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Zusammenfassung

CD4* T-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Immunantwort gegen Infektionen. Insbesonde-
re bei der Tuberkulose, ausgeltst durch das intrazelluldre Bakterium Mycobacterium tuberculosis,
wird der effektive Immunschutz durch CD4" T-Zellen vermittelt. IFNy-produzierende Ty1
Zellen haben hierbei einen entscheidenden Anteil. Die meisten M. tuberculosis-infizierten Perso-
nen sind durch eine funktionale T-Zell Antwort geschiitzt, aber etwa 5 - 10 % der Infizierten

entwickeln im Laufe ihres Lebens eine aktive Tuberkulose.

SOCS3 reguliert den Zytokin-induzierten JAK/STAT-Signalweg und ist mit der T-Zell-Akti-
vierung und -Polarisierung assoziiert. Eine hohe Expression von SOCS3 in T-Zellen korreliert
mit einer aktiven Tuberkulose-Erkrankung, wahrend eine niedrige SOCS3 Expression mit dem
Immunschutz korreliert. Aufserdem spielt SOCS3 in chronisch viralen Infektionen eine zentrale
Rolle bei der sogenannten , Erschopfung” (exhaustion) von T-Zellen, die eine funktionelle

Immunantwort verhindert.

In dieser Arbeit sollten die Regulationsmechanismen von SOCSS3 fiir die Aktivierung und Pola-
risierung von humanen CD4* T-Zellen gesunder Spender und latent M. tuberculosis infizierter
Personen (LTBI) untersucht werden. Hierfiir wurde eine quantitative SOCS3-Proteinanalyse,
basierend auf der Durchflusszytometrie, entwickelt, um die SOCS3 Expression in priméren
T-Zellen und T-Zell Klonen zu bestimmen. SOCS3 war ex vivo in T-Zellen exprimiert und die
M. tuberculosis-spezifische Aktivierung der T-Zellen fiihrte zur Erhohung der SOCS3 Expressi-
on. Die Koinkubation von M. tuberculosis-spezifischen PBMCs und Mykobakterien-infizierten

autologen Makrophagen fiihrte dagegen zu einer transienten Reduktion der SOCS3 Expression.

Die Polarisierung von CD4" T-Zellen zu T2 und Ty17 T-Zell Klonen war mit einer Erthohung
der SOCS3 Expression assoziiert. Diese Zunahme wurde auch in Ti17 Vorlduferzellen (CD161*
T-Zellen) nachgewiesen. Mit Hilfe eines lentiviralen Transduktionsansatzes wurde das SOCS3
Protein in primédren T-Zellen {iberexprimiert, was zu einer Zunahme der Expression von IL-17
fiihrte. Zusitzlich inhibierte die erhohte SOCS3 Expression die Proliferation der T-Zellen, was

ein Hinweis auf eine , Erschopfung” dieser T-Zellen ist.

IL-7, ein beschriebener Inhibitor der SOCS3 Expression und Modulator der murinen T-Zell
,Erschopfung”, hatte einen positiven Einfluss auf die Viabilidt und Proliferation humaner
CD4" T-Zellen. Dieser Effekt wurde allerdings nicht in T-Zellen beobachtet, die exogen SOCS3

tiberexprimierten.

Diese Studie zeigt, dass die SOCS3 Regulation in T-Zellen ein wichtiger Prozess bei der
Immunpolarisierung ist, was einen Einfluss auf die Inmunantwort wahrend der M. tuberculosis
Infektion haben konnte. Auch die Bedeutung der SOCS3-induzierten T-Zell , Erschopfung”
sollte als Faktor bei der Tuberkulose in Betracht gezogen werden. In diesem Fall konnte eine
Behandlung mit IL-7 bei der Tuberkulose positive Effekte haben.



Abstract

CD4* T cells are crucial for the immune response against several infectious diseases, especially
tuberculosis, which is caused by the intracellular bacterium Mycobacterium tuberculosis. Most
M. tuberculosis-infected people are latently infected without developing any symptoms. Only
about 5 - 10 % of infected people develop active tuberculosis during lifetime. For an efficient
immune response CD4" T helper type 1 (Ty1) cells, producing the effector cytokine IFNY, are

essential.

SOCS3 regulates cytokine-induced JAK/STAT signaling and affects the regulation of T-cell
activation and polarization. In tuberculosis infection a high SOCS3 expression correlates with
active tuberculosis disease, while a low SOCS3 expression indicates a protective immune
response. Additionally SOCS3 induces T-cell exhaustion in chronic viral infections, that impairs

the functional immune response.

In this study regulation of human CD4" T-cell activation and polarization was analyzed in T-
cells from healthy donors and latenly M. tuberculosis-infected persons (LTBI) to characterize the
influence of SOCS3 expression on the M. tuberculosis-specific immune response. For analysis of
SOCS3 expression in primary T cells and T-cell clones, a flow cytometry-based quantitative assay
was established. SOCS3 was expressed in T cells ex vivo, and mycobycteria-specific activation
of T cells caused an upregulation of SOCS3 expression. Coincubation of M. tuberculosis-specific
PBMCs together with mycobacteria-infected autologous macrophages revealed a transient

reduction of SOCS3 expression.

T-cell polarization towards Ty2 and Ty17 was associated with increased SOCS3 Expression.
This was observed in Ty17 precursor cells (CD161* T cells) as well. SOCS3 protein was
overexpressed in primary T cells using a lentiviral transduction approach, thereby revealing an
increased IL-17 expression. Additionally the overexpression of SOCS3 caused an inhibition of

T-cell proliferation, which indicates exhaustion of the T cells.

Recently IL-7 was identified as a inhibitor of SOCS3 expression and modulator of murine T
cell exhaustion. In the present study IL-7 had a beneficial effect on viability and proliferation

of human T cells. However, this effect was not observed in T cells overexpressing SOCS3.

In conclusion these results indicate that regulation of SOCS3 in T cells is important for immune
polarization and is therefore assumed to influence the immune response during M. tuberculosis
infection. T-cell exhaustion may be involved in tuberculosis as well. These results indicate, that

IL-7 might be beneficial for tuberculosis therapy.
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1 Einleitung

1.1 Rolle von T-Zellen bei der Immunantwort

Die adaptive Inmunantwort ist essentiell bei der Bekdmpfung vieler Infektionserkrankungen.
Die sogenannten T-Zellen (Thymus-gereifte Lymphozyten) sind hierbei entscheidend, da sie
die adaptive Immunantwort koordinieren. Es werden zwei Hauptarten von T-Zellen unter-
schieden: die CD4" T-Helferzellen (Ty;) und die CD8* zytotoxischen T-Zellen. Die wichtigsten
Aufgaben der CD4" T-Zellen sind die Aktivierung von Makrophagen und anderen Immun-
zellen durch die Expression von Effektormolekiilen (Zytokine) und die die Regulation der
B-Zell-Differenzierung (Bone Marrow (Knochenmark)-gereifte Lymphozyten) zur koordinierten
Expression von pathogenspezifischen Antikdrpern (zusammengefasst von Paul und Seder
[1]). Eine weitere Art der CD4" T-Zellen, die sogenannten regulatorischen T-Zellen, beenden
Immunreaktionen durch Inhibition von Effektor-T-Zellen [2]. Die Kontrolle der Immunreaktion
durch inhibierende Mechanismen ist dufserst wichtig bei der Regulation einer Immunantwort,
damit korpereigenen Zellen durch die immunologischen Effektorfunktionen nicht geschadigt
werden. Eine solche Immunreaktion gegen das eigene Gewebe wird als Autoimmunitét be-
zeichnet und kann zu schweren Krankheitsbildern fithren (u. a. Multiple Sklerose, rheumatoide

Arthritis und Systemischer Lupus Erythematosus).
Im Gegensatz zu CD4" T-Zellen ist die Hauptaufgabe der CD8" T-Zellen die direkte Eliminie-

rung von entarteten und infizierten Zellen. Hierfiir produzieren sie zytotoxische Proteine, wie
Granzyme und Perforin, welche die Apoptose in der Zielzelle einleiten. Zusitzlich exprimieren
CD8" T-Zellen Fas Ligand (FasL) auf der Zelloberflache, welches tiber Interaktionen mit dem
Todesrezeptor Fas, Caspasen in der Zielzelle aktiviert und so ebenfalls die Apoptose in der

Zielzelle einleitet (zusammengefasst von Harty et al [3]).

1.2 Aktivierung von T-Zellen

Der T-Zell Rezeptor erkennt ausschlieSlich prozessierte Peptidantigene, die mit Molekiilen des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) assoziiert sind
[4]. Der T-Zell-Rezeptor besteht aus einem kovalent verkniipften Heterodimer, das fiir die

Antigenspezifitit verantwortlich ist. Die Korezeptoren CD4 und CD8 sorgen fiir die optimale
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Bindung an einen spezifischen MHC-Peptid-Komplex. Akzessorische Membranmolekiile, wie

der CD3-Komplex, sind fiir die intrazelluldre Signaltransduktion essentiell.

Der T-Zell Rezeptor von CD4* T-Zellen bindet spezifisch Peptid:MHC Klasse II Komplexe. Nur
professionelle antigenprasentierende Zellen (APZ), wie Dendritische Zellen (dendritic cell, DC),
Monozyten/Makrophagen und B-Zellen, besitzen MHC II Molekiile. Die APZ prasentieren
die Peptide auf der Zelloberfldche, nachdem die extrazelluliren Antigene durch Endozytose

aufgenommen, intrazelluldr prozessiert und an MHC II Molekiile gebunden wurden [5].

Die Aktivierung von CD8" T-Zellen erfolgt durch die Bindung des T-Zell-Rezeptors an Pep-
tid:MHC Klasse I Komplexe, die auf allen kernhaltigen Zellen vorkommen kénnen. Die
Peptidantigene entstehen aus zytosolischen Proteinen durch proteasomale Prozessierung und
anschlieffende Bindung an MHC I Molekiile im endoplasmatischen Retikulum (ER) [6].

Die Aktivierung iiber den T-Zell-Rezeptor ist jedoch nicht ausreichend fiir die vollstandige
Aktivierung der T-Zellen. Sogenannte kostimulatorische Molekiile auf der Zelloberfliche von
APZs vermitteln ein zweites, aktivierendes Signal. Zu den wichtigsten kostimulatorischen
Molekiilen gehoren Mitglieder der B7-Familie, B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die von aktivierten
APZ verstarkt exprimiert werden [7] und mit dem CD28-Molekiile auf der Oberflache der
T-Zellen interagieren (zusammengefasst von Lenschow et al [8]). Eine durch beide Signale
vollstandig aktivierte T-Zelle beginnt zu proliferieren und Effektorzytokine zu exprimieren [9].
Eines der wichtigsten Effektorzytokine ist IL-2, welches die Proliferation der T-Zellen durch
autokrine und parakrine Mechanismen induziert. Gleichzeitig exprimieren die aktivierten
T-Zellen auch den IL-2 Rezeptor (CD25) auf der Oberfldche [10], sowie weitere Molekiile, die
tiir die Fortsetzung der Immunreaktion essentiell sind. Eines dieser Molekiile ist CD40 Ligand
(CD40L oder CD154), das nach Stimulation transient auf der T-Zell Oberfldche exprimiert
wird und in vitro fiir der Nachweis aktivierter T-Zellen verwendet wird. CD40L interagiert
mit dem Rezeptor CD40 auf der Zelloberfliche von APZs. Diese Interaktion fiithrt zu einer
zusdtzlichen Verstarkung der T-Zell Aktivierung [11]. Nach einer vollstindigen Aktivierung
erfolgt eine Differenzierung der T-Zellen zu Effektorzellen oder Gedéchtniszellen, die im Fall
einer erneuten Stimulation mit demselben Antigen nicht mehr auf kostimulatorische Signale

durch APZ angewiesen sind (zusammengefasst von Seder und Ahmed [12]).

Um Schidden am korpereigenen Gewebe durch eine anhaltende T-Zellantwort zu verhindern,
unterliegt die Aktivierung ebenfalls negativen Regulationsmechanismen. Hierfiir exprimieren
T-Zellen unter anderem das CTLA-4-Molekiil (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4 oder CD152),
das ein Mitglied der CD28 Familie ist. CTLA-4 wird nach Stimulation auf der Oberfldche von
T-Zellen exprimiert und bindet ebenfalls an die genannten B7-Molekiile, vermittelt jedoch
im Gegensatz zu CD28 ein inhibitorisches Signal. Dieses fiihrt zur Beendigung der T-Zell
Aktivierung (zusammengefasst von Waterhouse et al [13]). Ein weiterer inhibitorischer Rezeptor
der CD28-Familie ist PD-1 (programmed death-1), der die Proliferation und Zytokinproduktion
von T-Zellen durch Bindung an seine Liganden (PD-L1 und PD-L2) verhindert [14].
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1.3 Polarisierung von CD4* T-Zellen

1.3.1 Th1, TH2 und Ty17 Zellen

Eine Infektion mit einem Pathogen fiihrt zur Aktivierung von Antigen-spezifischen naiven
CD4" T-Zellen. Anschlieflend findet die Differenzierung zu funktionellen Effektor-T-Zellen
statt (Abbildung 1.1). Diese aktivierten T-Zellen produzieren Effektormolekiile, die fiir die
Pathogen-Bekdmpfung notig sind. Es gibt verschiedene Pathogene, die unterschiedliche Infekti-
onsstrategien haben. Viren und einige Bakterien, wie M. tuberculosis und Listeria monocytogenes
vermehren sich intrazelluldr, wihrend Helminthen (Wiirmer), wie Schistosoma mansoni und
Strongyloides stercoralis, sich extrazelluldr vermehren. Ty1-Zellen produzieren hauptsichlich
IENy als Effektorzytokin, welches die Aktivierung von Makrophagen vermittelt. Daher sind
Th1-Zellen entscheidend fiir eine protektive Immunantwort gegen intrazelluldre Viren und
Bakterien. Ty2-Zellen produzieren hauptsachlich IL-4, IL-5 und IL-13 als Effektorzytokine,
welche fiir die Aktivierung von B-Zellen, Eosinophilen und Mastzellen verantwortlich sind.

