterschiedliche Zellzahlen in
den analysierten Proben zuriickzufiihren, die konstitutive Expression von B-Actin im unteren
Bild gilt dabei als Normierungsstandard. Allgemein konnte kein Unterschied in der

Expressionsstirke der verschiedenen FOXP3 Isoformen beobachtet werden.
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Abbildung 14: FOXP3 Transduktion in CD4+CD25- T-Zellen der Maus

A) Transduzierte CD4+CD25- Lymphozyten der Maus exprimieren die FOXP3-IRES-GFP Kassette,
die unten schematisch dargestellt ist. Drei Tage nach dem retroviralen Gentransfer konnen erfolgreich
transduzierte Zellen A) im Fluoreszenzmikroskop oder B) im FACS iiber die GFP Koexpression
identifiziert und quantifiziert werden. Jeweils eine Probe FOXP3 transduzierter Zellen ist
exemplarisch dargestellt. C) Western Blot Analyse von Zellen, die mit Leervektor (Kontrolle), Foxp3
oder einer humanen FOXP3 Isoform transduziert wurden. Foxp3/FOXP3 Detektion erfolgte mit dem
Isoform-unspezifischen Antikorperklon eBio7979, B-Actin wurde mit dem Antikérperklon AC-15
detektiert.
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3.4.1.3 Isoform-spezifische Induktion des regulatorischen Phanotyps

Nach einer retroviralen Transduktion konnte das kotransferierte Markergen GFP ab dem
dritten Tag nach der letzten Virusinkubation detektiert werden. Genexpressionsanalysen
wurden nach weiteren 2-3 Tagen durchgefiihrt, um sicher zu gehen, dass die Zellen sich nicht
mehr in der Proliferationsphase befanden.

Im Gegensatz zum Einfluss auf die Transkriptionsaktivititen von NFAT und NF-kB zeigte
sich bei der Induktion von CD25 eine Abhidngigkeit von der jeweiligen FOXP3 Isoform.
Abbildung 15 demonstriert, dass in CD4+CD25- Mauszellen nach Transduktion mit Foxp3
und ebenso mit den humanen Isoformen FOXP3 und FOXP3A2 die Expression von CD25
stark erhoht wurde. Das Expressionsniveau von CD25 in FOXP3A2A7 transduzierten Zellen

blieb hingegen unveridndert, vergleichbar mit der Transduktion des Leervektors.
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Abbildung 15: CD25 Induktion nach FOXP3 Transduktion in Mauszellen

CD4+CD25- Mauszellen wurden durch die abgebildeten MIGR1 Vektoren mit FOXP3-IRES-GFP
Kassetten retroviral transduziert. Die Proben, transduziert mit Leervektor (Kontrolle), FOXP3 oder
humanen FOXP3 Isoformen, wurden drei Tage nach dem Gentransfer im Durchflusszytometer auf die
Expression von CD25 untersucht. Die transduzierten Zellen befanden sich zum Zeitpunkt der Analyse
nicht mehr in der Proliferationsphase.
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Deutlich ist eine Korrelation der Expression von CD25 und der Transduktion von Foxp3, wie
auch von humanem FOXP3 und FOXP3A2 zu erkennen. Diese Induktion von CD25 findet
oberhalb einer bestimmten Transduktionsrate statt, ist demnach abhingig von einer
Mindestkonzentration an Foxp3 bzw. FOXP3. Daher sind Zellen, die nur schwach
transduziert wurden und daher eine geringe GFP Expression zeigen, in der CD25 Expression
vergleichbar mit untransduzierten Zellen. Im Vergleich dazu stieg die CD25 Expression in
stark transduzierten Zellen mit hoher GFP Expression proportional mit GFP an.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Transduktion des Mausproteins Foxp3 in
CD4+CD25- Mauszellen die Expression Treg-spezifischer Marker induziert [67]. Im
Vergleich zur Transduktion mit dem Transkriptionsfaktor der Maus (Foxp3) konnte dieser
Effekt auch mit den humanen Isoformen FOXP3 und FOXP3A2 erzielt werden. Aus der
Berechnung des prozentualen Zuwachses der durchschnittlichen CD25 Fluoreszenzintensitit
von GFP-hoch zu GFP-niedrig exprimierenden Zellen ergibt sich die Darstellung im
Balkendiagramm von Abbildung 16A. Die Abhingigkeit der Induktion Treg-spezifischer
Marker durch FOXP3 Isoformen wurde neben CD25 auch mit CTLA-4 und GITR getestet
(Abbildung 16B und 16C).
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Abbildung 16: Induktion Treg-spezifischer Marker durch FOXP3 Transduktion

CD4+CD25- Mauszellen wurden mit retroviralen Vektoren, die die FOXP3-IRES-GFP Kassette
beinhalten, transduziert (sieche Abbildung 15). Induktion Treg-spezifischer Marker wurde durch den
relativen Anstieg des Expressionsniveaus in GFP-niedrig zu GFP-hoch exprimierenden Zellen
untersucht. In Zellen, transduziert mit Leervektor (Kontrolle, blau karierte Balken), Foxp3 der Maus
(rot schraffiert) oder einer humanen FOXP3 Isoform (griin schraffiert), wurde die Induktion von A)
CD25, B) CTLA-4 und C) GITR gemessen. Der prozentuale MFI Anstieg von Foxp3 diente als
Referenzwert und wurde gleich 100 % gesetzt. CTLA-4 wurde intrazelluldr nach Stimulation und
Blockade des Vesikeltransports gemessen. Statistisch signifikante Unterschiede in der Induktion Treg-
spezifischer Marker durch Transduktion humaner FOXP3 Isoformen sind hervorgehoben (*).
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Wie in Abbildung 16A und 16B dargestellt, konnen FOXP3 und FOXP3A2 das
Expressionsniveau von CD25 um ca. 60 % und das von CTLA-4 um ca. 20 % erhdhen. Die
neu entdeckte Isoform FOXP3A2A7 ist im Gegensatz dazu nicht in der Lage CD25 oder
CTLA-4 in den Zellen zu induzieren. Die Kontrolle mit transduziertem Leervektor beeinflusst
ebenfalls nicht die Expression dieser Treg-spezifischen Marker. Als weiteres Treg-
spezifisches Molekiil konnte auch GITR durch die Transduktion der vollstindigen FOXP3
Isoform und der SpleiBvariante FOXP3A2 induziert werden, wihrend FOXP3A2A7 das
Expressionsniveau von GITR nicht iiber das der Leervektorkontrolle steigern konnte
(Abbildung 16C). Aufgrund einer stirkeren Streuung der Einzelwerte sind die Ergebnisse fiir
GITR allerdings nicht signifikant. Diese differentielle Induktion der Oberflaichenmolekiile
von Suppressorzellen weist erneut daraufhin, dass die FOXP3 Isoformen bestimmte, nicht
redundante Effekte auf Treg Zellen ausiiben kdnnen.

Im Gegensatz zu CD25 und CTLA-4 wird deutlich, dass ausschlieflich die untersuchten
Treg-spezifischen Marker durch eine Transduktion mit FOXP3 induziert werden konnen,

nicht aber CD44 und CD69 (Abbildung 17A und 17B).
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Abbildung 17: FOXP3 Isoform-unabhingige Lymphozytenmarker der Maus
CD4+CD25- Mauszellen wurden mit retroviralen Vektoren, die die FOXP3-IRES-GFP Kassette
beinhalten, transduziert (siche Abbildung 15). Die Geninduktion wurde durch den relativen Anstieg
des Expressionsniveaus in GFP-niedrig zu GFP-hoch exprimierenden Zellen untersucht. In Zellen,
transduziert mit Leervektor (Kontrolle, blau karierte Balken) oder einer humanen FOXP3 Isoform
(griin schraffiert), wurde die Induktion von A) CD44 und B) CD69 gemessen.
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Das Expressionsniveau von CD44 oder CD69 ist unabhingig von einer FOXP3 Transduktion
und kann nicht durch eine oder mehrere Isoformen spezifisch erhoht werden. Dies
demonstriert die gerichtete, FOXP3 abhingige Induktion von Markermolekiilen der

Suppressorzellen.

3.4.2 FOXP3 Isoformen in humanen CD4+CD25- T-Zellen

Humane T-Zellen konnen ebenfalls retroviral transduziert werden, doch verursacht die dafiir
notwendige Stimulation der Zellen bereits eine vermehrte Expression von endogenem
FOXP3, so dass Effekte einer exogenen Isoform iiberlagert werden konnen. Die Transduktion
von MACS isolierten humanen CD4+CD25- T-Zellen wurde im FACS analysiert, eine

Transduktionseffizienz von mindestens 20 % wurde erreicht (Abbildung 18A).
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Abbildung 18: Retrovirale Transduktion humaner Effektorzellen

Humane CD4+CD25- Zellen wurden retroviral mit Vektoren transduziert. A) FACS Analyse einer
exemplarischen Transduktion humaner Zellen, die blaue Zellpopulation entspricht CD4+GFP- Zellen,
die griine entspricht CD4+GFP+ Zellen. Die FOXP3-IRES-GFP Kassetten der Vektoren ist
schematisch dargestellt. B) Immunblot (IB) von transduzierten humanen T-Zellen, FOXP3 Detektion
erfolgte mit dem Isoform-unspezifischen Antikorperklon eBio7979.
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Obwohl nur jeweils eine humane FOXP3 Isoform bzw. der Leervektor transduziert wurde,
sind auch andere Isoformen im Western Blot auszumachen, die stimulationsbedingt
exprimiert wurden (Abbildung 18B). Besonders deutlich wird dies bei der Kontrolle mit
Leervektor transduzierter Zellen, wo Banden von FOXP3 und FOXP3A2 detektiert wurden.
Unterschiede in der Expressionsstirke sind durch leicht variierende Zellzahlen und
Transduktionseffizienzen zu erklédren.

Bei der Analyse der CD25 Induktion in Abhidngigkeit zur FOXP3 Transduktion wird im
Vergleich zu den Experimenten in Mauszellen auch ein stirkerer Anstieg der CD25
Expression bei Leervektor und FOXP3A2A7 transduzierten Zellen sichtbar (ca. 40 %)
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: CD25 Induktion durch FOXP3 Transduktion in humanen T-Zellen
Humane CD4+CD25- T-Zellen wurden mit retroviralen Vektoren, die die FOXP3-IRES-GFP Kassette
beinhalten, transduziert (siche Abbildung 18). Im Durchflusszytometer wurde die Induktion von CD25
durch die Transduktion mit Leervektor (Kontrolle, blau karierte Balken) oder humanen FOXP3
Isoformen (griin schraffiert) untersucht. Transduzierte Zellen befanden sich zum Zeitpunkt der
Analyse nicht mehr in der Proliferationsphase. Die Induktion von CD25 wurde durch den relativen
Anstieg des Expressionsniveaus in GFP-niedrig zu GFP-hoch exprimierenden Zellen gemessen. Die
Induktion von FOXP3 wurde gleich 100% gesetzt. Statistisch signifikante Unterschiede der CD25
Induktion sind hervorgehoben (*).

69



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Ergebnisse

Trotz der Expression von endogenen FOXP3 Isoformen durch die Aktivierung der Zellen,
konnte beobachtet werden, dass die Uberexpression von exogenem FOXP3 und FOXP3A2
eine signifikant stirkere Induktion der CD25 Expression hervorruft. Wie schon in
Experimenten mit Mauszellen gezeigt, konnte das Expressionsniveau des Treg-spezifischen
Markers CD25 nur durch diese beiden Splei3varianten induziert werden, nicht aber durch
FOXP3A2A7. In beiden Spezies ist demnach die funktionelle Geninduktion von FOXP3

abhingig von der leucine zipper Struktur des Exons 7.

