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1. Einleitung

1.1 Einflhrung

Das Immunsystem ist ein fester Bestandteil des menschlichen und tierischen Organismus,
dessen Aufgabe es ist, zwischen fremden und eigenen Strukturen zu unterscheiden. Dies dient
einem zielgerichteten Schutz vor Infektionen durch Pathogene. Hierbei kann man zwischen
zwei grundsétzlichen Arten unterscheiden, wie diese Aufgabe erflllt werden kann — der
angeborenen und der erworbenen, adaptiven Abwehr. Bei einer Infektion greift zundchst die
angeborene Immunabwehr ein, wobei die Zellen des angeborenen Immunsystems durch
Mustererkennungsrezeptoren, die gegen hoch konservierte mikrobielle Bestandteile gerichtet
sind, Pathogene erkennen. Ein Beispiel hierfur sind Makrophagen. Sie exprimieren neben
zahlreichen anderen Rezeptoren den Toll-like Rezeptor 4, TLR—4. Im Komplex mit MD-2
und CD14, akzessorischen Proteinen und einer Dimerisation von TLR-4 kdnnen
Lipopolysaccharide (LPS), die ein Bestandteil der Zellwand Gram negativer Bakterien sind,
erkannt werden. Dadurch werden die Makrophagen aktiviert. Dabei setzen sie
Tumornekrosefaktor—a (TNF-a) frei, welches eine lokale Entziindungsreaktion induziert, in
deren Verlauf die Pathogene dann beseitigt werden {Bode et al. 2012}.

Um der Destruktion durch die Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems nicht
ausgeliefert zu sein, haben einige Pathogene, wie das Bakterium Listeria monocytogenes,
Maglichkeiten entwickelt, sich in ihrem Wirtsorganismus intrazellular vor der Erkennung

durch diese Rezeptoren zu verbergen.

Zellen der adaptiven Immunabwehr, B- und T-Zellen, sind in der Lage, durch somatische
Rekombination eine Vielzahl an unterschiedlichen Rezeptoren zu generieren. Aus einer
grolen Anzahl an Zellen mit unterschiedlichen Spezifitdten wird bei der Konfrontation mit
einem Pathogen eine Abwehrzelle mit passenden Rezeptoren aktiviert und setzt sich im
Infektionsverlauf durch. So koénnen die Pathogene zum Beispiel durch hochspezifische
Antikérper markiert und dann durch das Komplementsystem oder durch Phagozyten gezielt
zerstort werden. Durch diese ,, Adaptation” an den Erreger ist die erworbene Immunabwehr in
der Lage sowohl die angeborenen Abwehrmechanismen zu koordinieren als auch die

Zerstérung von Pathogenen zu gewéhrleisten.



Um einer Infektion mit intrazellularen Erregern zu begegnen und diese zu Uberwinden sind
CD8" T-Zellen von entscheidender Bedeutung. Durch spezifische Eigenschaften, auf die im
Folgenden néher eingegangen wird, sind diese Zellen in der Lage, infizierte Zellen zu

erkennen und zu zerstoren.

1.2 T-Zellen

T-Zellen sind eine Unterart der Lymphozyten. Die Vorlaufer von T-Zellen entstehen im
Knochenmark aus hdmatopoetischen Stammzellen. Nachdem sich die Vorlauferzellen
ausgebildet haben, vollziehen sie ihren weiteren Reifeprozess im priméren lymphatischen
Organ, dem Thymus. Dort findet eine somatische Rekombination statt, in Folge derer es zu
der Ausbildung des T-Zellrezeptors (TZR) kommt.

Im Thymus erfolgt zundchst die positive und danach die negative Selektion der T-Zellen. Die
positive Selektion dient der Auswahl von Zellen mit ausreichend hoher Affinitat fir Antigen
prasentierende Komplexe, die MHC-Molekiile (major histocompatibility complex). Danach
erfolgt die negative Selektion, bei der Zellen, die korpereigene Antigene erkennen und
potentiell autoimmune Reaktionen ausldsen kdnnten, erkannt und durch induzierte Apoptose
beseitigt werden. Nach dem Abschluss dieses Reifungsprozesses verlassen die entstandenen
naiven T-Zellen den Thymus und wandern zundchst in die sekundaren lymphatischen Organe,
in Milz und periphere Lymphknoten. Dort findet eine Aktivierung dieser Zellen statt. Dieses
erfolgt durch Présentation von Pathogenen durch professionelle Antigen prasentierende
Zellen (APZ) {Murphy et al. 2011}.

1.3 CD8" T-Zellen

CD8" T-Zellen sind Zellen, die Peptide im Komplex mit MHC | erkennen. Dabei stabilisiert
das CD8-Dimer die Bindung des TZR an den MHC I-Peptid-Komplex. MHC I-Molekiile
werden auf allen kernhaltigen Korperzellen exprimiert und prasentieren Antigene, die im
Zytosol der Zelle lokalisiert sind. Die priméare Aktivierung von naiven CD8" T-Zellen erfolgt
durch APZ, in diesem Fall hauptséchlich dendritische Zellen. Dendritische Zellen sind in der
Lage extrazelluldre Antigene zu internalisieren und sie anschliefend auf der Zelloberflache im
Komplex mit ihrem MHC I|-Rezeptor zu préasentieren. Wahrend der primaren Aktivierung

bendtigt die CD8" T-Zelle neben dem TZR-Signal weitere Kosignale, unter anderem CD28,



fur eine vollstandige Aktivierung. Diese Signale und Kosignale fiihren zur Proliferation und
Differenzierung zu funktionalen Effektorzellen. Im Gegensatz zu naiven CD8" T-Zellen sind
diese CD8" Effektor-T-Zellen sehr viel weniger von Kosignalen abhangig. Beieinem erneuten
Kontakt der CD8" T-Zelle mit ihrem entsprechenden Antigen findet dann eine direkte
Aktivierung statt und sie kann auf das Antigen adéaquat reagieren {Murphy et al. 2011}.

1.4 CD8" T-Zellantwort

Die CD8" T-Zellantwort wird tiber den TZR gesteuert. Dieser Rezeptor ist ein Heterodimer,
welcher aus einer o- und einer B-Kette besteht und mit CD3-Proteinen assoziiert ist. Bei
Aktivierung der Zelle fihrt das TZR-Signal zu einer Phosphorylierung von Tyrosinresten in
den ITAM Motiven (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) zytoplasmatischer
Doménen der CD3-Ketten im TZR/CD3-Komplex. Dadurch kénnen ZAP70-Tyrosinkinasen
an CD3 binden, was zu einer Aktivierung der Phospholipase C-y fiihrt. In Folge dessen
kommt es zu einer Spaltung von Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP2) in die second
messenger Diacylglycerol (DAG) und Inositol-Trisphosphat (IP3). DAG aktiviert den
MAPK/Erk Signalweg, was unter anderem die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB
verursacht. 1P3 bewirkt einen Ca?*-Ausstrom aus dem glatten endoplasmatischen Retikulum,
was einen Einstrom von extrazellulirem Ca** in die Zelle zur Folge hat. Kalmodulin
(Ca?*'CaM), woran dieses Kalzium bindet, aktiviert dann die Phosphatase Kalzineurin,
welche unter Einbindung des Transkriptionsfaktors NFAT die Transkription des IL-2-Gens
fordert.

So wird ein spezifisches Transkriptionsprogramm induziert, welches CD8" T-Zellen zur
Proliferation und erhéhten Produktion von Effektorproteinen wie Zytokinen anregt. Wahrend
der primaren Aktivierung durch dendritische Zellen differenzieren sich CD8" T-Zellen zu
zytolytischen Effektorzellen. Diese Zellen kénnen im Korper frei migrieren, bis sie erneut mit
ihrem Antigen konfrontiert werden. Dieser Kontakt filhrt dann zu einer Aktivierung der CD8"
T-Zelle und zu einer Eliminierung von infizierten Zellen. Hierflr stehen ihnen zahlreiche
Mechanismen zur Verfligung. Zum einen verfigen CD8" T-Zellen (ber Granula, die
unterschiedliche Granzyme sowie Perforine enthalten. Der Inhalt dieser Granula wird nach
der Erkennung der Zielzelle durch Effektorzellen in den unmittelbaren Kontaktbereich beider
Zellen freigesetzt. Granzyme sind Molekile, die in koOrpereigenen Zielzellen durch

Caspasenaktivierung die Apoptose oder den kontrollierten Untergang der Zelle auslésen.
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Perforine sind zytolytische Proteine, die sich nach der Degranulation in die Zellmembran der
Zielzelle einfigen und Poren darin bilden, was zu einer Zerstérung der Zielzelle fhrt.
Zusatzlich kdnnen diese Poren als Zugangsstellen fir Granzyme zu ihren Zielmolekilen
fungieren. AuRerdem kénnen CD8" T-Zellen zahlreiche proinflammatorische Zytokine
produzieren, was zu einer Aktivierung sowie Rekrutierung von weiteren Immunzellen und
damit einer Verstarkung der Immunantwort flihren kann {Wong et al. 2003, Murphy et al.
2011},

1.5 Periphere CD8" T-Zellreifung

Nach einer primaren Aktivierung konnen CD8" T-Zellen verschiedene Differenzierungswege
einschlagen. Dieser Vorgang wird von Transkriptionsfaktoren gesteuert. Die verschiedenen
Differenzierungsstadien konnen durch die Expression bestimmter Effektor- sowie
Oberflachenmolekile charakterisiert werden. Zunachst findet bei Antigen-Rezeptor-Kontakt
eine Stimulation des TZR der CD8" T-Zellen statt. Dadurch erfolgt ihre Aktivierung.
Gleichzeitig wird durch kostimulatorische Signale der APZ und inflammatorische Signale des
Umfeldes eine Differenzierung der aktivierten CD8" T-Zellen in Effektor- oder
Gedachtniszellen angeregt. Die entsprechenden Interaktionen finden unter anderem zwischen
CD28 auf T-Zellen und CD80 sowie CD86 auf professionellen APZ statt. Andere Molekiile
sind 4-1BB und dessen Ligand sowie CD27 und CD70. Die inflammatorischen Signale
werden hauptsachlich durch Zytokine vermittelt. Diese sind Molekle wie Typ I Interferone
(IFN-a und IFN-B), Interleukine wie IL-1, 1L-18, IL-12 sowie IFN-y. Je nach Zytokinmilieu
wird die Differenzierung der CD8" T-Zellen in eine bestimmte Richtung angeregt. Durch Typ
1 Interferone und IL-12 wird eine Reifung zu Effektorzellen gefordert {Kaech et al. 2012}.

Zu Beginn der T-Zellantwort, zum Beispiel wahrend einer Infektion, findet die Aktivierung
der CD8" T-Zellen in Gegenwart von inflammatorischen Zytokinen statt. Die CD8" T-Zellen
proliferieren und differenzieren sich hauptséchlich zu Effektorzellen, die durch die Expression
des NK-Rezeptors KLRG1 (killer cell lectin-like receptor G1) gekennzeichnet sind.
Allerdings lassen sich in dieser Population bereits Gedéchtniszellvorlaufer nachweisen. Diese
kénnen durch die Expression von Bcl2, CD27 und CD127, der a-Untereinheit des IL-7-
Rezeptors, und einer fehlenden Expression von KLRG1 identifiziert werden. Durch die

Wirkung der Zytokine IL-7 und IL-15 Uberleben diese Zellen auch nach Klarung der Infektion
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und entwickeln sich zu langlebigen Gedachtniszellen. CD8" T-Gedéachtniszellen kénnen in
Effektorgedéchtniszellen und zentrale Gedachtniszellen unterteilt werden. Man kann diese
Zellarten Uber die Oberflachenexpression von CD44, CCR7 und CD62L voneinander
abgrenzen. Zentrale Gedéchtniszellen produzieren IL-2, haben Proliferationspotential und
tragen CD44, CCR7 und CD62L auf ihrer Zelloberflache. Effektorgedéachtniszellen haben ein
hoheres Zytotoxizitatspotential und exprimieren CD44, aber kein CD62L oder CCR7 auf ihrer
Oberflache. Zentrale Geddchtniszellen finden sich vorwiegend in  sekunddren
Lymphgeweben, wahrend Effektorgedachtniszellen periphere Gewebe patrouillieren {Obar et
al. 2011}.

Bei einer chronischen Infektion des Organismus, die durch die CD8" T-Zellantwort nicht
eliminiert werden kann (wie zum Beispiel bestimmte Stimme des LCMYV, Lymphocytic
Choriomeningitis Virus, im Mausmodell), konnen CD8" T-Zellen in einen Zustand der
Erschopfung Ubergehen, die sogenannte Exhaustion. Sie sind dann auBer durch eine deutlich
verminderte Zytotoxizitat durch die Expression inhibitorischer Rezeptoren wie CD244, LAG-
3 (lymphocyte activation gene 3) und PD-1 (programmed death 1) gekennzeichnet. Auerdem
ist eine geringere Produktion von Zytokinen wie TNF-a, IFN-y und IL-2 ein Merkmal dieses

Differenzierungszustands {Schietinger und Greenberg 2014}.

1.6 CD8" T-Zelldifferenzierung

CD8" T-Zellen kdnnen zu Effektorzellen differenzieren, die besonders effizient dazu in der
Lage sind, intrazelluldre Erreger zu eliminieren. Ein Teil der CD8" T-Zellen reift auch zu
Geddachtniszellen, die bei einem erneuten Kontakt mit einem Pathogen zu einer deutlich
effizienteren Antwort fiihren. Die Differenzierungsrichtung wird durch das Umfeld der T-
Zellen beeinflusst. Auf molekularer Ebene sind verschiedene Transkriptionsfaktoren fur die
die Differenzierung verantwortlich. Entziindungszytokine, wie zum Beispiel IL-12,
unterstiitzen die Reifung zu Effektorzellen. Auf der Seite der Transkriptionsfaktoren ist eine
Differenzierung zu Effektorzellen mit einer hohen Thet- (T-box transcription factor Thx21)
Expression und die Reifung zu Ged&chtniszellen mit einer verstarkten Eomesodermin-
(Eomes; T-box brain protein 2) Expression assoziiert.

Sowohl Thet als auch Eomes gehdren zur Gruppe der T-Box Transkriptionsfaktoren. Diese

Proteinfamilie besitzt als charakteristisches Merkmal eine homologe T-Box-DNA-
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Bindedoméine. An der friihen CD8" T-Zell-Differenzierung sind beide Transkriptionsfaktoren
beteiligt. Abhdngig von Signalen aus dem Umfeld der T-Zelle dominiert dann einer der
beiden Faktoren. Im Fall von Tbet ist es die TZR-Aktivierung, die durch IL-12 zusatzlich
verstarkt wird. Eomes wird hingegen durch das IL-12 und den mTOR-Signalweg (mammalian
activator of rapamycin) im Zusammenspiel mit dem Transkriptionsfaktor FOXO1 gehemmt.
Dagegen wird die Transkription von Eomes durch IL-2, IL-4 und 1L-15 gefordert. AuRerdem
sind IL-2- und IL-15-Signale fir das langfristige Uberleben von CD8* T-Zellen von
entscheidender Bedeutung, was fiir Gedéachtniszellen eine grof3e Rolle spielt {Williams et al.
2007, Obar et al. 2011, Wiesel et al. 2012}.

1.7 Die IRF-Familie

IRF, oder Interferon Regulatory Factors, sind eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die
vielfaltige Signalwege steuern. Vor allem bei viralen, bakteriellen und IFN-induzierten
Signalkaskaden spielen sie als Mediatoren eine erhebliche Rolle. Zusammengefasst lasst sich
sagen, dass vor allem die Immunantwort, die Regulation des Zellwachstums, die Apoptose
und der Schutz des Organismus vor Viren zu ihren Funktionen zahlen. Bislang sind neun
Mitglieder der IRF-Familie beschrieben. Alle IRF weisen eine &hnliche molekulare Struktur
auf. Sie enthalten eine konservierte N-terminale DNS-Bindungsdoméne, die aus etwa 120
Aminosduren aufgebaut ist, und eine DNS-Sequenz, die sogenannte ICS (interferon
consensus sequence) spezifisch bindet. Dieses Sequenzmotif befindet sich in zum Beispiel
Promotoren und Enhancern von Interferon-induzierten Genen. Die verschiedenen IRF-
Proteine unterscheiden sich im C-terminalen Bereich, welcher unter anderem fiir ihre
Funktion, Regulation und Interaktionen mit anderen Transkrip tionsfaktoren eine Rolle spielt
{Xu et al. 2012}.

1.8 IRF4

IRF4 oder MUM1 (multiple myeloma oncogene 1) ist ein IRF, welches in Zellen des
Immunsystems exprimiert wird. Seine Expression wird durch unterschiedliche Signalwege
angeregt. Durch eine TZR-Stimulation kann in T-Zellen eine starke IRF4-Expression
induziert werden. IRF4 bindet an seine ICS (interferon consensus sequence), ist aber nicht
imstande, die Zelldifferenzierung und — aktivierung dadurch alleine anzuregen. Das Protein

bendtigt Kooperationspartner, mit denen es Komplexe bilden und die Transkription der
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entsprechenden Zielgene induzieren kann. Wéhrend IRF4 in B-Zellen und dendritischen
Zellen mit Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie (E twenty six) im Rahmen der Bindung an
EICE-Motive (Ets-IRF composite elements) der DNS kooperiert, sind bei T-Zellen Proteine
der AP-1-Familie entsprechende Bindungspartner. Mitglieder dieser Familie bilden Komplexe
aus BATF (B cell activating transcription partner) und Jun, die als Heterodimere mit IRF4
interagieren und gemeinsam an die DNS binden kénnen {Murphy et al. 2013}. Die
entsprechenden DNS-Motive werden als AICE (AP-1-IRF composite elements) bezeichnet.
IRF4 bindet somit gemeinsam mit kooperierenden Transkriptionsfaktoren an seine DNS-
Bindungsdoméne und steuert dadurch die Aktivierung der Expression verschiedener Gene.
Hierdurch ist dieser Transkriptionsfaktor in der Lage, die Differenzierung unterschiedlicher
Immunzellen zu steuern {Glasmacher et al. 2012, Ciofani et al. 2012}.

In der angeborenen Immunabwehr wird unter anderem die Differenzierung von dendritischen
Zellen durch IRF4 gesteuert. {Akbari et al. 2014} In der adaptiven Abwehr sind die meisten
Zellarten durch IRF4-Expression wahrend ihrer Reifung gekennzeichnet. Bei den CD4" T-
Helferzellen ist IRF4 fir zum Beispiel unabdingbar fir die Differenzierung zu TH17-Zellen,
IRF4-defiziente Mause sind durch ein komplettes Fehlen von TH17-Zellen gekennzeichnet
{Huber et al. 2013}. Ohne IRF4 ist zudem die Spezialisierung zu regulatorischen T-Zellen
oder Treg nicht moglich. Diese Zellen verhindern eine Immunpathogenese durch
UberschieBende Reaktion des Organismus gegen Krankheitserreger und sie unterdricken
autoreaktive Immunantworten. Bei B-Zellen ist IRF4 sowohl fur den Klassenwechsel als auch
die Differenzierung zu Plasmazellen und die Antikorpersekretion verantwortlich. IRF4
supprimiert hierbei den Transkriptionsfaktor BCL-6 (B-cell lymphoma 6), welches die
Keimzentrumsreaktion entscheidend beeinflusst und Langlebigkeit von B-Zellen und ihre
Differenzierung zu Gedachtniszellen fordert, und stimuliert die BLIMP- (B lymphocyte-
induced maturation protein) Expression, die fiir eine erfolgreiche Plasmazellentwicklung
erforderlich ist {Bollig et al. 2012}.

In CD8" T-Zellen fordert IRF4 die Differenzierung zu Effektor — oder Killerzellen und
supprimiert die Gedachtniszellbildung dieser Zellpopulation {Raczkowski et al. 2013}.
Zusammengefasst ist der Transkriptionsfaktor IRF4 ein Schliisselmolekil bei der Ausbildung

einer effektiven Immunantwort vor allem der adaptiven Abwehr.
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1.9 Klinische Bedeutung von IRF4

Wie bereits beschrieben ist IRF4 ein Transkriptionsfaktor, der fir die Immunabwehr
unerlasslich ist. AuRerdem ist er ein wichtiges Signalmolekdl fur einige Malignome — wie das
Multiple Myelom, wo eine entsprechende AntikOrperanfarbbarkeit teilweise als
Diagnosekriterium eingesetzt wird {Shaffer et al. 2008; Wang et al. 2014}. Neuere
Forschungsergebnisse haben auRerdem gezeigt, dass im Gegensatz zu der bisherigen
Annahme, dass IRF4 Expression auf Zellen des Immunsystems beschréankt ist, dieser
Transkriptionsfaktor in anderen Korpergeweben exprimiert wird. Auch in diesen Geweben ist
die Funktion von IRF4 nur teilweise geklart. Es gibt Hinweise, dass IRF4 an der Regulation
des Adipozyten- und Kardiozytenstoffwechsels sowie an neuronalen Abbauprozessen
beteiligt ist {Eguchi et al. 2011, Jiang et al. 2013, Guo et al. 2014}. Ein besseres Verstandnis
der Funktion von IRF4 in diesen Zellen kénnte neuen Einblick in die Funktionsweise von
Geweben und des menschlichen Organismus geben. Man kdnnte auBerdem madglicherweise
neue Ansatzpunkte fur die Behandlung von Krankheiten, die im Zusammenhang mit den von

IRF4 gesteuerten Vorgangen stehen, gewinnen.

1.10 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (Lm) ist ein stdbchenformiges grampositives Bakterium, welches sich
wahrend einer Infektion fakultativ intrazellular vermehrt. In der Natur ist es als Saprophyt vor
allem im verrotteten pflanzlichen Material beheimatet, was seine hauptsachliche Nahrquelle
darstellt. Eine Ansteckung mit Listerien ist in der Regel mit durch Erde oder Staub
kontaminierten Lebens- und Futtermitteln in Verbindung zu setzen. Wiederk&uer infizieren
sich haufig Uber Silage. Deswegen ist Lm durch diesen Wirt in Rohmilch und den daraus
hergestellten Produkten wie Kése enthalten, wo es bei Kuhischranktemperaturen um 4°C ohne
Probleme Uberlebt. Es verursacht bei immunkompetenten Wirten eine selbstlimitierende
Enteritis. Bei Immunsupprimierten kann es jedoch Meningitiden, Sepsis und Enzephalitiden
verursachen. Schwangere, vor allem im dritten Trimenon, sind durch eine mogliche
transplazentare Infektion des Fotus, die zum septischen Abort der Frucht aber auch zu
schweren Folgeschdden des Neugeborenen filhren kann, gefahrdet. Vor allem wéhrend der
ersten sechs bis acht Lebenswochen sind Sduglinge wegen einer mangelnden
Abwehrféhigkeit gegenlber diesem Keim gefahrdet {Low et al. 1997, Pamer 2004, Lamont et
al. 2011, Mateus et al. 2013}.
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1.11 Infektion durch Listeria monocytogenes

Als intrazellulérer Erreger hat Lm zahlreiche Mechanismen entwickelt, um vor der
Immunantwort seines Wirtes besonders effizient geschiitzt zu sein. Es exprimiert sowohl
[6sliche als auch oberflachengebundene Proteine, durch die das Bakterium in der Lage ist,
seine Zielzellen zu infiltrieren, deren phagozytischen Vakuolen zu entkommen, sich in der

Wirtszelle frei zu bewegen und zu vermehren.