Ty2 Zellen sind wichtig fiir die Bekimpfung von extrazelluldren Pathogenen [15].

Seit einigen Jahren ist die Existenz eines weiteren Subtyps der CD4* T-Zellen bekannt: die

Ty17 Zellen, die IL-17 als Effektorzytokin exprimieren [16, 17]. Die genaue Aufgabe bei der
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Abbildung 1.1: Differenzierung von CD4* T-Zellen. Die Infektion mit einem Pathogen flihrt zur Aktivierung von nai-
ven CD4* T-Zellen (Tnhaiv). Das umgebende Zytokinmilieu beeinflusst die Differenzierung in verschiedene T-Helferzell
Subtypen (Ty). Die Zytokine werden, je nach Art des Pathogens, von Zellen des angeborenen Immunsystems
sekretiert. IFNy und IL-12 sorgen flr eine Differenzierung der naiven T-Zellen zu Ty1 Zellen. Diese bek&mpfen
intrazelluldre Pathogene, wie Viren und einige Bakterien mit Hilfe des Effektorzytokins IFNy. Ty2 Zellen entstehen
in Anwesenheit von IL-4 und bekdmpfen extrazellulare Parasiten, wie Wirmer, mit Hilfe der Effektorzytokine IL-4,
IL-5 und IL-13. Ty17 Zellen entstehen in Anwesenheit von IL-6, TGFP und IL-23. Diese Zellen werden durch die
Produktion des Effektorzytokins IL-17 charakterisiert. Die genaue Funktion ist noch unbekannt, vermutlich haben sie
eine protektive Funktion gegen Infektionen mit extrazellularen Bakterien.
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Abwehr von Infektionserregern ist noch nicht vollstandig geklart. Eine Hypothese ist, dass diese
Zellen wichtig fiir die Immunantwort gegen extrazelluldre Bakterien sind [18, 19]. Prinzipiell
induzieren Ty17 Zellen eine proinflammatorische Immunantwort, sowie die Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten und sind mit der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen,
wie Multipker Sklerose und rheumatoider Arthritis assoziiert (zusammengefasst in Weaver et
al [20]). Humane Ty17 Zellen entwickeln sich aus einer Vorlduferpopulation, die durch die
Expression des Oberflichenmolekiils CD161 gekennzeichnet ist [21]. Das murine Aquivalent
zu CD161, NK1.1, ist nicht mit der Ty17 Differenzierung assoziiert. Die Differenzierung zu
einem der Subtyp blockiert gleichzeitig die Differenzierung der anderen Subtypen, was die

Polarisierung der Immunantwort noch verstarkt.

1.3.2 Differenzierung von CD4* T-Zellen

Der wichtigste Faktor bei der T-Zell Differenzierung ist das Zytokinmilieu, das die T-Zellen
umgibt (Abbildung 1.1). Bei einer Infektion mit Viren oder intrazelluldren Bakterien sezer-
nieren beispielsweise Makrophagen IFNy und IL-12. Diese Zytokine sorgen fiir eine Tyl
Polarisierung, die wiederum fiir die Bekdimpfung von Viren und intrazelluldren Bakterien
essentiell ist. IL-4 fithrt zur Differenzierung von Ty2 Zellen und die Kombination der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1(3, IL-6 und IL-23 mit dem antiinflammatorischen Zytokin
TGEFB fiihrt zur Differenzierung von Ty17 Zellen [22, 23]. Die Wirkung der Zytokine wird
durch Bindung an die spezifischen Rezeptoren auf der Oberfliche der T-Zellen vermittelt. Die
Zytokin-Rezeptor-Bindung aktiviert eine Signalkaskade, den sogenannten Janus Tyrosin-Kinase
(JAK)/ Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT)-Signalweg und verdndert so das
Transkriptionsprofil der T-Zellen.

1.3.3 Der JAK/STAT-Signalweg

Rezeptoren der Typ I und Il Zytokinrezeptor-Familie (z. B. IL-2, IL-4, IL-7, IFN«, IFNy und
IL-10) tibermitteln extrazelluldre Signale tiber den JAK/STAT Signalweg ins Innere der Zelle
(Abbildung 1.2). Zytokinrezeptoren bestehen aus jeweils zwei Untereinheiten, die durch Bin-
dung eines Zytokins dimerisieren. Durch die Konformationsanderung befinden sich JAKs, die
in einer inaktiven Form mit dem cytosolischen Teil des Rezeptors assoziiert sind, in rdumlicher
Naéhe zueinander und aktivieren sich durch gegenseitige Phosphorylierung selbst. Anschlie-
flend phosphorylieren die aktivierten JAKs Tyrosinreste im cytoplasmatischen Rezeptorteil.
Phosphorylierte Tyrosinreste werden generell von sogenannten Src Homologie 2 (SH2) Doma-
nen gebunden. STAT-Molekiile, die in einer inaktiven Form im Zytoplasma vorliegen, binden
nun mit ihrer SH2 Doméne an den Rezeptor und werden durch die Rezeptor-assoziierten JAKs
ebenfalls phosphoryliert und somit aktiviert. Dies fiihrt zur Dimerisierung der STAT-Molekiile,

die sich vom Rezeptor l6sen und in den Zellkern wandern. Dort wirken sie als Transkripti-
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Abbildung 1.2: Der JAK/STAT Signalweg. Durch Bindung eines Zytokins an seinen Rezeptor dimerisieren die
Rezeptoruntereinheiten. Dadurch aktivieren sich JAK-Molekiile durch gegenseitige Phosphorylierung (P) zun&chst
selbst und anschlieBend den cytoplasmatischen Teil des Rezeptors. An die Phosphorylierungsstellen binden STAT-
Molekule mit ihrer SH2-Doméne und werden anschlieBend durch JAK-vermittelte Phosphorylierung aktiviert. Nach
Dimerisierung der STATs wandern diese in den Zellkern und aktivieren die Transkription von Zytokin-abhangigen
Genen. Die Aktivierung des JAK/STAT Signalweges flihrt auch zur Expression von Suppressor of Cytokine Signaling
(SOCS) Molekiilen, die den Signalweg Uber einen Riickkopplungsmechanismus beenden. Inhibitionsmechanismen:
(1) Bindung an phosphorylierte Tyrosine des Rezeptors, STAT-Molekile kdnnen nicht mehr binden. (2) Degradierung
des Rezeptors durch SOCS-vermittelte Ubiquitinierung und Migration zum Proteasom. (3) Bindung an phosphorylierte
Tyrosine von JAKs und Blockierung der Rezeptor-Aktivierung. (4) Degradierung von JAKs durch SOCS-vermittelte
Ubiquitinierung und Migration zum Proteasom (Quelle: Palmer und Restifo, Trends in Immunology 2009 [24]).

onsfaktoren fiir eine Vielzahl von Genen [15]. Die Zytokin-aktivierten STAT-Molekiile spielen

daher eine wichtige Rolle bei der T-Zell Differenzierung.

Jedes zelluldre Signal muss nach Aktivierung wieder beendet werden, um eine Kontrolle der
Zellreaktionen zu ermdglichen. Daher fiihrt die STAT-Aktivierung gleichzeitig zur Expression
von inhbitorischen Proteinen, welche die Signaltransduktion tiber einen Riickkopplungsme-
chanismus beenden konnen. Hierzu gehort Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS) 3, das zur
Familie der SOCS-Proteine gehort (Abbildung 1.2).

1.3.4 Rolle von STAT-Molekiilen bei der Differenzierung von CD4* T-Zellen

Die Familie der STAT-Molekiile besteht aus sieben Mitgliedern (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STAT5a, STAT5b und STAT6), die von verschiedenen Zytokinen spezifisch aktiviert werden
konnen. Die IL-12-induzierte Ty1 Differenzierung wird von STAT4 durch Aktivierung von Ty1-

assoziierten Genen wie IFNy und IL-18R 1 und gleichzeitiger Blockierung von Ty2-assoziierten
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Abbildung 1.3: Einfluss von STAT-Molekiilen auf die Differenzierung von CD4* T-Zellen. Die Zytokin-vermittelte
Aktivierung von verschiedener STAT-Molekiile fihrt zur differentiellen Transkription von Zytokin-abhangigen Genen
und somit zur T-Zell Differenzierung.

Genen vermittelt [25] (Abbildung 1.3).

IL-4 aktiviert STAT6, den Hauptregulator der T2 Differenzierung. In humanen Zellen aktiviert
dieses STAT-Molekiil die Expression von tiber 80 % der IL-4 regulierten Gene [26], wahrend
bei Médusen der Anteil geringer ist [27]. Eines der Zielgene von STAT6 ist GATA3, der Haupt-
transkriptionsfaktor von T2 Zellen [26]. Neben STAT6 spielt auch IL-2-induziertes STATS eine
Rolle in der frithen Phase der T2 Differenzierung [28].

Die Ty17 Differenzierung ist mit der Aktivierung von STAT3 assoziiert (Abbildung 1.3), da zum
einen die Ty17-polarisierenden Zytokine IL-6 und IL-23 STAT3 aktivieren und zum anderen
die T-Zell-spezifische Deletion von STAT3 die Expression von IL-17 und IL-21, einem weiteren
Ty17-abhdngigem Zytokin, beeintrachtigt. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass IL-17, IL-21
und RORyt, der Haupttranskriptionsfaktor von Ty;17 Zellen, direkte Zielgene von STAT3 sind

(zusammengefasst in O’Shea et al [25]).

1.3.5 Die Familie der SOCS Proteine

Die SOCS Familie besteht aus acht Proteinen (SOCS1 - 7 und Cytokine-inducible Src Homology 2
Domain (SH2)-containing Protein (CISH)). Alle Proteine haben eine konservierte Struktur, die
aus einem variablen N-Terminus, einer SH2-Domine und einer C-terminalen SOCS Box besteht
(Abbildung 1.4) [29, 30]. SOCS1 und SOCS3 besitzen zusitzlich eine Kinase-inhibierende
Region (KIR) und eine N-terminal verldngerte (extended) SH2-Subdoméne (N-ESS), die beide
essentiell fiir die Funktion der Proteine sind (Abbildung 1.4) [30].

Die SH2 Domaine ist von zentraler Bedeutung fiir die Inhibition des JAK/STAT-Signalweges, da
sie an die phosphorylierten Tyrosinreste des Rezeptors oder der JAK-Molekiile bindet [31, 32]
(Abbildung 1.2, (1) + (3)). Dieser Mechanismus verhindert die Bindung und Aktivierung der

STAT-Molekiile. Dartiber hinaus sind noch zwei weitere Mechanismen bekannt, mit denen
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Abbildung 1.4: Schematische Struktur der SOCS Proteine. Alle Mitglieder der SOCS Familie besitzen eine
variable N-terminale Domane, eine SH2-Doméane, sowie die C-terminale SOCS Box. Eine Kinase-inhibierende
Region (KIR) und eine N-terminal verlangerte (extended) SH2-Subdoméane (N-ESS) besitzen nur SOCS1 und
SOCS3. Quelle: Dimitriou et al, Immunological Reviews 2008 [30].

SOCS-Molekiile ihre inhibitorisch Funktion ausiiben: erstens kann die KIR von SOCS1 und
SOCS3 als Pseudosubstrat-Inhibitor fiir JAK wirken und somit die Aktivierung der STAT-
Molekiile durch JAK verhindern [33, 34]. Zweitens vermittelt die SOCS Box die Ubiquitinierung
von Bindungspartnern und den SOCS Molekiilen selbst, was zur proteasomalen Degradation
der Molekiile fiihrt [35] (Abbildung 1.2, (2) + (4)).

SOCS3 hat eine essentielle Funktion bei der Embryogenese, da SOCS3-defiziente Mduse noch
vor der Geburt sterben, wahrscheinlich durch Defekte bei der Plazentaentwicklung [36]. Die
SOCS1-Defizienz ist ebenfalls lethal, hier sterben die Mause kurz nach der Geburt [37].

1.3.6 Regulation von CD4* T-Zellen durch SOCS3

SOCS3 reguliert die Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen. Die Expression des Proteins
wird von einer Vielzahl von Zytokinen (z. B. IFNo, IFNYy, IL-2, IL-6 und IL-10) induziert, was
zur Inhibition der Zytokinstimulation fiihrt (negative Riickkopplung). Im Gegensatz zu SOCS1
bindet SOCS3 nicht direkt an aktivierte JAK-Proteine [32]. Die Haupt-Bindungspartner von
SOCS3 sind das Glykoprotein (gp)130 und die allgemeine y-Kette, beides Untereinheiten vieler
Zytokinrezeptoren (z. B. IL-2-Rezeptor (R), IL-4R, IL-6R, IL-7R, IL-11R, IL-12R, IL-27R). Es
wurde gezeigt, dass SOCS3 an gp130 spezifisch tiber das phosphorylierte Tyrosin (Y) an der
Position 759 (Y759) bindet. An dieser Stelle konkurriert es mit der Protein-Tyrosin Phosphatase

SHP2, einem weiteren regulatorischen Protein, um die Bindung an den Rezeptor [32, 38, 39].