3.4.3 Inhibitorische Funktion der FOXP3 Isoformen

Eine Foxp3 Transduktion vermittelt in CD4+CD25- T-Zellen der Maus die Kapazitit die
Proliferation von stimulierten Effektorzellen zu supprimieren [67]. Die Ubertragung einer
zumindest partiellen suppressiven Funktion durch Transduktion der humanen FOXP3
Isoformen konnte bisher nur fiir die vollstindige Isoform und FOXP3A2 nachgewiesen
werden [125, 126]. Um die Isoform-spezifischen Effekte gesondert beobachten zu konnen,
wurden CD4+CD25- T-Zellen der Maus retroviral transduziert, mit Hilfe des FACS isoliert
und im Proliferationsassay mit CFSE-gefiarbten CD4+CD25- Effektorzellen kokultiviert.
Abbildung 20 zeigt die Verdiinnung des Farbstoffes CFSE mit fortschreitender Zellteilung fiir
die Proben, in denen die Effektorzellen mit Leervektor-transduzierten Zellen kokultiviert
wurden (obere Reihe, links). Eine fehlende Proliferation ist bei den Proben sichtbar, die mit
frisch isolierten Treg Zellen (obere Reihe, Mitte) oder aber mit Foxp3 der Maus
transduzierten Zellen (obere Reihe, rechts) supprimiert werden konnten. In der unteren Reihe
von Abbildung 20 ist zu erkennen, dass auch die humanen FOXP3 Isoformen eine
suppressive Funktion in Mauszellen vermitteln. Sowohl FOXP3 als auch FOXP3A2
verhindern effektiv die Proliferation der CFSE-gefarbten Effektorzellen (untere Reihe, links
und Mitte). Interessanterweise ist die neue FOXP3A2A7 Isoform nicht in der Lage eine
suppressive Kapazitit auf CD4+CD25- Zellen zu iibertragen; die kokultivierten Zellen
proliferieren und haben zum Zeitpunkt der Analyse schon mehrere Tochtergenerationen

entwickelt (untere Reihe, rechts).
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Abbildung 20: Suppressive Kapazitit transduzierter Zellen

Im Suppressionsassay wurden CFSE-markierte Effektorzellen mit a-CD3 Antikdrper (3 pg/ml)
stimuliert und mit bestrahlten APC (30 Gy) im Verhiltnis 1:2 kokultiviert. Zusitzlich wurden frisch
isolierte Treg Zellen bzw. FOXP3 transduzierte Zellen, die zuvor FACS isoliert wurden, im Verhiltnis
1:1, 1:3, 1:9 oder 1:27 (Treg Zelle : Effektorzelle) hinzugegeben. Die Proliferation wurde nach 72-
96 h im Durchflusszytometer gemessen. Die retrovirale Transduktion erfolgte mit Foxp3 der Maus
oder den humanen Isoformen FOXP3, FOXP3A2 und FOXP3A2A7 oder dem Leervektor (Kontrolle).
Exemplarische Histogramme einer Kokultivierung von Treg Zellen bzw. transduzierter Zelle und
Effektorzelle im Verhéltnis 1:3 sind gezeigt. Die Ergebnisse wurden in insgesamt drei unabhéngigen
Experimenten beobachtet.
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3.6 Dominant negative Effekte durch FOXP3A2A7

3.5.1 Retrovirale Transduktion humaner Treg Zellen mit FOXP3 Isoformen

Da FOXP3A2A7 in CD4+CD25- T-Zellen keine CD25 Induktion hervorrufen konnte, wurde
untersucht, ob die CD25 Expression humaner Treg Zellen durch Transduktion der neuen

Isoform verringert werden kann.
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Abbildung 21: FOXP3 Transduktion in humanen Treg Zellen

A) Schematische Darstellung der FOXP3-IRES-GFP Kassetten der retroviralen Vektoren. B)
Immunblot (IB) retroviral transduzierter, humaner CD4+CD25+ T-Zellen; FOXP3 Detektion erfolgte
mit dem Isoform-unspezifischen Antikdrperklon eBio7979. C) Im Durchflusszytometer wurde die
Induktion von CD25 durch die Transduktion mit Leervektor (Kontrolle, blau karierte Balken) oder
humanen FOXP3 Isoformen (griin schraffiert) untersucht. Transduzierte Zellen befanden sich zum
Zeitpunkt der Analyse nicht mehr in der Proliferationsphase. Die Induktion von CD25 wurde durch
den relativen Anstieg des Expressionsniveaus in GFP-niedrig zu GFP-hoch exprimierenden Zellen
gemessen. Insgesamt drei unabhéngige Versuche wurden durchgefiihrt.
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Abbildung 21B zeigt erneut, dass in humanen Treg Zellen die endogenen Isoformen FOXP3
und FOXP3A2 exprimiert werden. Im Vergleich zur Kontrollvektor transduzierten Probe
konnte eine exogene Uberexpression von FOXP3, FOXP3A2 und FOXP3A2A7 mit Hilfe des
retroviralen Gentransfers erreicht werden. Dies wird besonders bei FOXP3A2A7
transduzierten Zellen durch die zusétzlich detektierte Bande im Immunblot deutlich. Wie aus
Abbildung 21C ersichtlich, ist FOXP3A2A7 nicht in der Lage die Expression von CD25 in
Treg Zellen signifikant zu vermindern. Dies ist angesichts der hohen Expressionsrate der
beiden anderen Isoformen in Treg Zellen zu erwarten gewesen, da zum Zeitpunkt der
Transduktion der Phénotyp der Treg Zellen bereits etabliert und durch FOXP3 bzw.
FOXP3A2 epigenetisch festgelegt ist [64]. Tendenziell konnte selbst in humanen Treg Zellen
die CD25 Expression durch exogenes FOXP3 bzw. FOXP3A2 gesteigert werden, nicht aber
durch FOXP3A2A7.

3.5.2 Dominant negativer Effekt von FOXP3A2A7

FOXP3A2A7 ist zum einen in der Lage mit allen anderen Isoformen zu dimerisieren (siche
Kapitel 3.2), die transkriptionelle Aktivitdt von NFAT und NF-«B zu kontrollieren und AML-
1 zu binden (siehe Kapitel 3.3). Zum anderen wird allerdings weder der Treg-spezifische
Phénotyp noch die suppressive Kapazitit durch Transduktion von FOXP3A2A7 vermittelt
(siche Kapitel 3.4). Es erscheint unter diesen Voraussetzungen wahrscheinlich, dass diese
Isoform die Funktionen von FOXP3 und FOXP3A2 negativ beeinflussen kann, z.B. durch
Neutralisation oder Konkurrenz um Interaktionspartner. Um dieses Wirkungsweise genauer
zu untersuchen, wurden CD4+CD25- Mauszellen mit je zwei retroviralen Vektoren
transduziert, die beide auf dem MIGR1 Retrovirus basierten. Die Transduktion des einen
Konstruktes wurde iiber die FOXP3-IRES-GFP Kassette detektiert, die andere mittels einer
FOXP3-IRES-CFP Kassette. Zum Zeitpunkt der Analyse der CD25 Induktion befanden sich
die transduzierten Zellen nicht mehr in der Proliferationsphase. Abbildung 22A zeigt
exemplarisch eine Transduktion mit FOXP3A2A7 (GFP+ Zellen) und FOXP3 (CFP+ Zellen),
die entsprechende Transduktion mit FOXP3A2A7 (GFP+ Zellen) und FOXP3A2 (CFP+
Zellen) ist in Abbildung 22B gezeigt. Die nummerierten Regionen reprédsentieren einfach
bzw. doppelt transduzierte Zellen, deren CD25 Expression in Histogrammen dargestellt ist.

Die jeweiligen MFI-Werte entsprechen der CD25 Expression der Zellpopulationen.
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Abbildung 22: CD25 Induktion nach Transduktion mit zwei FOXP3 Isoformen

CD4+CD25- Mauszellen wurden mit zwei retroviralen Vektoren, deren FOXP3-IRES-GFP bzw.
FOXP3-IRES-CFP Kassetten schematisch dargestellt sind, transduziert. Einfach und doppelt
transduzierte CD4+CD25- Mauszellen wurden im Durchflusszytometer analysiert. Markiert sind
Regionen mit einfach transduzierten Zellen (Region 1, blau: CFP+ Zellen, Region 3, griin: GFP+
Zellen) und doppelt transduzierten Zellen (Region 2, violett: CFP+GFP+ Zellen). Die Stirke der
jeweiligen CD25 Induktion fiir die Regionen ist im Histogramm mit dem dazugehorigen MFI-Wert
dargestellt. A) Transduktion mit FOXP3 (korreliert mit CFP) und FOXP3A2A7 (korreliert mit GFP);
B) Transduktion mit FOXP3A2 (korreliert mit CFP) und FOXP3A2A7 (korreliert mit GFP).

Anhand der MFI-Werte lésst sich erkennen, dass sowohl in FOXP3 als auch in FOXP3A2
einfach transduzierten Zellen CD25 stirker exprimiert wird als in FOXP3A2A7 einfach
transduzierten Zellen (Region 1 gegen Region 3). Dariiber hinaus bewirkt eine Transduktion
mit FOXP3 oder FOXP3A2 keine vergleichbare Induktion von CD25, wenn gleichzeitig
FOXP3A2A7 transduziert wurde (Region 1 gegen Region 2).

Im Folgenden wurde die Induktion von CD25 in doppelt transduzierte Zellen untersucht,
wobei der Referenzwert durch die Leervektor oder FOXP3A2A7 einfach transduzierte
Zellpopulation ermittelt wurde. Auf diese Art und Weise konnten die mit FOXP3 und
Kontrollvektor doppelt transduzierten Populationen mit FOXP3 und FOXP3A2A7 doppelt

transduzierten Populationen verglichen werden. Gleichermallen wurden die Populationen von
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FOXP3A2 und Kontrollvektor doppelt transduzierten Zellen mit FOXP3A2 und FOXP3A2A7
doppelt transduzierten Zellen verglichen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: FOXP3A2A7 beeinflusst die FOXP3-abhiingige Induktion von CD25
CD4+CD25- Mauszellen wurden mit zwei Retroviren kotransduziert. Die Transduktion erfolgte mit
Vektoren, die die Genkassetten FOXP3-IRES-CFP (linke Seite) oder FOXP3A2-IRES-CFP (rechte
Seite), besitzen. Zusétzlich zur ersten Isoform wurde entweder ein leerer Kontrollvektor (Kontrolle)
mit IRES-GFP Kassette oder FOXP3A2A7 {iber einen Vektor mit FOXP3A2A7-IRES-GFP Kassette
transduziert. Die CD25 Expression der doppelt transduzierten Zellen wurde im Durchflusszytometer
gemessen und die prozentuale CD25 Induktion in Bezug auf Kontrollvektor bzw. FOXP3A2A7
einfach transduzierte Zellen ermittelt. Schwarze Symbole kennzeichnen FOXP3/Kontrollvektor bzw.
FOXP3A2/Kontrollvektor  kotransduzierte = Zellen, weile  Symbole die Proben  mit
FOXP3/FOXP3A2A7 bzw. FOXP3A2/FOXP3A2A7. Alle Datenpunkte repriasentieren unabhingige
Kotransduktionsexperimente. Statistisch signifikante Unterschiede sind hervorgehoben (*).