Zunachst gelangt Lm als Nahrungskeim in den Gastrointestinaltrakt. Dort infiziert es die
Epithelzellen durch das Zusammenspiel zwischen seinem Oberflachenmolekil Internalin A
(InlA) und dem korpereigenen epithelialem Cadherin, E-Cadherin. Nach dem Passieren der
protektiven Darmepithelschicht gelangen die Listerien in die Blutbahn, wodurch sie zu
Organen wie Leber und Milz transportiert werden. Dort wird Lm von gewebsstandigen
Makrophagen phagozytiert. {Pamer et al. 2004}. Durch Listeriolysin O oder LLO, einen
Virulenzfaktor, der Phagosomenmembranen zerstort, und verschiedene Phospholipasen
kdnnen die Listerien dem Phagosom entkommen. Durch die polare Expression von ActA
(actin-essembly-inducing protein) wird eine Mobilitat innerhalb der Wirtszelle ermdglicht.
ActA verursacht die Polymerisation von Actin. Hierdurch werden Listerien zu intrazellularer
Bewegung in ihrer Wirtszelle befahigt. So kann das Bakterium das Zytosol der Makrophagen
als Medium fur die Vermehrung nutzen. Die Actin-Polymerisation fihrt auch zu
Ausstiilpungen der Zellmembran in Nachbarzellen. Durch Listeriolysin O und Phospholipasen
kann sich das Listerium aus der Ausstulpung befreien und befindet sich dann im Zytoplasma
der Nachbarzelle {Gaillard et al. 1991, Pamer et al. 2004, Hamon et al. 2006, Lambrechts et
al. 2008}. Durch diese Art der Ausbreitung innerhalb des Wirtes, ohne das Zellinnere jemals
zu verlassen, ist eine humorale Immunantwort weitgehend unwirksam fir eine Elimination

des Erregers.
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Abbildung 1: Schemader Infektion mit Listeria monocytogenes

Zundchst gelang das Bakterium mit den Oberflachenproteinen Internalin A und B (InlA und InlIB) in eine
Vakuole eingeschlossen ins Zellinnere, wo dann durch das Hamolysin LLO das Bakterium freigesetzt wird und
sich durch die Expression von ActA eine Beweglichkeit im Zytosol ermdglicht. In Zellverb&nden kann sich das
Bakterium so von Zelle zu Zelle fortbewegen und somit weitere Wirtszellen infizieren. {modifiziert nach Pamer
{Pamer et al. 2004} und mit freundlicher Genehmigung von Kira Heesch {Heesch et al. 2013}}

Bei der Infektion mit Listerien gibt es entscheidende Differenzen zwischen Mensch und
Maus. Das Zielorganverteilungsmuster variiert erheblich. Die primdren Zielorgane der Maus
sind Milz und Leber, waihrend beim Mensch eher der Hirnstamm und das
Liquorabflusssystem betroffen sind. AuRerdem unterscheiden sich die Infektionsmodi der
beiden Spezies. Da die Maus ein anderes E-Catherin als der Mensch aufweist, kann sie
schlechter oral mit Lm infiziert werden, da das Bakterium bei ihr kaum in das Darmepithel
eindringen kann. Deshalb infiziert man Mause in der Regel intravends oder intraperitoneal.
Die Zielorgane der Bakterien, Milz und Leber, verdndern sich hierbei nicht {Shi et al. 2011}.
Post infectionem (p.i.) ist dann in beiden Organen eine vergleichbare Kinetik zu beobachten.
Bei einer Primdrinfektion findet zundchst eine massive Bakterienreplikation statt, die etwa bis
Tag 2 p.i. zu einer deutlichen Bakterienlast im Organ fuhrt. Dann kommt es zu einer
Plateauphase mit einer stabilen Bakterienzahl. Die Immunantwort des Wirtes in dieser frihen
Phase wird durch das angeborene Immunsystem getragen. Dabei sind zundchst Makrophagen,
inflammatorische Monozyten und Granulozyten von entscheidender Bedeutung. Diese
Antwort wird durch NK-Zellen (natlrliche Killerzellen) unterstitzt {Horowitz et al. 2011}.
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Durch diese unspezifischen Abwehrzellen wird die Replikation von Listeria monocytogenes
begrenzt. Parallel dazu findet die primare Aktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen statt und
ab etwa Tag 5 p.i. sind groRere Mengen Listerien-spezifischer T-Zellen nachweisbar.
Zwischen Tag 5 und Tag 10 nach dem Infektionsbeginn findet bei einer suffizienten T-
Zellantwort eine wvollstdindige Eliminierung der Listerien aus der Maus statt. Bei einer
Sekundarreaktion des Immunsystems nach einer erneuten Infektion mit demselben Erreger ist
durch das Vorhandensein spezifischer Gedachtniszellen die Immunantwort effizienter. Die
Eliminierung des Antigens ist nach bereits zwei bis drei Tagen abgeschlossen, wobei der
Hohepunkt der T-Zellantwort hierbei erst nach etwa finf Tagen (also nach dem weitgehenden

Klaren des Erregers) erreicht wird und danach wieder absinkt {Pamer 2004}.
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2. Fragestellung

Der Transkriptionsfaktor IRF4 spielt eine Schlisselrolle bei der Differenzierung von Effektor
CD8" T-Zellen und wird tber den T-Zellrezeptor in diesen Zellen induziert. Zu Beginn der
Arbeit war aber unklar, in welchem Umfang TZR-Signale die IRF4-Expression steuern, und
ob die Expression durch andere Faktoren, wie zum Beispiel Entziindungszytokine beeinflusst
wird. Das zentrale Ziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung der IRF4-induzierenden
Faktoren in CD8" T-Zellen. Zur Analyse der IRF4-Expression in Abhangigkeit des TZR-
Signals sollte ein in vitro-Modell verwendet werden, in dem CD8* T-Zellen mit einem
einheitlichen Ovalbumin-spezifischen TZR durch Ovalbuminpeptide stimuliert werden. Die
Starke des TZR-Signals sollte hierbei durch verschiedene Konzentrationen des
Ovalbuminpeptids sowie durch Peptidderivate variiert werden. Der Einfluss von Zytokinen
sollte durch eine Zugabe von Zytokinen untersucht werden. Zusatzlich zu IRF4 sollten auch
weitere Transkriptionsfaktoren, die in der Differenzierung von CD8" T-Zellen eine Rolle
spielen, analysiert werden. Hierfur standen auch IRF4-defiziente M&use zur Verfugung, die
eine Evaluation der Funktion von IRF4 in der Regulation dieser Faktoren erlaubten,
SchlieBlich sollte ein Teil der Ergebnisse aus den in vitro-Experimenten in vivo in einem
Listeria monocytogenes-Infektionsmodell der Maus bestatigt werden. Das Ziel dieser Arbeit
war es, zu untersuchen wie CD8" T-Zellen durch IRF4 im Rahmen einer akuten Infektion
reguliert werden, und welchen Einfluss extrinsische Faktoren auf die IRF4-Expression haben.
Insgesamt sollte diese Arbeit zu einem besseren Verstandnis der IRF4-Regulation in CD8" T-
Zellen fihren.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Puffer und Medien

PBS (phosphatgepufferte Salzldsung)

Erythrozytenlysepuffer

RPMI komplett

TSB-Agar

FoxP3 Fixierungs— und Permeabilisationskonzentrat und

8,25 g NH,CI

1,0 g KHCO3

0,037 g EDTA

auf 1 1 Aqua destillata

RPMI 1640 (500 ml)

5% FCS

2 mM L-Glutamin

50 pg/ml Gentamycin

50 uM B-Mercaptoethanol

15 g Tryptic Soy Broth
10 g Bacto Agar
auf 500 ml Aqua destillata

Puffer (kommerziell erhdltliches Set)

Saponinpuffer

0,1% BSA
0,3% Saponin
auf 11 PBS

Sigma (Steinheim)

Gibco (Karlsruhe)

eBioscience (San Diego)/

Biolegend ( San Diego)
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3.1.2 Feinchemikalien und Reagenzien

anti-PE Microbeads

[3-2-Mercaptoethanol; 1000 x verdunnt
Bovines Serum Albumin (BSA)

Brefeldin A (BFA)

EasySep™ Mouse CD8'T-Cell Isolation Kit
Fotales Kalberserum (FKS)
Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
Gentamycin

L-Glutamin

lonomycin Kalzium Salz;

Lipopolysaccharid (LPS) von Escheria coli
Fixable Viability Dye eFluor 780

Monensin;

OVA Peptid — SIINFEKL

OVA Peptid — SIIQFEKL

OVA Peptid — SIIVFEKL

Maus-Interleukin — 2 (1L-2)

Humanes 1L-2/ Proleukin

Maus IL-12

Maus IFN-a

Natives Rattenserum (NRS)

Phorbol-Myristat- Acetat (PMA);
Pacific Orange Succinimidyl Ester
Paraformaldehyd (PFA)

Trypan Blau

Tryptic Soy Broth (TSB)

Miltenyi (Bergisch-Gladbach)

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Sigma (Steinheim)

Stemcell Technologies (Grenoble)

PAA (Paschingen)

eBioscience (San Diego)

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

GIBCO Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Steinheim)

eBioscience

eBioscience

IPT Peptide Technologies GmbH

(Berlin); Aliquots mit der
Konzentration 10° M

Roche (Basel)

Novartis (Basel)

BioLegend (San Diego)

Max-Planck Institut fir

Infektionsbiologie (Berlin)

Jackson Immuno Research

(Baltimore)

Sigma (Steinheim)

Invitrogen (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Biochrom AG (Berlin)

BD (Heidelberg)

Alle Standardchemikalien stammen von Serva (Heidelberg), Sigma (Steinheim), Merck

(Darmstadt) oder Carl Roth (Karlsruhe).
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3.1.3 Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Fluorochrom-markierten Antikorper

Spezifitat Klon Fluorochrom Hersteller

CD8a 53-6.7 PerCP BioLegend (San Diego)
CD8a 53-6.7 APC BioLegend (San Diego)
CD8a 53-6.7 FITC BD (Heidelberg)

CD8a 53-6.7 PeCy7 BioLegend (San Diego)
CD8a Ly-2 V450 BD (Heidelberg)

CD4 RM4-5 Alexa Fluor 700 BioLegend (San Diego)
CDh4 RM4-5 PerCp BioLegend (San Diego)
CD19 1D3 FITC eBioscience (San Diego)
CD11b M1/70 PerCP BioLegend (San Diego)
CD90.1 HIS51 V450 eBioscience (San Diego)
CD90.2 53-2.1 PerCP BioLegend (San Diego)
TCR-Vu2 B20.1 FITC BD (Heidelberg)

v/6 TCR GL3 Brilliant Violett 421 eBioscience (San Diego)
CD25 PC 615 APC eBioscience (San Diego)
CD25 PC 615 PE BioLegend (San Diego)
CD62L Mel 14 APC-Cy7 BioLegend (San Diego)
CD44 IM7 APC eBioscience (San Diego)
IL-2 JES6-5H4 V450 BD (Heidelberg)
Granzym B 16G6 PE eBioscience (San Diego)
Interferon y XMGL.2 Alexa Fluor 647 eBioscience (San Diego)
IL-10 JES5-16E3 PE eBioscience (San Diego)
BCL-6 BCL-DWN PE eBioscience (San Diego)
Batf MBM7C7 PE eBioscience (San Diego)
Eomes Danllmag Alexa Fluor 647 eBioscience (San Diego)
Eomes Danllmag eFluor 660 eBioscience (San Diego)
Thet eBio4B10 eFluor 660 eBioscience (San Diego)
IRF4 3E4 PE eBioscience (San Diego)
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Tabelle 2: Auflistung der verwendeten unkonjugierten Antikorper

Spezifitat Klon Hersteller

CD3¢ 145.2C11 BioLegend (San Diego)

CD28 37.51 BioLegend (San Diego)

CD16/ CD32 2.4G2 BioXCell, Institut fir Immunologie, UKE

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Isotypkontrollen

Spezifitat Klon Fluorochrom Hersteller

hu CD45R HI100 PE (IRF4) | eBioscience (San Diego)
IgGlk R3-34 PE (IRF4) | BD (Heidelberg)

hu CD25 M-A251 PE (BATF;BCL-6) | BD (Heidelberg)

hu pERK 1/2 20A Alexa Fluor 647 (Thet) | BD (Heidelberg)

hu FoxP3 PCH101 APC (Eomes) | eBioscience (San Diego)
IgQ2a;x BR2a APC (Eomes) | eBioscience (San Diego)
hu CD197 3D12 APC (CD25) | BD (Heidelberg)
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3.1.4 Bakterienstamme

Listeria monocytogenes,

Listeria monocytogenes,

3.1.5 Mausstamme

C57BL/6J

OT-1

B6.PI-Thyla/CyJ

IRF47

IRF47 x OT-1

IL-67

CD4 Cre™ x STATS“OX/“OX

Stamm EGD (LmEGD), bereitgestellt von Professor Stefan
H. E. Kaufmann, Max-Planck Institut fur Infektionshbiologie,

Berlin

Stamm (LmOVA), rekombinant fir Ovalbumin,
bereitgestellt von Professor H. Shen, Philadelphia;
{Foulds et al. JI 2002}

Jackson, Bar Harbour

rickgekreuzt auf C57BL/6, bereitgestellt durch das
Max-Planck Institut fur Infektionsbiologie (Berlin)
{Hogquist K., Jameson S., Heath W., Cell 1994}

Jackson, Bar Harbour

rickgekreuzt auf C57BL/6
{Mittriicker et al. Science 1997}

Institut fir Immunologie (UKE, Hamburg)

Zur Verfligung gestellt von Professor Gisa Tiegs und
Dr. Annette Erhardt, Institut fur experimentelle
Immunologie und Hepatologie, Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf, Hamburg {Kopf et al. Nature 1994}

Zur Verfugung gestellt von Privatdozent Dr. med.
Oliver Steinmetz, Zentrum fiir Innere

Medizin, Universitatsklinikum Eppendorf, Hamburg
{Akira S. Oncogene 2000}
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3.1.6 Besondere Gerate und Materialien

BD FACS Canto Il BD (Heidelberg)

Bei den Geréaten fur Bakterienkultur und Lymphozytenaufreinigung handelt es sich um
Standardlaborausstattung. Standardlabormaterialien, (z.B. Reaktionsrohrchen, Petrischalen
und Pipettenspitzen), stammen wvon den Firmen Sarstedt (Numbrecht), Greiner
(Frickenhausen), Nunc (Langenselbold), BD (Heidelberg) und Eppendorf (Hamburg).

3.1.7 Software

FACS Diva Software BD (Heidelberg, Deutschland)
GraphPad Prism Version 4.0 und 5.0 GraphPad Software (La Jolla,USA)
Adobe lllustrator CS5 Adobe (San Jose, USA)

FlowJo Software Tree Star (Ashland, USA)
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierexperimentelles Arbeiten

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden in Tierversuchen Infektionen und
Zelltransfer mittels intraperitonealer und intravendser Injektionen, sowie die Tétung von
Versuchsmdusen mit anschlieBender Organentnahme zu wissenschaftlichen Zwecken

durchgefhrt.

Die Aufzucht und Haltung, die intravendse oder intraperitoneale Injektion sowie die Tétung
der Mause erfolgten unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG). Eine
Ausnahmegenehmigung zur Durchflihrung der genannten Eingriffe und Behandlungen wurde
zuvor durch die Hamburger Behdrde fir Soziales, Familie, Gesundheit und

Verbraucherschutz (Fachabteilung Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen) erteilt.

3.2.2 Genetische Typisierung von Méusen

Der IRF4-defiziente Genotyp wurde mittels PCR (Polymerasen-Kettenreaktion) kontrolliert,
die Untersuchung, ob eine Transgenitit des TZR der OT-I-Méuse sicher vorlag, erfolgte

mittels durchflusszytometrischer Analyse durch einen Antikorper gegen den Va2-TZR.

3.2.3 Listerieninfektion

Die benutzten Listerienstimme standen als Aliquots mit bekannten Konzentrationen bei "80°C
zur Verfligung. Sie wurden mit sterilem PBS bis zur bendtigten Endkonzentration verdinnt
und den Méusen in einem Volumen von jeweils 200 uL PBS entweder intraperitoneal oder
intravends in eine Schwanzvene injiziert. Je nach Listerienstamm wurden verschiedene
Inokula verwendet. Bei LmMEGD waren es 1x10% Bakterien im injizierten Endvolumen, bei
LmOVA 1x10° Bakterien.

Die Infektionsdosis des LmEGD Stammes entsprach der LDsy (= Dosis, bei der 50% der
Méuse im Laufe der Infektion sterben) dieses Bakterienstammes. Der LmOVA Stamm war
weniger virulent und wurde daher in einer hoheren Konzentration verwendet. Die Dosis von
1x10° Bakterien lag um etwa den Faktor 10 unter der LDso (Erfahrungswerte der

Arbeitsgruppe von Professor Mittriicker).
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3.2.4 Isolation von Leukozyten aus der Milz

3.2.4.1 Organentnahme

Um die Organentnahme durchzufihren wurde das Versuchstier zundchst mit einem
Gasgemisch aus 80% CO; und 20% O,, betdubt und direkt im Anschluss mit reinem CO;
getotet. AnschlieBend wurde zur Sicherstellung des Todes ein Genickbruch durchgefiihrt.
Hiernach wurde das Fell der Maus mit 70% Ethanol desinfiziert, die Milz wurde vollstandig
ohne Mesenterium entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung in 5 mL eiskaltem sterilen
PBS aufbewahrt.

3.2.4.2 Milzzellisolation

Die Milz wurde in einer Petrischale mittels eines geriffelten Spritzenstempels durch ein Sieb
mit 0.2 mm Maschenbreite gequetscht und in 10 mL PBS resuspendiert. Danach erfolgte eine
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 250xg. Nach dem AbgieRen des Uberstandes wurde das
Pellet fir 3 Minuten bei Raumtemperatur mit Erythrozytenlysepuffer inkubiert. Nach Ablauf
dieser Zeit wurde die Zelllyse mittels eiskaltem PBS gestoppt. Die erhaltene Suspension
wurde dann Uber einen Zellsieb mit einer Maschenbreite von 70 pm in ein Plastikrohrchen
Uberfihrt und erneut mit derselben Einstellung zentrifugiert. Im Anschluss wurde das

Sediment in 5 mL PBS resuspendiert und es erfolgte eine Auszihlung der erhaltenen Zellen.

3.2.4.3 Zelizahlbestimmung

Die Berechnung der Zellzahl erfolgte durch den Einsatz einer Neubauer Zahlkammer.
Zunachst wurden 10 pl Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau (welches zuvor 1:10 mit PBS
verdunnt worden war) verdinnt. Hierdurch wurden tote Zellen blau angefarbt, da Trypan Blau
von Zellen mit defekter Zellmembran bereits innerhalb weniger Sekunden aufgenommen
wird. Die weiteren Schritte wurden dann zugig durchgefuhrt, da bei langerem Einwirken des
Farbstoffes auf die Zellsuspension sich auch vitale Zellen verfarben. AnschlieBend wurden 10
pl der Losung auf die Zahlkammer aufgetragen und die lebenden Leukozyten unter einem

Lichtmikroskop gezéhlt. Fir die Berechnung der Gesamtzellzahl diente folgende Formel:

Zellzahl = Mittelwert der Quadranten x 10 (Verdiinnungsfaktor) x 10*(Kammerfaktor)
x Volumen der Gesamizellsuspension
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3.2.5 Antikorperfarbung von Zellsuspensionen

3.2.5.1 Extrazellulare Féarbung

Zunachst wurden Milzzellen mit Rattenserum (RS) und einem unkonjugierten Fc-Rezeptor-
blockierenden Antikdrper (blockiert CD16 und CD32) fir finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dieser Schritt sollte die unspezifische Bindung von Fluorochrom-gekoppelten
Antikdrpern verhindern und somit falsch positive Signale bei der Durchflusszytometrie

unterbinden.

Danach wurden den Zellen Fluorochrom-gekoppelte Antikérper gegen Oberflachenmarker
zugegeben, die Zellen wurden 20 Minuten lang im Dunkeln bei 4° C inkubiert und mit PBS
bei 250 x g gewaschen. (Mit ,,Waschen* wird im Folgenden das Auffiillen der Zellsuspension
mit PBS-Puffer bezeichnet, wonach eine Zentrifugation der Zellen fir 5 Minuten bei 250 x g
erfolgte.) Im Anschluss wurden die Zellen in 100 pyL PBS aufgenommen und direkt mittels

FACS gemessen.

3.2.5.2 Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen durch FACS

Zusétzlich zu den Antikorpern fir Oberflachenmolekile wurden der Zellsuspension jeweils
die fixierbaren Farbstoffe Pacific Orange Succinimidyl Ester oder AlexaFluor750
Succinimidyl Ester beigefligt. Die Funktionsweise dieser Todfarbstoffe beruhte auf erhéhter
Permeabilitdt der Zellmembran toter Zellen. Hierdurch kdnnen diese Molekdle in die Zelle
eindringen und an Proteine des Zytoplasmas binden, was eine Farbung der toten Zellen im
entsprechenden Wellenbereich zur Folge hat. Bei lebenden Zellen beschrankte sich die
Bindung der Ester auf Oberflichenmolekiile der Zellmembran, was eine wesentlich
schwachere Farbung zur Folge hatte. Hierdurch kann sehr gut zwischen vitalen und toten
Zellen unterschieden werden. Der Vorteil dieser Molekiile ist ihre Fixierbarkeit — man kann
nach der extrazelluldren eine intrazellulare Farbung durchfiihren, ohne das Signal nachtraglich
durch die Permeabilisierung der Zellmembran beim Farben zu verfalschen {Lischke et al.
2013}.
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3.2.5.3 Intrazellularer Zytokinnachweis

Zunachst wurden nach der Herstellung einer Einzelzellsuspension aus einer Milz 2 — 5 x10°
Zellen in 100 pL PBS aufgenommen, dann wurden der Suspension 900 uL RPMI und 5 pL
(entspricht einer Konzentration von 50 ng/puL) PMA sowie 1 pL (entspricht einer
Konzentration von 1 uyM) lonomycin hinzugeben. Nach einer zweistiindigen Inkubation im
CO, Brutschrank bei 37°C wurden der Suspension 1 pL (entspricht einer Konzentration von
1uM) Monensin zugegeben, wonach eine vierstiindige Inkubation wiederum bei 37°C
erfolgte. Das Beenden der Inkubation erfolgte durch das Waschen mit eiskaltem PBS.
Hiernach wurde eine extrazellulare Farbung, wie bereits beschrieben, durchgefiihrt. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension zundchst mit 200 yL 2% PFA 5 Minuten lang im
Dunkeln bei 4°C inkubiert, dann mit PBS mit 2% BSA gewaschen.

Dannwurden ein Fc-Block (RS) sowie 20 pL Saponinpuffer pro Probe zu den Zellen gegeben
und es folgte eine funfmindltige Inkubation bei 4°C. Anschlieend wurden Antikorper, die
gegen IL-10 und IFN-y gerichtet waren, in Saponinpuffer hinzugegeben. Nach 20 Minuten
Inkubationszeit bei 4°C unter Lichtausschluss wurden die Zellen gewaschen und abschlieRend
fur die Messung in 100 pL. PBS aufgenommen.