SOCS3 ist ex vivo in naiven CD4* T-Zellen exprimiert und wird nach Antigen-spezifischer
Stimulation transient herunterreguliert, um die Aktivierung der T-Zellen zu verstarken [40].
SOCS3 bindet auch an CD28 und kann so die T-Zell-Rezeptor-abhangige IL-2 Produktion
der T-Zellen regulieren [41, 42]. Untersuchungen im Zusammenhang mit der Ty1 und Ty2
Polarisierungen zeigen, dass eine erhohte SOCS3 Expression mit der T2 Differenzierung in
assoziiert ist [43] (Abbildung 1.5). Analog hierzu korreliert die SOCS3 Expression in T-Zellen
von Patienten mit Asthma oder atopischer Dermatitis mit der Schwere der Erkrankung [43].
Chen et al [44] sehen dagegen bei SOCS3-defizienten T-Zellen keinen Einfluss auf die Ty1/TH2
Polarisierung, sondern eine Zunahme der Tyy17 Zellen. Diese Zunahme wird auf eine verstarkte
und verldngerte Aktivierung des Ty17-assoziierten STAT3-Signalweges in Abwesenheit von
SOCS3 zuriickgefiihrt [45, 46]. Das bedeutet, dass die Anwesenheit von SOCS3 die Ty17-
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Abbildung 1.5: Einfluss von SOCS3 auf die Differenzierung von CD4* T-Zellen. Die Expression von SOCS3
blockiert die Polarisierung in Richtung Ty1 und Ty17 und induziert die T42 Polarisierung.

Polarisierung inhibiert (Abbildung 1.5). Analog hierzu blockiert SOCS3 die IL-12-induzierte
STAT4-Aktivierung, was zur Inhibition der Ty1 Polarisierung fiihrt [47, 43]. Die Aktivierung
von IL-4-induziertem STAT6 dagegen wird durch SOCS3 nicht inhibiert, was die Assoziation
der SOCS3 Expression mit der T2 Polarisierung erkléart (Abbildung 1.5) [47, 48].

Die SOCS3-Expression hat nicht nur einen Einfluss auf die Polarisierung von CD4* T-Zellen,
sondern kann auch zu einem Zustand der ,Erschopfung” (Exhaustion) bei T-Zellen fiihren
[49]. Hierbei sind die T-Zellen nicht mehr mit dem Antigen aktivierbar und fithren keine

Effektorfunktionen aus. Die Immunantwort ist daher wirkungslos.

1.4 Die humane Tuberkulose

Die humane Tuberkulose wird durch Infektion mit dem intrazelluldren Bakterium Mycobacte-
rium tuberculosis (M. tuberculosis) verursacht. Weltweit sind etwa 2 Milliarden Menschen mit
diesem Bakterium infiziert und jahrlich sterben etwa 1,5 Millionen Menschen an den Folgen der
Erkrankung, darunter viele Kinder. Damit gehort Tuberkulose, zusammen mit HIV und Mala-
ria, zu den todlichsten Infektionserkrankungen weltweit. Besonders viele Tuberkulose-Fille
kommen in Regionen mit hoher Pravalenz fiir das humane Immundefizienz Virus (HIV) vor, da
eine HIV-Infektion den Ausbruch einer Tuberkulose begiinstigt. Hiervon sind vor allem Lander
Afrikas, die stidlich der Sahara liegen, betroffen. Die Zunahme von multiresistenten (multi
drug-resistant, MDR) und extrem-resistenten (extensively drug-resistant, XDR) M. tuberculosis
Stammen fiihrte in den letzten Jahren zu einer zusitzlichen Ausbreitung der Tuberkulose, die

mit der Standardtherapie teilweise nicht mehr behandelbar ist.

Die Ubertragung von M. tuberculosis erfolgt durch Aerosole, die z.B. beim Husten entstehen.
Von den infizierten Personen entwickeln nur etwa 5 - 10 % im Laufe ihres Lebens eine aktive
Tuberkulose. Das bedeutet, dass bei meisten Personen latent infiziert sind. Diese Personen wer-

den daher als latente M. tuberculosis Infizierte (LTBI) bezeichnet. LTBI zeigen keine Symptome
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und sind auch nicht infektids. Interessanterweise sind bei den meisten Patienten mit aktiver
Tuberkulose keine Anzeichen einer Immunsuppression zu erkennen [50], was darauf hindeuted,
dass die M. tuberculosis-spezifischen Immunantwort bei diesen Personen zwar vorhanden, aber

nicht wirksam ist.

Zur Zeit gibt es keine vollstandig schiitzende Vakzine gegen eine Infektion mit M. tuberculosis.
Der Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelte Lebendimpfstoff Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
aus M. bovis [51] ist bei Erwachsenen nahezu wirkungslos. Lediglich bei Kindern schiitzt eine
BCG-Impfung vor schweren Formen der Tuberkulose, wie Meningitis und Miliartuberkulose

[52]. Daher werden in Endemiegebieten Neugeborene auch heute noch mit BCG immunisiert.

Die Therapie einer Tuberkulose Erkrankung besteht aus einer Kombination mehrerer Antibioti-
ka, meist Isoniazid, Rifampicin, Ethambutol und Pyrazinamid, die aufgrund des langsamen
Wachstums von M. tuberculosis {iber einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten durchge-
fihrt wird.

Fiir den Nachweis einer Tuberkulose-Infektion mit dem Tuberkulin-Hauttest werden Antigene
von Mycobakterien (Tuberkulin) unter die Haut gespritzt. Hatte die Person bereits Kontakt
mit M. tuberculosis bildet sich eine fithlbare Hautschwellung aufgrund einer verzogerten
Hypersensitivitatsreaktion [15]. Der Test kann jedoch auch bei BCG-geimpften Personen, sowie
nach Kontakt mit sogenannten atypischen Mykobakterien, wie M. bovis und M. avium falsch-
positiv ausfallen. Etwas spezifischer ist der Quantiferon-Test (QuantiFERON®TB Gold), mit dem
freigesetztes IFNy nach Stimulation von M. tuberculosis-spezifischen T-Zellen im peripheren
Blut nachgewiesen wird. Ein neues Verfahren zur Diagnose einer Tuberkulose-Infektion ist der
sogenannte Xpert MTB/RIF Tests, bei dem es sich um einen automatisierten, Real-Time PCR
basierten M. tuberculosis-Nachweis handelt, mit dem sehr schnelle Ergebnisse (2 h) moglich
sind. Gleichzeitig wird die Probe mit dieser Methode auf eine Rifampicin-Resistenz getestet
[53].

1.5 Kontrolle von M. tuberculosis durch das Immunsystem

1.5.1 Alveolare Makrophagen

Die ersten Immunzellen, die nach einer Infektion Kontakt mit M. tuberculosis haben, sind
Makrophagen in der Lunge (alveolare Makrophagen, Abbildung 1.6, Phase I). Die Bakterien
werden phagozytiert konnen aber nicht getotet werden, da sie die Reifung des Phagolysosoms
verhindern [54]. Fiir die Kontrolle der Infektion ist die Aktivierung der Makrophagen durch
IFNy essentiell [55]. Fehlt IFNY, z. B. bei IENY knock out Mausen oder bei Personen mit Muta-
tionen im IFNy-Rezeptor-Gen, fiihrt dies zu einer hohen Suszeptibilitit fiir mykobakterielle
Infektionen [56, 57, 58]. Die Aktivierung von Makrophagen mit IFNy fiihrt zur Initiierung

antimykobakterieller Effektormechanismen, wie die Produktion von reaktiven Stickstoffspezies
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(NO) durch die induzierbare Stickstoffoxid-Synthetase (iNOS oder NOS2, [59]). TNFua ist ein
weiteres wichtiges Effektorzytokin bei der akuten Infektion mit Mykobakterien, da es die
Aktivierung von Makrophagen im Zusammenspiel mit IFNYy verstarkt [60]. Meist fiihren diese
Mechanismen aber nicht zur vollstaindigen Abtotung der Mykobakterien, da diese wiederum
Mobglichkeiten zu Abschwichung der Makrophagenaktivierung entwickelt haben. Beispiels-
weise konnen Mykobakterien die Sensitivitdt der Makrophagen fiir IFNy durch Induktion
der SOCS1 und SOCS3 Expression vermindern, was zur Inhibition der Effektormechanismen
fiihrt [61]. An der Produktion von IFNy sind sowohl Zellen des angeborenen Immunsystems

(NK-Zellen), als auch des erworbenen Immunsystems (T-Zellen) beteiligt.

1.5.2 T-Zell Antwort

Das erworbene Immunsystem, und speziell die Aktivitit von T-Zellen, spielt bei der M.
tuberculosis Infektion eine zentrale Rolle (Abbildung 1.6, Phase II). Dieser Zusammenhang
wurde vor allem durch Koinfektionen mit HIV verdeutlicht. Eine HIV Infektion, die zum Verlust
von CD4* T-Zellen fiihrt, hat eine erhchte Suszeptibilitét fiir eine aktive Tuberkulose zur Folge
[63, 64]. Geldmacher et al [65] haben dariiber hinaus gezeigt, dass M. tuberculosis-spezifische

CD4" T-Zellen von HIV bevorzugt infiziert und schon friih in der Infektion depletiert werden.

Im Verlauf der Tuberkulose-Infektion wandern T-Zellen in die Lunge ein und spezifische CD4*
T-Zellen werden durch Prasentation von M. tuberculosis Antigenen tiber den MHC-Klasse II
Weg aktiviert. Mykobakterien induzieren eine starke IL-12 Produktion durch Makrophagen
[66], was wiederum fiir die Differenzierung der CD4" T-Zellen in T-Helferzell Typ 1 (Ty1) Effek-
torzellen verantwortlich ist. Diese Zellen sezernieren IFNy, welches die antimykobakteriellen

Effektormechanismen der Makrophagen induziert.

Neben T-Zellen, die IFNY produzieren, spielt die gleichzeitige Produktion weiterer Zytokine
eine Rolle bei der Immunantwort gegen M. tuberculosis. Sogenannte polyfunktionale T-Zellen,
die mehr als ein Zytokin gleichzeitig produzieren, werden im Zusammenhang mit der funktio-
nalen Immunantwort diskutiert. Hierbei handelt es sich vor allem um T-Zellen, die gleichzeitig
IFNYy, TNFa und IL-2 produzieren. Es ist noch nicht vollstindig gekldrt, ob diese T-Zellen
Voraussetzung fiir eine protektive Inmunantwort sind, oder mit der aktiven Krankheit asso-
ziiert sind [67, 68, 69]. In einer Studie mit Kindern waren nur polyfunktionale T-Zellen, die

zusidtzlich GM-CSF produzierten, mit dem Immunschutz korreliert [70].

CD8" T-Zellen sind ebenfalls an der Inmunantwort gegen M. tuberculosis beteiligt, aber vermut-
lich in einem geringeren MafSe als CD4* T-Zellen. MHC Klasse I-defiziente Méduse, die keine
CD8* T-Zell-abhidngige Immunantwort generieren konnen, zeigten eine erhohte Suszeptibilitat
fiir Infektionen mit M. tuberculosis [71, 72]. Die Prasentation mykobakterieller Antigene auf
MHC Klasse I Molekiilen ist noch nicht vollstindig verstanden, aber es ist moglich, dass

die Translokation von M. tuberculosis aus dem Phagosom in das Zytosol eine Rolle spielt

10
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Abbildung 1.6: Immunantwort bei der Infektion mit M. tuberculosis. Der Status der Immunreaktion kann in
vier Phasen unterteilt werden. Die Phasen | - Il sind hierbei asymptomatisch. Phase I: angeborene Inmunant-
wort (innate immune phase). Nach Inhalation von M. tuberculosis (Mtb) werden die Bakterien von alveolaren
Makrophagen in der Lunge phagozytiert. Mtb inhibiert die Reifung der Phagosomen zu Phagolysosomen und per-
sistiert im Makrophagen. Phase II: adaptive Inmunantwort (adaptive immune phase). Mtb-spezifische T-Zellen
werden durch infizierte Makrophagen aktiviert und differenzieren zu zentralen Gedachtniszellen (Tcy) und Effektor-
Gedachtniszellen (Tgy). B-Zellen werden ebenfalls aktiviert und produzieren Mtb-spezifische Antikorper. Phase lll:
Latenz (quiescent phase). Granulome werden am Ort der Infektion gebildet, um die Replikation und Ausbreitung
der Bakterien zu verhindern. Die Granulome bestehen in der zentralen Region aus infizierten Makrophagen und
fettreichen Makrophagen (Giant Foam Zellen), die von Ty und B-Zellen umgeben sind. In dieser Phase besteht
ein Gleichgewicht zwischen der effektiven Kontrolle von Mtb und dem Schutz vor Immunpathologie durch die Im-
munantwort. Diese latente Phase der Infektion kann mehrere Jahre oder sogar lebenslang andauern. Phase IV:
Replikation (replication phase). Der Verlust der Mtb-spezifischen T-Zell Antwort, z. B. durch eine Koinfektion mit
HIV, fohrt zur unkontrollierten Replikation und Ausbreitung der Bakterien. In dieser Phase entstehen die klinischen
Symptome einer aktiven Tuberkulose. TCR: T cell receptor (T-Zell Rezeptor), MHC: Major Histocompatibility Complex
(Haupthistokompatibilititskomplex) Quelle: Walzl et al, Nature Reviews Immunology 2011 [62].
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[73, 74]. Die Effektorfunktionen von CD8* T-Zellen sind zum einen die direkte Lyse infizierter
Makrophagen und zum anderen die Produktion von IFNY [75, 76, 77].