Wie in Abbildung 23 gezeigt, konnte gegeniiber dem Kontrollvektor eine statistisch
signifikant geringere Induktion von CD25 beobachtet werden, wenn stattdessen die
FOXP3A2A7 Isoform kotransduziert wurde. Demnach ist die neue Isoform FOXP3A2A7 in
der Lage, die durch FOXP3 und FOXP3A2 vermittelte Induktion von CD25 zu hemmen und
fungiert somit als dominant negativer Inhibitor fiir FOXP3 und FOXP3A2.
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3.6 Identifizierung Isoform-spezifischer FOXP3 Bindungspartner

3.6.1 Differentielle Kontrolle der AP-1 Aktivitat durch FOXP3 Isoformen

Im Gegensatz zur qualitativ vergleichbaren Suppression von NFAT und NF-«B kontrollierten
Reportergenen durch alle drei FOXP3 Isoformen (siehe Kapitel 3.3.1), konnte fiir die AP-1
vermittelte Transkription eine Suppression nur durch die Kotransfektion mit FOXP3A2 oder

FOXP3A2A7 beobachtet werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: FOXP3 Isoformen im AP-1 Reportergen Assay

NIH3T3 Zellen wurden mit 10 ng pRL-CMV (Renilla), 100 ng pAP-1-TA-luc und 0,5 pg FOXP3
kodierenden Vektor bzw. Leervektor kotransfiziert. Luciferaseaktivitit des Zelllysats wurde normiert
auf die Biolumineszenz der Renilla Reaktion, die Werte fiir den Leervektor (blau karierte Balken)
wurden als Referenz 100% gesetzt. Griine Balken repréasentieren FOXP3 transduzierte Proben (starke,
mittlere und leichte Schraffur: FOXP3, FOXP3A2 und FOXP3A2A7). Von allen Proben wurden
Triplikate durchgefiihrt, die Luciferasereaktion eines Probenlysates wurde dreimal unabhingig
gemessen. Jeweils eine Versuchsreihe von mindestens drei unabhéngigen Experimenten ist gezeigt.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, fiihrte ausschlieBlich die Expression von FOXP3 Isoformen,
denen Exon 2 fehlt, zu einer Reduktion der transkriptionellen Aktivitdt um ca. 60 %, wihrend

die Isoform FOXP3 die AP-1 vermittelte Transkription um den Faktor 2,6 verstérkte.
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AP-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor bestehend aus c-Jun und c-Fos, die {iber einen
leucine zipper miteinander verbunden sind. AP-1 ist in der Lage, allein oder in Kooperation
mit NFAT DNA zu binden, wobei die Konsensussequenzen von NFAT, AP-1 oder FOXP3
keine Homologien zeigen, so dass eine denkbare Kompetition um DNA-Bindungsstellen
unwahrscheinlich ist. Anhand der Kristallstrukturanalyse von NFAT-AP-1-DNA-Komplexen
wird angenommen, dass FOXP3 in der Lage ist, AP-1 aus dem Komplex zu verdrangen und
stabile NFAT-FOXP3-DNA-Komplexe zu bilden [94]. Eine vor kurzem verdffentlichte
Studie zeigte, dass Foxp3 aus der Maus an phosphoryliertes c-Jun binden kann und dadurch
die AP-1 vermittelte Transkription inhibiert wird [136]. Die hier gezeigten Resultate
favorisieren die Annahme, dass zum einen alle FOXP3 Isoformen endogenes AP-1 aus
Komplexen freisetzen, zum anderen aber nur FOXP3 Isoformen ohne Exon 2, namentlich

FOXP3A2 und FOXP3A2A7, Bindungspartner und/oder Inhibitoren von AP-1 sind.

3.6.2 FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 interagieren mit c-Jun

Die AP-1 vermittelte Transkription konnte durch die Expression von FOXP3A2 und
FOXP3A2A7 inhibiert werden. Da der Transkriptionsfaktor c-Jun neben c-Fos ein Bestandteil
des Transkriptionskomplexes AP-1 ist und Foxp3 bzw. ein N-terminales Fragment von Foxp3
in der Maus an c-Jun bindet [136], wurden Koimmunprézipitationen mit FLAG-markiertem c-
Jun durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die humanen Isoformen von FOXP3 direkt an AP-1
binden konnen. HEK293T Zellen wurden mit FOXP3 Isoformen und FLAG-markiertem c-
Jun kotransfiziert, nach drei Tagen lysiert und die Komplexe mit Hilfe des o-FLAG
Antikorperklons M2 isoliert. Die Analyse im Immunblot offenbarte, dass nur FOXP3A2 und
FOXP3A2A7 an c-Jun binden, nicht aber die vollstindige, 11 Exon lange Isoform FOXP3
(Abbildung 25). Wéhrend das alternative Spleilen von Exon 2 die Proteinbindung erst
ermoglicht, so fiihrt die weitere Deletion von Exon 7 in der natiirlichen Splei3form
FOXP3A2A7 zu keiner verminderten Protein-Protein-Wechselwirkung. Somit wird die c-Jun-
FOXP3-Bindung entweder direkt durch eine Proteinstruktur im Bereich der Verkniipfung von
Exon 1 und Exon 3 vermittelt oder ein weiterer Kofaktor, der mit Exon 2 interagiert, blockiert
das Binden von c-Jun durch sterische Hinderung. Der von Exon 7 gebildete leucine zipper hat
keinen Einfluss auf die Interaktion mit c-Jun. Ubereinstimmend damit konnte auch keine

Sequenzhomologie der leucine zipper von FOXP3 und c-Fos gefunden werden.
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Abbildung 25: FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 binden an c-Jun

HEK293T Zellen wurden mit FOXP3 Isoformen oder Leervektor und FLAG-c-Jun kotransfiziert (im
Verhiltnis 10:1). Eine Immunprézipitation (IP) mit dem o-FLAG Antikérperklon M2 isolierte
Proteinkomplexe, die FOXP3 Isoformen enthalten. Die Detektion im Immunblot (IB) wurde mit Hilfe
des  Isoform-unspezifischen a-FOXP3  Antikorperklons eBio7979  durchgefiihrt.  Eine
Koimmunprizipitation aus fiinf unabhéngigen Experimenten ist dargestellt.

3.6.3 Isoform-spezifische Interaktionen im Yeast-2-Hybrid

Die bisherigen Resultate ergeben ein differentielles Bild von den Aufgaben und Funktionen
der FOXP3 Isoformen. Teilweise stimmen dabei die Bindungspartner und die
transkriptionelle Kontrolle iiberein, andererseits zeigt insbesondere FOXP3A2A7
Unterschiede bei der Induktion Treg-spezifischer Marker und der Vermittlung der
suppressiven Funktion. Aus diesem Grund wurde ein Yeast-2-Hybrid Assay in
Zusammenarbeit mit Dr. Manfred Koegl am Deutschen Krebsforschungszentrum in
Heidelberg (DKFZ) durchgefiihrt, um weitere Isoform-spezifische Bindungspartner zu
ermitteln. Zu diesem Zweck wurden Fusionsproteine aus FOXP3 Isoformen und der Gal4
DNA-Bindungsdomine hergestellt. Neben den Isoformen wurden auch jeweils Deletionen der
FKH Doméne C-terminal mit dem Hefeprotein verbunden, um eine potentiell storende DNA-
Bindung von FOXP3 zu vermeiden. Eine physikalische Interaktion der FOXP3
Fusionsproteine mit Fusionsproteinen aus dem gesuchten Zielgen und der Gal4
Transkriptionsaktivierungsdoméne aktiviert im Hefeklon einen Metabolismus, der ein
Uberleben auf Mangelbdden ermoglicht [168]. Die Anzahl erhaltener Klone spiegelt dabei
indirekt die Qualitdt der gefundenen Bindungen wider. Die Interaktionen wurden nach

Wahrscheinlichkeit der Relevanz (z.B. Gewebespezifitit, Bindungsaufkommen in anderen
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Assays, etc.) gewichtet. Die aussichtsreichsten Kandidaten einer spezifischen FOXP3

Bindung sind in Abbildung 26 gezeigt.
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Abbildung 26: Bindungspartner von FOXP3 im Yeast-2-Hybrid Assay

Anzahl der Hefeklone, die nach Transfektion mit FOXP3 Konstrukten isoliert werden konnten und
zuvor mit A) Zinkfinger 307 (ZNF307) oder B) tumor susceptibility gene 101 (TSG101) transfiziert
wurden. Humane FOXP3 Isoformen (mittlere bzw. leichte Schraffur: FOXP3A2 bzw. FOXP3A2A7)
und FOXP3 Konstrukte ohne FKH (grau unterlegt) sind dargestellt, Zahlenwerte entsprechen der
jeweiligen Anzahl unabhéngiger Klone.

Die beiden Gene, Zinkfinger 307 (ZNF307) und tumor susceptibility gene 101 (TSGI101),
binden dabei ausschlieSlich die FOXP3 Isoformen, die Exon 2 alternativ herausgespleif3t
haben. Eine Uberpriifung in der Realtime RT-PCR bestitigte dabei die Transkription der
beiden Gene in humanen CD4+ T-Zellen, wobei keine signifikanten Unterschiede in der
Transkription beider Gene in CD4+CD25- und CD4+CD25+ T-Zellen beobachtet werden
konnten (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Transkription von ZNF307 und TSG101 in humanen T-Zellpopulationen
Realtime RT-PCR von MACS isolierten CD4+CD25- T-Zellen (graue Balken) und CD4+CD25+ T-
Zellen (schwarze Balken) aus Blut von zwei gesunden Donoren. Untersucht wurde die Transkription
von CD25 (in CD4+CD25+ T-Zellen 100% gesetzt), dem Zinkfinger 307 (ZNF307) und dem tumor
susceptibility gene 101 (TSG101).

Der Zinkfinger 307 ist ein Transkriptionsfaktor, der sieben Zinkfinger, eine Kriippel-
assoziierte Box und eine SCAN Domine beinhaltet. Es konnte gezeigt werden, dass ZNF307
die transkriptionelle Aktivitit von p53 und p21 supprimiert. Dariiber hinaus wurde in ZNF307
transfizierten Zellen eine negative Regulation der p53 Expression iiber die Induktion des

Proteins murine double minute 2 (MDM2) beobachtet [172].

3.6.4 MDM2 in naiven T-Zellen und Treg Zellen

Da in zwei unabhingigen Studien zur Untersuchungen der genomischen Verteilung von
Foxp3 Bindungsstellen mit Hilfe der Mikrochip-gestiitzten Chromatin-Immunprézipitation
nachgewiesen wurde, dass Foxp3 unter anderem den MDM?2 Promotor bindet [142, 143],
beeinflusst Foxp3 zum einen die Transkription von MDM2, zum anderen konnte iiber die im
Y2H-Assay identifizierte Interaktion von FOXP3 mit ZNF307 MDM2 induziert werden. Bei
der Analyse der humanen MDM2 Promotorsequenz konnte zudem mindestens eine FOXP3
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bzw. NFAT-FOXP3 Konsensussequenz gefunden werden. Dieses Motiv, TGTTTCA, wurde
auch zur Aufklarung der Rontgenkristallstrukturanalyse von NFAT-FOXP2 Komplexen
verwendet [94] und befindet sich an einer Position 2826 Nukleotide vor dem MDM?2
Startkodon im humanen Chromosom 12.