3.2.5.4 Farbung von Transkriptionsfaktoren

Die intranukledre Antikdrperfarbung wurde direkt nach der extrazellularen Farbung mit dem
kommerziellen Factor-Staining-Buffer-Set der Firma eBioscience durchgefihrt. Im ersten
Schritt erfolgte die Inkubation mit einer Fixations- und Permeabilisationslosung. Hierfiir
wurden  das  Fixations-/  Permeabilisationskonzentrat mit  dem  Fixations-/
Permeabilisationsdiluent in einem Verhéltnis eins zu vier vermischt und 200 pL zu den Zellen
gegeben. Die entstandene Suspension wurde gemischt. Nach einer halben Stunde Inkubation
bei 4°C im Dunkeln wurden die Zellen mit PBS mit 0,2% BSA gewaschen. Hiernach wurde
jeweils 1 mL Permeabilisierungspuffer hinzugefugt und die Suspension damit erneut
gewaschen.

Dann wurden die gewlnschten Antikorper in jeweils 50 pL Permeabilisationspuffer zum
Zellpellet hinzugegeben, das Pellet resuspendiert und 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Danach wurde die Suspension mit 1 mL eBioscience Permeabilisierungspuffer gewaschen
und der Uberstand verworfen. AnschlieBend erfolgte fur die durchflusszytometrische
Messung eine Resuspension des Pellets in eiskaltem PBS. (modifiziert nach dem Protokoll

der Firma eBioscience).
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3.2.6 Stimulationen in vitro

Um zu beurteilen, in wieweit die Transkriptionsfaktorexpression bei Lymphozyten durch
verschiedene Stimuli induzierbar war, wurden die Milzzellen mit unterschiedlichen
Substanzen inkubiert und im Anschluss einer AntikOrperfarbung sowie einer
durchflusszytometrischen Analyse unterzogen. Die Zellen wurden hierbei mit spezifischen
Peptiden oder Zytokinen und dem standardisierten Komplettmedium fiir unterschiedliche
Zeitraume bei 37°C im CO; Brutschrank inkubiert. Nach dem Beenden der Stimulation wurde

das Medium von den Zellen gewaschen und es wurde eine Antikorperfarbung durchgefihrt.

3.2.7 Anreicherung von CD8" T- Zellen

Die Herstellung einer Zellsuspension aus isolierten CD8" T-Zellen erfolgte mit einem
kommerziell erhdltlichen Kit, dem EasySep™ Mouse CD8" T Cell Isolation Kit. Die
Anreicherung erfolgte durch eine negative Selektion der CD8" T-Zellen. Das Prinzip dieser
Methode beruhte auf einer Antikérperbindung an unerwinschte Zellen einer
Gesamtsuspension sowie deren Entfernung aus der Suspension durch magnetische Partikel.

Zunachst wurden Milzzellen ohne vorrausgehende Erythrozytenlyse in einer Konzentration
von 1x 10 Zellen pro mL in PBS und 2% FKS aufgenommen. Danach wurden der
entstandenen Suspension 25 pL/ml RS und 50 pL/ml ,CD8" Enrichment Cocktail zugefiigt
und das Gemisch wurde 15 Minuten lang bei 4°C inkubiert. Der Cocktail bestand aus einer
Reihe von in PBS aufgenommenen biotinylierten monoklonalen Antikérpern gegen
Oberflachenmarker muriner hdmatopoetischer Zellen wie z.B. CD4 oder CD11b. Hiernach
wurden 100 pL/ml ,Biotin Selection Cocktail“ hinzu gegeben und es erfolgte eine
wiederholte Inkubation fir 15 Minuten bei 4°C. Dieser Cocktail bestand aus in PBS
aufgenommenen sogenannten TAK, tetrameren Antikérperkomplexen. Diese bestanden aus
jeweils einem monoklonalen murinen 1gG; Antikorper, der gegen Biotin gerichtet war und
einem monoklonalen murinen 1gG; AntikOrper, der gegen Dextran gerichtet war. Beide
Antikdrper wurden durch zwei monoklonale Rattenantikorper, die gegen murines 1gG;

gerichtet waren, verbunden.

Als letzter Protokollschritt wurden der Zellsuspension 100 pL/ml ,,D2 Magnetic Particles*
hinzugeflgt und es fand eine flnfmindtige Inkubation bei 4°C statt. Die ,,Magnetic Particles*

waren in TRIS-Puffer (Trometamol) suspendierte Eisen-Dextran Komplexe.
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Durch die Bindung der TAK an diese Partikel sollte die negative Selektion von CD8" T-
Zellenerfolgen. Die so behandelte Zellsuspension wurde im Anschluss mit PBS und 2% FKS
auf 2.5 mL aufgefiillt und das Reaktionsgefdl? wurde in einen Magneten Uberfihrt und 5

Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert.

Dann wurde die Zellsuspension mit einer flieBenden Bewegung in ein neues Gefal3 tberflhrt.
Die isolierten CD8" T-Zellen waren somit im neuen GefaR, wahrend die restlichen Zellen
entweder am Gefaboden oder an den Wanden hafteten. Die Effizienz der Anreicherung

isolierter Zellen wurde mit Durchflusszytometrie bestimmt.

Das Verhiltnis von CD8" T-Zellen in der neu entstandenen Zellsuspension im Vergleich zu
der Messung bei einer Milz ohne Selektion war deutlich erhdéht. Wahrend die
durchschnittliche CD8" T-Zellzahl einer Milz zwischen 8 — 15 % aller Lymphozyten betrug,

enthielt die angereicherte Suspension zwischen 85 — 95 % CD8" T-Zellen.

3.2.8 Kompetitiver Zelltransfer

Fur die Beurteilung der Gen-defizienten T-Zellfunktion unabhdngig vom Genotyp anderer
hdamatopoetischer und nicht-hdmatopoetischer Zellen wurde ein Transfermodell verwendet.
Hierbei wurden CD8" T-Zellen aus einer Mauslinie mit einem transgenen T-Zellrezeptor
gereinigt und in eine Empfangermaus injiziert. Bei den Donortieren handelt es sich um OT1-
Méause, die transgen fir einen MHC Klasse-1 restringierten T-Zellrezeptor mit einer Spezifitét
fur das Peptid OV A257-26a waren {Hogquist et al. 1994, Barnden et al. 1998}. Als Konsequenz
werden diese CD8" T-Zellen in einer Infektion mit rekombinanten Lm, die das
Surrogatantigen Ovalbumin tragen (LmOVA), aktiviert. Durch Verwendung von IRF4-
defizienten O T-1-Mausen als Donoren, kann gezielt die Funktion von IRF4 in CD8" T-Zellen
in einem ansonsten normalen Umfeld analysiert werden. Ein Kotransfer von Wildtyp- und
IRF4-defizienten OT1-Zellen in denselben Empfanger erlaubt den direkten Vergleich von
Wildtyp und defizienten CD8" T-Zellen.

Zur Unterscheidung der verschiedenen T-Zellpopulationen wurde das CD90-Antigen
verwendet, fir das zwei Allele vorliegen, die durch monoklonale Antikérper spezifisch
anfarbbar sind. Die einzelnen Mauslinien wurden vom C57BL/6 Hintergrund (CD90.2) auf

den CD90.1-kongenen Hintergrund gekreuzt. Inden hier durchgefiihrten Experimenten waren
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die Wildtyp-Donoren CD90.1" CD90.2", die IRF4-defizienten Donoren CD90.1° CD90.2" und
die Rezipienten CD90.1" CD90.2".

Die CD8" T-Zellen wurden nach der Aufreinigung in steriles PBS aufgenommen und mittels
Durchflusszytometrie der Anteil an Va2* T-Zellrezeptortransgenen CD8" T-Zellen bestimmt.
Die Donorzellen wurden so gemischt, dass ein T-Zellverhdltnis von 1:1 vorlag. Danach
wurden die Zellen auf die gewiinschte Konzentration eingestellt und in 200 pL intravends in
Empfangerméuse injiziert. In einem Teil der Experimente wurden auch ungereinigte
Milzzellen so gemischt, dass die Vo2 CD8" T-Zellen im Verhaltnis 1:1 vorlagen. Dieses
Vorgehen war mdglich da in diesen Experimenten nur relativ geringe T-Zellzahlen transferiert
wurden. Auch die zusédtzlich transferierten Zellen lagen daher in Relation zu den
entsprechenden Zellen des Empfangers nur in einem sehr niedrigen Verhaltnis vor, so dass sie
einen zu vernachlassigenden Einfluss auf die Immunantwort der Empfingermduse haben

sollten.

In den Transferexperimenten wurden Empfangertiere mit LmOVA ip. infiziert und 4-5

Stunden spater wurden die gereinigten T-Zellen i.v. injiziert.

3.2.9 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie oder FACS (Fluorescense Activated Cell Sorting) ist besonders gut
dafiir geeignet, Zellarten voneinander zu unterscheiden und gemaR ihrer Eigenschaften zu
sortieren. Aullerdem erlaubt die Methode den Nachweis der Expression verschiedenster

Transkriptionsfaktoren oder Zytokine.

Das Sortieren der Zellen erfolgt auf der Grundlage ihrer Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften. Bereits ohne Anfarbung kénnen Zellen anhand ihrer GroRRe und
Granularitat unterschieden werden. Dies erfolgt Uber das Vorwartsstreulicht (forward scatter,
FSC) und das Seitwértsstreulicht (side scatter, SSC). Um weitere Zelleigenschaften zu
ermitteln, ist jedoch eine Farbung der Zellen mit Fluorochromen erforderlich. Deswegen
wurden die Zellen vor der Messung nach den bereits beschriebenen Protokollen
extrazelluldren, intrazellular bzw. intranukleéren gefarbt.

Die Anfarbung erfolgte mit Antikérpern gegen zellspezifische Antigene, andie Fluorochrome

gekoppelt waren. Fluorochrome sind entweder niedermolekulare Verbindungen oder Proteine,

30



die Licht einer definierten Wellenlinge emittieren kénnen, wenn sie mit Licht angeregt
werden.

Diese Lichtemissionen fur individuelle Zellen werden durch Detektoren ermittelt.
AnschlieBend konnen zur Analyse die Signale im Computer als zweidimensionale
Punktwolken dargestellt werden, wobei jeder Punkt einem Ereignis bzw. einer Zelle
entspricht. Die Punktwolken kénnen dann mittels so genannter gates, Ausschnitten aus den
Gesamtpopulationen, weiter analysiert werden.

Man kann so zum einen die relativen Anteile der zu untersuchenden Populationen durch
ausgewahlte spezifische Marker, zum anderen aber auch die mittlere Fluoreszenzintensitat,
kurz MFI darstellen. So gelingt es, Zellen zu charakterisieren, die bestimmte Molekile auf
ihrer Oberflache oder in ihrem Kern tragen. Die wahrend der Isolierung der Zellen aus den
Organen ermittelten Gesamtzellzahlen ermdéglichten eine Bestimmung der absoluten

Zelizahlen nach dem Abschluss der Messung.
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Abbildung 2: Beispiel fiir eine verwe ndete Gatingstrategie

Fir (1) wurde eine Unterteilung nach ZellgroRe und Granularitdt vorgenommen — das Vorwértsstreulicht

(Forward Scatter, FSC) korreliert hierbei mit der GroRe der Zellen und das Seitwértsstreulicht (Side Scatter,

SSC) mit deren Granularitat. Oben links im Diagramm finden sich ,beads®, standardisierte mit PE Farbstoff

beschichtete Partikel, die in einem Teil der Experimente zur Zellzahlbestimmung verwendet wurden. Als
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néachster Schritt (2) wurden Zellaggregate oder Dubletten ausgegrenzt. Danach erfolgte in (3) eine Trennung der
vitalen von den toten Zellen via Totzellfarbstoff. Im Schritt (4) wurden die vitalen Zellen weiter klassifiziert. In
diesem Fall wurden Wildtyp— und IRF4-defiziente T-Zellen durch eine Farbung von Oberflichenmolekiilen
voneinander abgegrenzt. Wildtypzellen (WT) haben sowohl CD90.1 als auch CD90.2 auf ihrer Oberflache,
wahrend IRF4-defiziente (KO) Zellen nur CD90.2 haben. Bis Schritt (3) war die Gatingstrategie stets identisch

um eine Untersuchung vitaler Zellen zu gewéhrleisten.

In einem Teil der Versuche wurde den Zellen vor der Analyse eine definierte Zahl an PE
beads zugesetzt. Diese bestehen aus Mikrospheren aus Polymethylmethacrylat mit einer
GrolRe von 6 pm und einem Fluorochrom. Durch das Ansaugen der Probe wurden die beads
zusammen mit den Zielzellen aufgenommen und man konnte im Nachhinein die absolute
Zellzahl berechnen, indem man ein Verhéltnis zwischen den eingesetzten und tatsachlich

gemessenen beads bildete.

3.2.10 Statistik

Bei den in vitro-Experimenten wurden je nach Experiment drei oder mehr
Versuchswiederholungen in eine Gruppe zusammengefasst. Dabei wurden pro Experiment
jeweils Doppelwerte bestimmt. Bei der Analyse wurde ein unpaired t-Test durchgefuhrt. Bei
den in vivo-Experimenten wurden pro Versuch Gruppen von jeweils drei Tieren gebildet und
die gleiche Anzahl von Werten von mindestens zwei Gruppen miteinander verglichen. Die
Auswertung dieser Daten erfolgte zunichst mit einem One way anova und die Ergebnisse
wurden dann durch einen unpaired t-Test weiter klassifiziert.

Als signifikant galt ein p-Wert von kleiner als 0.05. * entspricht p< 0,05, ** bedeutet p<0,01
und *** entspricht p<0,001. Die Diagramme und Statistiken wurden mit dem Programm
GraphPad Prism erstellt und die Abbildungen daraus mittels Adobe Illustrator oder Microsoft
Excel erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchung der IRF4-Expression nach Stimulation von CD8" T-Zellen, CD4" T-Zellen
und CD19" B-Zellen

IRF4 wird in Zellen des Immunsystems abhdngig vom Grad der Aktivierung und
Differenzierung exprimiert. In einer ersten Serie von Experimenten wurde getestet, in
welchem Umfang IRF4 durch einen TZR-Stimulus in CD4" und CD8" T-Zellen induziert
wird. Als ein zusétzlicher Stimulus wurde LPS verwendet um Entzindungssignale zu
imitieren. Fir die Stimulation wurden Milzzellen eingesetzt, das heit, dass neben CD8* und
CD4" T-Zellen auch dendritische Zellen, Makrophagen und CD19" B-Zellen in der Kultur
waren. Diese Zellen reagierten auf LPS mit einer Aktivierung sowie Freisetzung von
Entziindungszytokinen. Nach Aktivierung der zu untersuchenden Zellen wurde die

Expression der Transkriptionsfaktoren IRF4, Eomesodermin (Eomes) und Tbet untersucht.

Bei der Differenzierung von CD4" T-Zellen zu TH1-Zellen und CD8" T-Zellen zu Effektor-
beziehungsweise Memory-Zellen spielen die Transkriptionsfaktoren Thet und Eomes eine
entscheidende Rolle. In CD4" T-Zellen ist Thet fir die Differenzierung zu TH1-Zellen
notwendig. Nach Aktivierung von CD8" T-Zellen werden zunichst sowohl Eomes als auch
Tbet induziert. Thet ist dann hdher in Effektorzellen als in Memoryzellen exprimiert, wahrend

Memoryzellen mehr Eomes als Effektorzellen exprimieren {Intlekofer et al. 2005}.

Milzzellen einer C57BL/6 Maus (Wildtyp) wurden im Komplettmedium fiir insgesamt zwei
Tage inkubiert. Dem Medium wurden entweder anti-CD3 monoklonale Mausantikorper
(mAk) fir eine T-Zellstimulierung oder LPS als Entzindungsmediator, oder eine
Kombination beider Substanzen zugegeben. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur in
Komplettmedium inkubiert wurden. Nach zwei Tagen Inkubationszeit wurden die Zellen
extrazellular mit Antikdrpern gefarbt. Eine zusétzliche intrazellulare Farbung diente der
Untersuchung der Expression der Transkriptionsfaktoren IRF4, Eomes und Tbet. Die Analyse
der mit unterschiedlichen Stimuli behandelten Zellen erfolgte mittels FACS. Fir eine
Negativkontrolle der Zellfairbung wurden Isotypkontrollen fur die Antikorper der
entsprechenden Farbungen eingesetzt. An ihnen orientieren sich die Quadrantengrenzen der
folgenden Abbildungen.
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Abbildung 3: Untersuchung von Lymphozytenpopulationen nach in vitro Stimulation

Aus der Milz einer C57BL/6 Maus wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt und es wurden jeweils 5x10°
Zellen mit 1 pg/mL anti-CD3 mAKk, 1 pg/mL LPS, oder beiden Substanzen in Komplettmedium zwei Tage lang
inkubiert. CD8" T-Zellen, CD4" T-Zellen und CD19" B-Zellen wurden durch Antikdrperfarbung identifiziert
und anhand ihres Anteils an den Gesamtzellen und ihrer Gro3e charakterisiert. Als MaR der ZellgroRe wurde die
Mittlere Fluoreszenz Intensitat (MFI) im forward scatter bei der FACS Messung verwendet. Als Kontrolle
wurde die Messung an nur im Komplettmedium inkubierten Milzzellen vorgenommen. (A) zeigt CD8" T-Zellen,
(B) CD4" T-Zellen und (C) CD19" B-Zellen.

Die hier gezeigten Daten entstammen einem Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei
durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurde pro Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die

Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar.

In der nicht stimulierten Milzzellsuspension lagen die Anteile der untersuchten
Zellpopulationen bei etwa 5-8% CD8" T-Zellen, 6-10% CD4" T-Zellen und 12-15% CD19"
B-Zellen. Wie in Abbildung 3 dargestellt, vergroRerte sich beim Einsatz vom anti-CD3 mAk-
Stimulus, wie erwartet, der entsprechende Anteil der T-Zellen, wihrend er bei den CD19" B-
Zellen etwa gleich blieb. Beim Einsatz von LPS dagegen unterschied sich der Anteil der T-
Zellpopulationen nur marginal von der Kontrolle, wéhrend der B-Zellanteil viel grolRer wurde.
Die Kombination beider Substanzen bewirkte keine groBe Anderung im Vergleich zum

alleinigen Einsatz von anti-CD3 mAK-Stimulus.

Die Untersuchung der ZellgréRe ergab ein entsprechendes Ergebnis — wie erwartet wurden T-

Zellen bei einer CD3-Stimulation groéRer, also zu Blasten transformiert.
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Abbildung 4: IRF4-Expression in Abhangigkeit vom eingesetzten Zellstimulus

Milzzellen einer C57BL/6 Maus wurden mit anti-CD3 mAk, LPS oder beiden Substanzen stimuliert, nach
Ablauf einer zweitdgigen Inkubation gefarbt und ihre IRF4-Expression wurde untersucht. Es sind jeweils nur
CD8" T-Zellen, CD4" T-Zellen und CD19" B-Zellen dargestellt. Die jeweiligen Quadrantengrenzen wurden
anhand einer Isotypkontrolle festgelegt. Zudem ist eine Beispielabbildung fiir unstimulierte CD8" T-Zellen
dargestellt. Es wurden beispielhaft die Dotplots eines Experiments aus einer Gruppe von insgesamt drei in

Doppelwerten durchgefiihrten Experimenten gezeigt.
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In Abbildung 4, bei der Untersuchung vitaler Zellen hinsichtlich ihrer IRF4-Expression,
wurde deutlich, dass Stimulation mit anti-CD3 mAk eine starke Expression von IRF4 in T-
Zellen verursachte, bei Zugabe von LPS war allein bei B-Zellen eine nennenswerte IRF4-
Induktion zu verzeichnen, und bei der Kombination beider Stimuli war die IRF4-Expression

im Vergleich zum anti-CD3 mAK nur marginal erhoht.

Bei der Betrachtung der Expression der Transkriptionsfaktoren Tbet und Eomes wurde
deutlich, dass bei einer direkten TZR-Stimulation ihre Expression in den CD4" und CD8" T-
Zellen deutlich induziert wurde. In den CD19* B-Zellen vergroRerte sich die Expression von
IRF4 bei reiner TZR-Stimulation zwar, was jedoch wahrscheinlich auf eine Kostimulation der
B-Zellen durch T-Zellen in der Zellsuspension zuriickzufuhren ist. Desweiteren lie sich
feststellen, dass die CD19" B-Zellen im Gegensatz zu den T-Zellen kaum Eomes

exprimierten.
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Abbildung 5: Vergleich der Expression von IRF4, Eomes und Tbet in CD8" T-Zellen, CD4™
T-Zellen und CD19" B-Zellen
Es ist ein Vergleich der Expression von IRF4, Eomes und Thet in CD8" T-Zellen, CD4" T-Zellen und CD19" B-

Zellen in Form von Balkendiagrammen dargestellt. Die linke Grafik zeigt dabei den Anteil der
Transkriptionsfaktor-positiven Zellen aus der Gesamtpopulation dieser Zellen. Die rechte Grafik zeigt die MFI
des entsprechenden Transkriptionsfaktors dieser Zellen. Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, die zwei Tage
lang ohne Stimu lus inkubiert wurden. (A) ist dabei die Darstellung von CD8" T-Zellen, (B) zeigt CD4" T-Zellen
und (C) CD19" B-Zellen.

Einbezogen wurden die jeweiligen Doppelwerte aus insgesamt drei Versuchen. Die Balken stellen die
arithmetischen Mittelwerte = SEM dar. Es wurden jeweils die stimulierten Zellen miteinander verglichen.

*p < 0.05, **p< 0.01, ***p< 0,001

Zusammengefasst wurde nachgewiesen, dass die IRF4-Expression in T-Zellen von einer
TZR-Stimulation abhdngig war und dass ein entzindlicher Reiz sich bestenfalls modulierend
auswirkte. AuBerdem konnte man feststellen, dass stimulierte Zellen im Vergleich zur

unstimulierten Kontrollzellgruppe deutlich mehr IRF4 exprimierten.

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Steuerung der Expression und den Wirkungen von IRF4 in
CD8" T-Zellen liegen sollte, wurden in den nichsten Experimenten die CD4" T-Zellen und

CD19" B-Zellen nicht mehr in die Untersuchungen mit einbezogen.