1.5.3 Granulome

In den meisten Fillen werden Mykobakterien von der Immunantwort des Wirtes nicht elimi-
niert, sondern nur an der Ausbreitung gehindert. Dadurch tritt die Infektion in die Latenzphase
ein, die durch die Bildung von Granulomen gekennzeichnet ist (Abbildung 1.6, Phase III)
[78]. Granulome sind eine Form der verzogerten Hypersensitivitat, bei der T-Zell-abhédngige
Aktivierung von Makrophagen und Inflammation zur Zerstérung von Gewebe fiihren [15].
Diese Gewebszerstorung kann zur Bildung von sogenannten verkdsenden Granulomen fiih-
ren, bei denen das Gewebe verfliissigt wird. Dennoch bietet diese Form der Immunantwort
einen Schutz vor der Ausbreitung der Mykobakterien, da diese sich in einem abgegrenzten
Bereich, umgeben von Immunzellen befinden und in der Proliferation stark eingeschrankt sind
[78]. Ein Granulom besteht im zentralen Bereich aus infizierten Makrophagen und fettreichen
Makrophagen (Giant Foam Zellen), die von aktivierten T- und B-Zellen umgeben sind [62]. Im
Inneren von Granulomen kann M. tuberculosis tiber Jahre oder sogar lebenslang persistieren,

ohne Krankheitssymptome zu verursachen.

1.5.4 Verlust der Inmunkontrolle

Eine aktive Tuberkulose entsteht, wenn die immunologische Kontrolle von M. tuberculosis
aus dem Gleichgewicht gerat, zum Beispiel durch den Verlust von CD4" T-Zellen wahrend
einer HIV-Infektion (Abbildung 1.6, Phase IV). Die Mykobakterien konnen sich ungehindert
vermehren und durch Eintritt in den Blutstrom kann sich die Krankheit auf andere Organe
ausbreiten. Die Balance zwischen Kontrolle der Infektion und Schutz vor Immunpathologie
wird durch regulatorische Molekiile wie PD-1 beeinflusst. Barber et al [14] haben gezeigt,
dass PD-1 zwar die Aktivierung von Mykobakterien-spezifischen CD4" T-Zellen vermindert,
dadurch aber gleichzeitig das infizierte Gewebe vor Schiaden durch Uberaktivierung der
T-Zellen schiitzt. Dieses Beispiel zeigt, dass die Aktivierung von CD4" T-Zellen fiir eine
funktionale Immunantwort gegen M. tuberculosis genau ausbalanciert sein muss um eine aktive

Tuberkulose zu verhindern.

1.6 ,,Erschopfung” von T-Zellen

Die , Erschopfung” von T-Zellen wurden bisher vor allem Im Verlauf von chronischen viralen
Infektionen, wie HIV, HCV und LCMYV, , vor bei CD8"* T-Zellen beschrieben [79, 80, 81, 82].

Dies fiihrt zu einem teilweisen oder totalen Funktionsverlust der Zellen, der durch verminderte
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Proliferation und Zytokinproduktion charakterisiert ist. Es gibt erste Hinweise, dass auch die
Immunantwort gegen die Tuberkulose, als chronische bakterielle Infektion, zu einer , Erschop-
fung” von T-Zellen fiihren kann: so wurde bei Kindern mit Tuberkulose eine klonale Expansion
von CD8* T-Zellen identifiziert, die zwar ex vivo noch auf Stimulation reagieren, aber dennoch
nicht in der Lage sind die Infektion zu kontrollieren [83]. Die Sezernierung von Perforin und
Granulysin durch CD8* T-Zellen ist in infiziertem Lungengewebe von Tuberkulose-Patienten
im Vergleich zu gesundem Lungengewebe vermindert [84] und die Proliferation sowohl von
CD4" als auch CD8" T-Zellen ist in Patienten mit aktiver Tuberkulose verringert [69].

Der Zustand der , Erschopfung” lasst sich mechanistisch von der Anergie unterscheiden, die
durch antigenspezifische Stimulation von T-Zellen in Abwesenheit von kostimulatorischen
Signalen entsteht [85]. Im Gegensatz zur ,Erschopfung” entstehen anerge T-Zellen vor allem
bei der ersten Stimulation von naiven T-Zellen in sehr kurzer Zeit. ,Erschopfte” T-Zellen
dagegen entstehen erst im Verlauf einer chronischen Infektion und die Dysfunktion der T-
Zellen verstirkt sich mit der Zeit [86]. Die initiale Stimulation dieser T-Zellen unterscheidet sich
hierbei vermutlich nicht von einer normalen T-Zell Aktivierung. Der Phianotyp dieser T-Zellen
kann je nach Starke der ,Erschopfung” variieren. Effektorfunktionen, wie IL-2-Produktion und
Proliferation der T-Zellen, gehen friih verloren, wiahrend die Fahigkeit zur IFNy und TNFa
Produktion erst in einem spéteren Stadium nicht mehr vorhanden ist [87]. Im letzten Stadium

der , Erschopfung” werden die Zellen apoptotisch und sterben [88, 89].

Ein Hauptmerkmal von ,erschopften” T-Zellen ist die Expression inhibitorischer Rezeptoren
wie das bereits erwdhnte PD-1 auf der Zelloberflache. Durch Blockierung des PD-1 Signalweges
kann die , Erschopfung” der T-Zellen umgekehrt und damit die Effektorfunktionen wieder
hergestellt werden [90]. Pellegrini et al [49] haben kiirzlich in einem Mausmodell fiir chronisch-
virale Infektionen gezeigt, dass die ,,Erschopfung” von virusspezifischen CD8" T-Zellen auf
eine erhohte Expression von SOCS3 zurtickzufiihren ist. Die Behandlung der Maduse mit dem
Zytokin IL-7 fiihrte zu einer Reduktion von SOCS3 auf Transkriptionsebene und Reaktivierung
der funktionellen Eigenschaften der T-Zellen. IL-7 ist daher ein vielversprechender Kandidat

fiir die Therapie von chronischen Infektionserkrankungen.

Zur Zeit sind die genauen Regulationsmechanismen, die zur ,Erschopfung” von T-Zellen
fithren, noch nicht vollstandig untersucht. Aufierdem fokussierte sich die Forschung bisher
hauptsédchlich auf CD8" T-Zellen bei viralen Infektionen. In einigen Studien wird der Verlust
von Effektorfunktionen im Verlauf von chonischen Virusinfektionen auch bei CD4* T-Zellen
beschrieben [91, 92].
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1.7 SOCS3 Expression in T-Zellen von Tuberkulose-Patienten und LTBI

Der Vergleich des Transkriptoms (d. h. aller exprimierten Gene innerhalb einer Zelle) in T-Zellen
von Tuberkulose-Patienten, LTBI und nicht-infizierten Spendern mit Hilfe einer Microarray-
Analyse, fiihrte zur Identifizierung von Kandidatengenen, die zwischen den Studiengruppen
differentiell exprimiert waren [93]. Eine Gruppe dieser Kandidatengene (PIM1, SOCS3, CISH,
JAK3, MYC und IL2RA) ist mit dem JAK/STAT-Signalweg assoziiert, darunter auch Mitglieder
der SOCS Familie. Die Expression dieser Kandidatengene ermoglichte eine Klassifizierung von
Tuberkulose-Patienten und LTBI mit Hilfe einer Diskriminanzanalyse, einem Verfahren zur
Unterscheidung von Gruppen anhand bestimmter Merkmale. Von den Kandidatengenen war
SOCS3, neben Pim-1, das Gen mit der hochsten Signifikanz fiir eine differentielle Expression
in Tuberkulose-Patienten, LTBI und nicht-infizierten Spendern. In T-Zellen von Tuberkulose-
Patienten wurde eine erhohte SOCS3 Expression im Vergleich zu LTBI nachgewiesen, allerdings
war die Expression auch in nicht-infizierten Spendern erhoht. Dies weist auf ein Korrelation von
Immunschutz und Herunterregulation der SOCS3 Expression hin. Die differentielle Expression
von SOCS3 wurde bereits im Vollblut von Tuberkulose-Patienten und LTBI nachgewiesen, aller-
dings wurde hier keine nicht-infizierte Gruppe untersucht [94]. Die erhohte SOCS3 Expression
in der letztgenannten Studie verringerte sich nach der Tuberkulose-Therapie. Die Regulation
von SOCS3 konnte einen Einfluss auf die Aktivierung und Polarisierung der Immunantwort

bei der humanen Tuberkulose haben.

1.8 Zielsetzung

SOCS3 ist ein regulatorisches Protein in T-Zellen, dessen Expression mit der humanen
Tuberkulose-Infektion assoziiert ist. Da die Voraussetzung fiir die Kontrolle von M. tuber-
culosis eine exakte Regulation von Aktivierung und Begrenzung der T-Zell Antwort ist, konnte
die differentielle SOCS3 Expression in Tuberkulose-Patienten und LTBI auf Verdnderungen der

Aktivierung und Polarisierung von CD4* T-Zellen hinweisen.

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von SOCS3 auf die Aktivierung und Differenzierung
humaner CD4" T-Zellen niher charakterisiert werden, da hier, im Gegensatz zu murinen
T-Zellen, nur wenig bekannt ist. Fiir die Analysen der SOCS3 Expression sollte eine Methode
zur Quantifizierung der Proteinexpression etabliert werden, die anschlieffend zur Bestimmung
der Expression von SOCS3 ex vivo und nach in vitro Restimulation angewendet werden konnte.
Auflerdem sollte die SOCS3 Expression von M. tuberculosis-spezifischen T-Zellen in einem

Mykobakterien-spezifischen in vitro Infektionsmodell untersucht werden.

Um den Einfluss von SOCS3 auf die Differenzierung von CD4" T-Zellen zu untersuchen, sollte
zum einen die SOCS3 Expression in polarisierten T-Zellen, die verschiedene Effektorzytokine

exprimieren, untersucht werden und zum anderen die SOCS3 Expression in humanen T-Zellen
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mit Hilfe lentiviraler Transduktion modifiziert werden (exogene Expression und Herunter-
regulation der endogenen Expression). Nach Modifikation der SOCS3 Expression sollte das
Zytokinprofil der T-Zellen analysiert werden, um den Einfluss von SOCS3 auf die Polarisierung
ndher zu charakterisieren.

Ein weiteres Ziel war, die Wirkung von IL-7, einem SOCS3-modulierenden Zytokin, auf T-
Zellen im Allgemeinen und solche mit exogener SOCS3 Expression zu untersuchen. Diese
initiale Analyse des Einflusses von IL-7 auf die SOCS3-abhéngige Polarisierung von humanen
T-Zellen kénnten wichtige Hinweise geben, ob durch eine Therapie mit IL-7 beim Menschen ein
mit dem Mausmodell vergleichbarer Effekt auf die T-Zell-Antwort bei chronischen Infektionen

erzielt werden konnte.
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2 Material

2.1 Antikorper und Apoptosemarker

Alle Antikorper waren gegen humane Proteine gerichtet. Angegeben ist die eingesetzte Anti-
korpermenge [uL] pro well zur Farbung fiir die Durchflusszytometrie im Residualvolumen.

Wenn nicht anders angegeben, stammen die Antikdrper aus der Maus.