Die MDM2 Expression in MACS isolierten CD4+CD25- und CD4+CD25+ T-Zellen der
Maus und des Menschen wurde im Western Blot detektiert. Abbildung 28A zeigt, dass im
naiven Zustand Treg Zellen der Maus mehr MDM2 exprimieren als naive CD4+CD25- T-
Zellen (linke Seite). Nach Stimulation der Zellen mit a-CD3 und a-CD28 konnte dieser
Unterschied nicht mehr beobachtet werden, was dafiir spricht, dass MDM2 einen weiteren
Aktivierungsmarker darstellt, der in Treg Zellen hoher exprimiert ist. In humanen T-Zellen
wurde statt der Zunahme der absoluten MDM2 Proteinmenge eine gréf3ere Form von MDM2
in Treg Zellen detektiert. Abbildung 28B zeigt einen Western Blot, bei dem diese Bande
ausschlieBlich in Proben mit aufgereinigten CD4+CD25+ T Zellen bei ca. 80 kDa beobachtet
werden kann. Zusétzlich zur MDM?2 Detektion wurde die Blotmembran auch mit spezifischen

Antikorpern gegen FOXP3 und B-Actin inkubiert (2. bzw. 3. Reihe der Abbildung 28B).
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Abbildung 28: Differentielle MDM?2 Expression in naiven CD25+ und CD25-T-Zellen
MACS isolierte CD4+CD25+ und CD4-CD25- Mauszellen in A) bzw. humane T-Zellen aus drei
gesunden Donoren (I-11I) in B) wurden im Immunblot (IB) auf die Expression von MDM2 analysiert.
Aktivierung der Zellen in A) erfolgte mit a-CD3 und a-CD28 Antikdrpern (3 pg/ml) fiir 24 h; in B)
wurden MDM2, FOXP3 und -Actin nacheinander mit den Antikérperklonen SMP14, eBio7979 und
AC-15 detektiert.

Wihrend in naiven CD4+CD25- T-Zellen der Maus im Gegensatz zu Treg Zellen kein
MDM2 detektiert wird, kann bei humanen FOXP3+ Zellen MDM2 mit gréferer apparenter
molekularer Masse als in FOXP3- Zellen beobachtet werden. Es ist daher anzunehmen, dass
eine Treg-spezifische MDM?2 Spleifvariante oder posttranslationale Modifikation von MDM2
in humanen Treg Zellen existiert. Bislang konnte diese Form von MDM2 nicht durch FOXP3
Transfektionen induziert werden, was allerdings auch mit der unterschiedlichen
Suszeptibilitdt einzelner Zelllinien zusammenhingen kdnnte. Weiterfithrende Experimente
konnten in Zukunft die Zusammenhédnge von FOXP3 und MDM?2 offenlegen und dabei helfen

die Unterschiede von MDM?2 in beiden T-Zellpopulationen zu charakterisieren.

3.6.5 FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 interagieren mit TSG101

3.6.5.1 Koimmunprazipitation von TSG101 und FOXP3A2
Auch fiir das zweite im Y2H-Assay identifizierte Gen TSG101 kann eine Verbindung zu
MDM?2 hergestellt werden. So ist bekannt, dass TSG101 im Zellkern den Abbau von MDM?2

verhindert, was wiederum eine beschleunigte Degradation von p53 zur Folge hat [173].
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Sowohl TSG101 als auch MDM2 sind Onkogene, die in mutierter Form besonders in
Brustkrebszellen auftreten, wo sie die Kontrolle iiber Zellzyklus und kontrollierten Zelltod
auftheben [174, 175]. Interessanterweise exprimieren Brustkarzinome ebenfalls FOXP3 [162],
so dass ein Zusammenspiel dieser Faktoren denkbar ist.

Neben der intranukledren Funktion von TSG101 kontrolliert dieses Protein als Teil des
ESCRT-I Komplexes (endosomal sorting complex required for transport) auch die Bildung
und den Transport von Vesikeln (Ubersicht in [176]). Dabei bindet TSG101 iiber eine nicht
aktive Variante der Ubiquitin E2 Ligaseregion (UEV) Ubiquitin bzw. Hrs (hepatocyte growth
factor-regulated tyrosine kinase substrate), ein Ubiquitin-erkennendes Protein. Die UEV
Domaéne interagiert dabei zum einen mit Ubiquitin, zum anderen wird eine spezifische
tetramere Aminosduresequenz - P(S/T)AP - gebunden. Die Relevanz der letzteren
Wechselwirkung wird verdeutlicht durch die Beobachtung, dass virale Proteine mit P(S/T)AP
Sequenzen die Bindung zu TSG101 zur Knospung viraler Partikel ausnutzen [177].

Um die in Hefezellen nachgewiesene TSG101-FOXP3A2 Interaktion in Sdugetierzellen zu
testen, wurden Koimmunprizipitationsexperimente mit FLAG-markiertem TSG101 und

FOXP3 Isoformen in HEK293T Zellen durchgefiihrt (Abbildung 29).

FLAG TSG101
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Abbildung 29: Komplexbildung von FOXP3A2 Isoformen mit TSG101

HEK293T Zellen wurden mit FOXP3 Isoformen, FOXP3 Deletionsmutanten (AFKH) oder Leervektor
(Kontrolle) und FLAG-TSG101 kotransfiziert (im Verhéltnis 10:1). Eine Immunprézipitation (IP) mit
dem o-FLAG Antikdrperklon M2 isoliert Komplexe, die FOXP3A2 und FOXP3A2A7 enthalten. Die
Detektion im Immunblot (IB) wurde mit Hilfe des Isoform-unspezifischen a-FOXP3 Antikdrperklons
eBi107979 durchgefiihrt.
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Wie in Abbildung 29 gezeigt, bindet auch in diesen humanen Zellen TSG101 die FOXP3
Isoformen FOXP3A2 und FOXP3A2A7, wihrend die vollstindige Isoform FOXP3 nicht
koprézipitiert werden konnte. FOXP3 Deletionsmutanten, denen die FKH Doméne fehlt,
werden ebenfalls nicht gebunden. Der Einfluss von dieser Region auf die Interaktion mit

TSG101 wird verdeutlicht durch die fehlende Komplexbildung mit FOXP3A2AFKH.

3.6.5.2 Yeast-2-Hybrid Assay von TSG101 und FOXP3A2

Um die Isoform-spezifische Interaktion von FOXP3 an TSG101 zu validieren, wurden Y2H-
Assays mit Fusionsproteinen aus FOXP3 Isoformen und Gal4 DNA-Bindungsdoméne sowie
TSG101 und Gal4 Transkriptionsaktivierungsdoméane bzw. Kontrollvektor durchgefiihrt. Eine
positive Interaktion fiihrte in diesem Fall zur Expression von Luciferase, so dass in den
Zelllysaten eine Lichtreaktion gemessen wurde. Die Y2H-Assays wurden von Dr. Manfred
Koegl am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg (DKFZ) durchgefiihrt.
Abbildung 30 zeigt einen von drei unabhidngigen Y2H-Assays mit Hefeklonen, die mit

entsprechenden Fusionsproteinen transfiziert wurden.
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Abbildung 30: Interaktion von FOXP3A2 und TSG101 in Hefezellen
Yeast-2-Hybrid Assay mit Kontrollvektor- bzw. TSG101-Transfektanten (graue bzw. schwarze
Balken) und entsprechenden FOXP3 Isoformen. Datenpunkte entsprechen der Luciferaseaktivitét in
gemessenen Lichteinheiten (LE). Ein Experiment von insgesamt drei unabhingigen Versuchen ist
dargestellt.
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Wie in Abbildung 30 gezeigt, bestétigte sich erneut die Isoform-spezifische Bindung von
FOXP3A2 an TSGI101. Die vollstindige SpleiBvariante FOXP3 kann nicht mit TSG101
wechselwirken. Moglicherweise wird die Proteinbindung entweder direkt durch die Struktur
der Exonregionen 1 und 3 vermittelt oder aber die Bindungsregion ist in der Isoform, die
Exon 2 nicht gespleiit hat, durch sterische Hinderung nicht zugénglich fiir TSG101. Eine
weitere Erkliarung wire die Bindung eines anderen Molekiils an Exon 2 von FOXP3, das
sowohl in Hefezellen beim Y2H-Assay als auch in humanen Zellen bei der

Koimmunprézipitation die TSG101 Bindungsstelle besetzt und/oder blockiert.

3.6.5.3 Analyse der FOXP3A2 Bindungsregion an TSG101

Es konnte gezeigt werden, dass TSG101 andere Proteine iiber die UEV Doméne binden kann,
wenn diese die Erkennungssequenz P(S/T)AP besitzen. Dabei ist die Interaktion der UEV
Domine mit der Tetrapeptidsequenz fiir die Motive PSAP oder PTAP qualitativ gleich [177].
Da sich in der Aminosduresequenz von FOXP3 zwei PSAP Motive befinden, konnte die

Interaktion mit TSG101 ebenfalls iiber diese Motive vermittelt sein (Abbildung 31A).

Abbildung 31: Ubersicht der PSAP Motive in FOXP3 und der Struktur von TSG101

A) Schema der PSAP Bindungsmotive (blau) und dem PTLP Pseudomotiv (grau) von FOXP3. Die
alternativ gespleifiten Exon 2 und Exon 7 sind grau hervorgehoben, die FKH Domine ist schwarz
dargestellt. B) Modell der Sekundirstruktur der UEV Doméne von TSG101 (rosa) und einem HIV-1
late domain peptide mit dem Bindungsmotiv PTAP (blau, gesamte Peptidsequenz: PEPTAPPEE)
anhand einer Rontgenkristallstrukturanalyse [177].
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Das erste PSAP Motiv von FOXP3 ist N-terminal in Exon 1 gelegen (aa 9-12), das zweite C-
terminal in Exon 4 (aa 174-177). Interessanterweise befindet sich in Exon 2 zusitzlich ein
Pseudomotiv PTLP (aa 72-75).

Fiir die Interaktion der UEV Doméne mit viralen PTAP-Hiillproteinen konnte gezeigt werden,
dass eine Mutation zu PTRP die Bindung verhindert [178]. Um die Bindungsstelle von
FOXP3A2 und humanem TSG101 genauer zu analysieren wurden verschiedene Mutationen
in die PSAP-Motive eingefiigt. Zum einen wurde jedes PSAP einzeln in das nicht funktionale
PSRP oder in die Pseudosequenz PSLP mutiert, zusétzlich wurde eine Doppelmutante mit
zwei PSRP- bzw. PSLP-Motiven generiert. Durch die sukzessive Mutation beider PSAP
Motive konnte gezeigt werden, dass FOXP3A2 iiber die N-terminale PSAP Sequenz in Exon
1 mit TSG101 interagiert. Abbildung 32A zeigt deutlich, dass eine Mutation von Alanin auf
Position 11 in Arginin (A11R) ausreichend ist um die TSG101 Bindung zu blockieren.
Ebenso  verhdlt es sich bet der doppelt mutierten FOXP3A2 Mutante,
FOXP3A2 A11R A176R, wihrend bei der Mutation von PSAP in Exon 4 zu PSRP (A176R)

keine verminderte TSG101 Interaktion detektierbar ist.
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Abbildung 32: FOXP3A2 interagiert mit TSG101 iiber das PSAP-Motiv in Exon 1
Yeast-2-Hybrid Assay mit Kontrollvektor- bzw. TSG101-Transfektanten (graue bzw. schwarze
Balken) und entsprechenden FOXP3 Isoformen und Mutationen. Datenpunkte entsprechen der
Luciferaseaktivitit in gemessenen Lichteinheiten (LE). A) Analyse der TSG101 Bindung mit
FOXP3A2 Mutationen, die an Position 11 bzw. 176 im PSAP Motiv statt Alanin Arginin (A11R bzw.
A176R) exprimieren. B) Analyse der TSG101 Bindung mit FOXP3A2 Mutationen, die an Position 11
bzw. 176 im PSAP Motiv statt Alanin Leucin (A11L bzw. A176L) exprimieren und einer FOXP3
Mutation, die an Position 74 im Pseudomotiv statt Leucin Alanin (L74A) exprimiert. Ein Experiment
von insgesamt drei unabhéngigen Versuchen ist dargestellt.