4.2 Analyse der IRF4-Expression in CD8" T-Zellen in Abhangigkeit von der TZR-

Stimulation

In publizierten Vorarbeiten wurde beschrieben, dass die Stiarke der IRF4-Expression in CD8*
T-Zellen von der Starke der T-Zellrezeptorstimulation abhdngt {Raczkowski et al. 2013}. In
einer ersten Serie von Experimenten sollte dieses Ergebnis Uberprift und auf andere
Transkriptionsfaktoren ausgeweitet werden. Fir diese Analysen wurden Milzzellen einer
TZR-transgenen Maus (OT-1 Maus) verwendet, in der alle CD8" T-Zellen spezifisch das
Ovalbumin-Peptidzs7.264 (Aminosdauresequenz: SIINFEKL) im Kontext mit MHC Kilasse |
erkennen. Diese Maus stand auf einem Wildtyp und einem IRF47 Hintergrund zur
Verfligung. Wildtypzellen konnten anhand der Oberflachenmolekiile CD90.1* und CD90.2*

identifiziert werden, wahrend die IRF4” Zellen nur CD90.2* waren.
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Zunachst wurden die Milzen der OT-1-transgenen Mause und IRF47 OT-1-transgenen Mause
jeweils zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet und in einem Verhdltnis von 1:1 in ein
Komplettmedium uberfuhrt. Danach wurde der Suspension OVA>s7.264 In unterschiedlichen
Konzentrationen zugesetzt. Die Konzentrationen lagen dabei zwischen 10 und 102 M. Die
Zellsuspension wurde im Anschluss in einem CO,.Brutschrank bei 37°C inkubiert, mit
Antikorpern gefarbt und es wurde eine durchflusszytometrische Untersuchung der CD8" T-
Zellen der Suspension durchgefihrt. Dabei wurden lebende singulédre Milzzellen betrachtet,
die mit einer ,lebend/tot“-Farbung von toten Zellen abgegrenzt werden konnten. Die

Zielmolekiile waren die Transkriptionsfaktoren IRF4 sowie Eomes und Thbet.

Zunachst wurde die Frequenz der vitalen CD8" T-Zellen nach der Inkubation im Vergleich
zwischen Wildtyp und IRF47 betrachtet.
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Abbildung 6: Anteil der CD8" T-Zellen; Vergleich zwischen WT und IRF4™

Jeweils 2.5x10° Milzzellen einer WT und einer IRF4”~ OT-1 Maus wurden gemischt und mit unterschiedlichen
Konzentrationen des Peptids OVA 57264 kultiviert. Nach 1 und 2 Tagen wurden die Zellen gefarbt und gemessen.
Abbildung (A) zeigt den Vergleich zwischen WT und IRF4"" CD8" T-Zellen als Dotplot an den Tagen 0, 1 und 2
nach Stimulation. OT-1-WT CD8" T-Zellen sind CD90.1* CD90.2", wahrend die OT-1-1RF4”" Zellen CD90.1°
CD90.2" sind. So sind links in der Abbildung die KO-Zellen zu erkennen und rechts die WT-Zellen. Da CD90.1
und CD90.2 nur auf den T-Zellen vorhanden ist, findet sich auch eine CD90.1°CD90.2" Population (links unten).
In den Abbildungen (B) und (C) wird der relative Anteil vitaler CD8" T-Zellen dargestellt, (B) zeigt den ersten
Tag der Inkubation und (C) den zweiten Tag. Als Kontrolle wurden nicht stimulierte Milzzellen inkubiert und
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mitgefarbt. Die Werte in (B) und (C) wurden anhand der CD8" CD90.1*CD90.2" Wildtypzellen und der CD8"
CD90.1°CD90.2" IRF4”" Zellen berechnet.

Die Abbildung (A) zeigt représentative Dotplots eines Experiments aus einer Gruppe von insgesamt drei
Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten untersucht. Fir die
graphische Auswertung der Abbildungen (B) und (C) wurden die Ergebnisse aller drei Versuche bericksichtigt.
n.S.= nach Stimulation; WT= OT-1-transgene Maus; KO= IRF4™- OT-1-transgene Maus

Der Anteil der CD8" T-Zellen anderte sich, wie Abbildung 6 zeigte, abhangig von der
Stimulation. An Tag eins waren die Anteile der CD8" T-Zellen fiir Wildtyp und IRF4” etwa
gleich. An Tag zwei jedoch war ein deutlicher Unterschied zwischen den Zellen erkennbar.
Der Anteil an Wildtypzellen nahm bis zu einer Peptidkonzentration von 10° M zu, was auf
eine Proliferation schlieBen lassen konnte. Der Anteil an IRF4" Zellen vergroRerte sich

dagegen nicht.

Diese Beobachtung bedeutete, dass IRF4 eine wichtige Rolle fir das Uberleben und
wahrscheinlich auch die Proliferation von CD8" T-Zellen spielte. Es war auRerdem auffallig,
dass der Anteil an Wildtypzellen nicht proportional zur Peptidkonzentration und somit zur
Stimulationsstarke anstieg. Bis zu einer Peptidkonzentration von 102 M war der Anteil der
Wildtyp- T-Zellen stabil. Bei niedrigeren Konzentrationen sank der Anteil drastisch ab und
nur noch ein geringer Anteil der Zellen war vital. Dieses galt vor allem fir den zweiten Tag

der Inkubation.
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Abbildung 7: IRF4-Expression von CD8" T-Zellen an Tag 1 und 2 bei Stimulation



Die Zellen wurden wie in Abbildung 6 mit OVA57.064 Stimuliert. An Tag 1 und 2 wurde die Expression von
IRF4 durch eine Antikdrperfarbung bestimmt. Abbildung (A) zeigt die IRF4 Expression von WT und IRF47-
CD8" T-Zellen beispielhaft fiir Tag 2 bei 10° M des OVA 55725 Peptids. In den Abbildungen (B) und (C) ist der
Anteil der IRF4-positiven Zellen aus der Gesamtpopulation der vitalen CD8" T-Zellen dargestellt. (B) zeigt den
ersten Tag und (C) den zweiten Tag der Inkubation. Als Kontrolle wurden Zellen ohne Stimulus inkubiert.

n.S.= nach Stimulation; WT= OT1-transgene Maus; KO= IRF4™- OT1-transgene Maus

Bei der Untersuchung der IRF4-positiven Zellen in Kultur mit dem unterschiedlich
konzentrierten Peptid (Abbildung 7) sah man, dass IRF4 an Tag zwei im Vergleich zu Tag
eins starker exprimiert wurde — die Expressionsrate der CD8" T-Zellen stieg von 75% auf
tber 90%. AuBerdem war IRF4 unabhdngig von der Konzentration des stimulierenden Peptids
bis 10® M an Tag 1 und 10”° M an Tag 2 auf demselben hohen Niveau exprimiert. Erst wenn
die Peptidkonzentrationen unterhalb dieser Schwellenwerte lagen, war eine deutliche

Abnahme in der Expressionsstarke vorhanden.
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Abbildung 8: Eomes-Expression von CD8" T-Zellen an Tag 1 und 2 der Stimulation

Nach einer Inkubation mit OVA 5726 Peptid wie in Abbildung 6 wurden CD8" T-Zellen mit anti-Eomes mAk
gefarbt. Abbildung (A) zeigt die Eomes-Expression von WT und IRF47" CD8" T-Zellen beispielhaft anhand
eines Experiments an Tag 2 bei 10° M des OVA ,57.06 Peptids. In den Abbildungen (B) und (C) ist der Anteil
der Eomes-positiven CD8" T-Zellen aus der Gesamtpopulation aller CD8" T-Zellen nach der Inkubation
dargestellt. (B) zeigt den ersten Tag und (C) den zweiten Tag der Inkubation. Als Kontrolle wurden Zellen ohne
Stimulus inkubiert.

n.S.= nach Stimulation; WT= OT1-transgene Maus; KO= IRF47 OT1-transgene Maus
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An Tag 1 der Stimulation (Abbildung 8B) war die Expression von Eomes bei Wildtyp und
IRF4" Zellen nahezu identisch und jeweils 15-2% der T-Zellen waren Eomes®. An Tag zwei
jedoch exprimierten die Wildtypzellen deutlich weniger Eomes als die IRF4-defizienten
Zellen, von denen jetzt bis zu 80% Eomes* waren (Abbildung 8C). AuRerdem nahm bei den
Wildtypzellen die Eomes-Expression bei absteigender Peptidkonzentration bis zur 10° M
Peptidkonzentration zu. Sie ndherte sich dabei bei niedrigen OVA-Konzentrationen dem
Expressionsniveau der IRF4” Zellen an. Diese Beobachtung zeigte, dass Eomes ebenso wie
IRF4 von der Stimulierung des TZR der CD8" T-Zellen abhangig war. Der Anstieg der
Expression bei niedrigen Peptidkonzentrationen bei den Wildtypzellen deutete darauf hin,
dass Eomes mdglicherweise eine geringere TZR-Signalstarke fur die optimale Expression
benotigt.
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Abbildung 9: Tbet-Expression von CD8" T-Zellen an Tag 1 und 2 der Stimulation

Nach einer Inkubation mit OVA ;5764 Peptid wie in Abbildung 6 wurden CD8" T-Zellen mit anti-Thet mAk
gefarbt. Abbildung (A) zeigt die Thet-Expression von WT und IRF4”7 CD8" T-Zellen beispielhaft anhand eines
Experiments an Tag 2 bei 10° M des OVA ,57.06 Peptids. In den Abbildungen (B) und (C) ist der Anteil der
Thet-positiven CD8" T-Zellen aus der Gesamtpopulation aller CD8" T-Zellen nach der Inkubation dargestellt.
(B) zeigt den ersten Tag und (C) den zweiten Tag der Inkubation. Als Kontrolle wurden Zellen ohne Stimulus

inkubiert.
n.S.= nach Stimulation; WT= OT1-transgene Maus; KO= IRF4 ™" OT1-transgene Maus
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Wie in Abbildung 9 gezeigt, war das Expressionsprofil von Tbet &hnlich dem von IRF4. An
Tag eins lag die Expression bei maximal 50% und stieg an Tag zwei beinahe auf 100% an.
Zwischen Wildtyp- und KO-Zellen war kein Unterschied in der Expressionsstarke
feststellbar. An Tag eins bestand eine stufenweise Abnahme der Tbet-Expression parallel zur
Abnahme der Peptidkonzentration. Dieser Zusammenhang war an Tag zwei nicht mehr
gegeben. Die Expression blieb bis zur Peptidkonzentration von 10™° molar auf demselben
hohen Niveau und nahm dann drastisch ab. Das &hnliche Expressionsprofil von IRF4 und
Tbet konnte auf einen Zusammenhang in der Regulation beider Transkriptionsfaktoren

schlieRen lassen.

Zusammenfassend liel} sich sagen, dass sowohl die Thet- als auch die IRF4-Expression bei
einer spezifischen TZR-Stimulierung ein sehr ahnliches Muster ergab. Eine starke Stimulation
des TZR verursachte eine starke Expression der Transkriptionsfaktoren. Eomes dagegen
wurde von WT-Zellen nur bei schwacher TZR-Stimulierung stark exprimiert. Im Gegensatz

dazu exprimierten IRF4”" CD8" T-Zellen auch bei hohen Peptidkonzentrationen Eomes stark.

4.3.1 Expression von Transkriptionsfaktoren bei TZR-Stimulation unterschiedlicher

Starke; Untersuchung von Peptidvarianten

In der vorherigen Serie von Experimenten wurde das fiir CD8" T-Zellen von OT1-Méusen
hochaffine Peptid SIINFEKL in verschiedenen Konzentrationen verwendet. In einer normalen
Immunantwort ist die T-Zellantwort aber polyklonal und es werden auch T-Zellen aktiviert,
deren T-Zellrezeptor eine niedrigere Affinitdit zum Peptid hat. Da OT1-T-Zellen einen
monoklonalen T-Zellrezeptor haben wurden niedrigaffinere Interaktionen durch die
Verwendung von Varianten des SIINFEKL erreicht. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass
insbesondere die Aminoséure Asparagin (N) fir die Erkennung durch den OT1 T-Zellrezeptor
wichtig ist, und dass der Austausch des Asparagins durch Glutamin (Q) zu einer etwas
niedrigeren Affinitdt und der Austausch durch Valin (V) zu einer deutlich erniedrigten
Affinitdt fdhren. Diese Veranderungen in der Affinitdt flhren dann auch zu einer
entsprechend reduzierten Fahigkeit die OT1 T-Zellen zu stimulieren. Die Peptidvarianten
SIIQFEKL und SIIVFEKL wurden auch in Konzentrationen zwischen 107 und 1072 M
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verwendet. Durch diese Experimente sollte herausgefunden werden, ob die Qualitat des TZR-

Signals eine Rolle bei der Expression von IRF4 und anderen Transkriptionsfaktoren spiel.
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Abbildung 10: Vergleich der IRF4-Expression bei Stimulation mit unterschiedlichen

Peptiden an Tag 1 der Stimulation

2.5x10° Milzzellen einer WT OT1-Maus wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der Peptide SIINFEKL,
SHQFEKL und SIIVFEKL kultiviert. Danach wurden die Zellen geférbt und gemessen. Als Kontrolle wurden
Milzzellen ohne Stimulus inkubiert. Abbildung (A) zeigt den Anteil von IRF4" CD8" T-Zellen aller vitalen
CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 1 der Stimulation mit jeweils unterschiedlichen Peptidkonzentrationen.
Abbildung (B) zeigt die zugehdrigen MFI der entsprechenden Peptidkonzentrationen. Dargestellt ist die
graphische Auswertung einer Versuchsgruppe mit insgesamt drei Experimenten. Dabei wurden pro Experiment
Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte £ SEM

dar. Fir die Auswertung wurden die Ergebnisse aller drei Versuche beriicksichtigt.

An Tag 1 der Stimulation zeigte das SIINFEKL Peptid, wie in den bereits beschriebenen
Experimenten, eine deutliche Induktion von IRF4 auf einem ahnlich hohen Niveau bis zu
einer Konzentration von 10° M und eine schwache Induktion bei 1071° M. SIIQFEKL hatte
ein ahnliches Expressionsmuster zur Folge. Nur im Bereich von 101° M zeigte das Peptid eine
schwachere Aktivitat als das Ausgangspeptid. Im Gegensatz dazu induzierte SIIVFEKL nur
bei den héchsten Konzentrationen (10 und 107 M) eine IRF4 Expression. Es fiel weiterhin
auf, dass SIINFEKL mit einer MFI von 12.000 fir IRF4 im Vergleich zu SIIQFEKL und

SIIVFEKL (MFI 9.000) eine starkere IRF4-Expression pro Zelle verursachte.
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Insgesamt wirkte das Peptid SIHINFEKL am starksten agonistisch, es induzierte die hdchste
IRF4-Expression und war bei sehr geringen Konzentrationen (10°-10"° M) aktiv. SIIQVEKL
war nur geringfligig schwacher aktivierend, wahrend SIIVFEKL nur bei sehr hohen

Konzentrationen in der Lage war IRF4 zu induzieren (siehe Abbildung 10).

c c c
ks ks o
3 3 G
N N N
F 100 F 100 F 100
*oDo 80 *oDo 80 +°8 80
60 60 60
O a0 © 40 © 40
n 20 o 20 o 20
£ O £ 0 £ 0
g oN299e@ g 0N 200 § N 200
< & S & S &
OVA57. 264 in M [log10]; SIINFEKL SIIQFEKL SIVFEKL
) &) )
o o o
< 25000 < 25000 < 25000
B 20000 + 20000 - 20000
@ 15000 @ 15000 © 15000
10000 10000 10000
O 5000 O 5000 @ 5000
i 0 i 0 L Y
= 0N\ '%'q,&o\\e s 0\ '%'%,\90\\91 s -0\ «%«%,,\90\\@
< < <
& & &
OVAus7. 264 in M [log10]; SINFEKL SIQFEKL SIVFEKL

Abbildung 11: Vergleich der Eomes-Expression bei Stimulation mit unterschiedlichen

Peptiden an Tag 1 der Stimulation

Nach einer Inkubation mit Peptiden, wie in Abbildung 10 beschrieben, wurden Milzzellen mit anti-Eomes mAKk
gefarbt. (A) zeigt den Anteil an Eomes™ CD8" T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 1 der
Stimu lation. (B) zeigt die zugehorigen MFI. Dargestellt ist die graphische Auswertung einer Versuchsgruppe mit
insgesamt drei Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten
untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar. Fur die Auswertung wurden die

Ergebnisse aller drei Versuche bericksichtigt.

Der Transkriptionsfaktor Eomes wurde an Tag 1 der Stimulation mit SIINFEKL nur von 15-
20% der CD8" T-Zellen exprimiert, wie in Abbildung 11 dargestellt. Auch die mittlere
Expression pro Zelle war niedrig, vergleichbar mit den nicht stimulierten Kontrollzellen.
SIIQFEKL induzierte eine deutlich erhohte Eomes-Expression sowohl in Bezug auf den
Anteil positiver Zellen als auch der Expressionsstarke. SIIVFEKL bewirkte sogar eine

Eomes-Expression in 80% der Zellen mit einem drastischen Anstieg der mittleren

Expressionsstarke.
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Abbildung 12: Vergleich der Tbet-Expression bei Stimulation mit unterschiedlichen Peptiden

an Tag 1 nach Stimulation

Nach einer Inkubation mit Peptiden, wie in Abbildung 10 beschrieben, wurden Milzzellen mit anti-Thet mAk
gefarbt. (A) zeigt den Anteil an Thet™ CD8" T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 1 der
Stimu lation. (B) zeigt die zugehorigen MFI. Dargestellt ist die graphische Auswertung einer Versuchsgruppe mit
insgesamt drei Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten
untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte £+ SEM dar. Fur die Auswertung wurden die

Ergebnisse aller drei Versuche beriicksichtigt.

Tbet wurde an Tag 1 wvon allen drei Peptiden induziert, wobei bei hohen
Peptidkonzentrationen der Anteil an positiven Zellen bei den Peptiden SIIQFEKL und
SIVFEKL hoéher war als bei SIINFEKL. Insgesamt zeigte sich in allen Zellen zu diesem
Zeitpunkt aber nur eine relativ niedrige mittlere Expressionsstarke fur Thet (siehe Abbildung
12).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse fur Tag 1, dass IRF4 von allen drei Peptiden
induziert wurde, fir SIIVFEKL aber deutlich hthere Konzentrationen notwendig waren. Die
IRF4 Expression stellte sich auf ein Plateau ein, nur in den Grenzkonzentrationen der Peptide
zeigten sich verminderte Expressionslevel. Im Gegensatz dazu wurde Eomes stérker durch die

schwachen Agonisten induziert und hohe Eomes-Expressionslevel zeigten sich vor allem bei
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niedrigen Peptidkonzentrationen. Die Expression von Tbet war sehr schwach und das

Expressionsprofil etwa vergleichbar mit dem von IRF4.
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Abbildung 13: Vergleich der IRF4-Expression bei Stimulation mit unterschiedlichen

Peptiden an Tag 2 der Stimulation

Nach einer Inkubation mit Peptiden, wie in Abbildung 10 beschrieben, wurden Milzzellen mit anti-IRF4 mAKk
gefarbt. (A) zeigt den Anteil an IRF4" CD8" T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 2 nach
der Stimulation. (B) zeigt die zugehdrigen MFI. Dargestellt ist die graphische Auswertung einer Versuchsgruppe
mit insgesamt drei Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten
untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte £+ SEM dar. Fir die Auswertung wurden die

Ergebnisse aller drei Versuche berlcksichtigt.

An Tag zwei zeigten sich zwischen den Peptiden deutliche Unterschiede in der Induktion von
IRF4. Die Expression war bei Stimulation mit SIINFEKL durchgehend bis zu einer
Konzentration von 10°M in mehr als 90% der CD8" T-Zellen sehr hoch. SIQFEKL
induzierte eine niedrige IRF4-Expression und nur etwa 20% der CD8 T-Zellen waren positiv.
Nach SIIVFEKL Stimulation konnte zu diesem Zeitpunkt nur eine sehr niedrige IRF4-

Expression bei 10° und10™" M nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Vergleich der Eomes-Expression bei Stimulation mit unterschiedlichen
Peptiden an Tag 2 der Stimulation

Nach einer Inkubation mit Peptiden, wie in Abbildung 10 beschrieben, wurden Milzzellen mit anti-Eomes mAk
gefarbt. (A) zeigt den Anteil an Eomes™ CD8" T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 2 nach
der Stimu lation. (B) zeigt die zugehorigen MFI. Dargestellt ist die graphische Auswertung einer Versuchsgruppe
mit insgesamt drei Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten
untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar. Fur die Auswertung wurden die

Ergebnisse aller drei Versuche beriicksichtigt.

Bei der Untersuchung der Eomes-Expression an Tag 2, wie in Abbildung 14 gezeigt, war
auffallig, dass unter SIINFEKL-Stimulation maximal 40% aller CD8" T-Zellen diesen
Transkriptionsfaktor exprimierten und zwar insbesondere bei niedrigen Peptidkonzentrationen
ab 10°M. Stimulation mit SIIQFEKL hatte eine starke Eomes-Expression in 70 bis 85% der
Zellen zur Folge. Auch hier war eine Abhangigkeit der Expression von der Konzentration des
Peptids zu erkennen — bei niedrigeren Konzentrationen nahm die Expression zu. SIIVFEKL
hatte eine dhnlich starke Expression von Eomes zur Folge. Die Expression war bei hohen
Peptidkonzentrationen sogar etwas hoher als bei SHQFEKL (bei tber 80%) und das
Maximum lag bereits bei 10°®M, was der vorher ermitteften Grenzkonzentration dieses

Peptids entsprach.
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Abbildung 15: Vergleich der Thet-Expression bei Stimulation mit unterschiedlichen Peptiden

an Tag 2 der Stimulation

Nach einer Inkubation mit Peptiden, wie in Abbildung 10 beschrieben, wurden Milzzellen mit anti-Thet mAk
gefarbt. (A) zeigt den Anteil an Thet” CD8" T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 2 nach
der Stimu lation. (B) zeigt die zugehorigen MFI. Dargestellt ist die graphische Auswertung einer Versuchsgruppe
mit insgesamt drei Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten
untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar. Fur die Auswertung wurden die

Ergebnisse aller drei Versuche bericksichtigt.

Am zweiten Tag der Stimulation induzierten alle Peptide eine deutliche Thet-Expression. Bei
SIINFEKL und SIQFEKL waren bis zu einer Konzentration von 10°M und bei SIIVFEKL
bis zu einer Konzentration von 10'M beinahe alle CD8" T-Zellen Tbet-positiv.
Interessanterweise zeigten die Peptide SIQFEKL und SIHVFEKL bei abnehmender
Konzentration eine starkere mittlere Expression pro Zelle.

Am 2weiten Tag nach Zellstimulation der CD8" T-Zellen ergaben sich zusammengefasst
folgende Beobachtungen: Die Expressionsstarke von IRF4 war nach der Stimulation
weitgehend unabhdngig von der Peptidkonzentration und stellte sich bis zu den
Grenzkonzentrationen auf ein stabiles Plateau ein. Das Expressionslevel unterschied sich aber
deutlich zwischen den Peptiden. Eomes wurde mit absinkenden Konzentrationen der Peptide
starker exprimiert. Dies galt insbesondere fir die schwachen Agonisten SIIQFEKL und

SIIVFEKL. Bei Thet zeigte sich ein mit IRF4 vergleichbares Expressionsprofil.
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In vorrangegangenen Publikationen wurde ein enger Zusammenhang zwischen Eomes- und
Thet-Expression postuliert, bei dem beide Transkriptionsfaktoren zundchst gemeinsam
exprimiert werden. Die Expression der Faktoren wverlauft dann aber je nach
Differenzierungsweg der CD8" T-Zellen unterschiedlich. CD8" T-Effektorzellen weisen eine
hohe Tbet- und niedrige Eomes-Expression auf, wahrend CD8" Memory-Vorlauferzellen eine
hohere Eomes- und niedrigere Tbet-Expression besitzen. Die hier gezeigten Ergebnisse
deuten darauf hin, dass sowohl die Konzentration als auch die Qualitdt der Peptide diese

Differenzierungswege regulieren konnen.