Antikorper Markierung pL/well Firma
anti-CD3 APC 0,5 BD Biosciences
anti-CD3 PerCP 1 BD Biosciences
anti-CD4 APC 0,5 BD Biosciences
anti-CD4 APC-H7 0,5 BD Biosciences
anti-CD4 PerCP 1 BD Biosciences
anti-CD8 FITC 1 BD Biosciences
anti-CD14 APC 1 BD Biosciences
anti-IFNy FITC 0,1 BD Biosciences
anti-IFNy PE-Cy7 0,5 BD Biosciences
anti-TNFa AlexaFluor700 0,01 BD Biosciences
anti-1L-4 PE 0,075 BD Biosciences
anti-IL-17 V450 0,2 BD Biosciences
anti-CD40L APC 0,5 eBioscience
anti-CD40L APC-eFluor780 0,5 eBioscience
anti-CD161 APC 1 BD Biosciences
anti-CD161 FITC 1 Miltenyi Biotec
anti-CD45RA V450 0,25 BD Biosciences
anti-CCR7 PE-Cy7 0,025 BD Biosciences
anti-SOCS3 nicht markiert - Abcam
(Kaninchen)

anti-3-Aktin nicht markiert - Santa Cruz Biotechnology
anti-Kaninchen Ig  HRP - DAKO

(Ziege)

anti-Maus Ig HRP - DAKO
(Kaninchen)
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Antikorper Markierung nL/well Firma

anti-pSTAT3 Pacific Blue 0,5 BD Biosciences

anti-pSTAT4 AlexaFluor647 0,5 BD Biosciences

anti-pSTAT5 PerCP-Cy5.5 0,5 BD Biosciences

Annexin V AlexaFluor647 2,5 BioLegend

7-AAD (BD - 2,5 BD Biosciences

Via-Probe)
2.2 Enzyme
BamHI FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Bsp1201 FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Dpn I FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
EcoRI FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Notl FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Sall FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Xhol FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
2.3 Gerate

BD FACS LSR II Durchflusszytometer
BD FACS Aria Zellsortierer

Corbett Real-Time PCR

Nano Drop 2000c
y-Bestrahlungsanlage ('*”Cs)

BD IMag™ Magnet

QIAvac 24 Plus Vakuumsystem fiir
DNA-Aufreinigung

QIAvac Verbindungssystem mit
Abfallbehiltern

Laboport ,N 811 KN.18” (Vakuumpumpe
fiir QI Avac)

,Mr. Frosty” Kryo-Einfriergefafs

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland)
Steuerungstechnik & Strahlenschutz GmbH
(Braunschweig, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

KNF (Freiburg, Deutschland)

Nalgene (Rochester, USA)
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2.4 Kits
NucleoSpin Extract II Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)
NucleoSpin Plasmid Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)
BD IMag™ anti-Human CD4 magnetische Partikel BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)
BD IMag™ anti-Human CD14 magnetische Partikel BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)
Plasmid Plus Maxi Kit (Vakuum) Qiagen (Hilden, Deutschland)
Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Kit BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)
DyLight488 Microscale Labeling Kit Pierce (Rockford, USA)
DyLight649 Microscale Labeling Kit Pierce (Rockford, USA)
2.5 Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von Sigma-Aldrich bezogen.
Primer Sequenz (5" — 3')
SOCS3_BamHI_fw GCGCGGATCCATGGTCACCCACAGCAAG
SOCS3_EcoRI_rv GCGCGAATTCTTAAAGCGGGGCATCGTACT
pLKO-shRNA_fw ACGGTATCGATCACGAGACTAGCCTCGAGC
pLKO-shRNA_Sall-mut_rv  TACTGCCATTTGTGTCGACGTCGAGAATTC
2.6 Peptide
Rv3407 T. Ottenhoff, Leiden University Medical
Latenzantigen von M. tuberculosis Center (Leiden, Niederlande)
SOCS3 Peptid Abcam (Cambridge, UK)

besteht aus den 26 C-terminalen Aminosduren von SOCS3 (ab16199)
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2.7 Plasmide

Bei allen verwendeten Plasmiden handelte es sich um high copy Plasmide.

LeGO-G B.Fehse, UKE (Hamburg, Deutschland)
LeGO-G2 B.Fehse, UKE (Hamburg, Deutschland)
LeGO-iG2 B.Fehse, UKE (Hamburg, Deutschland)
pMDLg/pRRE Addgene (Cambridge, USA)
pRSV-Rev Addgene (Cambridge, USA)
pPhCMV-GALV-Cyg70a C. Stocking, HPI (Hamburg, Deutschland)

2.8 Puffer und Medien

Alle Losungen und Puffer wurden mit deionisiertem oder doppeltdestilliertem Wasser ange-
setzt. Fiir sterile Anwendungen wurden hitzeunempfindliche Losungen fiir 20 min bei 135 °C

und 2 bar autoklaviert. Hitzesensitive Losungen wurden sterilfiltriert (Porengrofie 0,22 ym).

Fotales Kéalberserum (FKS) wurde vor der Verwendung fiir 30 min auf 56 °C erhitzt, um

Komplementfaktoren zu inaktivieren. Die Lagerung erfolgte bis zur Verwendung bei - 20 °C.

2.8.1 Zellkultur- und Nadhrmedien

HEK-Medium

DMEM + GlutaMAX™ + 4,5 g/L Glucose + Pyruvat Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
+ 10 % Fotales Kéalber Serum (FKS) PAA (Pasching, Deutschland)
+ 25 mM HEPES PAA (Pasching, Deutschland)
+ 1 % Penicillin/Streptomycin PAA (Pasching, Deutschland)

T-Zell-Medium
X-Vivo 15 serumfreies Medium LONZA (Ko6ln, Deutschland)
+ 1 % Penicillin/Streptomycin PAA (Pasching, Deutschland)

Makrophagen-Medium

RPMI 1640 PAA (Pasching, Deutschland)
+ 7,5 % FKS PAA (Pasching, Deutschland)
+ 1 % L-Glutamin (200 mM) PAA (Pasching, Deutschland)
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Einfriermedium
FKS
+ 20 % DMSO

LB-Medium + Ampicillin fiir E. coli
1L H,O

+ 20 g LB-Medium

+ 100 png/mL Ampicillin

hitzesensitiv, erst nach Autoklavieren zugeben

LB Agar fiir E. coli

1L H,O

+ 35 g LB-Agar

+ 100 png/mL Ampicillin

hitzesensitiv, erst nach Autoklavieren zugeben

2.8.2 Westernblot

5x Probenpuffer
H,O

+ 50 mM Tris-Base
+2 % SDS

+ 5 % Glycerin

+ etwas Bromphenolblau

— pH 6,8 einstellen

PAA (Pasching, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

— vor Verwendung 100 pL 1M DTT (Gibco) mit 900 pL Probenpuffer mischen. DTT immer

frisch zugeben.

4x Trenngel-Puffer (SDS-PAGE)
18 g Tris-Base

4 mL 10 % SDS

ad 100 mL H,O

— pH 8,8 einstellen

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
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4x Sammelgel-Puffer (SDS-PAGE)
6,06 g Tris-Base
4 mL 10 % SDS
ad 100 mL H,O

— pH 6,8 einstellen
15 % Trenngel fiir SDS-PAGE

1,2 mL H,O
+ 1,25 mL 4x Trenngel-Puffer

+2,5mL 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid

+ 50 nL Ammoniumpersulfat (APS)
+ 5 pL TEMED

6 % Sammelgel fiir SDS-PAGE

2,7 mL H,O

+ 1,25 mL 4x Sammelgel-Puffer

+1mL 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid
+ 50 L Ammoniumpersulfat (APS)

+ 5 puL TEMED

10x Laufpuffer fiir SDS-PAGE
31 g Tris-Base

140 g Glycin

10 g SDS

ad 1 L H,O

10x CAPS Stammlosung fiir semi-dry Blots
0,05 M CAPS
ad 1 L H,O

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
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1x CAPS-Puffer fiir semi-dry Blots
100 mL 10x CAPS

100 mL Methanol

ad 1 L H,O

Blockldsung fiir Westernblot

DPBS

+ 3 % Bovines Serum Albumin (BSA)
+ 0,5 % Tween 20

Waschldésung fiir Westernblot
DPBS
+ 0,2 % Tween 20

NeoLab (Heidelberg, Deutschland)

PAN Biotech GmbH (Passau, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen-Deutschland)

PAN Biotech GmbH (Passau, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen-Deutschland)

Verdiinnungslosung fiir Primir- und Sekundarantikoérper

DPBS
+ 0,2 % Tween 20
+ 5 % Blocklosung fiir Westernblot

2.8.3 Durchflusszytometrie

4 % Paraformaldehyd (PFA)
DPBS
+4 % PFA

— bei 60 °C 16sen, danach vorsichtig 6ffnen

1x Perm/Wash-Puffer
H,O
+ 10 % 10x Perm/Wash-Puffer

Fixierungs- und Permeabilisierungspuffer

Cytofix/Cytoperm-Puffer

PAN Biotech GmbH (Passau, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)

PAN Biotech GmbH (Passau, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
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2.8.4 sonstige Losungen

10 x MACS-Puffer

DPBS PAN Biotech GmbH (Passau, Deutschland)
+ 5 % BSA Serva (Heidelberg, Deutschland)
+ 20 mM EDTA (500 mM, pH 8,0) Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)

— vor Gebrauch mit sterilem DPBS 1:10 verdiinnen

Blocklésung fiir Retronektin Beschichtung
DPBS PAN Biotech GmbH (Passau, Deutschland)
+ 2 % BSA Serva (Heidelberg, Deutschland)

Waschlosung fiir Retronektinbeschichtung

HBSS -CaCl, -MgCl, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
+ 25 mM HEPES PAA (Pasching, Deutschland)
5x KCM

H,O

+ 0,5 M KCI Merck (Darmstadt, Deutschland)
+ 0,15 M CaCl, Merck (Darmstadt, Deutschland)
+ 0,25 M MgCl, Merck (Darmstadt, Deutschland)

2.8.5 Weitere Chemikalien und Lésungen

2 x HBS Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Chloroquin Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Dithiothreitol (DTT) Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
Humanserum (AB) PAA (Pasching, Deutschland)
Polybren Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Retronektin (1 mg/mL) TaKaRa (Shiga, Japan)
Annexin V Bindungspuffer BioLegend (DS Uithoorn, Niederlande)

2.9 Software

FCS Express V3 DeNovo Software (Los Angeles, USA)
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BD FACSDiva 6.0

Flow]Jo V9.4

GraphPad Prism 5

FCAP Array Software v1.0

2.10 Stimulantien

BD (Heidelberg, Deutschland)

Tree Star Inc. (Ashland, USA)

GraphPad Software Inc. (San Diego, USA)
Soft Flow Inc. (Pecs, Ungarn)

Stimulus Stock Endkonzentration  Firma

PMA 1 mg/mL (in DMSO) 10 ng/mL Sigma-Aldrich

Ionomycin 1 mg/mL (in DMSO) 1 pg/mL Sigma-Aldrich

Brefeldin A 1 mg/mL (in Ethanol) 5 ng/mL Sigma-Aldrich

Dynabeads® 4 x 107 Beads/mL 1-2puL/well Invitrogen

Human T-Activator

CD3/CD28

PPD Tuberkulin 1 mg/mL 5 ng/mL Statens Serum
Institut

IL-2 15000 u/mL 20 u/mL C. Steeg, BNI

IL-7 10 png/mL 20 ng/mL BioLegend

2.11 Verbrauchsmaterialien

96-well Rundbodenplatte (CELLSTAR)
24-well Gewebekulturplatte
24-well Zellkulturplatte #351147

fiir Transduktion, non-tissue culture treated
Filter fiir Einzelzellsuspension (CellTrics)

Sterilfilter (0,22 pm)

Greiner Bio One (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner Bio One (Frickenhausen, Deutschland)

BD Falcon (Heidelberg, Deutschland)

PARTEC (Gorlitz, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Sterilfilter Millex®-GV PVDF (low protein binding) Millipore (Billerica, USA)

Trypanblau 0,4 %

Zellkulturschalen fiir HEK-Zellen 10 cm
#83.1802

Zellkulturschalen fiir Bakterien, 10 cm
1 kB und 100 bp DNA-Marker
PageRuler™ Plus Protein Marker

Biocoll

Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
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fiir Dichtegradientenzentrifugation
ECL-Losung Pierce (Rockford, USA)
Hybond™-ECL Nitrocellulose-Membran GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)
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3 Methoden

3.1 Spender

Die Buffycoats (ca. 60 mL) stammten von Blutspenden gesunder, freiwilliger Spender, die im
Universitatskrankenhaus Hamburg-Eppendorf rekrutiert wurden. Der Nachweis PPD-reaktiver
Spender erfolgte nach Stimulation (16 h) mit 5 pg/ml PPD in Anwesenheit von 5 png/mL
Brefeldin A (Zugabe nach 1,5 h) und intrazelluldrer Zytokinfarbung mit 0,5 nL anti-CD3 APC,
1 pL anti-CD4 PerCP, 0,1 pL anti-IFNy FITC und 0,01 pL anti-TNFa AlexaFluor700 (s.3.6). Ab
einer Frequenz von 0,05 % IFNy/TNFo doppelpositiver CD4" T-Zellen wurde der Spender als
PPD-reaktiv bezeichnet.

Die Studie erfolgte mit Zustimmung der Ethikkomission (Arztekammer Hamburg, WF-007/09).

3.2 Isolierung von PBMCs aus Vollblut oder Buffycoat

Vollblut oder Buffycoat (als Nebenprodukt von Blutspenden) wurde bei Raumtemperatur im
Verhiltnis 1:2 mit sterilem PBS verdiinnt. Mit dem verdiinnten Blut wurden je 15 ml Biocoll
(Biochrom AG) tiberschichtet und fiir 30 min bei 1500 rpm und Raumtemperatur (RT) ohne
Bremse zentrifugiert. Der Leukozytenring wurde in ein neues Rohrchen iiberfiihrt und mit
sterilem, kaltem PBS auf 50 ml aufgefiillt. Die Leukozyten wurden mittels Zentrifugation fiir
20 min, bei 1200 rpm, 4 °C sedimentiert und anschlieSend zweimal mit sterilem, kaltem PBS

gewaschen (Zentrifugation fiir 12 min bei 1200 rpm und 4 °C).

3.3 Kryokonservierung von PBMCs und Zelllinien

Fiir die Langzeit-Lagerung in fliissigem Stickstoff wurden die Zellen in 500 pl sterilem FKS
aufgenommen und anschlieffend 500 pl Einfrierlosung (FCS + 20 % DMSO) tropfenweise
zugegeben. Die Zellen wurden mit Hilfe eines ,Mr. Frosty” Kryo-Einfriergefafles (Nalgene),
das eine konstante Abkiihlgeschwindigkeit von 1 °C/Minute ermdglicht, zunachst auf -80 °C
abgekiihlt und nach 24 Stunden in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen zundchst in 9 ml steriles, kaltes PBS + 10 % FCS gegeben

und fiir 12 min bei 1500 rpm und 4 °C sedimentiert. Anschlieflend wurden die Zellen zweimal
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mit sterilem, kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation fiir 12 min bei 1500 rpm und 4 °C) und
die Zellzahl bestimmt.