In Abbildung 32B wurden die Ergebnisse der Bindungsanalyse auch fiir die Mutationen des
PSAP Motivs zu PSLP bestitigt. Die etwas groflere Aminosdure Arginin scheint bei der
FOXP3A2 A176R Mutante in Abbildung 32A die TSG101 Bindung partiell zu behindern, die
bindungsabhidngige Transkription von Luciferase fiihrte ca. zur Halbierung der
Lichteinheiten, die bei der FOXP3A2 A176L Mutante in Abbildung 32B beobachtet wurde.
Moglicherweise wurde durch den Austausch der Aminosdure Alanin zu Arginin die korrekte
FOXP3A2 Proteinfaltung gestort, die durch die Mutation zu Leucin weniger beeinflusst
wurde. Auch das Einfiigen eines zusétzlichen P(S/T)AP Motivs in Exon 2 durch die Mutation
von Leucin zu Alanin (L74A) im PTLP Pseudomotiv befdhigt FOXP3 L74A nur zu einer
geringen TSG101 Bindung im Vergleich zu FOXP3A2 (Abbildung 32B).
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Zusammenfassend gilt, dass, neben c-Jun, mit TSG101 ein weiterer Interaktionspartner von
FOXP3 gefunden wurde, der spezifisch nur an FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 bindet, wobei
auch die FKH Doméne, vermutlich zur Stabilisierung der Proteinfaltung, vorhanden sein
muss. Die Protein-Protein-Wechselwirkung wird vermittelt durch das PSAP-Motiv in Exon 1
von FOXP3A2. Die physiologische Bedeutung dieser Bindung fiir Funktion und Homdostase

der Treg Zellen wird Bestandteil zukiinftiger Forschungsarbeit sein.
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4. Diskussion

Die im Ergebnisteil beschriebenen Resultate zeigen, dass der Transkriptionsfaktor FOXP3
eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen in Treg Zellen ausiibt. Einige dieser Aufgaben
konnen von allen drei beschriebenen Isoformen wahrgenommen werden. Diese Isoform-
unabhéngigen Eigenschaften beschrinken sich auf die Bildung von Repressorkomplexen
(NFAT, NF-kB und AML-1) und der Suppression ihrer transkriptionellen Aktivitit (NFAT,
NF-kB) im Zellkern. Isoform-abhingige Eigenschaften sind hingegen bei der Expression
Treg-spezifischer Marker, dem Transfer der suppressiven Kapazitit und der Assoziation mit
weiteren Interaktionspartnern beobachtet worden. Diese Verteilung ldsst den Schluss zu, dass
auch FOXP3A2A7, eine Isoformen bei der Exon 2 und Exon 7 alternativ gespleift sind, in der
Lage ist, DNA und primér assoziierte Faktoren zu binden, vergleichbar mit den Isoformen
FOXP3 und FOXP3A2. Diese Interaktionen vermitteln jedoch nicht die stabile Entwicklung
der CD4+ T-Zelle zur Treg Zelle. Im Gegensatz zu diesen Isoform-unabhingigen
Wechselwirkungen existieren offensichtlich weitere Faktoren, die eine hohere Komplexitét an
Proteininteraktionen ermdglichen. Durch die Untersuchung der differentiellen Wirkung in
CD4+CD25- T-Zellen, die mit natiirlichen FOXP3 Splei3formen transduziert wurden, konnte
direkt ein Zusammenhang zwischen der Treg-induzierenden Funktion und einer genau
definierten Region im FOXP3 Protein hergestellt werden. Interessanterweise bewirkt das
Fehlen des leucine zipper bzw. des Exons 7 von FOXP3, dass keine Determinierung zur Treg
Zelle stattfindet. Anhand dieser Studie konnte deutlich gezeigt werden, dass die FOXP3
Dimerisierung nicht von Exon 7 abhédngt und somit nicht Ursache der fehlenden Treg
Induktion sein kann. Welche wichtigen sekundédren Faktoren direkt oder indirekt an Exon 7
binden, wird Gegenstand der zukiinftigen Forschung sein.

Dariiber hinaus konnte auch ein Unterschied des FOXP3 Bindungsverhaltens in Abhidngigkeit
zu Exon 2 nachgewiesen werden. So ermdglicht das alternative Spleilen von Exon 2 eine
Protein-Protein-Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren c-Jun und ZNF307 und mit
TSG101. Die genaue Bedeutung dieser Isoform-spezifischen Wechselwirkungen fiir Treg
Zellen bedarf weiterer Analysen. Vermutlich steht die Komplexbildung mit diesen Faktoren
in Zusammenhang mit der zelluliren Homdostase der Treg Zellen und nicht mit der Induktion

des Treg-spezifischen Phénotyps, da sowohl eine Transduktion mit der Isoform FOXP3 als
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auch mit FOXP3A2 in beiden Fillen funktionale Suppressorzellen induzierte. Eine Ubersicht
der Isoform-unabhéngigen und -abhidngigen Eigenschaften der FOXP3 Spleiflvarianten ist in

Tabelle 8 gezeigt.

Tabelle 8: Ubersicht der Eigenschaften und Funktionen von FOXP3 Isoformen

Isoform
Eigenschaften und FOXP3 FOXP3A2 FOXP3A2A7
Funktionen
20 RNA Transkripte identische Sequenz der 5 -untranslatierten Region
§ Expression Translokation in den Nukleus
§ Dimerisierung Homo- und Heterodimere aller Isoformen
g AML-1 Komplexbildung
‘E\ NFAT Repression der transkriptionellen Aktivitét
~ NF-«B Repression der transkriptionellen Aktivitit
CD25 Induktion -
CTLA-4 Induktion -
5 GITR (Induktion) )
%b Suppression Induktion -
S | e | consatienng
S AP-1 tiigﬁ?ﬁ?giﬁ?; Repression der t.ra.nfkriptionellen
é Aktivitit Aktivitit
c-Jun - Komplexbildung
ZNF307 - Komplexbildung
TSG101 - Komplexbildung
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4.1 Expressionsmuster der FOXP3 Isoformen

In humanen Treg Zellen werden verschiedene Isoformen des Transkriptionsfaktors FOXP3
exprimiert. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass nach Transduktion der
vollstdndigen Isoform FOXP3 humane CD4+CD25- Zellen einen Treg-spezifischen Phénotyp
exprimierten [68, 125, 126], wobei von Allan et al. im Gegensatz zu den beiden anderen
Arbeiten eine relativ geringe suppressive Kapazitit der transduzierten Zellen beschrieben
wurde, die nur nach Kotransduktion mit FOXP3 und FOXP3A2 etwas deutlicher beobachtet
werden konnte. Analog zu FOXP3 konnte auch infolge einer Transduktion mit FOXP3A2
eine starke [126] bzw. schwache [125] Induktion von Treg Funktion und Phanotyp beobachtet
werden. Bislang ist keine vergleichbare Untersuchung mit der Isoform FOXP3A2A7 bekannt.
Auffallend ist der konstant geringere Anteil dieser Spleilvariante an den FOXP3
Transkripten, was suggeriert, dass FOXP3A2A7 eine differentielle Aufgabe in Treg Zellen
besitzt und daher das alternative Spleilen ein genau kontrollierter Vorgang ist, der die
Isoformen anhand der spezifischen Aufgabenstellung bereitstellt. Ein Beispiel fiir
differentielle Aufgaben durch Isoformen des gleichen Proteins in T-Zellen ist CD45, welches
abhingig vom Aktivierungsstatus der Zelle als bestimmte Spleilvariante mit spezifischer
Bindungskapazitit und damit einhergehender Phosphataseaktivitit exprimiert wird [179].
Eine gleichzeitige Expression verschiedener Isoformen eines Proteins mit unterschiedlichen
Funktionen konnte auch fiir Proteinkinase C in T-Zellen nachgewiesen werden [180]. Des
Weiteren sind auch von Zytokinrezeptoren (z.B. IL-7Ra) und Adapterproteinen (z.B. IRAK1)
Isoformen bekannt, die in der T-Zelle verschiedene Aufgaben iibernehmen (Ubersicht in
[181]).

Da FOXP3A2A7 den gleichen 5’-untranslatierten Bereich wie FOXP3 und FOXP3A2
aufweist (siehe Kapitel 3.1), ist es unwahrscheinlich, dass die Expression der Isoformen
neben dem kontrollierten Spleilen zusdtzlich iiber eine differentielle Translation reguliert
wird. Zudem folgt am 3’-Ende des Transkripts auf das letzte translatierte Exon kein weiteres
untranslatiertes, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die 3 -untranslatierte Region
fiir alle Isoformen die gleiche Sequenz hat. Denkbar wire allenfalls eine differentielle
Polyadenylierung in Abhédngigkeit zur Isoform, was Auswirkungen auf die jeweilige Stabilitit
der Transkripte haben konnte (Ubersicht in [182]). Da sich die FOXP3 Isoformen im letzten

Exon jedoch nicht unterscheiden, ist diese Annahme eher unwahrscheinlich.
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4.2 Isoform-unabhéngige Funktionen von FOXP3

4.2.1 FOXP3 Isoformen dimerisieren im Zellkern

Die in Kapitel 3.2 gezeigte Translokation aller FOXP3 Isoformen in den Nukleus weist
daraufhin, dass die SpleiBvarianten funktionelle Transkriptionsfaktoren sind, die zum einen
Isoform-unspezifische Wirkungen gegenseitig verstirken und zum anderen bei Isoform-
spezifischen Aufgaben untereinander um Bindungspartner konkurrieren konnen. Die etwas
starkere Priferenz fiur die Lokalisation von FOXP3A2 im Zellkern deutet daraufhin, dass
zusidtzlich Faktoren existieren, die Isoform-spezifische Komplexe bilden.

Die in Kapitel 1.3.1 beschriebene Homologie der leucine zipper von FOXP3 und N-myc
fiihrte zu der Annahme, dass beide Strukturen &hnliche Aufgaben — wie z.B. die
Homodimerisierung - im Protein erfiillen konnten [98]. Die Vorstellung, dass der leucine
zipper in N-myc die Homodimerisierung vermittelt, wurde inzwischen allerdings revidiert
[99, 100]. Unter physiologischen Bedingungen konnten ausschlielich Heterodimere mit dem
Transkriptionsfaktor Max beobachtet werden. Zum anderen wurden Untersuchungen mit zwei
beschriebenen IPEX Mutationen, FOXP3AE251 und FOXP3AK250, durchgefiihrt. Beiden
Mutationen fehlt jeweils eine Aminosdure im Exon 7, was die Dimerisierung mit der
vollstindigen Isoform verminderte bzw. ganz verhinderte [135, 138]. Erwédhnenswert ist
allerdings, dass bei der Rontgenkristallstrukturanalyse des homologen FOXP2 bereits eine
Dimerisierung des stark konservierten C-terminalen Fragmentes, der FKH Domine,
beobachtet werden konnte [127]. Eine weitere Studie zeigte ebenfalls eine
Koimmunprézipitation sowohl von der FKH Doméne als auch von FOXP3AE251 mit der
vollstindigen Isoform FOXP3, wenngleich auch weniger Protein prézipitiert wurde als
beispielsweise mit unmutiertem FOXP3 [137].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass alle Isoformen von FOXP3 in der Lage sind,
miteinander Dimere zu bilden. Die homo- bzw. heterodimeren Komplexe aus verschiedenen
FOXP3 Isoformen wurden dabei mit Hilfe zweier unabhingiger
Koimmunprézipitationsexperimente nachgewiesen. Im Gegensatz zu den oben genannten
Studien wurden statt der FOXP3 Mutationen und Proteinfragmente erstmals die natiirlichen
Isoformen auf ihr Bindungsverhalten untersucht. Da auch FOXP3A2A7 die Fahigkeit zur

Komplexbildung zeigte, ist anzunehmen, dass der leucine zipper keinen Einfluss auf die
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Dimerisierung hat. Die schwichere Bindung mutierter FOXP3 Proteine beruht daher
wahrscheinlich eher auf einer komplexen Strukturdnderung und einer damit einhergehenden
sterischen Hinderung der Assoziation, als dass sie ein Hinweis auf die Funktion des leucine

zipper ware.