4.3.2 Expression von Transkriptionsfaktoren von CD8" T-Zellen nach einer viertagigen TZR-
Stimulation

CD8" T-Zellen zeigten in Vorexperimenten bei Stimulation ihres TZR abhingig vom
Messzeitpunkt unterschiedliche 1RF4-Expressionsmuster. Im Folgenden wurde daher
untersucht, welchen Einfluss eine langere Stimulationsdauer auf die Expression der
Transkriptionsfaktoren IRF4, Eomes und Tbet hat. Hierfiir wurden Milzzellen bei SIINFEKL
und SIIVFEKL-Peptidkonzentrationen zwischen 10 und 107*2 M vier Tage lang inkubiert,
gefarbt und im Anschluss mittels FACS untersucht. Es wurden WT und IRF47 Zellen
miteinander verglichen, sowohl ihre Expression der Transkriptionsfaktoren Thet und Eomes
als auch die Wirkung von TZR-Stimulation auf ihre Zellzahlen und —gréRen. Bei den
vorangegangenen Experimenten waren die Wildtypzellen am zweiten Tag der Stimulierung
den IRF47 CD8" T-Zellen in GroRe und dem Anteil vitaler Zellen tberlegen. Hier sollte
untersucht werden, ob durch die langere Stimulationsdauer die Unterschiede zwischen WT

und KO-Zellen sich verscharfen oder eventuell aufheben wirden.
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Abbildung 16: Zahl der CD8" T-Zellen; Vergleich zwischen WT und IRF4™"

Jeweils 2.5x10° Milzzellen einer WT OT-1 und einer IRF4” OT-1 Maus wurden gemischt und gemeinsam mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Peptide SIINFEKL oder SIIVFEKL kultiviert. Nach 4 Tagen wurden die
Zellen gefarbt und gemessen. Abbildung (A) zeigt die absolute Zellzahl von WT und IRF47- CD8" T-Zellen am
vierten Tag nach Stimulation. Sie wurde mit Hilfe von Beads errechnet. (B) zeigt die Zellgrofe. Als Kontrolle
wurden Milzzellen ohne Stimulus inkubiert und geférbt. Die Abbildungen fassen die Ergebnisse von insgesamt
drei Experimenten in Doppelwerten zusammen.

WT= OT-1-transgene Zellen; KO= IRF47 OT-1-transgene Zellen

Bei der Betrachtung der Zellzahl der CD8" T-Zellen fiel, wie in Abbildung 16 dargestellt,
zunachst auf, dass nach vier Tagen Stimulation nur die Zellen, die mit SIINFEKL inkubiert
wurden, in groRerer Anzahl vorlagen. Diese Zellen waren auch Blasten. Nach der Stimulation
mit SIIVFEKL zeigte sich nur bei der héchsten Peptidkonzentration eine gegeniber dem
Hintergrund leicht erhohte Zellzahl und die Zellen waren bei allen Peptidkonzentrationen
relativ klein. Das bedeutet, nur SIINFEKL war in der Lage in diesem Assay eine deutliche
Proliferation zu induzieren. Beim Einsatz von SIINFEKL war ein deutlicher Unterschied
zwischen den WT und IRF47-Zellen zu erkennen. Die Wildtypzellen unterschieden sich von
IRF4™" Zellen in ihrer Anzahl, aber auch in einem geringeren MaRe in ihrer GroRe. Bei der
Stimulation mit SIINFEKL war ihre Zahl bei der Konzentration von 10 M am groRten. Bei

niedrigeren Konzentrationen fiel die Zellzahl konzentrationsabhéngig ab. Die IRF47 Zellen
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zeigten ein ahnliches Muster, allerdings lagen ihre Zellzahlen auBer bei 10°® M immer unter
denen von WT T-Zellen. Die Unterschiede in den Zellgrolien entsprachen dem Muster der
Zellzahlen. Die Stimulation mit SIIVFEKL zeigte dagegen, dass ab einer Peptidkonzentration
von 10 M die Zellzahlen sowohl von Wildtyp CD8* T-Zellen als auch von IRF4™- CD8" T-
Zellen etwa auf dem Niveau der nicht stimulierten Kontrolle waren, was auf eine nicht

ausreichende Stimulierung der Zellen hindeutete (siehe Abbildung 16).

Um den Aktivierungsgrad der tberlebenden CD8" T-Zellen weiter zu charakterisieren wurde
eine zusatzliche extrazellulare CD25-Farbung durchgefiihrt. CD25 ist die o-Kette des IL-2

Rezeptors und wird auf aktivierten Zellen hoch exprimiert {Kursar et al. 2002}.
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Abbildung 17: CD25-Expression von CD8" T-Zellen; Vergleich zwischen WT und IRF4™"
Nach einer Inkubation mit Peptiden wie in Abbildung 16 wurden Milzzellen mit anti-CD25 mAKk gefarbt. (A)
zeigt den Anteil an CD25" CD8" T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 4 nach der
Stimulation. (B) zeigt die zugehdrigen MFI. Dargestellt ist die graphische Auswertung einer Versuchsgruppe mit
insgesamt drei Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen jeweils einer Maus in Doppelwerten
untersucht. Die Fehlerbalken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar. Fir die Auswertung wurden die
Ergebnisse aller drei Versuche bericksichtigt.

WT= OT1-transgene Zellen; KO= IRF4™ OT1-transgene Zellen
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Nach Stimulation mit SIINFEKL konnte man, wie in Abbildung 17 gezeigt, sehen, dass die
CD25-Expression bei abnehmenden Peptidkonzentrationen bei beiden untersuchten
Populationen abfiel. Wildtypzellen zeigten eine wesentlich hthere Expression von CD25 als
IRF4" Zellen. Nach Inkubation mit SIIVFEKL war zu erkennen, dass CD25 bereits bei den
hchsten Peptidkonzentrationen von 10 und 107 M nur sehr schwach exprimiert wurde. Bei
niedrigeren Konzentrationen scheint zum Teil eine deutliche CD25-Expression vorzuliegen.
Aufgrund der sehr niedrigen Anzahl an vitalen Zellen, die in diesen Ansdtzen gemessen
wurden, ist dieses Ergebnis aber nur mit Vorbehalt zu bewerten und wahrscheinlich ein
Artefakt. Insgesamt spiegeln die Ergebnisse zu CD25 die Ergebnisse zur ZellgrofRe und
Zellzahl wieder und es zeigt sich, dass ein Fehlen von IRF4 sich negativ auf die Aktivierung

der Zellen auswirkt.
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Abbildung 18: Expression von IRF4 in CD8" T-Zellen

Nach einer Inkubation mit Peptiden wie in Abbildung 16 wurden Milzzellen mit anti-IRF4 mAk gefarbt. Gezeigt
ist der Anteil an IRF4* CD8" T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen aus der Kultur an Tag 4 nach der Stimulation.
Die Abbildung fasst Ergebnisse zur MFI aus einer Gruppe von insgesamt drei Experimenten mit jeweils einer
Doppelwertbestimmung zusammen.

WT= OT1-transgene Zellen; KO= IRF4™- OT1-transgene Zellen

Nach viertdgiger Inkubation war die IRF4-Expression in WT-Zellen nach Stimulation mit
SIINFEKL von der Peptidkonzentration abhdngig — man konnte eine stufenweise Abnahme
der MFI Dbei abnehmender Peptidkonzentration beobachten (siehe Abbildung 18). Bei
SIIVFEKL sah man dagegen ein sehr unregelmaRiges Bild, was man vorrangig auf die bereits
beschriebene problematische Farbung der geringen Anzahl an vitalen Zellen bei
Peptidkonzentrationen unter 10'M zuriickfilhren kann. Bezogen auf die WT-Zellen ergab
sich, dass die IRF4 Expression deutlich von der Starke des TZR-Signals abhing. Bei
SIINFEKL sank die IRF4-Expression mit abnehmenden Peptidkonzentrationen und

SHVFEKL induzierte fast kein IRFA4.
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Insgesamt ist die Bewertung der in Abbildung 18 gezeigten Ergebnisse aber problematisch,
weil sich bei IRF4” T-Zellen zum Teil eine deutliche IRF4-Farbung zeigte. Die Ursache fir
diese deutliche Hintergrundfarbung ist zur Zeit unklar. Der Antikorper kdnnte zum Beispiel
kreuzreaktiv mit anderen IRF sein. Es besteht aber auch die Moglichkeit, dass in den IRF4™"

Zellen noch c-terminale Fragmente des IRF4-Proteins exprimiert und vom Antikdrper erkannt

werden.
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Abbildung 19: Eomes-Expression von CD8" T-Zellen; Vergleich zwischen WT und IRF4™"-
Nach einer Inkubation mit Peptiden wie in Abbildung 16 wurden Milzzellen mit anti-Eomes mAk gefarbt.
Abbildung (A) zeigt den Anteil von Eomes® WT und IRF4”- CD8* T-Zellen aller vitalen CD8* T-Zellen am
vierten Tag nach Stimulation. (B) zeigt die MFI. Als Kontrolle wurden nicht stimulierte Milzzellen inkubiert und
mitgefarbt. Die Abbildung fasst Ergebnisse zur MFI aus einer Gruppe von insgesamt drei Experimenten mit
jeweils einer Doppelwertbestimmung zusammen.

WT= OT1-transgene Zellen; KO= IRF47- OT1-transgene Zellen

Die Expression von Eomes dhnelte nach vier Tagen der Expression nach zwei Tagen. Die
WT-Zellen exprimierten bei hohen Peptidkonzentrationen des SIINFEKL wenig Eomes. Erst
bei niedrigen Konzentrationen stieg ihre Eomes-Expression. IRF4” Zellen dagegen
exprimierten Eomes auch bei hohen SIINFEKL-Konzentrationen sehr stark und die

Expressionsrate fiel bei niedrigen Peptidkonzentrationen ab.
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Die Stimulation mit SIIVFEKL fuhrte zu einer sehr hohen Eomes-Expression in beiden
Zellpopulationen und nahm in beiden Populationen bei 107 M ab, wie in Abbildung 19
gezeigt. Die Ergebnisse bei Konzentrationen unter 107 M sind, wie bereits beschrieben,

kritisch zu bewerten.
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Abbildung 20: Thet-Expression von CD8" T-Zellen; Vergleich zwischen WT und IRF4™"

Nach einer Inkubation mit Peptiden wie in Abbildung 16 wurden Milzzellen mit anti-Thet mAk gefarbt.
Abbildung (A) zeigt den Anteil von Thet* WT und IRF4” CD8* T-Zellen aller vitalen CD8" T-Zellen am vierten
Tag nach Stimulation. (B) zeigt die MFI. Als Kontrolle wurden nicht stimulierte Milzzellen inkubiert und
mitgefarbt. Die Abbildung fasst Ergebnisse zur MFI aus einer Gruppe von insgesamt drei Experimenten mit
jeweils einer Doppelwertbestimmung zusammen.

WT= OT1-transgene Zellen; KO= IRF47 OT1-transgene Zellen

Die Thet-Expression an Tag vier unterschied sich im Vergleich zwischen Wildtyp und IRF4™-
CD8" T-Zellen deutlich von der Tbet-Expression an Tag zwei. Die WT-Zellen exprimierten
bei Peptidkonzentrationen des SIINFEKL bis etwa 107° M Tbet auf einem sehr hohen
Niveau. Erst ab einer Konzentration unter 102° M sank die Thet-Expression. IRF4”~ Zellen
dagegen exprimierten Thet bereits bei 10°® M geringer als WT-Zellen. Der Unterschied wurde
dann bei absinkenden Peptidkonzentrationen noch gréBer. Die Stimulation mit 10 M und
107 M SHVFEKL fiihrte in beiden T-Zellpopulationen nur zu einer niedrigen Tbet-
Expression an Tag vier (siehe Abbildung 20).
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Zusammengefasst konnte man nach dieser Reihe von Experimenten Folgendes feststellen: Die
IRF4-Expression war TZR-abhangig und hierbei sowohl von der Signalstarke des TZR-
Stimulus als auch von der Dauer der Stimulation. Die Expression nahm mit zunehmender
Dauer der Stimulation zu und erreichte an Tag zwei ein Maximum. An den Tagen eins und
vier zeigte sich eine deutliche Konzentrationsabhéngigkeit fur das stark agonistische Peptid
SIINFEKL. Passend dazu induzierte das schwache Peptid auch bei hohen Konzentrationen
nur wenig IRF4. Wie bereits beschrieben sind die Ergebnisse zur IRF4-Expression aufgrund

der Hintergrundfarbung des Antikdrpers jedoch vorsichtig zu bewerten.

Die Eomes-Expression war ebenfalls abhdngig von der TZR-Stimulation. Allerdings war hier
der Zusammenhang komplexer. Bei hohen Peptidkonzentrationen und somit einer starken
TZR-Aktivierung war die Expression von Eomes vergleichsweise niedriger als bei
niedrigeren Konzentrationen. Vor allem bei Schwellenkonzentrationen, die gerade noch zu
einer T-Zellaktivierung fuhrten, war die Eomes-Expression besonders hoch. Passend dazu
induzierte das schwache Peptid SIIVFEKL eine sehr hohe Eomes-Expression. Dieser
Zusammenhang galt vorrangig fir Wildtypzellen. Die Untersuchung der IRF4™ Zellen ergab
im Gegensatz dazu eine durchgehend hohere Eomes-Expression bereits bei hohen
Peptidkonzentrationen. Lediglich beiden Schwellenkonzentrationen hatten Wildtypzellen und
KO-Zellen eine vergleichbare Expression von Eomes.

Die Expression von Tbet hatte ein &hnliches Muster wie die IRF4-Expression — die Thet-
Expression korrelierte gut mit der Peptidkonzentration. Wildtypzellen exprimierten Tbet
wesentlich starker als IRF4™ T-Zellen.

4.4 Einfluss von Entziindungszytokinen auf die Expression von Transkriptionsfaktoren

Im folgenden Abschnitt sollte untersucht werden, ob Entziindungszytokine in Verbindung mit
einer TZR-Stimulation der CD8" T-Zellen eine Anderung der Expressionsmuster von IRF4,
Eomes und Tbet bewirken. An Entzlindungszytokinen wurden dabei Interleukin-12 (IL-12)
und Interferon-o (IFN-a) verwendet. Zusédtzlich wurde getestet, ob Interleukin-2 (IL-2) die

Expression der Transkriptionsfaktoren moduliert.
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IL-2 wird nach Aktivierung durch T-Zellen ausgeschiittet und bindet an den IL-2-Rezeptor,
der hauptsachlich von T-Zellen exprimiert wird. Durch die Bindung an den Rezeptor wird
eine Signalkaskade ausgelost, die in CD8" T-Zellen zur Proliferation fihrt und die
Differenzierung zu Effektorzellen begunstigt {Gaffen und Liu 2004}. IL-12 wird
hauptsachlich durch Dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen ausgeschiittet. Es
spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von CD4" T-Zellen zu TH1-Zellen und
unterstiitzt die Reifung von CD8" T-Zellen zu zytotoxischen Effektorzellen bei der
Bekampfung von vor allem intrazelluldaren Erregern {Liao et al. 2011}. IFN-a ist ein Typ I
Interferon und wird in einer Vielzahl von Zellen, unter anderem in B- und T-Zellen gebildet.
Ahnlich wie 1L-12 unterstitzt IFN-o. die Differenzierung von zytotoxischen CD8" T-
Effektorzellen {Kolumam et al. 2005, Huber und Farrar 2011, Tough 2012}. IL-12 und IFN-a
fordern daher die CD8" T-Zellantwort bei einer Infektion des Organismus mit Viren und

bakteriellen Pathogenen.

Aus Milzen von WT und IRF4™" Mausen wurden isolierte CD8* T-Zellen in Komplettmedium
mit anti-CD3 mAk und anti-CD28 mAKk aktiviert. Zusatzlich wurden den Zellen jeweils 1L-2,
IL-12 oder IFN-a zugegeben. Im Anschluss wurden die Zellsuspensionen in einem CO»-
Brutschrank bei 37°C inkubiert. An Tagen eins und zwei wurden die Zellen mit Antikdrpern
gefarbt und  durchflusszytometrisch  untersucht. Die  Zielmolekile waren die
Transkriptionsfaktoren IRF4 sowie Eomes und Thet. Zusatzlich wurde eine Farbung mit anti-

CD25 mAKk durchgefihrt, um den Aktivierungsgrad der CD8" T-Zellen besser beurteilen zu

koénnen.
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Abbildung 21: Untersuchung von Zellzahlen nach Stimulation
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Aus den Milzen jeweils einer OT1-transgenen Wildtypmaus und einer OT 1-transgenen IRF4”" Maus wurden
CD8" T-Zellen angereichert. 1x10° Wildtyp- oder IRF47- CD8' T-Zellen wurden mit 1 pg/mL anti-CD3 mAKk
und 1 pg/mL anti-CD28 mAKk stimuliert. Zusétzlich wurde einem Teil der Zellen 1 pg/mL IL-2, 0,5 pg/mL IL-
12 oder 1 pg/mL IFN-a zugegeben. Die Zellen wurden anschlieBend fiir ein oder zwei Tage in Komplettmedium
inkubiert. AnschlieBend wurden CD8" T-Zellen mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Mit Hilfe von
count beads wurden absolute Zellzahlen berechnet. Die Abbildung zeigt die Zahl der CD8" T-Zellen an den
Tagen 1 und 2. Stimulation bedeutet, dass die Zellen nur mit anti-CD3 und anti-CD28 mAKk inkubiert wurden.
Die hier gezeigten Daten entstammen einem Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei
durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Es
wurden jeweils WT und IRF47- CD8" T-Zellen an Tag 1 und 2 nach der Stimulation miteinander verglichen. Die

Symbole stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

Wie in Abbildung 21 dargestellt, zeigten sich an Tag 1 einer Stimulation mit anti-CD3 und
anti-CD28 mAk keine Unterschiede in der Zellzahl zwischen WT und IRF4™ CD8* T-Zellen.
IL-12 hatte keinen Einfluss auf die Zellzahl. IL-2 fiihrte zu einer héheren Zellzahl der IRF4™
T-Zellen und IFN-a resultierte in einer verminderten Zellzahl bei beiden Genotypen. An Tag
2 ergab sich ein differenzierteres Bild. Die Anzahl der Wildtyp CD8" T-Zellen war bei allen
Stimulationsansatzen bis auf 1L-2 groRer als die der IRF4” T-Zellen. IL-2 fihrte zu einer
starkeren Anreicherung von IRF4™ T-Zellen. Wie an Tag 1 reduzierte IFN-o die Zellzahlen
beider Zellpopulationen. IL-12 fiihrte zu keiner Veranderung gegeniber der Stimulation ohne
Zytokine.
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Abbildung 22: Untersuchung von ZellgréRen nach Stimulation
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Die Zellen wurden, wie in Abbildung 21 beschrieben, stimuliert und in Hinblick auf ihre GroRe charakterisiert.
Als Mall der ZellgroRe wurde die Mittlere Fluoreszenz Intensitdt (MFI) im forward scatter bei der FACS
Messung verwendet. Als Kontrolle wurde die Messung an ohne Stimulus inkubierten CD8" T-Zellen verwendet.
Die Abbildung zeigt die ZellgréRe der CD8" T-Zellen an den Tagen 1 und 2. TZR-Stimulation bedeutet, dass die
Zellen nur mit anti-CD3 und anti-CD28 mAk inkubiert wurden. Die hier gezeigten Daten entstammen einem
Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurden pro
Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Es wurden jeweils WT und IRF4" CD8" T-Zellen an
Tag 1 und 2 nach der Stimulation miteinander verglichen. Die Balken stellen die arith metischen Mittelwerte
SEM dar. *p < 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001

Bereits an Tag eins nach Stimulation ergab sich im Vergleich zu unstimulierten T-Zellen eine
Zunahme der ZellgroBe, die bei WT T-Zellen deutlich groRer war als bei IRF4™ T-Zellen. An
Tag zwei waren die GrolRenzunahme aber auch die Unterschiede sehr viel ausgepragter.
Dieses traf auf alle Ansdtze bis auf den Ansatz mit IL-2 zu. Auch bei IFN-o war eine
ausgepragte Blastenbildung vorhanden, obwohl die Zellzahl deutlich verringert war.
Interessanterweise flhrte IL-2 zu einer verminderten GrolRenzunahme, aber nur bei den
Wildtyp CD8" T-Zellen (sieche Abbildung 22).
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Abbildung 23: CD25-Expression nach Stimulation

Die Zellen wurden, wie in Abbildung 21 beschrieben, stimuliert und in Hinblick auf ihre CD25-Expression
charakterisiert. Als Mall der Expression wurde die Mittlere Fluoreszenz Intensitat (MFI) des CD25 bei der
FACS Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische Auswertung. TZR-Stimulation bedeutet, dass die Zellen
nur mit anti-CD3 und anti-CD28 mAk inkubiert wurden. Die hier gezeigten Daten entstammen einem
Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefihrten Experimenten. Dabei wurden pro
Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Es wurden jeweils WT und IRF4”7 CD8" T-Zellen an
Tag 1 und 2 nach der Stimulation miteinander verglichen. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte
SEM dar. *p < 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001
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Die TZR-Stimulation induzierte in den Wildtyp CD8" T-Zellen vor allem an Tag zwei eine
signifikante CD25-Expression. Die IRF4™" CD8" T-Zellen exprimierten im Gegensatz dazu
nur wenig CD25. IL-12 hatte keinen Einfluss auf das Expressionsprofil. Ahnlich wie bei
Blastenbildung verstarkte IFN-o in WT und IRF4™ T-Zellen die CD25-Expression. 1L-12
verstarkte wie erwartet die CD25-Expression im Vergleich zur alleinigen TZR-Stimulation,
vor allem bei den Wildtypzellen. Interessanterweise war nach Zugabe von IL-2 die CD25-
Expression in allen Zellen reduziert, wie in Abbildung 23 gezeigt. Es konnte hier aber nicht
ausgeschlossen werden, dass das IL-2 mit der Bindung des Antikdrpers an CD25 interferieren

kdnnte.