3.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden in 1 mL PBS oder Medium aufgenommen und mit 0,04 % Trypanblau
(Gibco), zur Farbung toter Zellen, verdiinnt. Anschlieffend wurden 10 pL der Zellsuspension in
eine Neubauer-Zihlkammer (0,1 x 0,0025 mm?) iiberfithrt und die Zellzahl mit Hilfe folgender

Formel bestimmt:

Zellen/mL=Zellen in einem Grofiquadratx Verdiinnungsfaktorx 10*

3.5 Oberflachenfarbung von PBMCs und T-Zellen fir die

Durchflusszytometrie

Alle Schritte der Oberflaichenfarbung wurden in 96-well Zellkulturplatten durchgefiihrt. Wenn
das Volumen der Zellsuspension mehr als 50 pL betrug, wurden die Zellen vor der Farbung
fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C sedimentiert und der Uberstand anschliefend abgeworfen.
Die entsprechenden Antikorper wurden im Residualvolumen zugegeben, mit den Zellen resus-
pendiert und fiir 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Zum Waschen wurden pro well 180 pL
PBS zugegeben und die Platte fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgeworfen und die Zellen in 100 uL PBS resuspendiert. Die durchflusszytometrische

Analyse wurde mit dem LSR II durchgefiihrt.

3.6 Intrazellulare Farbung von PBMCs und T-Zellen fiir die

Durchflusszytometrie

Alle Schritte der intrazelluldren Farbung wurden in 96-well Zellkulturplatten und auf Eis durch-
gefiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C sedimentiert und der Uberstand
anschlieffend abgeworfen. Zur gleichzeitigen Fixierung und Permeabilisierung wurden die
Zellen in 100 pl CytoFix/CytoPerm Losung (BD Biosciences) resuspendiert und fiir 25 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bei 1700 rpm und 4 °C zentrifugiert
und der Uberstand abgeworfen. Die Zellen wurden zweimal mit je 180 uL Perm/Wash Puffer
(BD Biosciences; 10x Konzentrat vor Gebrauch mit destilliertem Wasser verdiinnen) gewaschen
(Zentrifugation fiir je 5 min bei 1700 rpm und 4 °C). Anschlieffend wurden die entsprechenden
Antikorper im Residualvolumen zugegeben und mit den Zellen resuspendiert. Nach 30 min In-

kubation im Dunkeln wurde erneut zweimal mit Perm/Wash Puffer gewaschen (Zentrifugation
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fiir je 5 min bei 1700 rpm und 4 °C) und die Zellen anschliefSend in 100 pL PBS aufgenommen.
Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte mit dem LSR II.

3.7 Fluoreszenzmarkierung des anti-SOCS3 Antikorpers

Fir die durchflusszytometrische Analyse von SOCS3 wurde der polyklonale anti-SOCS3
Antikorper aus Kaninchen von Abcam (ab16030) verwendet, der vom Hersteller u. a. fiir den
spezifischen Nachweis von humanem SOCS3 in der Durchflusszytometrie beschrieben ist.
Der Antikorper wurde mit Hilfe des DyLight Microscale Labeling Kits (Pierce) entweder mit
DyLight 488 oder DyLight 649 markiert. Hierfiir wurden 8 pL Borat-Puffer zu 100 nL Antikorper
(1 mg/mL) gegeben und gut gemischt. Falls sich Kristalle im Borat-Puffer gebildet hatten,
wurden diese vor Zugabe zum Antikorper bei 70 °C geldst. Nach Mischen des Antikdrpers
mit dem DyLight Fluoreszenzfarbstoff erfolgte die Bindung des Farbstoffes an den Antikorper
fiir 1 h bei RT im Dunkeln. Die Aufreinigungsmatrix wurde mit 100 uL PBS dquilibriert (45
sec bei 4000 rpm und RT in der Tischzentrifuge) und nicht-gebundener Fluoreszenzfarbstoff
durch Bindung an die Matrix entfernt. Nach Elution des markierten Antikorpers wurde die
Matrix mit 50 pL PBS gespiilt (je 45 sec bei 4000 rpm und RT in der Tischzentrifuge) und
diese Fraktion mit dem eluierten Antikorper vereinigt. Die Optimale Antikorperkonzentration
wurde mittels Titration des Antikdrpers durch intrazelluldre Farbung von PBMCs ermittelt.
Tabelle 3.1 zeigt die Antikdrperkonzentration der einzelnen Chargen, die fiir die intrazelluldre

Farbung von PBMCs und T-Zellen eingesetzt wurden.

Tabelle 3.1: Optimale Menge des fluoreszenzmarkierten anti-SOCS3 Antikérpers fiir die intrazelluldre Far-
bung von PBMC und T-Zellen

Fluoreszenz-
farbstoff
DyLight 488

Charge | pL/Ansatz

0,2
0,75
0,1
04
0,1
0,25
0,2
1
2
0,75
0,1

DyLight 649

WINPT || WO|IN|-—
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3.8 Durchflusszytometrische Analyse der SOCS3 Expression

Die Zellen wurden wie im Abschnitt 3.6 beschrieben fixiert, permeabilisiert und anschlieffend
mit dem fluoreszenzmarkierten anti-SOCS3 Antikorper (eingesetzte Menge s. 3.7) gefarbt. Fiir
die Analyse der Spezifitit wurde der Antikérper mit dem SOCS3-Peptid (bestehend aus den
26 C-terminalen Aminosduren von SOCS3, Abcam) oder einem Kontrollpeptid (Rv3407 von M.
tuberculosis, frendlicherweise zur Verfiigung gestellt von T. Ottenhoff) fiir 30 min bei RT unter

Schiitteln (600rpm) vorinkubiert.

3.9 Magnetisch aktivierte Zell-Sortierung (MACS)

Fiir die Anreicherung von CD4* T-Zellen, sowie CD14* Monozyten wurde das IMag System
von BD verwendet. PBMCs wurden fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C sedimentiert und der
Uberstand anschlieSend dekantiert. Die Zellen wurden in 1 mL MACS-Puffer aufgenommen
und erneut sedimentiert. Pro 1 x 107 Zellen wurden 12,5 pl anti-CD4 oder 50 pL anti-CD14
magnetische Partikel (beide BD Biosciences) zugeben und mit der Pipette resuspendiert.
Die Zellen wurden fiir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieffend wurde 1 mL MACS-Puffer
zugegeben und die Zellsuspension in ein steriles FACS-Rohrchen {tiberfiihrt. Je Rohrchen
wurden maximal 8 x 107 Zellen verwendet. Das Réhrchen wurde fiir 10 min in den IMag-
Magneten gestellt, so dass die magnetisch markierten Zellen an der Riickseite des Rohrchens
adherierten. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer langen Pipettenspitze abgenommen
und die Zellen in 1 mL frischem MACS-Puffer resuspendiert. Das Réhrchen wurde fiir weitere
5 min im IMag-Magneten inkubiert und anschliefend der Uberstand abgenommen. Die iibrigen
Zellen wurden erneut in 1 mL frischem MACS-Puffer aufgenommen und im IMag-Magneten
fiir 5 min inkubiert. Nachdem der letzte Uberstand abgenommen worden war, wurde das
Pellet in 1 mL T-Zell-Medium aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Die Reinheit der angereicherten Zellen wurde durchflusszytometrisch
nach Oberflachenfarbung (s. 3.5) mit Hilfe des LSR II bestimmt. Fiir CD4* T-Zellen wurden
folgende Antikorper verwendet: 1 pL anti-CD3 PerCP, 0,5 pL anti-CD4 APC und 1 pL anti-CD8
FITC. Fur CD14* Monozyten wurden folgende Antikorper verwendet: 1 pL anti-CD3 PerCP
und 1 pL CD14 APC. Die Reinheit war bei allen Experimenten >95 %.

3.10 In vitro Stimulation von PBMCs und T-Zellen

Stimulation von PBMCs fiir die Quantifizierung der SOCS3 Expression

Pro Ansatz wurden 2 x 10° PBMCs in 200 pL T-Zell-Medium in einer 96-well Rundbodenplatte
mit 5 pg/mL PPD Tuberkulin oder 1 pL anti-CD3/CD28 stimuliert. Die Zellen wurden
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nach 2 h, 4 h, 8 h, 24 h und 48 h fixiert und permeabilisiert (s. 3.6). Die Farbung und
durchflusszytometrische Analyse wurde fiir alle Proben gleichzeitig durchgefiihrt, um dufSere
Einfliisse auf die Analyse der MFI zu minimieren. Es wurden folgende Antikdrper verwendet:
0,5 pL anti-CD40L APC (eBioscience) und anti-SOCS3 DyLight488. Die SOCS3 Expression
wurde in den CD40L* und CD40L" Zellen bestimmt. Im Gegensatz hierzu wurde die SOCS3
Expression nach 6 Tagen PPD-Stimulation in den gesamten Lymphozyten bestimmt, da CD40L

hier nur noch schwach exprimiert war.

Restimulation zur Bestimmung des Zytokinprofils von T-Zell Klonen

Die Zellen wurden im well resuspendiert und 5 x 10* - 2 x 10° Zellen in einer 96-well Zellkul-
turplatte in 200 pL T-Zell-Medium mit 10 ng/mL PMA und 1 pg/mL Ionomycin stimuliert.
Gleichzeitig wurde Brefeldin A zugegeben, um die Sekretion der Zytokine zu stoppen. Nach
6 h (CD4* T-Zellen nach lentiviraler Transduktion) oder 16 h (T-Zell Klone) wurden die Zellen
fixiert, permeabilisiert und gefarbt (s. 3.6). Folgende Antikdrper wurden fiir die Farbung ver-
wendet: 0,5 pL anti-CD40L APC-eFluor780 (eBioscience), 0,01 uL anti-TNFo AlexaFluor700 (BD
Biosciences), 0,5 pL anti-IFNy PE-Cy7 (BD Biosciences), 0,075 pL anti-IL-4 PE (BD Biosciences)
und 0,2 pL anti-IL-17 V450 (BD Biosciences).

3.11 T-Zell-Makrophagen Koinkubation

Fiir dieses Experiment wurden frische PBMCs von PPD* Spendern eingesetzt. 1,2 x 107
Zellen wurde in einer 24-well Zellkulturplatte (1 x 10° Zellen/mL) in je 2 mL T-Zell-Medium
mit 2 png/mL PPD fiir sechs Tage stimuliert. Zusatzlich wurden 3,7 x 107 Zellen ohne PPD
kultiviert. Gleichzeitig wurden autologe Monozyten in vitro zu Makrophagen-artigen Zellen
ausdifferenziert. Hierfiir wurden 1 x 10° CD14* Monozyten/pro well (angereichert mit dem
IMag System, s. 3.9) einer 96-well Flachbodenplatte in 200 nL Makrophagen-Medium fiir sechs
Tage bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Dies induzierte die Adhdrenz der Zellen und somit
die Differenzierung der Monozyten in Makrophagen. An Tag 6 wurden die Makrophagen mit
GFP-exrimierenden Mycobakterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG-GFPMOI 5) fiir 3 h
infiziert. Als Kontrolle wurden nicht-infizierte Makrophagen verwendet. Anschlieffend wurden
PPD-stimulierte oder nicht-stimulierte PBMCs (5 x 10°Zellen/well) in Makrophagen-Medium
zugegeben und fiir unterschiedliche Zeitraume mit den Makrophagen kokultiviert. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden die PBMCs abgenommen und die SOCS3 Expression
durch intrazelluldre Farbung mit 0,5 pL anti-CD40L APC und anti-SOCS3 FITC (Menge s.

Tabelle 3.1) durchflusszytometrisch quantifiziert.
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3.12 T-Zell-Klonierung von CD4*CD161* T-Zellen mittels

Einzelzellsortierung

T-Zell Klone konnen in vitro durch Expansion einer Vorlduferzelle generiert werden. Hierbei
entstehen Klone, die ein charakteristisches Zytokinprofil aufweisen. Die Einzelzellsortierung
mittels Durchflusszytometrie bietet hierbei die Moglichkeit die Zellen zuséatzlich nach Ober-
flichenmarkern zu sortieren. Damit die sortierten Zellen wachsen, werden sie polyklonal
mit anti-CD3/CD28 in Anwesenheit von IL-2 und radioaktiv-bestrahlten antigenprasentie-
renden Zellen (APZ) stimuliert. Die APZ bieten hierbei eine zusatzliche Kostimulation und
sorgen fiir eine ,zellulire Umgebung” der sortierten T-Zellen. Die Bestrahlung der APZ mit
v-Strahlen fiihrt zu einem Wachstumsstillstand dieser Zellen, so dass nur die sortierten T-Zellen

proliferieren konnen.