4.2.2 Repressorkomplexe von FOXP3 mit NFAT, NF-kB und AML-1

Zusétzlich zur eingeschriankten Bildung der FOXP3 Dimere wurde bei der IPEX Mutante
FOXP3AE251 auch eine verminderte Repression der NFAT vermittelten Aktivitit gezeigt
[138]. Bei der genaueren Untersuchung der transkriptionellen Kontrolle durch verkiirzte
FOXP3 Konstrukte wurde eine fiir NFAT relevante Repressorregion definiert (aa 67-132)
[137]. Anhand dieser Ergebnisse wire zu erwarten, dass die natiirlichen FOXP3 Isoformen
FOXP3A2 (ohne aa 72-106) und FOXP3A2A7 (ohne aa 72-106 und aa 246-272) ebenfalls
nicht in der Lage sind, die von NFAT regulierte Transkription zu inhibieren. Im Gegensatz
dazu konnte gezeigt werden, dass die Repression der IL-2 Promotoraktivitit zumindest fiir
FOXP3A2 qualitativ nicht von der Isoform FOXP3 zu unterscheiden ist [125]. Zudem
assoziiert NFAT zusammen mit DNA mit der C-terminalen FKH Doméne, nicht mit dem N-
terminalen Bereich von FOXP3 [94].

Die in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass NFAT und NF-kB vermittelte
Transkriptionsaktivitit Isoform-unabhdngig inhibiert werden kann. Da weder das Spleiflen
von Exon 2 noch von Exon 7 Einfluss auf die Regulation der transkriptionellen Aktivitit von
NFAT und NF-xB hatte, sollten beide Regionen keine Rolle fiir die von diesen
Transkriptionsfaktoren kontrollierte Genexpression spielen. Dies verdeutlicht noch einmal die
wohl tiefgreifenden strukturellen Verdanderungen in der FOXP3AE251 Mutante, die ungleich
der FOXP3A2 und FOXP3A2A7 Isoformen lediglich schwach dimerisiert und wenig
transkriptionelle Kontrolle ausiibt. Dariiber hinaus zeigt sich, dass die mit Hilfe von FOXP3
Proteinfragmenten gewonnenen Erkenntnisse nicht die tatsdchlichen Eigenschaften der
FOXP3 Regionen widerspiegeln. Exon 2 kann nicht Bestandteil einer Repressorregion sein,
da die natiirliche Spleilvarianten ohne Exon 2, FOXP3A2 und FOXP3A2A7, weiterhin in der
Lage sind, die NFAT und NF-kB vermittelte transkriptionelle Aktivitdt zu supprimieren.
Vermutlich entspricht die Proteinfaltung in FOXP3 Fragmenten nicht der in den natiirlichen
Isoformen, so dass diese Fragmente funktionell beeintrachtigt sind, obwohl die relevanten

Sequenzbereiche des Proteins vorhanden sind.
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Neben NFAT und NF-kB ist FOXP3 auch ein Repressor des Transkriptionsfaktors AML-1,
dessen Assoziation in Prézipitationsexperimenten gezeigt wurde [132]. In Untersuchungen
mit AML-1 und FOXP3 Fragmenten wurde die Interaktionsdomédne von FOXP3 bestimmt (aa
278-336). Die Bindung von AML-1 an FOXP3 zeigte in dieser Studie einen direkten Einfluss
auf die IL-2 Promotoraktivitit, die Induktion von Treg-assoziierten Molekiilen und der
suppressiven Kapazitit. In der vorliegenden Arbeit konnte bestdtigt werden, dass fiir die
Komplexbildung aus AML-1 und FOXP3 offenbar weder Exon 2 noch Exon 7 beteiligt ist.
Vor dem Hintergrund der Isoform-abhéngigen Induktion des Treg Phinotyps und der Treg
Funktion (siehe folgendes Kapitel) 1dsst sich allerdings erkennen, dass eine AML-1 Bindung
an FOXP3 nicht hinreichend ist, um aus CD4+CD25- T-Zellen Treg Zellen zu generieren.
Eine Ubersicht zu Isoform-unabhiingigen Funktionen von FOXP3 ist in Abbildung 33
dargestellt.

OXP3(A2(AT7))

N = DNA

Nukleus

Abbildung 33: Gemeinsame Funktionen aller FOXP3 Isoformen

Schematische Darstellung verschiedener Transkriptionsfaktoren in Treg Zellen. Die Isoformen
FOXP3, FOXP3A2 und FOXP3A2A7 dimerisieren mit anderen FOXP3 Isoformen und bilden mit
NFAT, NF-«kB und AML-1 Repressorkomplexe, die beispielsweise die Transkription des IL-2
Promotors blockieren konnen. Exon 2 und Exon 7 sind grau markiert, fakultativ gespleiites Exon 2
und Exon 7 ist grau schraffiert.
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4.3 Isoform-abhéngige Funktionen von FOXP3

4.3.1 FOXP3 Induktion des Treg Phanotyps ist abhangig von Exon 7

Obwohl FOXP3A2A7 in der Lage ist transkriptionelle Kontrolle iiber NFAT und NF-xB
vermittelte Genexpression auszuiiben, konnte die Induktion Treg-spezifischer Marker wie
CD25 und CTLA-4 nur durch Transduktion von FOXP3 und FOXP3A2 erzielt werden. Exon
7 ist mit 15 Aminosiuren groBtenteils an der Bildung des leucine zipper in FOXP3 beteiligt.
Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass dieses Strukturmotiv nicht die Bindung
weiterer FOXP3 Proteine vermittelt, ist anzunehmen, dass ein anderer Kofaktor mit
entsprechendem leucine zipper Motiv interagiert. Demnach wiirde erst durch diese
Wechselwirkung die verstirkte Expression von CD25, CTLA-4 und tendenziell auch die von
GITR ermdglicht werden. Im Y2H-Assay wurden iiberraschenderweise kaum
unterschiedliche Bindungspartner von FOXP3 bzw. FOXP3A2 und FOXP3A2A7 gefunden,
so dass auch eine alternative Erkldrung in Betracht gezogen werden kann. FOXP3A2A7
konnte wie die anderen Isoformen an einem unbekannten Adapterprotein binden, wiirde aber
im Gegensatz zu diesen einen antagonistischen Komplex bilden, der die Induktion von CD25
und CTLA-4 nicht vermitteln kann. In beiden Fillen wird es Aufgabe weiterfiihrender
Versuche sein den Faktor zu identifizieren. Die Abhédngigkeit der CD25 Induktion von Exon 7
des FOXP3 Proteins zeigte sich sowohl in humanen transduzierten CD4+CD25- T-Zellen als
auch in CD4+CD25- Mauszellen. Dies deutet darauf hin, dass entsprechende Prozesse in Treg
Zellen beider Spezies auf die gleiche Art und Weise reguliert sind und die in Mauszellen
gewonnenen Ergebnisse in diesem Fall auf humane Zellen iibertragbar sind. Selbst in
humanen Treg Zellen konnte eine Transduktion von FOXP3 Isoformen noch die Expression
von CD25 steigern (Kapitel 3.5.1). Allerdings konnten Isoform-spezifische Unterschiede in
der Induktion nicht signifikant nachgewiesen werden, was darauf zuriickzufiihren ist, dass
diese Zellen schon durch die hohe Expression von endogenem FOXP3 und FOXP3A2 viel
CD25 an der Oberflache aufweisen und die Entwicklung zur Treg Zelle bereits abgeschlossen
und epigenetisch iiber DNA-Demethylierung fest verankert ist [64].

Analog zur Induktion der Treg-spezifischen Marker ist auch der Transfer der suppressiven
Kapazitit in T-Zellen von Exon 7 des FOXP3 Proteins abhdngig. Die Transduktion mit

FOXP3A2A7 konnte ebenso wenig wie mit dem leeren Kontrollvektor eine suppressive
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Funktionalitét in die Zellen tibertragen. Wahrscheinlich steht dies wie bei der Induktion von
Treg-spezifischen Markern in Verbindung mit der Komplexbildung eines Adapterproteins,
entweder vermittelt durch den leucine zipper oder als antagonistischer FOXP3A2A7-
Komplex. Da FOXP3A2A7 in jedem Fall nicht die induktive Funktion der beiden anderen
Isoformen aufweist und auch nicht den Ausfall dieser Isoformen kompensieren kann, erklart
sich, dass eine Korrelation der Autoimmunerkrankung IPEX mit Mutationen des Exons 7
besteht. FOXP3AK250 und FOXP3AE251 besitzen nicht die Moglichkeit entsprechend der
unmutierten FOXP3 Isoform die Transkription und Bildung von Repressorkomplexen zu
regulieren [135], was vermutlich auf einer fehlerhaften Proteinfaltung beruht. Dariiber hinaus
wird nach dem Spleilvorgang vom mutierten Exon 7 das so entstandene FOXP3A2A7 keine

Treg-spezifischen Eigenschaften vermitteln kénnen.

4.3.2 FOXP3A2A7 wirkt dominant negativ auf andere FOXP3 Isoformen

In doppelt transduzierten CD4+CD25- T-Zellen konnte beobachtet werden, dass FOXP3A2A7
die CD25 Induktion, ausgeldst durch die Isoformen FOXP3 oder FOXP3A2, inhibiert. Dies
favorisiert die Bildung eines antagonistischen Komplexes durch FOXPA2A7, der mit den
anderen Isoformen um Bindungsstellen an Interaktionspartnern, die an der CD25 Induktion
beteiligt sind, kompetieren. Ebenfalls denkbar wire die Neutralisierung von funktionellem
FOXP3 und FOXP3A2, da in Kapitel 3.2.3 gezeigt wurde, dass FOXP3A2A7 an beiden
Isoformen binden kann. In FOXP3A2A7 transduzierten humanen Treg Zellen konnte keine
Verringerung des Expressionsniveaus von CD25 beobachtet werden. Ob die Suppression in
Treg Zellen durch exogenes FOXP3A2A7 beeinflusst werden kann, wird genauer untersucht
werden miissen. Zusammenfassend gilt fiir die Isoform FOXP3A2A7, dass sie die Induktion
von Treg-spezifischen Markern und den Transfer suppressiver Kapazitit zum einen nicht
unterstiitzt, zum anderen der CD25 Induktion der anderen Splei3varianten entgegenwirkt. Vor
diesem Hintergrund ist es augenscheinlich, dass der Spleilvorgang von FOXP3 sehr genau
reguliert werden muss, so dass sichergestellt ist, dass in Treg Zellen ausreichend FOXP3 und

FOXP3A2 zur Etablierung des Phianotyps und der Suppression vorhanden ist.
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4.3.3 Alternatives SpleiRen ermoglicht eine differentielle Komplexbildung

4.3.3.1 Interaktion von FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 mit c-Jun

Die in Kapitel 3.6.1 beschriebenen Ergebnisse miissen im Zusammenhang mit der bereits
erwiahnten NFAT-FOXP3 Bindung diskutiert werden. Die im Reportergen Assay beobachtete
verstarkte Transkription von Luciferase durch FOXP3, nicht aber von den anderen Isoformen,
deutet daraufthin, dass endogenes AP-1 aus dem Transkriptionskomplex NFAT-AP-1-DNA
durch FOXP3 verdringt wird. Wenngleich FOXP3 Isoformen geringe Unterschiede in der
Stirke  der  Suppression der NFAT  vermittelten  Transkription  zeigten
(FOXP3<FOXP3A2A7<FOXP3A2), wurde in jedem Fall eine Reduktion von iiber 60%
erreicht, so dass man annehmen kann, dass alle Isoformen eine vergleichbare Affinitit zu
NFAT haben. Folglich sind alle Isoformen in der Lage AP-1 aus NFAT-AP-1-
Repressorkomplexen zu verdringen. Auf diese Art freigesetztes AP-1 bewirkte nur im
Reportergen Assay mit der vollstindigen Isoform FOXP3 eine verstirkte AP-1 vermittelte
Transkription, wahrend FOXP3A2 und FOXP3A2A7 diese inhibierten. Das ldsst darauf
schlieen, dass nur Isoformen ohne Exon 2 Repressorkomplexe mit AP-1 bilden kénnen. Die
beiden sich tiberlagernden Effekte, verstarkte Transkription durch Freisetzung von AP-1 und
Repressorkomplexbildung liefern eine Erklarung fiir die beobachteten Ergebnisse.