Insgesamt bestatigen die Ergebnisse, dass IRF4™ T-Zellen schwicher als Wildtypzellen
aktiviert werden. Die Zugabe von IL-12 hatte bei IRF4™" CD8" T-Zellen nur einen geringen
Expressionsanstieg von CD25 zur Folge, IFN-a fiihrte in beiden Populationen zu einer
geringeren Zellzahl, diese Zellen hatten aber in Bezug auf Gréfie und CD25-Expression einen
aktivierteren Phé&notyp. IL-2 hatte in diesem Ansatz nur eine geringe Wirkung, auBer auf WT

T-Zellen an Tag 2, wo sogar eine leichte Hemmung der Aktivierung festzustellen war.
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Abbildung 24: IRF4-Expression nach Stimulation
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Die Zellen wurden, wie in Abbildung 21 beschrieben, stimuliert und in Hinblick auf ihre IRF4-Expression
charakterisiert. Als MaR der Expression wurde die Mittlere Fluoreszenz Intensitat (MFI) des IRF4 beider FACS
Messung verwendet. Abbildung (A) zeigt die IRF4-Expression der CD8" T-Zellen beispielhaft anhand eines
Experiments an Tag eins, (B) zeigt den zweiten Tag nach Stimulation und (C) zeigt die graphische Auswertung.
TZR-Stimulation bedeutet, dass die Zellen nur mit anti-CD3 und anti-CD28 mAKk inkubiert wurden. Die hier
gezeigten Daten entstammen einem Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefuhrten
Experimenten. Dabei wurden pro Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. ES wurden jeweils
WT und IRF47 CD8" T-Zellen an Tag 1 und 2 nach der Stimulation miteinander verglichen. Die Balken stellen
die arithmetischen Mittelwerte = SEM dar. *p < 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001

Die Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 mAK fiihrte in WT CD8" T-Zellen an Tag eins
und vor allem an Tag zwei zu einer deutlichen Erhdhung der IRF4-Expression gegeniber den
IRF47" T-Zellen. Auch hier war eine sehr hohe Hintergrundfarbung in den IRF4” CD8" T-
Zellen sichtbar. Die Zugabe von Zytokinen hatte nur einen marginalen Einfluss auf die IRF4
Expression. Nur bei Zugabe von IL-2 war an Tag 1 eine niedrigere Expression nachweisbar
(siehe Abbildung 24).
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Abbildung 25: Eomes-Expression nach Stimulation

Die Zellen wurden, wie in Abbildung 21 beschrieben, stimuliert und in Hinblick auf ihre Eomes-Expression
charakterisiert. Als Mal} der Expression wurde die Mittlere Fluoreszenz Intensitdt (MFI) des Eomes bei der
FACS Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische Auswertung. TZR-Stimulation bedeutet, dass die Zellen
nur mit anti-CD3 und anti-CD28 mAk inkubiert wurden. Die hier gezeigten Daten entstammen einem
Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurden pro
Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Es wurden jeweils WT und IRF4™- CD8" T-Zellen an
Tag 1 und 2 nach der Stimulation miteinander verglichen. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte +
SEM dar. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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Die Expression von Eomes war, wie in Abbildung 25 dargestellt, am ersten Tag nach der
Stimulation geringer als am zweiten Tag. AuBerdem exprimierten die Wildtyp CD8" T-Zellen
im Vergleich zu den IRF4” CD8"* T-Zellen weniger Eomes. Die Stimulation mit IL-2 fiihrte
bei der IRF4” Zellpopulation an Tag 2 zu einer erhéhten Eomes-Expression gegeniber dem
Ansatz ohne Zytokine. Im Gegensatz dazu dampfte IL-12 in beiden untersuchten
Populationen die Expression, sodass der Anstieg von Tag 1 nach Tag 2 nur bei den IRF4™
Zellen, und das marginal, zu erkennen war. Die Stimulierung mit IFN-a ergab keine

Veranderung gegeniiber der Stimulation ohne Zytokine.
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Abbildung 26: Thet-Expression nach Stimulation

Die Zellen wurden, wie in Abbildung 21 beschrieben, stimuliert und in Hinblick auf ihre Thet-Expression
charakterisiert. Als MalR der Expression wurde die Mittlere Fluoreszenz Intensitat (MFI) des Thet bei der FACS
Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische Auswertung. TZR-Stimulation bedeutet, dass die Zellen nur mit
anti-CD3 und anti-CD28 mAk inkubiert wurden. Die hier gezeigten Daten entstammen einem
Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurden pro
Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Es wurden jeweils WT und IRF4”7" CD8" T-Zellen an
Tag 1 und 2 nach der Stimulation miteinander verglichen. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte +
SEM dar. *p < 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001

In WT CD8" T-Zellen fiihrte die Stimulation zu einer erhdhten Tbet-Expression. Im
Gegensatz zu Eomes war in den IRF47 CD8" T-Zellen eine niedrigere Thet-Expression
nachweisbar. IFN-a hatte nur geringe Auswirkungen aufdas Tbet-Expressionsprofil in beiden
Populationen. IL-12 hingegen steigerte die Thet-Expression in WT und IRF47 T-Zellen. IL-2
fihrte in den WT T-Zellen zu einer leichten Abnahme und in den IRF4” T-Zellen zu einer

Zunahme der Tbet-Expression, wie in Abbildung 26 gezeigt.
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Insgesamt zeigten unsere Daten, dass IL-12 und IL-2 sowohl die Eomes- als auch die Thet-
Expression modulieren. Passend zu einer Funktion als Entziindungszytokin steigerte 1L-12 die
Thet-Expression und hemmte die Eomes-Expression. Die IL-12 Wirkung reichte aber nicht
aus um die verdnderte Expression dieser Faktoren in IRF4™ CD8* T-Zellen auszugleichen.
IFN-o hatte in diesem Ansatz nur eine marginale Wirkung auf die Expressionprofile von Thet
und Eomes. IL-2 hatte auf WT und IRF4”- CD8" T-Zellen verschiedene Wirkungen. In WT-
Zellen war die Eomes-Expression leicht vermindert. In IRF4” CD8* T-Zellen steigerte 1L-2

sowohl die Eomes- als auch die Thet-Expression.

Zusammengefasst konnte durch die Stimulation von CD8" T-Zellen mit einem TZR-Stimulus
in Kombination mit Entziindungszytokinen festgestellt werden, dass die IRF4-Expression
durch diese nur marginal moduliert wurde. Die Transkriptionsfaktoren Eomes und Tbet
wurden durch I1L-12 und IL-2, nicht aber durch IFN-a in ihrer Expression beeinflusst. IFN-a
hatte aber einen Einfluss auf die Blastenbildung und die Expression des Aktivierungsmarkers
CD25. Die Wirkungen von IL-12 und IFN-a waren bei der Untersuchung von WT und IRF4”-
CD8" T-Zellen vergleichbar.

IL-2 bewirkte in IRF4”" Zellen sowohl eine Zunahme der Zellzahl als auch ihrer ZellgroRe.
Dieses konnte auf eine verminderte IL-2-Produktion durch IRF4”- CD8" T-Zellen hinweisen.
Um das |L-2-Defizit auszugleichen wurde bei den folgenden Zellkulturen den Zellen jeweils

IL-2 zugegeben.

4.5 Modulation der Entziindung — Untersuchung des Einflusses von STAT3 auf die

Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren

Viele Zytokine wie zum Beispiel IL-6, LIF (leukaemia inhibitory factor) oder Leptin
vermitteln ihre Wirkung in der Zelle Uber den Transkriptionsfaktor STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3) {Heinrich et al. 1998, Park und Ahima 2014}.

Fur diese Arbeit ist vor allem IL-6 als entscheidender Entzindungsmodulator von Bedeutung.

Nach Interaktion von IL-6 mit seinem Rezeptor auf den Zielzellen werden Janus-Kinasen
aktiviert, die dann STAT Proteine phosphorylieren. Dabei erfolgt eine Dimerisierung der

STAT-Proteine mittels ihrer SH2-Domanen und eine Translokation in den Zellkern. Neben
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der Signaltransduktion von verschiedenen Entzlindungszytokinen vermittelt STAT3 auch die
Signaltransduktion von verschiedenen Hormonen, die an der Embryonalentwicklung beteiligt
sind {Kristensen et al. 2005}. Mause, die kein STAT3 wéhrend ihrer embryonalen
Entwicklung bilden kdnnen, sind daher nicht lebensfahig. Um die Wirkungsweisen von
STAT3 untersuchen zu kénnen wurde ein Mausmodell mit einer konditionalen Genablation
entwickelt. Man benutzt dabei das Cre-loxP-Rekombinationssystem. Gepaarte loxP-DNA-
Abschnitte werden in Introns des Stat3-Gens eingeschleust. Dann werden durch den Einsatz
von Cre-Rekombinasen DNA-Segmente, die von den loxP-Elementen flankiert werden,
deletiert, was eine funktionelle Inaktivierung des Stat3-Gens zur Folge hat. Durch eine
Expression von Cre unter der Kontrolle eines CD4-Promotors wird im Thymus in allen
doppelt-positiven T-Zellen das Stat3-Gen mutiert (CD4 Cre* x Stat3"™/M% Mause). Als Folge
haben sowohl periphere CD4" als auch CD8" T-Zellen kein funktionales STAT3 {Akira S.
Oncogene 2000}.

Bei der folgenden Experimentgruppe wurde untersucht, in wie weit die Expression von IRF4
und von anderen Transkriptionsfaktoren in CD4 Cre* x Stat3™/™* Mausen, beeinflusst
wurde. Es wurden insgesamt drei Mauslinien pro Experiment verglichen: CD4 Cre* x
Stat3"™¥/M* Mause, IRF4™- Mause, und Wildtypmause.
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Abbildung 27: Untersuchung der Zellgré3e nach Stimulation

Aus den Milzen einer Wildtypmaus, einer IRF4”" Maus und einer CD4 Cre* x Stat3""°* Maus wurde jeweils
eine Suspension mit 5x10° Zellen hergestellt. Die Zellen wurden dann jeweils mit 1 pg/mL anti-CD3 mAk,
1 pg/mL anti-CD28 mAKk sowie 1 pg/mL IL-2 stimuliert und zwei oder vier Tage lang im Komplettmedium
inkubiert. Im Anschluss wurden die CD8" T-Zellen charakterisiert. Die hier gezeigten Daten entstammen einem
Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurden pro
Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte +
SEM dar.
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Beim Vergleich der CD8" T-Zellen sah man, wie in Abbildung 27 gezeigt, dass die
Wildtypzellen sowie STAT3-defizienten Zellen an Tag 4 im Durchschnitt marginal groier
waren als die IRF47 Zellen.
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Abbildung 28: CD25-Expression nach Stimulation
Nach einer Stimulation wie in Abbildung 27 beschrieben, wurden Wildtyp, CD4 Cre* x Stat3"®¢™* cpg* T-

Zellen in Bezug auf ihre CD25-Expression untersucht. Als Mall der Expression wurde die Mittlere Fluoreszenz
Intensitat (MFI) des CD25 bei der FACS Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische Auswertung fur
unstimu lierte Zellen sowie Zellen an Tag 2 und 4 nach Stimulation. Die hier gezeigten Daten entstammen einem
Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurde pro
Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte +
SEM dar.

Vor der Stimulation war auf allen CD8" T-Zellpopulationen kein CD25 nachweisbar. Am
zweiten Tag der Stimulation exprimierten alle drei untersuchten Populationen CD25 auf
einem sehr hohen Niveau. Dabei war die Expression auf Wildtypzellen und STAT3-
defizienten Zellen marginal groBer als die der IRF4” Zellen. Am vierten Tag der Stimulation
hatten die Wildtypzellen dann die héchste CD25-Expression, die IRF4™ Zellen exprimierten
amwenigsten CD25 und die Expression der STAT3-defizienten Zellen lag dazwischen. Wenn
man CD25 als Mal} fur die Starke der Zellaktivierung nutzt, wurde somit deutlich, dass
STAT3-defiziente CD8* T-Zellen schwécher und IRF4”- CD8" T-Zellen deutlich schwacher
aktiviert waren als Wildtyp CD8" T-Zellen (sieche Abbildung 28).
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Abbildung 29: IRF4-Expression nach Stimulation

Nach einer Stimulation wie in Abbildung 27 beschrieben, wurden Wildtyp, IRF4”" und CD4 Cre* x Stat31¥fox
CD8" T-Zellen in Bezug auf ihre IRF4-Expression untersucht. Als MaR der Expression wurde die Mittlere
Fluoreszenz Intensitat (MFI) des IRF4 bei der FACS Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische
Auswertung fir unstimulierte Zellen sowie Zellen an Tag 2 und 4 nach Stimulation. Die hier gezeigten Daten
entstammen einem Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten.
Dabei wurden pro Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die

arithmetischen Mittelwerte + SEM dar.

Vor der Stimulation war in allen CD8" T-Zellpopulationen nur eine geringe IRF4-Expression
nachweisbar. Am zweiten Tag der Stimulation war eine deutliche IRF4-Expression
vorhanden. Es gab aber zwischen den WT und STAT3-defizienten Zellen keinen Unterschied.
Am vierten Tag der Stimulation nahm die IRF4-Expression der Wildtypzellen im Vergleich
zum zweiten Tag erheblich ab. In den STAT3-defizienten Zellen war diese Abnahme aber
weniger ausgepragt, die IRF4-MFI lag bei etwa 20.000 und war ungefahr doppelt so hoch wie
die IRF4-MFI der Wildtypzellen, wie aus Abbildung 29 ersichtlich ist.

Kirzlich publizierte Arbeiten konnten zeigen, dass IRF4 bei der Bindung an DNA mit dem
Transkriptionsfaktor BATF (Basic leucine zipper transcription factor, ATF-like) kooperiert.
BATF gehort zur Familie der AP-1/ATF Transkriptionsfaktoren, welche die Differenzierung
von Immunzellen beeinflusst. Die Wirkungsweise erfolgt durch die Bildung wvon
Heterodimeren mit JUNB. Das BATF-JUNB Heterodimer bindet an eine entsprechende
DNA-Sequenz im Komplex mit IRF4 oder IRF8 in Immunzellen, was zu nachfolgender
Transkription und in dessen Folge zur Translation einer Vielzahl von Proteinen flhrt {Li et al.

2012}. In dem nachfolgenden Experiment sollte daher untersucht werden, ob eine
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Aktivierung von CD8" T-Zellen auch zu einer Veranderung der BATF-Expression fiihrt und
ob diese Verdnderung durch STAT3 beeinflusst wird.
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Abbildung 30: BATF-Expression nach Stimulation

Nach einer Stimulation wie in Abbildung 27 beschrieben, wurden Wildtyp, IRF4”" und CD4 Cre* x Stat31¥fox
CD8" T-Zellen in Bezug auf ihre BATF-Expression untersucht. Als MaR der Expression wurde die Mittlere
Fluoreszenz Intensitat (MFI) des BATF bei der FACS Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische
Auswertung fiir unstimulierte Zellen sowie Zellen an Tag 2 und 4 nach Stimulation. Die hier gezeigten Daten
entstammen einem Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefihrten Experimenten.
Dabei wurden pro Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die
arithmetischen Mittelwerte + SEM dar.

Wie in Abbildung 30 dargestellt, wiesen vor der Stimulation alle drei CD8" T-
Zellpopulationen nur eine niedrige BATF-Expression auf. Am zweiten Tag der Stimulation
war eine deutliche Induktion von BATF sichtbar. Dabei exprimierten alle drei Populationen
gleich stark BATF. Am vierten Tag der Stimulation sanken die Expressionslevel aller drei
Populationen, allerdings waren hier Unterschiede zu erkennen. Im Vergleich zu den
Wildtypzellen war die BATF-Expression der IRF4” Zellen sichtbar geringer. STAT3-

defiziente Zellen exprimierten BATF starker als die anderen beiden Populationen.
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Abbildung 31: Eomes-Expression nach Stimulation

Nach einer Stimulation wie in Abbildung 27 beschrieben, wurden Wildtyp, IRF4”" und CD4 Cre* x Stat31¥fox
CD8" T-Zellen in Bezug auf ihre Eomes-Expression untersucht. Als MaR der Expression wurde die Mittlere
Fluoreszenz Intensitat (MFI) des Eomes bei der FACS Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische
Auswertung fur unstimulierte Zellen sowie Zellen an Tag 2 und 4 nach Stimulation. Die hier gezeigten Daten
entstammen einem Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefuhrten Experimenten.
Dabei wurden pro Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die

arithmetischen Mittelwerte + SEM dar.

Vor der Stimulation zeigten alle CD8" T-Zellpopulationen, wie erwartet, nur eine geringe
Eomes-Expression. Am zweiten Tag der Stimulation war die Expression bei Wildtypzellen
sowie bei STAT3-defizienten Zellen dhnlich ausgepragt und in beiden Zellpopulationen
geringer als die Expression in IRF4” CD8" T-Zellen. Am vierten Tag exprimierten die
Wildtypzellen das niedrigste Niveau an Eomes, die IRF4” Zellen zeigten noch immer die
hochste Expression und die Expression in STAT3-defizienten Zellen war etwas hdher als in
den Wildtypzellen (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 32: Thet-Expression nach Stimulation
Nach einer Stimulation wie in Abbildung 27 beschrieben, wurden Wildtyp, IRF4”" und CD4 Cre* x Stat31¥fox
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CD8" T-Zellen in Bezug auf ihre Thet-Expression untersucht. Als MaR der Expression wurde die Mittlere
Fluoreszenz Intensitat (MFI) des Tbet bei der FACS Messung verwendet. Gezeigt ist die graphische Auswertung
fur unstimulierte Zellen sowie Zellen an Tag 2 und 4 nach Stimulation. Die hier gezeigten Daten entstammen
einem Beispielexperiment aus einer Gruppe von insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurden pro
Experiment Zellen einer Maus in Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte
SEM dar.

An Tag 0 wurde nur wenig Thet exprimiert. Am zweiten Tag der Stimulation war in
Wildtypzellen sowie STAT3-defizienten Zellen eine deutliche Thet-Expression sichtbar. Die
Expression in IRF4-defiziente Zellen war deutlich niedriger als in den anderen Populationen.
Am vierten Tag der Stimulation war das Expressionsmuster von Tbet ahnlich — allerdings war
die Expression von Tbet insgesamt geringer und die Expression in STAT3-defizienten Zellen

etwas héher als in den Wildtypzellen, wie in Abbildung 32 gezeigt.

Insgesamt zeigten diese Ergebnisse: STAT3 hatte einen nur geringen Einfluss auf die IRF4-
Expression. Dagegen hatte es einen deutlichen Einfluss auf die Eomes-, Tbet- und CD25-
Expression. Die Abwesenheit von STAT3 fuhrte an Tag 4 der Zellkultur zu einer hoheren
Expression von Eomes und Thet und einer niedrigeren CD25-Expression.

In Wildtyp CD8" T-Zellen wurde BATF nach Stimulation deutlich induziert. Die Expression
nahm aber an Tag 4 wieder ab. Die Abwesenheit von IRF4 hatte keinen Einfluss auf die
Expression, das Fehlen von STATS3 flhrte aber zu einer starkeren Expression an Tag 4, was
bedeuten wirde, dass STAT3 Signale zu einer Hemmung der BATF-Expression flhren

kdnnten.
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Nach Aktivierung erwerben CD8" T-Zellen die Fihigkeit IFN-y zu produzieren. Das Typ I
Interferon IFN-y ist von entscheidender Bedeutung fir die angeborene und adaptive
Immunabwehr {Kaech et al. 2012}. Ein Teil der CD8" T-Zellen ist dann zusitzlich in der
Lage IL-10 zu synthetisieren. I1L-10 ist eines der wichtigsten antientziindlichen Zytokine und
die Produktion durch CD8" T-Zellen dient wahrscheinlich dazu (berschieBende
Immunreaktionen und Immunpathologische Prozesse zu unterbinden {Riley etal. 1999}.

Um die Zytokine IFN-y und IL-10 zu detektieren wurde am zweiten und vierten Tag der
Zellkultur fir 4 Stunden mit PMA und lonomycin stimuliert. Durch die Zugabe von
Monensin wurde die Sekretion der Zytokine verhindert, so dass sie nach einer intrazelluldren
Anfarbung mit FACS detektierbar waren.
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Abbildung 33: IFN-y und IL-10 Expression in CD8" T-Zellen

Zellen wurden, wie in Abbildung 27 beschrieben, mit anti-CD3 mAKk und anti-CD28 mAKk inkubiert. An Tag 2
und 4 wurde den Kulturen PMA, lonomycin und Monensin (verhindert Zytokinsekretion) bzw. nur Monensin
(unstimuliert) zugegeben. Nach 4h wurde die Expression von IFN-y und IL-10 charakterisiert. (A) zeigt
beispielhaft die IFN-y und IL-10 Expression in unstimulierten und stimulierten CD8" T-Zellen aus WT, IRF4™-
und CD4 Cre™ x Stat3™1°% Zellen. (B) fasst die Prozentwerte der IFN-y * Zellen innerhalb der CD8" T-
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Zellpopulationen fiir Tag 2 und Tag 4 zusammen. Die in (B) gezeigten Daten reprasentieren die Werte von
insgesamt drei durchgefiihrten Experimenten. Dabei wurden pro Experiment jeweils Zellen einer Maus in

Doppelwerten untersucht. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar.

Am zweiten Tag der Stimulation war eine starke IFN-y Expression beiallen drei Populationen
zu erkennen. Dabei waren der Anteil der IFN-y* T-Zellen sowie die Expressionsstirke pro
Zelle bei STAT3-defizienten Zellen am héchsten. In der IRF4”- CD8" T- Zellpopulation waren
sowohl der Anteil an positiven Zellen als auch die Expressionsstarke deutlich verringert. Die
Wildtypzellen verhielten sich ahnlich wie die STAT3-defizienten Zellen. An Tag 4 zeigte sich
eine deutlich verminderte IFN-y Produktion, aber ein &hnliches Expressionsmuster in den

einzelnen Populationen wie an Tag 2.

Fur 1L-10 konnten sowohl an Tag 2 als auch an Tag 4 unabhdngig vom Genotyp in allen
CD8" T-Zellpopulationen nur marginale Mengen an positiven Zellen nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 33).

Zusammengefasst lasst sich Folgendes sagen: Wildtypzellen hatten bei allen untersuchten
Transkriptionsfaktoren ihr Expressionsmaximum an Tag 2. IRF4™” Zellen zeigten ein
ahnliches Expressionsmuster, allerdings waren hier die Expressionsstarken bis auf die von
BATEF stets erheblich geringer als beim Wildtyp. STAT3-defiziente Zellen verhielten sich den
Wildtypzellen sehr &hnlich, allerdings lag ihr Expressionsmaximum bei einzelnen
Transkriptionsfaktoren teilweise erst am vierten Tag der Stimulation und nicht schon am

2weiten.
4.6 CD8" T-Zelltransfer — Validierung der in vitro Ergebnisse in vivo

Im letzten Abschnitt dieser Arbeit sollten die Ergebnisse der vorangegangenen in vitro
Experimente in vivo validiert werden. Hierbei wurde insbesondere der Einfluss von IRF4 in
CD8" T-Zellen auf die Expression weiterer Transkriptionsfaktoren untersucht. Fir die
Analyse der Zellen in vivo wurde ein Zelltransfermodell verwendet. Dabei konnte man zum
einen die Wildtyp- und IRF4" CD8* T-Zellen unabhdngig von ihrem Aktivierungsgrad
identifizieren und zum anderen konnten die Zellen in einer Wildtypumgebung direkt in

derselben Maus miteinander verglichen werden.
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Fir den T-Zelltransfer wurden jeweils einer OT1-Wildtyp- und einer OT1-IRF4™ Maus die
Milz entnommen und daraus die CD8" T-Zellen isoliert. Die so gewonnenen CD8" T-Zellen
wurden in einem Verhéltnis von 1:1 gemischt und intravends in eine Wildtypmaus injiziert.
Fir Analysen an Tag 3 wurden 4x10° und fir Analysen an Tag 5 4x10% Zellen des Gemisches
in die Rezipienten transferiert. Die Rezipienten waren vier Stunden vorher mit dem
Listerienstamm LmOVA infiziert worden. Es wurden CD8" T-Zellen verwendet, die durch die
Oberflachenmarker CD90.1 und CD90.2 identifiziert werden konnten. Die
Wildtypspendertiere waren CD90.1°CD90.2", die IRF4-defizienten Spendertiere CD90.1°
CD90.2" und die Empfingertiere CD90.1" CD90.2". An den Tagen drei und finf der Infektion
wurde dann die Anzahl der vorhandenen transferierten Zellen sowie deren Expression von

IRF4 und anderer Transkriptionsfaktoren untersucht.