Die Klonierung der T-Zellen erfolgte mit PBMCs gesunder Spender. . Fiir die Einzelzellsor-
tierung wurden zunédchst 2 x 107 Zellen mit anti-CD4 APC-H7 (BD; 0,5 uL/1 x 10° Zellen)
und anti-CD161 FITC (Miltenyi Biotec; 1 uL/1 x 10° Zellen) im Residualvolumen gefarbt und
anschlieffend in 2 mL T-Zell-Medium resuspendiert. Fiir die Kompensation des Durchflusszyto-
meters wurden zusatzlich Einzefarbungen mit 0,5 uL anti-CD4 APC-H7 und 1 pL anti-CD161
FITC (je 5 x 10° Zellen) durchgefiihrt. Direkt vor der Einzelzellsortierung erfolgte die Filtration
der Zellen durch einen Filter fiir Einzelzellsuspensionen (CellTrics 50 pm, Partec). Gleichzeitig
wurden PBMCs eines zweiten Spenders vorbereitet, um als APZ fiir die sortierten Zellen zu
dienen. Da die T-Zellen bei dieser Methode polyklonal stimuliert wurden, war die Verwendung
von autologen APZ nicht zwingend notwendig, da das Zytokinprofil durch die APZ nicht
beeinflusst wurde (unpublizierte Ergebnisse der Arbeitsgruppe). Von den PBMCs des zweiten
Spenders wurden 1 x 108Zellen fiir 600 s in einer Casiumquelle (y-Strahlung) auf Eis bestrahlt.
AnschlieSend wurden die APZ in T-Zell-Medium (5,6 x 10° Zellen/mL) resuspendiert und
1,11 pL/mL anti-CD3/CD28 Dynabeads (Invitrogen), sowie 20 U/mL IL-2 zugegeben. Je 180 pL
dieser Zellsuspension wurden in die inneren 60 wells einer 96-well Rundbodenplatte vorgelegt,
was pro well 1 x 10° APZ, 0,2 pL anti-CD3/CD28 Dynabeads und 4 U IL-2 entsprach. In die
duflere Reihe wells wurden je 200 pL steriles PBS gegeben. Dies verhinderte die Verdunstung
von Medium, die in den dufleren wells am stirksten ist. Mit Hilfe des FACS Aria III Durchfluss-
zytometers erfolgte die Sortierung von CD4*CD161* T-Zellen in die Platten (Reinheit >90 %),
wobei folgende Platten und Zellzahlen sortiert wurden: 1 Platte mit 0 Zellen/well, 1 Platte mit
1 Zelle/well, 2 Platten mit 2 Zellen/well, 2 Platten mit 3 Zellen/well, 2 Platten mit 5 Zellen/well,
und 1 Platte mit 10 Zellen/well.

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO; fiir sieben Tage. Nach Zugabe von 20 U/mL IL-2
wurden die Zellen fiir weitere sieben Tage inkubiert. Anschlieffend wurden die Platten mit Hilfe
eines Lichtmikroskopes auf wachsende Klone untersucht. Fiir die Analyse des Zytokinprofils

wurden nur Klone verwendet, die in Platten mit <37 % positiven wells gewachsen waren. Bei
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einer hoheren Anzahl positiver Klone pro Platte ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass die

Klone aus einer Vorlduferzelle gewachsen sind.

Die Analyse des Zytokinprofils erfolgte nach in vitro Restimulation mit PMA /Ionomycin (s.
3.10) und intrazelluldrer Farbung (s. 3.6) mit 0,5 nL anti-CD40L APC-eFluor780 (eBiosciences),
0,01 pL anti-TNFa AlexaFluor700 (BD Biosciences), 0,5 pL anti-IFNy PE-Cy7 (BD Biosciences),
0,2 puL anti-IL-17 V450 (BD Biosciences) und 0,075 uL anti-IL-4 PE (BD Biosciences).

3.13 Transformation von E. coli mit der KCM-Methode

Pro Transformationsansatz wurde ein Reaktionsgefafs mit kompetenten E. coli TOP10 Bakterien
(100 pL) auf Eis aufgetaut. 20 pL 5 x KCM (0,5 M KCl + 0,15 M CaCl, + 0,25 M MgCl, in H,O)
wurden mit der DNA (10 pL Ligationsansatz oder 50 ng Plasmid-DNA) gemischt und mit
H,O auf 100 pL aufgefiillt. Anschlieffend wurden die Bakterien zugegeben und fiir 20 min auf
Eis inkubiert. Nach weiteren 10 min bei RT wurde der Transformationsansatz auf Platten mit
LB-Agar + Ampicillin (100 pg/mL) ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Zur Langzeitkonservierung transformierter E. coli wurden Glycerolstocks angelegt. Hierfiir

wurden 850 mL einer E. coli Fliissigkultur mit 150 pLL Glycerol gemischt und bei -70 °C gelagert.

3.14 Plasmidpréaparationen aus E. coli

Fliissigkulturen (1,8 mL) wurden aus Einzelkolonien oder Glycerolstocks angeimpft und fiir
16 h bei 37 °C kultiviert. Die Isolation der Plasmide erfolgte mit dem NucleoSpin Plasmid Kit
(Machery-Nagel) nach Herstellerangaben. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 50 nL
H,O0.

Fiir die Isolation von Plasmid-DNA zur Herstellung lentiviraler Partikel wurde das Plas-
mid Plus Maxi Kit (Qiagen) zusammen mit der QIAvac Vakuumtechnolgie (Qiagen) nach
Herstellerangaben verwendet. Die Elution der Plasmid-DNA erfolgte mit 400 uL H,O.

3.15 SOCS3 Westernblot

Fiir den Nachweis des SOCS3 Proteins im Westernblot wurden 3 x 10 CD4* T-Zellen (7,5 x 10°
Zellen/mL) in einer 96-well Rundbodenplatte fiir 2 Tage mit anti-CD3/CD28 (2 pL/well) stimu-
liert. Nach Sedimentation (5 min bei 1500 rpm und 4 °C) erfolgte die Zelllyse durch Zugabe von
150 uL Probenpuffer, Homogenisierung mit Spritze und Kaniile und Denaturierung fiir 15 min
bei 70 °C. Die Zelltriimmer wurden mittels Zentrifugation fiir 10 min bei 12000 rpm und RT
(Tischzentrifuge) entfernt und die Proteine des Zelllysates mit Hilfe eines 15 % Polyacrylamid-

gels aufgetrennt. Die Proteine wurden anschlieSend mit Hilfe eines semi-dry Blotsystems auf
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eine Nitrozellulosemembran (GE Healthcare) transferiert (40 min bei 140 mA). Nach Uberprii-
fung des Transfers mit Ponceau-Rot erfolgte die Blockierung freier Bindungsstellen auf der
Membran fiir 1 h bei RT mit Blockierungspuffer (PBS + 3 % BSA + 0,5 % Tween 20). Fiir den
gleichzeitigen Nachweis von SOCS3 und p-Aktin wurde die Membran auf der Hohe der 35 kDa
Bande des Markers auseinandergeschnitten. Anschlieflend wurde der untere Teil der Membran
mit anti-SOCS3 (Kaninchen, 0,5 pg/mL in 10 mL PBS + 0,2 % Tween 20 + 5 % Blockierungspuf-
fer verdiinnt) und der obere Teil der Membran mit anti-3-Aktin (Maus, 0,5 ng/mL in 10 mL
PBS + 0,2 % Tween 20 + 5 % Blockierungspuffer verdiinnt) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fiir
die Analyse der Spezifitdt wurde der anti-SOCS3 Antikorper mit dem SOCS3-Peptid (Abcam)
30 min bei RT unter Schiitteln (600rpm) vorinkubiert. Nach zwei Waschschritten von je 10 min
mit Waschpuffer (PBS + 0,2 % Tween 20) wurden die Sekundérantikorper zugegeben (SOCS3:
Ziege anti-Kaninchen Ig HRP, 1:2000; 3-Aktin: Kaninchen anti-Maus Ig HRP, jeweils in 10 mL
PBS + 0,2 % Tween 20 + 5 % Blockierungspuffer verdiinnt) und fiir 45 min bei RT inkubiert.
Die Entwicklung des Westernblots erfolgte mit 1 mL ECL-Losung (Pierce) fiir 5 min.

3.16 Modulierung der SOCS3 Expression in humanen primaren CD4*

T-Zellen durch lentivirale Transduktion

Mit Transduktion wird eine Methode bezeichnet, bei der Gene {iber virale Vektoren in Zellen
eingeschleust werden. Es konnen verschiedene Arten genetisch modifizierter Viren fiir diese
Technik verwendet werden. In den letzten Jahren hat sich vor allem die Verwendung von Re-
troviren etabliert, da diese ein relativ kleines und einfaches Genom haben. Zudem werden die
transferierten Gene durch Einbau in das Genom der Zielzelle stabil exprimiert. Haufig werden
Lentiviren, die auf HIV basieren verwendet. Das Genom der Viren wird soweit reduziert und
verdndert, dass die Viruspartikel zwar noch Zellen infizieren konnen, aber keine Replikation
und somit Vermehrung der Viren mehr stattfindet. Die transgenen Viruspartikel werden mit
Hilfe einer sogenannten Verpackungszelllinie, meist HEK293T-Zellen, produziert (Abbildung
3.1). Hierfiir werden die Zellen mit dem Expressionsplasmid transient transfiziert, welches das
zu transferierende Gen enthilt. In dieser Arbeit wurden die sogenannten Lentiviral Gene Ontolo-
gy (LeGO)-Vektoren verwendet (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von B. Fehse, UKE
Hamburg) [95]. Diese Plasmide enthilt die regulatorischen Elemente fiir die Verpackung, aber
keine strukturellen und regulatorischen Proteine des Virus. Die Replikation in der Zeilzelle ist
damit ausgeschlossen. Das Expressionsplasmid wird daher zusammen mit weiteren Plasmiden
transfiziert, welche fiir die strukturellen und regulatorischen Proteine der Lentiviren kodieren.

Fiir infektiose Viruspartikel werden folgende lentivirale Gene benétigt:
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gag Kern und Matrix-Proteine des Nukleokapsids
pol Reverse Transkriptase, Protease, Integrase und Ribonuklease

rev  Protein, das den Export der ungespleifsten, viralen RNA aus dem Kern vermittelt

env Hiillprotein

Das env stammt allerdings meist nicht von HIV, sondern von anderen Viren (CMV u. a.).
Mit dem Hillprotein wird die Spezifitdt der Viren fiir verschiedene Zelltypen (Tropismus)
festgelegt. Durch Verdanderung dieses Proteins konnen verschiedene Zellen effektiv infiziert
werden. Die Viruspartikel werden 24 - 48 h nach Transfektion Verpackungszellen aus dem
Zellkulturiiberstand geerntet. Mit diesen transgenen Viren werden Zielzellen infiziert, die
anschlieffend das transferierte Gen stabil exprimieren (Abbildung 3.1). Diese Zellen werden
meist durch die gleichzeitige Expression eines Fluoreszenzmarkers identifiziert. Dieser ist

ebenfalls im Expressionsplasmid kodiert.

LeGO
\ J
! 24 - 48h &y
HEK 293T

ielzellen
3 Zielzell

Viruspartikel

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der lentiviralen Transduktion. Die Verpackungszellinie HEK293T
wird mit dem Expressionsplasmid (LeGO) und mit den Plasmiden fiir die strukturellen und regulatorischen Proteine
der Viruspartikel (gag/pol, rev und env) transient transfiziert. Nach 24 - 48 h werden die Viruspartikel aus dem
Uberstand geerntet. Nach Infektion der Zielzellen wird das transferierte Gen, sowie ein Fluoreszenzmarker exprimiert.
LTR: long terminal repeat, {: Verpackungssignal, RRE: rev responsive element, cPPT: central polypurin tract, IRES:
interne ribosomale Eintrittsstelle, wRPE: woodchuck posttranscriptional regulatory element.
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3.16.1 Klonierung von humanem SOCS3 in LeGO-iG2

Fiir die Herstellung von transgenen, lentiviralen Partikeln wurde das humane SOCS3-Gen
(NM_003955, Sequenz s. Anhang) in den lentiviralen Expressionsvektor LeGO-iG2 kloniert.
In diesem Vektor steht das Protein unter der Kontrolle des konstitutiven Spleen Focus-Forming
Virus (SFFV)-Promoters (Abbildung 3.2a).Bei Transkription von SOCS3 wird eine bicistronische
mRNA generiert, die zusitzlich das Gen des enhanced griin-fluoreszierenden Proteins (eGFP)
unter der Kontrolle einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) beinhaltet. Dadurch
wird eGFP gleichzeitig mit SOCS3 exprimiert und die SOCS3 transduzierten Zellen kénnen
durchflusszytometrisch anhand der eGFP-Expression identifiziert werden. Als Kontrollvektor
wurde LeGO-G2 verwendet (Abbildung 3.2b), da LeGO-iG2 ohne Insert nicht als Kontrollvektor
verwendet werden kann, da ein Gen unter der Kontrolle einer IRES ohne vorgeschaltetes Gen

nur sehr ineffizient exprimiert wird.

SOCS3 wurde mittels PCR aus genomischer DNA mit folgender Zusammensetzung amplifi-

ziert:

31,5ul H,O
10 uL 5 x HF Pulffer
1ulL dNTPs (10 mM)
1ul SOCS3_BamHI_fw (10 uM)
1ul SOCS3_EcoRI_rv (10 pM)
5ul gDNA
0,5puL  Phusion-Polymerase (2 u/uL)

50 uL  gesamt

a

| SFFV> SOCS3 IRES |  eGFP

b

| SFFV > eGFP

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung von LeGO-iG2-SOCS3 und LeGO-G2. (a) LeGO-iG2-SOCSS3. Die
SFFV (Spleen Focus-Forming Virus)-abhangige Transkription des Vektors flhrt zur Generierung einer bicistronischen
mRNA. Die Translation des eGFP wird von einer IRES (Interne ribosomale Eintrittsstelle) initiiert. (b) Kontrollvektor
LeGO-G2.
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Hierfiir wurden die Oligonukleotid-Primer SOCS3_BamHI_fw und SOCS3_EcoRI_rv verwen-
det, die gleichzeitig die Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRI an die DNA-Sequenz
anfiigen. Die Phusion-Polymerase verfiigt iiber eine Korrekturlesefunktion und ist daher we-
niger fehleranfillig bei der Amplifikation als Tag-Polymerasen. Folgendes Programm wurde
verwendet: Initiale Denaturierung fiir 30 sec bei 98 °C, 35 Zyklen mit 10 sec bei 98 °C und
30 sec bei 72 °C, finale Elongation fiir 5 min bei 72 °C. Das PCR-Produkt hatte eine Grofie von
702 bp und wurde mit Hilfe des NucleoSpin Extract 1I Kits (Machery-Nagel) aufgereinigt.