Tatsdchlich konnte die Bildung Isoform-spezifischer Komplexe aus FOXP3A2 bzw.
FOXP3A2A7 und c-Jun, einem Bestandteil des AP-1 Transkriptionskomplexes, nachgewiesen
werden. Da die humane Isoform FOXP3 nicht mit c-Jun interagiert, scheint die Spleil3stelle
zwischen Exon 1 und Exon 3 fiir die Wechselwirkung beider Transkriptionsfaktoren von
entscheidender Bedeutung zu sein. Interessanterweise konnte fiir das 11 Exon lange Foxp3
der Maus, von dem keine weiteren Isoformen bekannt sind, eine Komplexbildung mit
phosphoryliertem c-Jun gezeigt werden [136]. Inwieweit c-Jun bzw. AP-1 ursédchlich fiir die
Expression bestimmter Gene in Treg Zellen verantwortlich ist, konnte bislang nicht
dokumentiert werden. Allerdings wurde in NFAT defizienten Méusen eine Treg Population
iber die Expression von GITR definiert, da aufgrund eines erhdhten Aktivierungsgrads dieser
T-Zellen alle anderen Treg-spezifischen Marker nicht zu deren Identifizierung beitragen
konnten. Vermutlich konnen in diesen Zellen durch die Abwesenheit von NFAT mehr
FOXP3-AP-1 Komplexe gebildet werden, was unter anderem zur erhohten GITR Expression
befdhigen konnte [183].
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4.3.3.2 Interaktion von FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 mit TSG101

Exon 2 von FOXP3 beinhaltet ein LXXLL Bindungsmotiv, das mit dem Transkriptionsfaktor
RORa und vermutlich auch mit RORyt interagiert [104, 105]. Die vollstindige Isoform
FOXP3 ist damit in der Lage die Generierung von proinflammatorischen Th17-Zellen zu
blockieren und den Treg-Status einer Zelle zu implementieren. Die antagonistische Isoform
FOXP3A2A7 erlaubt der Treg Zelle die Wirkung des Transkriptionsfaktors FOXP3 zumindest
in Bezug auf die CD25 Induktion genau zu regulieren. Daraus resultiert die Frage nach der
spezifischen Aufgabe der Isoform FOXP3A2. Die Koimmunprézipitationsexperimente in
Kapitel 3.6.5 zeigen, dass das alternative Spleilen von Exon 2 des FOXP3 Transkripts die
Proteinbindung von TSG101 an FOXP3A2 bzw. FOXP3A2A7 ermdoglicht. Y2H-Versuche
bestitigten, dass FOXP3 Spleilvarianten ohne Exon 2 mit den Transkriptionsfaktoren
TSG101 und ZNF307 interagieren. Beide Proteine beeinflussen positiv die Expression von
MDM2 [172, 173]. Tatséachlich konnte gezeigt werden, dass CD4+CD25+ T-Zellen der Maus
mehr MDM2 exprimieren als CD4+CD25- T-Zellen und auch bei humanen T-Zellen konnte
eine differentielle MDM?2 Expression beider Populationen beobachtet werden (Kapitel 3.6.4).
Interessanterweise ist MDM2 ein Onkogene, das bei Deregulierung die Konzentration von
p53 so weit erniedrigen kann, dass betroffene Zellen entarten [184]. In neueren Studien
gelang der Nachweis von mehreren FOXP3 Isoformen in Brustkrebsepithelzellen [162],
sowie von einem generellen Zusammenhang zwischen vermehrt auftretenden Spleiflvarianten
und der Transformation von Zellen [185]. Als Interaktionsregion von TSG101 an FOXP3A2
konnte im Y2H-Assay mittels mutierter FOXP3A2 Proteine ein Bindungsmotiv identifiziert
werden. Diese Tetrapeptidsequenz, PSAP, die N-terminal im ersten FOXP3 Exon zu finden
ist, ist auch in anderen Proteinen vorhanden um eine TSG101 Bindung zu erzielen. Neben
dieser Doméne zeigte auch die FKH Einfluss auf die korrekte Proteinfaltung bzw.
Komplexbildung von FOXP3 bei Koimmunprizipitationen. Somit haben als
Alleinstellungsmerkmal nur FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 die Moglichkeit Komplexe mit
TSG101 zu bilden. Inwieweit FOXP3A2 und FOXP3A2A7 durch Bindung an TSG101 oder
aber ZNF307 die Proteinexpression von MDM2 und in der Folge von p53 beeinflussen,
miissen weitere Versuche belegen. Eine Ubersicht der Isoform-abhingigen Funktionen von
FOXP3 und FOXP3A2 ist in Abbildung 34A dargestellt, Abbildung 34B =zeigt die
spezifischen Eigenschaften von FOXP3A2 und FOXP3A2A7.
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Abbildung 34: Spezifische Funktionen der FOXP3 Isoformen

Schematische Darstellung von Isoform-spezifischen Aufgaben von FOXP3 in Treg Zellen. Exon 2 und
Exon 7 sind grau markiert, fakultativ gespleifites Exon 2 und Exon 7 ist grau schraffiert. A) FOXP3
und FOXP3A2 regulieren mit einem oder mehreren unbekannten Kofaktor(en) die Transkription von
Treg-assoziierten Antigenen (z.B. CD25, CTLA-4). Beide SpleiBformen vermitteln die Kapazitit
Effektorzellen (Teff) zu supprimieren. B) FOXP3A2 und FOXP3A2A7 binden TSGI101 {iber das
PSAP Motiv in Exon 1. Beide SpleiBformen binden ZNF307 und bilden mit c-Jun bzw. AP-1
Repressorkomplexe.
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4.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse zeigen erstmalig weitreichend differentielle
Funktionen der FOXP3 Isoformen in Treg Zellen. Eine Transduktion von FOXP3 und
FOXP3A2 in CD4+CD25- T-Zellen hat die Generierung einer suppressiven Zellpopulation
mit verstiarkter CD25 und CTLA-4 Expression zur Folge, wahrend FOXP3A2A7 keine dieser
Eigenschaften vermittelt. Die Bedeutung von Exon 7 fiir die Induktion des Treg-spezifischen
Phénotyps und der Suppression liefert zugleich die wichtige Erkenntnis, dass beispielsweise
die Repression der NFAT und NF-«B vermittelter Transkription oder die Bindung von AML-
1 nicht ausreichend ist, um in CD4+CD25- T-Zellen einen Treg-Status zu induzieren.
Gleiches gilt auch fiir die Bindung von c-Jun bzw. der Suppression der transkriptionellen
Aktivitdit von AP-1; Funktionen, die nur von FOXP3 Isoformen ohne Exon 2 vermittelt
werden. Die genaue Erforschung der spezifischen Aufgabe von Exon 7 auf molekularer Ebene
konnte in Zukunft helfen wichtige Bindungspartner und Mediatoren, sowie die betreffende
physiologische Kaskade, die zur Etablierung der Treg Zelllinie fiihrt, aufzukldren. Da
FOXP3A2A7 mit den anderen Isoformen interagiert und mit diesen um die Bindung an
Kofaktoren konkurriert, wirkt FOXP3A2A7 antagonistisch zur CD25 Induktion durch FOXP3
und FOXP3A2. Dieser Mechanismus konnte genutzt werden um die Funktionsweise der Treg
Population und somit die Stirke der Immunantwort zu modulieren, indem Medikamente
entweder direkt die Exon 7 vermittelte Funktion oder das Verhiltnis der FOXP3
Spleiflvarianten zugunsten von FOXP3A2A7 beeinflussen. Der weitreichende Einfluss von
Treg Zellen auf den Krankheitsverlauf von Autoimmunerkrankungen, Krebs und der
Akzeptanz von Transplantaten verdeutlicht die Dringlichkeit mit der dieses Feld der
Immunologie aufgeklart werden muss.

Der Transkriptionsfaktor FOXP3 gewinnt zunehmend an Bedeutung in der
Tumorimmunologie. So sind beispielsweise FOXP3+ Treg Zellen durch Suppression der
Effektorzellen in der Lage, der TumorabstoBung entgegenzuwirken. Dariiber hinaus wird
FOXP3 auch von Tumorzellen exprimiert. Die in dieser Arbeit dokumentierte Assoziation
von TSG101 an FOXP3A2 und FOXP3A2A7 zeigt zum ersten Mal eine Interaktion des
FOXP3 Proteins mit einem Onkogen. Die genaue Analyse der Bindung von
FOXP3A2/FOXP3A2A7 mit TSG101, sowie mit ZNF307, konnte in Zukunft zum

Verstéindnis liber die zelluldren Mechanismen in Tumorzellen und Treg Zellen beitragen.
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6. Zusammenfassung

Die Kontrolle der Immunantwort durch CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen (Treg) wird
durch die Expression des Transkriptionsfaktors FOXP3 in diesen Zellen sichergestellt. Neben
der 11 Exon langen, vollstindigen FOXP3 Isoform kénnen in humanen Treg Zellen Exon 2
und Exon 7 alternativ zu den Isoformen FOXP3A2 und FOXP3A2A7 gespleifit werden. Die
genaue Analyse der Funktion dieser natiirlichen Splei3varianten zeigte, dass weder Exon 2
noch ein von Exon 7 gebildeter leucine zipper Einfluss auf die Dimerisierung des
Transkriptionsfaktors hat, so dass jede FOXP3 Isoform Dimere mit jeder anderen Isoform
bilden kann. Dariiber hinaus ist auch die durch FOXP3 vermittelte Repression der
transkriptionellen Aktivitdit von NFAT (nuclear factor of activated T-cells) und NF-xB
(nuclear factor xB) Isoform-unabhingig, ebenso wie die Bindung des Kofaktors AML-1
(acute myeloid leukaemia-1).

Besonders wichtig erscheint Exon 7 fiir die Induktion des Treg-spezifischen Phanotyps und
der Ubertragung der suppressiven Kapazitit durch FOXP3. Die retrovirale Transduktion mit
FOXP3A2A7 fiihrte im Gegensatz zu den anderen Isoformen in humanen CD4+CD25- T-
Zellen nicht zur verstirkten Expression von CD25. In Mauszellen, die mit FOXP3A2A7
retroviral transduziert wurden, fehlte zudem die Induktion von CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte associated antigen-4) und die Fihigkeit zur Suppression, wihrend die anderen
Isoformen beides vermittelten. Dariiber hinaus ist eine Uberexpression von FOXP3A2A7 in
der Lage, die Induktion von CD25 durch jede der beiden anderen Isoformen zu inhibieren.