Tag O

1 coso2

PBS LmOVA LmOVA
Tag 3 Tag 3 Tag 5

v

CD90.1

Abbildung 34: Vergleich zwischen WT und IRF4™- CD8" T-Zellen im Transfermodell
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Von einem 1:1 Gemisch aus WT und IRF4”- CD8" T-Zellen aus OT-1-Mausen wurden 4x10° Zellen fiir Tag 3
und 4x10* fur Tag 5 in Wildtyprezipienten transferiert. Die Rezipienten wurden 4h zuvor mit LmOVA infiziert
oder erhielten PBS (Kontrollen). Die einzelnen Populationen konnten mit den Oberflachenmarkern CD90.1 und
CD90.2 identifiziert werden. Wildtypzellen waren CD90.1* CD90.2*, IRF4”" Zellen waren CD90.1" CD90.2"
und die Rezipienten waren CD90.1" CD90.2". Die Abbildung zeigt reprasentative CD90.1/CD90.2-Farbungen
der gesamten Milzzellpopulationen. Tag 0 zeigt angereicherte CD8" T-Zellen, an den Tagen 3 und 5 sind die
gesamten Milzzellen des Rezipienten, entweder nach einer Injektion mit PBS (=Kontrolle) oder mit LmOVA

dargestellt.

Die Untersuchung der transferierten Zellen zeigte, dass bereits am dritten Tag der Infektion
die Wildtypzellen im Vergleich zu den IRF4” Zellen einen etwas gréReren Anteil bildeten.
Beide Populationen waren trotz der erhdhten Anzahl an transferierten T-Zellen amdritten Tag
jedoch sehr klein. Am flinften Tag der Infektion mit LmOVA bildeten die WT-Zellen dagegen
beinahe 2% der Gesamtpopulation der CD8" T-Zellen in der Empfangermaus, der Anteil der

IRF4™" Zellen dagegen blieb auf einem &hnlichen Niveau wie am dritten Tag.
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Abbildung 35: CD25-Expression in CD8" T-Zellen im Transfermodell

Bei einer Durchfiihrung des Experiments wie in Abbildung 34 zeigt die Abbildung die graphische Auswertung
der MF1von CD25 jeweils im Vergleich der WT, IRF4” und Empfangerzellen zwischen PBS und Infektion mit
LmOVA an den Tagen 3 und 5. Pro Experiment wurden dabei drei infizierte M&duse und eine nicht infizierte
Maus alk Kontrolle verwendet. Dargestellt sind Kompilationen aus insgesamt finf Experimenten. Die
Fehlerbalken stellen die arithmetischen Mittelwerte £ SEM dar. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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Am dritten Tag der Infektion war in den transferierten CD8" T-Zellen eine deutliche CD25-
Expression zu erkennen. Dabei lag das Niveau der Wildtypzellen deutlich Uber dem der
IRF47 Zellen. Am fiinften Tag der Infektion war nur noch eine geringe CD25-Expression
nachweisbar. Innerhalb der endogenen CD8" T-Zellen der Empfangertiere war bis Tag 5
keine deutlich CD25-positive T-Zellpopulation nachweisbar (siehe Abbildung 35). Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass die Population der durch die Infektion aktivierten CD8" T-Zellen

an Tag 5 im Verhaltnis zu den nicht-aktivierten Zellen noch relativ klein ist.
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Abbildung 36: IRF4-Expression in CD8" T-Zellen im Transfermodell
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Bei einer Durchfiihrung des Experiments wie in Abbildung 34 zeigt Abbildung (A) représentative Dotplots der
IRF4-Expression in WT, IRF47" und Rezipient-CD8" T-Zellen an Tag 3 der Infektion. Abbildung (B) zeigt die
graphische Auswertung der MFI von IRF4 jeweils im Vergleich der WT, IRF47" und Empfangerzellen zwischen
PBS und Infektion mit LmOVA. Pro Experiment wurden dabei drei infizierte Mduse und eine nicht infizierte
Maus ak Kontrolle verwendet. Dargestellt sind Kompilationen aus insgesamt fiunf Experimenten. Die

Fehlerbalken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar.

Bei der Betrachtung der IRF4-Expression war deutlich, dass das Maximum der Expression in
den transferierten T-Zellen am dritten Tag der Infektion lag. Dabei exprimierten die
transferierten Wildtypzellen IRF4 mit einer MFI von etwa 15.000, Uber dreifach stérker als
die Zellen der nicht infizierten Kontrollgruppe. In den Empfangerzellen war nur eine
marginale IRF4-Expression erkennbar. IRF4”~ Zellen schienen ebenfalls IRF4 zu exprimieren
— dieses Phdnomen war bereits in vorangegangenen Experimenten beobachtet und diskutiert
worden. An Tag funf der Infektion sank die IRF4-Expression in den transferierten

Wildtypzellen wieder, wie in Abbildung 36 gezeigt.
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Abbildung 37: Eomes-Expression in CD8" T-Zellen im Transfermodell

Bei einer Durchfiihrung des Experiments wie in Abbildung 34 zeigt die Abbildung die graphische Auswertung
der MFI von Eomes jeweils im Vergleich der WT, IRF4"" und Empfangerzellen zwischen PBS und Infektion mit
LmOVA an den Tagen 3 und 5. Dargestellt sind Kompilationen aus insgesamt finf Experimenten. Die
Fehlerbalken stellen die arithmetischen Mittelwerte = SEM dar. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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Im Vergleich zur PBS-Kontrolle war am dritten Tag der Infektion ein leichter Anstieg der
Eomes-Expression vorhanden, mit einer MFI von etwa 2000. Dabei war bereits ein
Unterschied zwischen Wildtyp- und IRF4” Zellen zu erkennen — die IRF4-defizienten Zellen
exprimierten etwas mehr Eomes. Am flinften Tag der Infektion waren die Expressionsraten
stark angestiegen und die IRF4™" CD8* T-Zellen exprimierten deutlich mehr Eomes als die
Wildtypzellen. Wie in Abbildung 37 dargestellt, exprimierten die Empfangerzellen tber den

gesamten Infektionszeitraum hinweg nur eine geringe Menge Eomes.
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Abbildung 38: Tbet-Expression in CD8" T-Zellen im Transfermodell

Bei einer Durchfiihrung des Experiments wie in Abbildung 34 zeigt die Abbildung die graphische Auswertung
der MFI von Thet jeweils im Vergleich der WT, IRF4"" und Empfangerzellen zwischen PBS und Infektion mit
LmOVA an den Tagen 3 und 5. Dargestellt sind Kompilationen aus insgesamt finf Experimenten. Die
Fehlerbalken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM dar.

Am dritten Tag der Infektion gab es nur bei Wildtypzellen einen nennenswerten
Expressionsanstieg von Tbet, die IRF4” Zellen hatten dasselbe Niveau wie die
Empfangerzellen. Am funften Tag der Expression nahmen die Expressionsraten in den
transferierten Zellen deutlich zu — die Expressionsstarke der IRF4-defizenten CD8" T-Zellen

war aber auch hier niedriger als die der Wildtypzellen (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 39: BATF-Expression in CD8" T-Zellen im Transfermodell

Bei einer Durchfiihrung des Experiments wie in Abbildung 34 zeigt die Abbildung die graphische Auswertung
der MFI von BATF jeweils im Vergleich der WT, IRF4”- und Empfangerzellen zwischen PBS und Infektion mit
LmOVA an den Tagen 3 und 5. Dargestellt sind Kompilationen aus insgesamt funf Experimenten. Die

Fehlerbalken stellen die arithmetischen Mittelwerte £ SEM dar. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001

Am dritten Tag der Infektion war in einem Teil der Mause in den transferierten IRF4™ T-
Zellen ein Anstieg der BATF-Expression zu erkennen. An Tag 5 war dieser Anstieg noch
deutlicher ausgepragt. Die transferierten Wildtypzellen zeigten an Tag 3 ein ahnliches
Expressionslevel wie die Empfangerzellen. An Tag 5 war auch indiesen T-Zellenein leichter

Anstieg sichtbar, wie Abbildung 39 zeigt.

BCL-6 oder B-cell lymphoma 6 ist ein Transkriptionsfaktor der Uberwiegend als Repressor
agiert. In B-Zell-Lymphomen ist das BCL6-Gen oftmals transloziert und hypermutiert. In
CD8" T-Zellen antagonisiert BCL-6 die Wirkung von Blimp-1, wobei eine hohe Blimp-1
Expression mit einer Differenzierung zu kurzlebigen Effektorzellen und eine hohe BCL-6
Expression mit einer Differenzierung zu Gedachtniszellen assoziiert wird. Aullerdem
interagiert BCL-6 mit Thet {Oestreich et al. 2011}.
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Abbildung 40: BCL-6 Expression in CD8" T-Zellen im Transfermodell

Bei einer Durchfiihrung des Experiments wie in Abbildung 34 zeigt die Abbildung die graphische Auswertung
der MFI von BCL-6 jeweils im Vergleich der WT, IRF4™" und Empfangerzellen zwischen PBS und Infektion mit
LmOVA an den Tagen 3 und 5. Dargestellt ist ein Experiment und eine PBS Kontrolle pro Zeitpunkt.

An Tag 3 war eine erhohte BCL-6 Expression in den transferierten Wildtypzellen sichtbar.
Am funften Tag war die Expression wieder stark abgesunken, aber noch immer marginal
hoher als die der IRF4” CD8* T-Zellen und der endogenen CD8" T-Zellen (siehe Abbildung
40).

Zusammenfassend bestatigen die in vivo-Analysen weitgehend die Ergebnisse der in vitro-
Experimente. Die Expression von CD25, IRF4 und Tbet nahm in den transferierten
Wildtypzellen wahrend der Infektion deutlich zu. Das Maximum lag fur diese Proteine bereits
an Tag 3 und sank an Tag 5 wieder ab. IRF4” T-Zellen zeigten jeweils eine verminderte
Expression. Unerwarteterweise war die Expression von BCL-6 in unserer Analyse in den
Wildtypzellen héher als in den IRF47 T-Zellen. Wie in den in vitro-Analysen exprimierten
die transferierten IRF4” CD8* T-Zellen mehr Eomes als die Wildtypzellen und auch die
Expression von BATF war in den IRF4™ T-Zellen erhoht.
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5. Diskussion

IRF4 spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von T-Zellantworten. In CD8" T—Zellen ist
dieser Transkriptionsfaktor fir die korrekte Aktivierung und die Differenzierung zu Effektor-
T-Zellen entscheidend, die dann wirkungsvoll gegen infizierte oder transformierte Zellen
agieren konnen. Zu Beginn dieses Projekts waren viele Fragen zur Regulation und Funktion
von IRF4 in CD8" T-Zellen offen. In dieser Arbeit wurden folgende Punkte naher analysiert:
erstens, welche Faktoren die Expression von IRF4 regulieren, und zweitens, welche
Konsequenz das Fehlen von IRF4 auf CD8" T-Zellen, inshesondere auf die Expression von

fir die CD8" T-Zelldifferenzierung wichtigen Transkriptionsfaktoren hat.
5.1 Regulation der Expression von IRF4 in CD8" T-Zellen

Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass die IRF4-Expression direkt vom TZR-Signal
abhangig ist {Matsuyama et al. 1995, Nayar et al. 2012, Raczkowski et al. 2013, Man et al.
2013, Yao et al. 2013, Grusdat et al. 2014}. Indieser Arbeit wurde daher zundchst untersucht,
inwiefern die Starke der IRF4-Expression von der Starke des TZR-Signals abhdngig war. Fir
diese Analysen wurden CD8" T-Zellen aus O T1-Méausen verwendet, die spezifisch fir das
Ovalbuminpeptid SIINFEKL waren. Die Starke der TZR-Stimulation wurde einerseits durch
die Verwendung unterschiedlicher Peptidkonzentrationen (10° - 10°M) variiert.
Andererseits wurden schwécher agonistische Varianten des SIINFEKL-Peptids verwendet:
SHQFEKL und SHVFEKL. Im SIHQFEKL wird die Aminosdure Asparagin (N) durch die
strukturell &hnliche Aminosaure Glutamin (Q) ausgetauscht. Im SIIVFEKL erfolgt ein
Austausch des polaren Asparagins durch Valin (V), eine Aminosdure mit einer lipophilen
Seitenkette, was eine starkere Veranderung der Peptideigenschaft zur Folge hat. SIINFEKL
ist demnach ein starker Agonist fir den TZR, SIHQFEKL ein etwas schwacherer Agonist und
SIIVFEKL ist ein schwacher Agonist {Zehn und Bevan et al. 2009}. WT und IRF4” OT1 T-
Zellen wurden mit diesen Peptiden in verschiedenen Konzentrationen inkubiert und an den
folgenden Tagen wurde die Expression von IRF4 sowie anderen Transkriptionsfaktoren

gemessen.

Die IRF4-Expression nahm an Tag 1 der Peptidstimulation deutlich zu, erreichte an Tag 2 ein
Maximum und fiel dann bis Tag 4 wieder ab. FUr die drei Peptide ergab sich an Tag 1 eine
direkte Korrelation der IRF4-Expression zur Peptidkonzentration. Die Peptide unterschieden

sich aber in der Endkonzentration, in der eine IRF4-Induktion noch nachweisbar war.
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Diese Konzentrationen lagen fiir SIINFEKL bei etwa 1071° M, fur SIIQFEKL bei 10° M und
fir SIIVFEKL bei 10® M. An Tag 2 zeigte sich dann eine gleichméiRig starke IRF4-
Expression bis zu den jeweiligen Schwellenkonzentrationen der Peptide. An den folgenden
Tagen war durch die abnehmende IRF4-Expression keine klare Aussage mehr mdglich. Der
Transkriptionsfaktor Thet zeigte ein mit IRF4 vergleichbares Expressionsprofil. Im Gegensatz
dazu wies der Transkriptionsfaktor Eomes ein gegenldufiges Expressionsprofil auf. Nach
einer Stimulation mit dem potentesten Peptid SIINFEKL nahm die Eomes-Expression zu
niedrigeren Konzentrationen hin zu, mit einem Maximum bei 10° — 10"1° M. Die schwacheren
Peptide, insbesondere das SIFVEKL, fihrten zu einer deutlich verstirkten Eomes-

Expression, die auch wieder mit abnehmender Peptidkonzentration zunahm.

Zusammengefasst ergaben sich folgende Beobachtungen: CD8" T-Zellen reagierten auf eine
Stimulation mit den beiden potenteren Peptiden mit einer sehr starken Expression von IRF4
und Thet, insbesondere bei hohen Peptidkonzentrationen. SIIVFEKL induzierte nur eine
schwache IRF4-Expression, dagegen jedoch eine starkere Eomes-Expression. Die Ergebnisse
zu IRF4 bestatigen und erweitern kirzlich publizierte Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen,
die zeigten, dass die IRF4-Expression direkt mit der Stiarke des T-Zellrezeptor-Signals
korreliert {Man et al. 2013, Nayar et al. 2014}. Thet und Eomes sind in CD8" T-Zellen an der
Differenzierung von Effektor und Memory-Zellen beteiligt. Eine hohe Tbet-Expression
korreliert mit der Reifung zu Effektorzellen, wahrend eine hohe Eomes-Expression mit einer
Memory-Zellentwicklung assoziiert ist {Intlekofer et al. 2005, Joshi et al. 2007, Kaech et al.
2012}. Anhand unserer Ergebnisse konnte man postulieren, dass eine hohe
Antigenkonzentration zu Beginn einer Infektion zu einer bevorzugten Bildung von
Effektorzellen fuhrt. Nimmt die Antigenkonzentration im Verlauf der Immunantwort ab, hat
dies eine hohere Eomes-Expression und dadurch eine verstarkte Memory-Zelldifferenzierung

zur Folge.

In Arbeiten wie von Raczkowski et al. wurde die Vermutung aufgestellt, dass die Expression
von IRF4 in CD8" T-Zellen durch Entziindungszytokine beeinflusst werden kénnte
{Raczkowski et al. 2013}. Inder hier vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Einfluss von IL-
12 und IFN-a auf die IRF4-Expression untersucht. Zusatzlich wurde die IRF4-Expression in
STAT3-defizienten CD8" T-Zellen analysiert, in denen die Wirkung verschiedener Zytokine,

insbesondere von IL-6 und IL-21, blockiert ist.
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Wildtyp- und IRF4” CD8" T-Zellen wurden mit anti-CD3 mAk und jeweils einem
Entziindungszytokin — IL-12 oder IFN-a — zwei Tage lang inkubiert. In einer zweiten Serie
von Experimenten wurden STAT3-defiziente CD8" T-Zellen mit anti-CD3 mAk und
zusdtzlich mit anti-CD28 mAK und IL-2 stimuliert und mit entsprechend stimulierten
Wildtyp- und IRF4” CD8" T-Zellen verglichen.

Das IL-12-Signal verursachte in Kombination mit dem starken TZR Stimulus durch den anti-
CD3 mAK eine deutliche Expressionserhdhung von IRF4. IFN-a dagegen hatte keinen
Einfluss auf IRF4, jedoch eine modulierende Wirkung auf andere untersuchte
Transkriptionsfaktoren, auf die unten ndher eingegangen wird. Die STAT3-Defizienz, die
durch die Verwendung von Zellen einer CD4 Cre* x Stat3"®/™°* Maus erreicht wurde, hatte
interessanterweise an den frihen Tagen der Stimulation keinen Einfluss auf die IRF4-
Expression. Daflr bewirkte das Fehlen von STAT3 an Tag 4, also zu einem Zeitpunkt, an
dem unter anderen Stimulationsbedingungen nur eine geringe Expression messbar war, eine
deutliche IRF4-Expression. STAT-3 ist an der Signaltransduktion zahlreicher Zytokine
beteiligt, darunter befinden sich proinflammatorische Zytokine wie 1L-6 oder I1L-21, aber auch
hemmende Zytokine wie IL-10 {Wehinger et al. 1996, Riley et al. 1999}. Die erhthte IRF4-
Expression in STAT3-defizienten Zellen kdnnte daher an einer verminderten Wirkung von
hemmenden Zytokinen liegen. Dies musste aber in Studien, in denen die Zytokine gezielt

gehemmt werden, bestétigt werden.

Insgesamt sind die Ergebnisse zur IRF4-Expression bei diesen Experimenten aber mit
Vorbehalt zu bewerten. Im Verlauf des Projekts zeigte sich, dass die Antikdrperfarbung von
IRF4, im Vergleich etwa zur gut reproduzierenden Farbung von Thet oder Eomes, haufig
einen deutlichen Hintergrund hatte. Dieser Hintergrund zeigte sich insbesondere in den
Farbungen der IRF4™7 Zellen, die bei starker TZR-Stimulation in einigen Experimenten
deutlich positiv waren. Dieses kénnte als Ursache eine zusatzliche Bindung des Antikdrpers
an ein verwandtes Molekul, wie IRF8, oder an andere strukturell &hnliche Proteine in
aktivierten T-Zellen haben. Weiterhin ist zu beachten, dass bei der Herstellung der defizienten
Maus, aus dem IRF4-Gen nur die Exons, die fir die N-terminale DN A-Bindungsdomane
kodieren, entfernt wurden {Mittriicker 1997}. Da der Antikdrper ein C-terminales Epitop
erkennt, kdnnte es sein, dass ein Restprotein, ohne die Bindungsdoméne, erkannt wird. Fr
eine Bestatigung der Aussagen zur IRF4-Expression waren daher zusdtzliche Experimente,

z.B. eine MRNA Analyse durch eine quantitative RT-PCR oder einen Western-Blot, sinnvoll.
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5.2 Die Rolle von IRF4 in der Aktivierungvon CD8" T-Zellen

Die Experimente, in denen eine Zellstimulation durch Peptide wie SIINFEKL oder durch
anti-CD3 mAk durchgefiihrt wurde, zeigten einen Einfluss von IRF4 auf die Expression des
IL-2Ra (CD25) und auf die Blastentransformation der CD8" T-Zellen. Bei Abwesenheit von
IRF4 exprimierten CD8" T-Zellen deutlich geringere Mengen an CD25, sie zeigten eine
verringerte Blastentransformation und auch ihre Anzahl war im Verlauf der Stimulation stets
geringer als die der Wildtypzellen. Diese Beobachtungen deckten sich weitgehend mit den
publizierten Ergebnissen von Raczkowski et al. {Raczkowski et al. 2013}. Eine Erklarung
ware, dass IRF4 direkt an der Induktion von CD25 in aktivierten CD8" T-Zellen beteiligt ist.
Kurachi und Kollegen konnten tatsachlich nachweisen, dass IRF4 im Komplex mit BATF und
JUN-Proteinen in einer regulatorischen Region des Il12r-alpha-Gens bindet {Kurachi et al.
2014%}. Da die Expression von CD25 auch durch IL-2 selbst indiziert wird kdnnte weiterhin
eine geringere 1L-2 Produktion der IRF4”- CD8" T-Zellen fiir die niedrigere CD25- Expression

verantwortlich sein.

Eine mogliche Erklarung fur die verringerte Blastentransformation der IRF4-defizienten
CD8" T-Zellen wiére der Einfluss von IRF4 auf den globalen Zellmetabolismus. In Arbeiten
von Mak et al. oder Chang et al. ist beschrieben, dass Effektor T-Zellen im Gegensatz zu
naiven T-Zellen oder Memory T-Zellen einen deutlich verdnderten Stoffwechsel aufweisen
{Mak et al 2013, Chang et al. 2014}. Naive und Memory T-Zellen gewinnen ihre Energie
Uberwiegend durch oxidative Phosphorylierung und Oxidation von Fettsduren. Die
Aktivierung von T-Zellen fuhrt zu einer Umstellung des Stoffwechsels, die als auch Warburg-
Effekt bezeichnet wird. Effektor T-Zellen haben eine deutlich hohere Glykolyserate, dabei
handelt es sich um eine aerobe Glykolyse. Die hohere Glykolyserate ist nicht nur relevant fir
den Energiestoffwechsel, verbunden mit einer erhthten Aufnahme von Glukose und
Aminoséuren, ist sie auch wichtig fir die Bereitstellung von Bausteinen fur die Synthese von
Proteinen, DNA und Membranbestandteilen. Diese Veranderungen im Stoffwechsel sind
daher eine Voraussetzung fir die starke Proliferation und die Produktion wvon
Effektorproteinen, wie z.B. von Zytokinen oder zytolytischen Proteinen. Eine zentrale Rolle
in der Stoffwechselkontrolle hat der mTOR-Signalweg. Die Aktivitdt von mTOR wird zum
einen Uber den Energiestatus der Zelle reguliert, zum anderen fuhrt die Stimulation der Zelle

durch den TZR oder durch bestimmte Zytokine ebenfalls zu einer verstairkten mTOR-
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Aktivitdt. mTOR aktiviert unter Anderem den Transkriptionsfaktor HIF-1a. Dieser Faktor
steuert einerseits die Expression zahlreicher Glykolyseenzyme und kann zum anderen die
Expression von Molekdilen wie IFN-y oder Granzyme B begiinstigen {Doedens et al. 2013}.
Die IRF4-Expression wird direkt durch TZR-Signale aktiviert, kirzlich konnte aber gezeigt
werden, dass mTOR die IRF4-Expression verstarkt {Matsuyama et al. 1996, Yao et al. 2013}.
Interessanterweise kontrolliert IRF4 sowohl die Expression von HIF-1a als auch direkt die
Expression von verschiedenen Glykolyseenzymen und Glukosetransportern. IRF4 hat daher
eine zentrale Stelle in der Umstellung des Stoffwechsels nach der Aktivierung von CD8" T-
Zellen {Man et al. 2013, Man und Kallies 2015}. Die Induktion dieser Gene erfolgt in den
meisten Féllen in Kooperation mit dem Transkriptionsfaktor BATF. Beide Faktoren werden
durch die Aktivierung des TZR induziert.