Im Gegenzug konnten auch wichtige Isoform-spezifische Funktionen in Abhéngigkeit von der
Abwesenheit des Exons 2 beobachtet werden. Die Bindung von c-Jun und infolgedessen die
Repression der AP-1 (activator protein-1) vermittelten Transkription findet nur bei FOXP3A2
und FOXP3A2A7 statt. Durch das alternative Spleilen von Exon 2 sind diese Isoformen
auBlerdem in der Lage einen Komplex mit Zinkfinger 307 zu bilden und iiber ein in Exon 1
gelegenes PSAP-Motiv mit TSG101 (tumor susceptibility gene 101) zu assoziieren.

Die differentiellen Funktionen der FOXP3 SpleiB3varianten kdnnen eine genau abgestimmte
Reaktion in humanen Treg Zellen ermoglichen. Die Erkenntnisse dariiber konnten in Zukunft
dazu beitragen durch gezielte Modulation der Isoform-spezifischen FOXP3 vermittelten

Funktionen das Ausmal} von Immunreaktionen zu regulieren.
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7. Summary

The control of immune responses through CD4+CD25+ regulatory T cells (Treg) is assured
by their expression of the transcription factor FOXP3. Human Treg cells perform alternative
splicing of exon 2 and exon 7 to generate the isoforms FOXP3A2 and FOXP3A2A7 among
the complete, 11 Exon containing FOXP3. The functional analysis of these natural splice
variants revealed, that neither exon 2 nor a leucine zipper, composed by exon 7, influence the
transcription factor’s dimerisation, so that any FOXP3 isoform can build dimers with any
other isoform. Furthermore, the repression of transcriptional activity of NFAT (nuclear factor
of activated T cells) and NF-kB (nuclear factor kB) by FOXP3 is isoform-independent,
likewise the binding of the cofactor AML-1 (acute myeloid leukaemia-1).

Particularly exon 7 seems to have an important role in the induction of the Treg-specific
phenotype and the transfer of suppressive capacity by FOXP3. Contrary to the other isoforms,
retroviral transduction of human CD4+CD25- T cells with FOXP3A2A7 does not increase the
expression of CD25. Murine cells, retrovirally transduced with FOXP3A2A7, failed to induce
CD25 and CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen-4) expression and could not
suppress lymphoproliferation, whereas the other isoforms did. Furthermore, overexpression of
FOXP3A2A7 inhibits the induction of CD25 by other FOXP3 splice variants.

In return, important isoform-specific functions could be observed for FOXP3 proteins, which
lack exon 2. The binding of c-Jun and hence the repression of AP-1 (activator protein-1)
mediated transcription is observed with FOXP3A2 and FOXP3A2A7 only. Additionally, the
loss of exon 2 enables the formation of complexes with zinc finger protein 307 and
association with TSG101 (tumor susceptibility gene 101) by a PSAP motif in FOXP3 exon 1.
These differential functions of FOXP3 isoforms provide the opportunity for Treg cells to
properly adjust their reactions. Knowledge about these mechanisms could contribute to
intended regulation of immune reactions by modulation of isoform-specific FOXP3 mediated

functions in the future.
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8. Abkirzungen

Einheiten, Elementsymbole, sowie Buchstabenkodes fiir Aminosduren und Nukleotide

wurden geméal der Internationalen Union fiir reine und angewandte Chemie verwendet.

aa
ADHI1
AML-1
AP-1
APC
BSA
CCR
CD
cDNA
CFP
CFSE
CMV
Ct

CTL
CTLA-4

Da
DC
DEPC
DNA
dNTP
EAE

EDTA
FACS
FCS
FKH
Foxp3,
FOXP3
FSC
GFP
GITR

HEK
HEPES
Her-2

HRP

Aminoséduren

Alkoholdehydrogenase-1

acute myeloid leukaemia-1, Antigen der akuten myeloischen Leukdmie
Aktivatorprotein-1

Antigen presenting cell, antigenpréisentierende Zelle

bovines Serumalbumin

Chemokinrezeptor

Cluster of differentiation, Differenzierungsmarker

complementary DNA, komplementire DNA

cyanblau fluoreszierendes Protein
Carboxy-Fluoreszein-diacetat-succcinimidyl-ester

Cytomegalovirus

threshold cycle, Grenzzyklus

cytotoxic T lymphocyte, zytotoxischer T-Lymphozyt

cytotoxic T Ilymphocyte associated antigen-4, zytotoxisches T-
Lymphozytenantigen

Dalton

dendritische Zelle

Diethylpyrocarbonat

desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleotidtriphosphat

experimental autoimmune encephalomyelitis, experimentelle
Autoimmunerkrankung der Myelinscheiden

Ethylendiamintetraacetat

fluorescence activated cell sorting, Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer
fetal calf serum, fotales Kélberserum

forkhead domain, DNA-Bindungsdomine von FOXP3
Transkriptionsfaktor forkhead box P3

forward scatter, Vorwirtsstreulicht

griin fluoreszierendes Protein

glukocorticoid-induzierter TNF-Rezeptor

Stunde(n)

Human embryonic kidney cells, humane embryonale Nierenzellen
N-2Hydroxyethyl-N"2 "piperazinethylsulfonat

human epidermal growth factor receptor-2, humaner Rezeptor des
Epidermiswachstumsfaktors-2

horse raddish peroxidase, Meerrettich Peroxidase
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IE
IL
IB
IP
IPEX

IRES
LE
LTR
MACS
MDM?2
MFI
MHC
min
NFAT
NF-xB
NK-Zellen
nt

O.D.
PBMC

PBS
PCR
PE
RACE

RAG
RNA
ROR
RT

SDS

sek

SSC
TCR
TEMED
TGF-B
TNF
Treg
TSG101
UEV
upm
Y2H
ZNF307
B-ME

Abkiirzungen

Internationale Einheiten

Interleukin

Immunblot

Immunprézipitation

immune dysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked
syndrome, multiple Autoimmunerkrankungen durch Mutationen im
FOXP3 Gen

Interne Ribosomen-Eintrittsstelle

Lichteinheiten

Lange terminale repetitive Sequenzen

magnetic cell sorting, magnetische Sortierung der Zellen

murine double minute 2, extrachromosomales Onkogen der Maus

mean fluorescence intensity, durchschnittliche Fluoreszenzintensitit
major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilititskomplex
Minute(n)

nuclear factor of activated T cells, nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen
nuclear factor kB, Kernfaktor kB
Natiirliche Killerzellen

Nukleotide

optische Dichte

peripheral blood mononnuclear
Blutzellen

phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Saline

polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion
Phycoerythrin

rapid amplification of C-terminal ends, schnelle Amplifizierung C-
terminaler Enden

Rekombinationsaktivierende Gene

ribonucleic acid, Ribonukleinsiure

retinoid orphan receptor, Retinolsdurerezeptorhomolog

Reverse Transkriptase

Sodium dodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)

sideward scatter, Seitwartsstreulicht

T-cell receptor, T-Zellrezeptor

Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor-f, tranformierender Wachstumsfaktor-§
Tumornekrosefaktor

natiirliche regulatorische T-Zellen

Tumor susceptibility gene 101, Tumor Suszeptibilitidtsgen 101
Ubiquitin Ligase E2 Variante

Umdrehungen pro Minute

Yeast-2-Hybrid, Hefehybridisierung

Zinkfinger 307

-Mercaptoethanol

cells, periphere mononukledre

117



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Danksagung

9. Danksagung

Diese Doktorarbeit wurde in den Laboratorien von Dr. Kirsten Falk und Dr. Olaf Rotzschke
am Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin in Berlin-Buch durchgefiihrt. Beiden
Arbeitsgruppenleitern gilt mein Dank fiir die Moglichkeit dieses interessante Gebiet der

Immunologie erforschen zu diirfen und fiir ihre professionelle wissenschaftliche Betreuung.
Des Weiteren danke ich:

- Prof. Dr. Thomas Blankenstein fiir die Betreuung der Arbeit

- Prof. Dr. Wolfgang Uckert fiir die Ubernahme des Koreferates

- Prof. Dr. Thomas Blankenstein und Prof. Dr. Wolfgang Uckert fiir die zur
Verfligungstellung des S2-Labors zur retroviralen Transduktion humaner Zellen

- fiir die Hilfe zur Etablierung der humanen retroviralen Transduktion und der Western
Blot Assays Dr. Matthias Leisegang und Sebastian Diecke

- Dr. Hans-Peter Rahn fiir die Hilfe bei der FACS Sortierung

- Dr. Manfred Kégl fiir die Durchfiihrung der Y2H-Assays

- fiir die Bereitstellung von Forschungsmaterialien Dr. Daniel Besser, Dr. Manfred
Gossen, Prof. Shimon Sakaguchi und Dr. Ulrike Ziebold

- allen Personen, die ihr Blut freiwillig zur Analyse spendeten

- allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Falk/Rotzschke fiir die wissenschaftlichen

Anregungen und Diskussionen

Mein spezieller Dank gilt meiner Familie und meinen Freunden fiir die moralische

Unterstlitzung wiahrend dieser Arbeit, ganz besonders Tina Mailer, Maja, Vincent und Gonzo.

118



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Anhang

10. Anhang

10.1Publikationen und Kongressteilnahmen

10.1.1 Publikationen

Bischoff SC., Mailer R., Pabst O., Weier G., Sedlik W., Li Z., Chen JJ., Murphy DL.,
Gershon MD. Role of serotonin in intestinal inflammation: knockout of serotonin reuptake
transporter exacerbates 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid colitis in mice. Am J Physiol

Gastrointest Liver Physiol. 2009 Mar;296(3):G685-95

Mailer, KW R., Falk K., Rotzschke O. 2009. Absence of leucine zipper in the natural

FOXP3A2A7 isoform does not affect dimerization but abrogates suppressive capacity. (zur

Verdffentlichung eingereicht)

Mailer, KW R., Falk K., Rotzschke O. 2009. Alternative splicing of exon 2 in human FOXP3

enables binding and repression of transcriptional activity of c-Jun. (Manuskript in

Bearbeitung)

Mailer, KW R., Koegl M., Falk K., Rotzschke O. 2008. Alternative splicing of FOXP3 allows
its PSAP motif to associate with TSG101. (Manuskript in Bearbeitung)

119



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Anhang

10.1.2 Kongressteilnahmen

16™ European congress of immunology, Paris, France, 2006

(poster)

World immune regulation meeting, Davos, Switzerland, 2007

(poster)

7" MDC/FMP PhD Student Retreat, Berlin, Germany, 2007
(talk)
Natural FOXP3 isoform represses NF-kB and NFAT gene induction but lacks immune-

suppressive capacity

World immune regulation meeting, Davos, Switzerland, 2008
(talk)
Natural FOXP3 isoform represses NF-kB and NFAT gene induction but lacks immune-

suppressive capacity

Keystone symposia for regulatory T cells, Keystone, USA, 2009
(poster)

120



Funktion natiirlicher FOXP3 Isoformen in Treg Zellen Anhang

10.2 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, die vorliegende Dissertation selbststdndig und ohne unerlaubte Hilfe

angefertigt zu haben.

Bei der Verfassung der Dissertation wurden keine anderen als die im Text aufgefiihrten

Hilfsmittel verwendet.

Ein Promotionsverfahren zu einem fritheren Zeitpunkt an einer anderen Hochschule oder bei

einem anderen Fachbereich wurde nicht beantragt.

Reiner Karl Walter Mailer, Berlin am 31.03.2009

121