Die zentrale Wirkung von IRF4 und BATF bei der Kontrolle des Metabolismus erklaren die
verminderte Blastentransformation in den IRF4”" CD8" T-Zellen. Eine Umstellung des
Stoffwechsels kann zwar Gber mTOR und HIF-1a auch unabhingig von IRF4 stattfinden, fiir
eine dauerhafte Anpassung des Stoffwechsels an den Bedarf von proliferierenden
Effektorzellen ist aber wahrscheinlich die Wirkung von IRF4 und BATF essentiell. Ein
solches Szenario wiirde auch erklaren, dass IRF4™ T-Zellen zwar eine initiale Aktivierung
und Proliferation zeigen, diese aber nicht aufrechterhalten kénnen. Daher ist auch die
Hypothese, dass der Mangel an funktionalen Effektorzellen in IRF4™ Mausen an ihrer
mangelnden Fahigkeit die gesteigerte Glykolyse aufrecht zu erhalten liegen kénnte, schlissig
{Raczkowski et al. 2013, Grusdat et al. 2014, Man et al. 2013, Yao et al. 2013, Nayar et al.
2012, Nayar et al. 2014}.

5.3 Auswirkungen des Fehlens von IRF4 auf CD8" T-Zellen

In CD8" T-Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit neben IRF4 weitere
Transkriptionsfaktoren untersucht, die fur ihre Differenzierung zu Effektorzellen eine
wichtige Rolle spielen. Die betrachteten Faktoren waren die T-box-Proteine Eomes und Thet
sowie BATF und BCL-6. Publizierte Ergebnisse von unter anderem Grusdat et al. und Nayar
et al. beschreiben ein Zusammenwirken dieser Transkriptionsfaktoren mit IRF4 {Grusdat et
al. 2014, Nayar et al. 2012, Nayar et al. 2014}. Die Proteine interagieren entweder direkt mit

IRF4 oder wirken in Kooperation mit IRF4 im Rahmen der Effektorzelldifferenzierung. Die
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Expression von einem Teil dieser Transkriptionsfaktoren wird auch direkt durch IRF4
reguliert. In den Experimenten dieser Arbeit wurden die jeweiligen Expressionsmuster der
Transkriptionsfaktoren in Abhéngigkeit von IRF4 nédher untersucht.

Eomes ist einer der entscheidenden Transkriptionsfaktoren bei der Reifung von CD8*
Memory T-Zellen {Intlekofer et al. 2005}. Die Expression von Eomes ist abhdngig von einer
TZR-Stimulation. In dieser Arbeit wurden Ergebnisse von Raczkowski et al. und anderen
Autoren wie Nayar et al. bestatigt {Raczkowski et al. 2013, Nayar et al. 2012, Nayar et al.
2014%}. In unseren Experimenten wurde Eomes abhéngig von der TZR-Stérke exprimiert. Bei
starker Stimulation z.B. durch hohe Konzentration des stark agonistischen SIINFEKL-Peptids
war die Expression gering, bei abnehmender Konzentration stieg die Expression proportional
an und die schwécher agonistischen Peptide (SIIQFEKL und vor allem SIIVFEKL)
induzierten eine starkere Eomes-Expression. Hierbei war auch eine zeitabhdngige
Komponente der Expression zu beobachten. An Tag 1 der Stimulation korrelierte die Eomes-
Expression mit der Starke der TZR-Stimulation. Am zweiten Tag war die Expressionsstéarke
weitgehend unabhdngig von der Peptidkonzentration. Interessanterweise hatten die IRF4™
CD8" T-Zellen fast durchgingig eine starkere Eomes-Expression als die Wildtypzellen. Selbst
bei sehr starker TZR-Stimulation wurde Eomes sehr hoch exprimiert. Die Expression
entsprach in etwa der Expression von Wildtypzellen bei einer sehr schwachen TZR-

Stimulation, zum Beispiel bei sehr niedrigen Peptidkonzentrationen.

Eine Erklarung fir das Expressionsverhalten von Eomes wére eine partielle Hemmung seiner
Expression durch IRF4. In unseren und in publizierten Daten zeigen Eomes und IRF4 unter
allen getesteten Bedingungen eine negative Korrelation in aktivierten CD8" T-Zellen. Bei
starker IRF4-Expression ist die Eomes-Expression niedrig und vice versa. Ein Fehlen von
IRF4 konnte eine verminderte Hemmung der Eomes-Expression zur Folge haben. Eine
starkere Expression von Eomes in IRF4- und BATF-defizienten CD8" T-Zellen wurde auch in
anderen Studien beobachtet. Interessanterweise konnte aber eine Bindung von IRF4 im
Eomes-Gen bisher noch nicht nachgewiesen werden. Es ist daher unklar ob IRF4 die Eomes-
Expression direkt hemmt {Kurachi et al. 2014, Man et al. 2013, Nayar et al. 2012 und 2014}.
Thet ist ein seit langem bekannter Aktivator der Effektorzellreifung in CD8" T-Zellen und
TH1-Zellen {Kaech und Wherry 2007, Joshi et al. 2007, Kaech und Cui 2012}. Unsere
Untersuchungen ergaben, dass das Tbet-Expressionsmuster dem IRF4-Expressionsmuster

ahnelt. Nach Inkubation mit verschiedenen Peptidkonzentrationen Kkorrelierte die Tbet-
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Expression an Tag 1 der Stimulation mit der Stimulationsstarke, an den Folgetagen jedoch
entsprach die Expression einem Alles-oder-Nichts Prinzip. Bereits bei schwacher T-
Zellaktivierung fand eine maximale Thbet-Expression statt. In IRF4” CD8* T-Zellen war in
den in vitro Kulturen kein Unterschied in der Thet-Expression im Vergleich zu den Wildtyp
CD8" T-Zellen vorhanden. Interessanterweise zeigten die in vivo Experimente jedoch eine
deutliche Verminderung der Tbet-Expression in aktivierten IRF4” CD8" T-Zellen. Eine
mogliche Erklarung waren Faktoren im lebenden Organismus, die in Zellkulturen fehlen. Die
Analyse des Einflusses von Entziindungsmediatoren auf die Expression von IRF4 ergab eine
Verstarkung der durch den TZR-induzierten Thet-Expression durch die Zugabe von IL-12.
Die Tbet-Expression stieg hierbei an, vergleichbar mit IRF4. Gegenlaufig dazu sank die

Eomes-Expression der CD8" T-Zellen bei der Zugabe von 1L-12.

Eine Aktivierung von naiven CD8" T-Zellen fiihrt zur Expression von sowohl Eomes als auch
Thbet und beide Transkriptionsfaktoren sind fir friihe Differenzierungsschritte notwendig. In
der spéteren Phase der Aktivierung korreliert aber eine hohe Tbet-Expression mit der
Differenzierung zu Effektorzellen, wahrend eine hohe Eomes-Expression mit Memoryzellen
assoziiert ist {Intlekofer et al. 2005, Joshi et al. 2011}. Unsere Ergebnisse zeigen, dass ein
TZR-Signal in Kooperation mit Entziindungsmediatoren wie 1L-12 IRF4 induziert, welches
dann wahrscheinlich die Tbet-Expression direkt aktiviert. {Intlekofer et al. 2007, Joshi et al.
2007 und 2011}. Gleichzeitig supprimiert IRF4 die Eomes-Expression, was zu einer
Unterdrickung der Differenzierung zu Memory-Zellen fuhren konnte. Die IRF4-

Expressionsstirke ist daher entscheidend fir die Richtung der CD8" T-Zelldifferenzierung.

Der Transkriptionsfaktor BATF ist ein Interaktionspartner von IRF4. IRF4 und BATF binden
im Komplex mit einem Protein der Jun-Familie an ein definiertes DNA-Motiv - AICE
(activating protein 1 (AP-1)-IRF composite element) - in regulatorischen Regionen von
Genen {Peng et al. 2012, Li et al. 2012}. In CD8" T-Zellen reguliert dieser
Transkriptionsfaktorkomplex die Effektorzellreifung. Da der Komplex Uberwiegend in
Enhancer-Regionen und nicht in den Promotoren bindet, wurde eine ,,Pionier-Funktion® fiir
den Komplex postuliert. Das bedeutet, dass der Komplex an Kontrollregionen vieler Gene
bindet und mittels noch nicht vollstandig geklarter Prozesse Transkriptionsvorgange steuert
{Ciofani et al. 2012, Kurachi et al. 2014, Grusdat et al. 2014}. In den Experimenten dieser

Arbeit wurde die BATF-Expression bei IRF4-Defizienz in vitro und in vivo untersucht.
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In vitro ergaben sich dabei keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und IRF4”- CD8* T-Zellen.
Interessanterweise zeigte sich jedoch in vivo eine starkere BATF-Expression in IRF4”- CD8*
T-Zellen als in den Wildtypzellen. Dies wirde bedeuten, dass die BATF-Expression direkt
oder indirekt Uber IRF4 gesteuert wird. Es stellt sich aber die Frage in welchem Umfang
BATF ohne IRF4 in CD8" T-Zellen aktiv ist. Ciofani et al. konnten fiir TH17-Zellen zeigen,
dass IRF4 und BATF in den untersuchten Genen Uberwiegend kooperativ binden, was
bedeuten konnte, dass BATF ohne IRF4 wahrscheinlich nicht aktiv ist {Ciofani et al. 2012}.
Da IRF4" und BATF” Tiere einen ahnlichen Defekt der CD8" T-Zellantwort zeigen, ist auch
von einer engen Kooperation von BATF und IRF4 in CD8" T-Zellen auszugehen. In B-Zellen
sind Starke und Kinetik der IRF4 Expression entscheidend fir die Differenzierung der Zellen
im  Keimzentrum. Als Erklarung wurde postuliert, dass IRF4 abhdngig vom
Interaktionspartner mit verschiedenen Affinitaten an die DNA bindet. Dies bedeutet, dass bei
hohen Konzentrationen von IRF4 auch Komplexe entstehen kdnnen, die niedrig affin an DNA
binden {Ochiai et al. 2013}. Die Folge ist, dass bei einer hohen IRF4-Konzentration ein
anderes Expressionsprofil als bei niedrigen Konzentrationen induziert wird. In diesem
Kontext wére es interessant zu sehen, welche Gene IRF4 zusammen mit BATF bzw.
unabhingig von BATF in CD8" T-Zellen reguliert. Der Transkriptionsfaktor BCL-6 treibt die
Differenzierung von aktivierten CD8" T-Zellen zu Memory-Zellen voran. Hierbei ist BCL-6
ein direkter Antagonist des Transkriptionsfaktors BLIMP-1, welcher die Effektorzellreifung
unterstitzt. In B-Zellen bewirkt BCL-6 einen Verbleib dieser Zellen in den Keimzentren von
sekunddren Lymphgeweben, wéhrend BLIMP-1 eine Differenzierung zu Plasmazellen
begunstigt {Klein et al. 2006}. BLIMP-1 wird in B-Zellen direkt durch IRF4 induziert. Fir
CD8" T-Zellen wurde durch Raczkowski et al. ebenfalls eine direkte Induktion von BLIMP-1
durch IRF4 nachgewiesen {Raczkowski et al. 2013}. IRF4” CD8* T-Zellen zeichnen sich
durch eine deutlich reduziertere BLIMP-1 Expression und eine verstiarkte BCL-6 Expression
auf  mRNA-Ebene aus. Eine verdnderte BCL-6-Expression konnte von weiteren
Arbeitsgruppen in IRF4-defizienten und auch in BATF-defizienten CD8" T-Zellen
nachgewiesen werden {Raczkowski et al. 2013, Ise et al. 2011}. Interessanterweise sahen wir
in FACS-Analysen in unseren in vivo Transferexperimenten aber eine reduzierte BCL-6
Expression in IRF4-defizienten CD8" T-Zellen im Vergleich zu Wildtyp CD8" T-Zellen. Der
Grund fur das sich widersprechende Expressionsprofil ist unklar. Eine Erklarung kénnte ein

Unterschied in der untersuchten Zellpopulation sein. Weiterhin ist zu bedenken, dass in den
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publizierten Studien die mMRNA-Expression und in unserer Studie die Proteinexpression

analysiert wurde.

Die mRN A-Expression muss aber nicht mit der Proteinexpression dbereinstimmen. Um eine
genauere Aussage Uber die BCL-6 Expression treffen zu kdnnen, sollten mRNA und
Proteinexpression parallel untersucht werden, eventuell sollten die FACS-Analysen durch

eine alternative Methode, wie z.B. ein Western Blot, validiert werden.

5.4 Ausblick

Mit dieser Arbeit sollte erforscht werden, welche Faktoren die IRF4-Expression und in der
Folge die CD8" T-Zelldifferenzierung zu Effektorzellen beeinflussen. Wir konnten zeigen,
dass die Expression von IRF4 durch die Stirke des TZR-Signals und durch das
inflammatorische ~ Zytokin IL-12 kontrolliert wird. IRF4 reguliert dann die
Transkriptionsfaktoren Tbet, Eomes und BCL-6, die eine zentrale Rolle in der
Differenzierung von CD8" T-Zellen spielen. Die Ergebnisse beruhen zum gréRten Teil auf in
vitro-Experimenten, ein Teil der Daten konnte aber bereits in vivo, im Listeria -

monocytogenes- Infektionsmodell bestatigt werden.

Aus unseren Beobachtungen ergeben sich interessante Fragen. Bislang wurden bei der
Untersuchung der IRF4-Funktion hauptsdchlich Mausmodelle einer akuten Infektion
verwendet, wie z.B. das Lm-Infektionsmodell, das akute LCMV-Modell (Lymphozytares
Choriomeningitis Virus) oder das Influenza A Virus-Modell {Huber et al. 2013, Raczkowski
et al. 2013, Grusdat et al. 2013 und Man et al. 2013}. Neben der Immunantwort wahrend
akuter Infektionen ware es jedoch sehr interessant zu erforschen, welche Rolle IRF4 in der
chronischen Infektion einnimmt, gerade auch im Hinblick auf die chronische TZR-
Stimulation und das chronische Entzindungsumfeld, die eine kontinuierliche IRF4-
Expression induzieren sollten. IRF4-defiziente Miuse sind in der Lage, CD8" T-Zellen mit
einem Memory-Phdnotyp zu bilden, die jedoch bislang noch nicht eingehend auf ihre
Funktionalitat hin untersucht wurden {Raczkowski et al. 2013}. Dies ware ein Ziel fur
weitere IRF4-Forschung in Mausmodellen. In humanen Studien liegt der Schwerpunkt der
Arbeiten zu IRF4 auf seiner Wirkung in Tumoren. IRF4 ist ein wichtiger Faktor fir die

Lymphomentstehung beziehungsweise ein Uberlebensfaktoren dieser Zellen.
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Bei der Behandlung des Plasmozytoms oder Multiplen Myeloms werden bereits Thalidomid
oder Thalidomid-Derivate eingesetzt, deren Wirkung zum Teil auf einer Hemmung der IRF4-
Expression beruht {Larkin 1999, Dimopoulos et al. 2007, Li et al. 2011, Zhu et al. 2013, Zhu
et al. 2014}. IRF4 konnte auch fir T-Zellmalignome ein potentielles Therapietarget sein. Im
Gegensatz zur Wirkung von IRF4 in Lymphomen gibt es bisher kaum publizierte Daten zur
Funktion von IRF4 in T-Zell-vermittelten Erkrankungen des Menschen, zum Beispiel
Autoimmunerkrankungen. Ein wichtige Frage ware hier, ob und in welchem Umfang T-
Zellen in Autoimmunantworten aber auch in Antworten gegen Krankheitserreger IRF4
exprimieren, und ob das Expressionsprofil Prognosen zur Schwere und zum Verlauf der

Erkrankung erlaubt.
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6. Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Interferon Regulatory factor 4, IRF4, nimmt eine zentrale Rolle bei
der Regulation der Differenzierung von CD8" T-Zellen zu Effektorzellen ein. Die Expression
von IRF4 fihrt zu einer Induktion weiterer Transkriptionsfaktoren wie Tbet, die eine
Effektorzelldifferenzierung von CD8" T-Zellen vorantreiben. IRF4 wird durch eine
Stimulation des T-Zellrezeptors induziert. Unklar war aber wie sich Verdnderungen der
Starke des TZR-Signals auf die IRF4-Expression auswirken. AuBerdem war nicht bekannt, ob
auch andere extrazelluldre Faktoren wie Entziindungszytokine eine Rolle fir die IRF4-
Expression spielen. Aufgrund von Vorarbeiten wurde die Hypothese erstellt, dass die IRF4-
Expression sowohl wvon der Stdrke der TZR-Aktivierung als auch wvon einem
Entziindungsmilieu abhdangig ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Zellkulturen
Ovalbumin-spezifische Wildtyp CD8" T-Zellen sowie IRF47 CD8" T-Zellen mit
unterschiedlichen Ovalbuminpeptiden stimuliert. Die Starke des TZR-Signals wurde sowohl
durch die Verwendung von unterschiedlichen Peptidkonzentrationen als auch den Einsatz von
stark und schwach agonistischen Peptidderivaten variiert. Die Ergebnisse dieser Experimente
zeigten, dass die initiale IRF4-Expression direkt mit der Starke des TZR-Signals korrelierte.
Zu spateren Zeitpunkten zeigten dann alle aktivierten CD8" T-Zellen eine starke IRF4-
Expression. Desweiteren fand eine Analyse des Einflusses von Zytokinen auf die IRF4-
Expression in (ber den TZR stimulierten CD8" T-Zellen statt. Hier konnten wir zeigen, dass
IL-12 eine Steigerung der IRF4-Expression bewirkt. Zusdtzlich zu IRF4 wurden auch die
Transkriptionsfaktoren Thet, Eomes, BATF und BCL-6 untersucht, die an der
Differenzierung von CD8" T-Zellen beteiligt sind. Wir konnten nachweisen, dass IRF4 und
Thet parallel exprimiert werden, wahrend die Eomes-Expression gegenlaufig zum IRF4-
Expressionsprofil ist. Unsere Analysen ergaben, dass BATF und BCL-6 in IRF4-defizienten
CD8" T-Zellen schwacher exprimiert werden, was auf einen Defekt der Differenzierung
dieser Zellen hindeutet. IRF4-defiziente Zellen zeigten auBerdem eine geringere
Aktivierbarkeit und eine verminderte Blastenbildung.

Zusammengefasst konnten wir Folgendes feststellen: IRF4 ist ein Transkriptionsfaktor, der
einen entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung der CD8" Effektor T-Zellen hat. Seine
Expression wird hauptsachlich uber die Starke des TZR-Signals gesteuert und durch

inflammatorische Zytokine moduliert.
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7. Abstract

The transcription factor IRF4 plays a central role for the regulation of the CD8" T cell
differentiation into effector cells. The expression of IRF4 enhances the induction of further
transcription factors such as Tbet, which support the differentiation of effector T cells. IRF4 is
induced by signals from the TCR. However, it was not known how variation of the strength of
the TCR signalling can influence IRF4 expression. Furthermore, it was unclear whether other
extracellular signals, such as inflammatory cytokines, control IRF4 induction. Therefore, we
proposed the hypothesis that IRF4 expression depends on the strength of TCR activation as
well as signals from an inflammatory milieu. For this study, we used ovalbumin specific wild
type and IRF4”- CD8" T cells, which were stimulated with ovalbumin-peptides. We varied the
strength of the TCR signal by using different concentrations of the original peptide as well as
peptide derivatives with lower agonistic potencies. Our results showed that the initial IRF4
expression directly correlates with the strength of the TCR signal. At later time points, all
highly activated CD8" T cells showed high IRF4 expression. In CD8" T cells stimulated by
the TCR, the influence of cytokines on the expression of IRF4 was analysed. In these assays,
IL-12 increased the IRF4 expression. Inaddition to IRF4, we determined the expression of the
transcription factors Thbet, Eomes, BATF and BCL-6 which play an important role during
CD8" T cell differentiation. We could demonstrate that there was co-expression of IRF4 and
Thbet, whereas Eomes showed an inverse expression pattern. BATF and BCL-6 expression
were impaired in IRF4-deficient cells pointing to a maturation defect of these cells. Finally,
IRF47- CD8" T cells also showed reduced upregulation of activation markers and reduced
blast transformation when compared with wild type CD8" T cells.

In conclusion, the study identifies IRF4 as a transcription factor that has a crucial influence on
the differentiation of CD8" effector T cells. Its expression is primarily controlled by the
strength of the TCR signal and is modulated by inflammatory cytokines.
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ActA

AICE

AP-1

APZ

BATF

BCL

BLIMP1

BSA

Crellox

CFU

Dz

EICE

Eomes

Ets

FACS

FITC

FCS

FSC

FoxP3

ICS

Abkirzungsverzeichnis

Actin assembly-inducing protein
AP-1-IRF composite elements
activator protein 1

Antigen présentierende Zelle

B cell activating transcription factor
B cell lymphoma

B lymphocyte activation protein 1

Bovines Serumalbumin

cyclization recombination/ Lox-site
colony forming units
dendritische Zelle
Ets-IRF composite elements
Eomesodermin; T brain protein 2
E-twenty six
fluorescence activated cell sorting
fluorescein isothiocyanate
Fetales Kalberserum
forward scatter

Forkhead-Box Protein 3

interferon consensus sequence
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IFN

IRF
ISRE
KLRG-1
LCMV
LK

LLO

Lm

LPS
MHC
MFI
mTOR
MUM 1
NF«xB
NK
PCR
PD-1
PMA

PBS

p.i.

Interferon

Interleukin

interferon regulatory factor

IFN-stimulated response element

Killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1
Lymphozytares Choriomeningitis Virus
Lymphknoten

Listeriolysin O

Listeria monocytogenes

Lipopolysaccharid

major histocompatibility complex

mittlere Fluoreszenzintensitat

mammalian activator of rapamycin

multiples Myelom-Onkogen 1 (= IRF4)

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
natirliche Killerzelle

Polymerase Kettenreaktion

programmed death 1

Phorbol-12-myristat-13-acetat

Phosphate buffered saline

post infectionem
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SSC
STAT

Thet

TLR

TNF
TH

Treg
TZR

WT

side scatter
Signal transducer and activator of transcription

T-Box transcription factor Thx21

toll-like receptor

Tumornekrosefaktor
T-Helferzellen
regulatorische T-Zellen
Zellrezeptor

Wildtyp
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