Das PCR-Produkt und der Vektor wurden jeweils mit den Restriktionsenzymen BamHI und
EcoRI (FastDigest, Fermentas) fiir 5 min bei 37 °C geschnitten. AnschliefSend erfolgte die Ligati-
on mit dem Rapid DNA Ligation Kit (Fermentas) fiir 5 min bei RT. Das Ligationsprodukt wurde
in E. coli TOP10 mit der KCM-Methode (s. 3.13) transformiert und mittels Ampicillin-haltigem
LB-Agar selektiert. Positive Klone wurden nach Isolierung der Plasmid-DNA (NucleoSpin
Plasmid Kit, Machery-Nagel) mittels Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRI nachgewiesen
(700 bp DNA-Fragment) und mittels Sequenzierung bestéatigt.

3.16.2 Klonierung von SOCS3-spezifischen shRNAs in LeGO-G

Fiir die Herunterregulierung von SOCS3 wurden fiinf SOCS3-spezifische shRNAs (Thermo
Scientific) getestet. Die Umklonierung der shRNAs aus dem pLKO-Vektor in den LeGO-
G-Vektor wurde mit Anderungen nach dem Protokoll von Michael Milsom durchgefiihrt.
Hierbei erfolgte nicht nur die Integration der shRNA in den LeGO-G-Vektor, sondern auch
der Austausch des murinen U6-Promoters gegen den humanen U6-Promoter des pLKO-
Vektors (Abbildung 3.3). Die shRNAs wurden mittels PCR mit folgender Zusammensetzung

amplifiziert.

p|_|(0 _XJ_ hué j__x;

shRNA
LeGo-G K= mus — KIS e - —> s

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Klonierung von shRNAs aus pLKO in LeGO-G. Die shRNA wird
zusammen mit dem humanen (h)U6-Promoter aus dem pLKO-Vektor ausgeschnitten und in den LeGO-G-Vektor
kloniert. Hierbei wird der murine (m)U6-Promoter durch den hU6-Promoter ersetzt.
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33uL H,O

10 uiL 5 x GC-Puffer (Phusion-Polymerase)
1uL  dNTPs (10 mM)

25ul DMSO (=5 %)
1pul pLKO-shRNA_fw (10 uM)
1puL  pLKO-shRNA_Sall-mut_rv (10 uM)
1puL  pLKO (50 ng/uL)

0,5 puL  Phusion-Polymerase (2 u/uL)

50 pL  gesamt

Bei den beiden Oligonukleotid-Primer sind universell, so dass sie zur Amplifikation jeder
shRNA im pLKO-Vektor eingesetzt werden konnen. Der rv-Primer mutiert Xhol an Positi-
on 313 des pLKO-Vektors (Abbildung 3.4a) zu Sall (Abbildung 3.4b, Position 362). Fiir die
Amplifikation wurde folgendes Programm verwendet: Initiale Denaturierung fiir 30 sec bei
98 °C, 35 Zyklen mit 10 sec bei 98 °C, 30 sec bei 60 °C und 30 sec bei 72 °C, finale Elongation
fiir 5 min bei 72 °C. Das PCR-Produkt hatte eine Grofie von 380 bp (Abbildung 3.4b). Nach
Aufreinigung der PCR-Produkte mit dem Nucleo Spin Extract II Kit (Machery-Nagel) erfolgte
der Restriktionsverdau mit Dpn I, Notl und Sall (FastDigest, Fermentas) fiir 15 min bei 37 °C.
Dpnl degradiert hierbei den methylierten Ausgangsvektor, so dass es nicht zu Religationen bei
der Transformation kommt. Der LeGO-G-Vektor (Abbildung 3.4c) wurde mit den Restriktions-
enzymen Bsp120I (kompatibel zu Notl, FastDigest, Fermentas) und Xhol (kompatibel zu Sall,
FastDigest, Fermentas) fiir 5 min bei 37 °C geschnitten. Anschlieffend erfolgte die Ligation mit
dem Rapid DNA Ligation Kit (Fermentas) fiir 5 min bei RT. Das Ligationsprodukt wurde in E. coli
TOP10 mit der KCM-Methode transformiert (s. 3.13). Positive Klone wurden nach Isolierung
der Plasmid-DNA (NucleoSpin Plasmid Kit, Machery-Nagel) mittels Restriktionsverdau mit
EcoRI nachgewiesen. Der leere LeGO-G-Vektor, sowie der pLKO-Vektor besitzen jeweils eine
Schnittstelle fiir EcoRI, wahrend LeGO-G mit integrierter sShRNA zwei Schnittstellen aufweist.

Daher entstehen beim Restriktionsverdau positiver Klone zwei Fragmente (1,3 kb und 6,5 kb).

3.16.3 Kultivierung von HEK293T-Zellen

Bei HEK293T handelt es sich um eine adhédrente humane embryonale Nierenzelllinie (Human
Embryonic Kidney) die bei lentiviralen Transduktionssystemen haufig als Verpackungszelllinie
fur die viralen Partikel verwendet wird. Die Zellen wurden mit HEK-Medium in 10 cm Zellkul-
turschalen (Sarstedt) kultiviert. Alle zwei Tage wurden die Zellen im Verhaltnis 1:10 verdiinnt.
Hierfiir wurde das alte Medium abgenommen und die Zellen mit 3 mL vorgewadrmtem (37 °C)

PBS gewaschen. Anschliefsend wurde 1 ml vorgewdrmtes Trypsin-EDTA (PAA) zugegeben
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Cld -1-AT'CG_AT

Xhd -18-CTCGA_G

Nol -24 - GCGGCC_GC

=> pLKO-Primer fw - 24

Xhd -313-CTCGA_G
EcdRI-345-G'AATT_C
<= pLKO-Primer rv - 345
Xhd -356- CTCGA_G

\ X hd -546 - CTCGA_G

Nol - 6211 - GC'GGCC_GC

pLKO-puro GFP-shRNA (SHC005)
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PspOMI - 2608 - G'GGCC_C
Xbd-2616-T'CTAG_A
Hpd-2935-GTT'AAC

Xhd -2950 - CTCGA_G

CrdloxP - 3026 - ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT
Nol - 3065 - GC'GGCC_GC

BanH1 - 3515 - G'GATC_C

dloxP - 4283 - ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTA

EcdRI - 4248 - G'AATT _C

Abbildung 3.4: Vektorkarten von pLKO und LeGO-G. Restriktionsschnittstellen: blau, grin und lila Primerbin-
dungsstellen: pink (a) Vektorkarte von pLKO mit shRNA-Sequenz. Dargestellt sind die Restriktionsschnittstellen
im Bereich des humanen U6-Promoters (U6), sowie die Primerbindungsstellen. AmpR: Ampicillin-Resistenzgen
(b) PCR-Produkt des pLKO-Vektors. (¢) Vektorkarte von LeGO-G. Dargestellt sind die Restriktionsschnittstellen im
Bereich des murinen U6-Promoters (U6).
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und die Zellen durch Klopfen vom Schalenboden abgeldst. Die Zellen wurden mit Hilfe einer
Pipette vereinzelt und das Trypsin durch Zugabe von 9 mL Medium inaktiviert. 1 mL der
Zellsuspension wurde mit 9 mL frischem Medium weiterkultiviert. Die Zellen wurden fiir

maximal 30 Passagen kultiviert.

3.16.4 Herstellung von lentiviralen Partikeln

Fiir die Herstellung wurden HEK293T-Zellen als Verpackungszelllinie verwendet. 5 x 10°
HEK-Zellen wurden in einer 10 cm Schale ausgesit und nach 20 h mit einem der Expressions-
vektoren (LeGO-G2, LeGO-iG2 oder LeGO-G) und den Vektoren fiir die regulatorischen und
strukturellen Proteine der viralen Partikel mit Hilfe der Kalziumphosphat-Methode transfiziert.
Hierfiir wurden die Vektoren zunéchst in 450 pL H,O verdiinnt. Anschlieffend wurden 50 pL
CaCl, (2,5 M) zugegeben und die Mischung unter gleichzeitigem , Blubbern” mit einer 1 mL
Pipette zu 500 pL 2 x HBS (Sigma-Aldrich) getropft. Es wurden folgende Mengen der einzelnen

Vektoren verwendet:

Plasmid pro Schale
Expressionsvektor 20 pg
pMDLg/pRRE (gag/pol) 10 pg
pRSV-Rev (rev) 5ng
phCMV-GALV-Cyp704 (Membranprotein) 5ng

Der Transfektionsansatz inkubierte fiir 20 min bei RT. In dieser Zeit wurde das Medium der
HEK-Zellen gegen 8 mL frisches HEK-Medium + 25 uM Chloroquin ausgetauscht. Anschlie-
Bend wurde der Transfektionsansatz zu den Zellen getropft. Nach 6 h bei 37 °C und 5 %
CO; wurde das Medium gegen 8 mL frisches HEK-Medium ohne Chloroquin ausgetauscht.
Nach weiteren 24 h wurde der erste virushaltige Uberstand abgenommen, sterilfiltriert (low
protein-binding Sterilfilter (Millipore)) und 8 mL frisches HEK-Medium zu den Zellen gegeben.
Nach 48 h wurde der zweite virushaltige Uberstand abgenommen, sterilfiltriert und die Zellen

entsorgt. Die Lagerung der Uberstinde erfolgte bei -80 °C.

Die Abschidtzung der Konzentration infektioser Partikel erfolgte mittels Infektion von HEK293T-
Zellen mit verschiedenen Mengen der Virusiiberstinde. In einer 24-well Platte wurden 5 x 10*
Zellen in 500 pL HEK-Medium ausgesit. Nachdem die Zellen fiir 2 - 5 h adheriert waren,
wurden 0,5 pL, 1 puL, 5 uL und 50 pL der einzelnen Virusiiberstinde zugegeben und die Zellen
in Anwesenheit von Polybren (8 ng/mL) fiir 1 h bei 2200 rpm und RT zentrifugiert. Nach
Inkubation der infizierten Zellen fiir 6 - 24 h bei 37 °C und 5 % CO, wurde das Medium
gegen frisches HEK-Medium ohne Polybren ausgetauscht und die Zellen weiter bei 37 °C

und 5 % COjinkubiert. Drei Tage nach Transfektion erfolgte die durchflusszytometrische
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Quantifizierung der eGFP* Zellen. Hierfiir wurde das Medium abgenommen und die Zellen in

200 pL PBS resuspendiert. Der Virustiter berechnete sich auf der Grundlage folgender Formel:

Anzahl ausgesiiter Zellen x Anteil transduzierter Zellen
Volumen des Uberstandes

Infektiose Einheiten/mL=

Der Virustiter wurde anhand des Ansatzes berechnet, dessen Anteil transduzierter Zellen
zwischen 5 und 25 % lag, da bei htheren Transduktionsraten Mehrfachintegrationen auftreten
und der Titer dadurch unterschitzt wird [96].

3.16.5 Transduktion von CD4* T-Zellen mit lentiviralen Partikeln
Stimulation der T-Zellen

Aus frisch isolierten PBMCs (s. 3.2) gesunder Spender wurden CD4" T-Zellen mittels MACS
angereichert (s. 3.9). Die T-Zellen wurden in einer 96-well Rundbodenplatte fiir 2 Tage poly-
klonal aktiviert. Hierfiir wurden je 1,5 x 10° Zellen/well in 200 uL T-Zell-Medium mit 2 uL
anti-CD3/CD28 Dynabeads (8 x 10* Beads pro well) und 20 U/mL IL-2 stimuliert.

Retronektin-Transduktion

Vor der Transduktion wurden 24-well Zellkulturplatten (BD Falcon) mit Retronektin (9 pg/cm?)
beschichtet. Hierfiir wurden pro well 18 pg Retronektin in 500 pL sterilem PBS zugegeben und
fiir 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Das Retronektin wurde abgenommen und
500 pL Blocklosung (PBS +2 % BSA) zugegeben. Nach Inkubation von 30 min bei RT oder
tiber Nacht bei 4 °C wurden die wells mit je 1 mL Waschlosung (HBSS +2,5 % 1M HEPES)
gewaschen. Zur Lagerung wurde 1 mL Waschlosung pro well zugegeben und die Platten bei

4 °C bis zu einer Woche aufbewahrt.

Am Tag der Transduktion wurden die Virusiiberstinde im Wasserbad (37 °C) aufgetaut und
anschlieflend auf Eis gelagert. Das entsprechende Volumen der Virustiberstande fiir eine MOI
10 wurde in die Retronektin-beschichteten wells gegeben und fiir 1 h bei 2200 rpm und 4 °C zen-
triftigiert. Pro Zentrifugationsschritt wurden 250 - 750 pL Virustiberstand eingesetzt. Betrug das
Volumen weniger als 250 uL wurde der Virusiiberstand mit HEK-Medium verdiinnt, {iberstieg
das Volumen 750 pL wurde der Virusiiberstand auf mehrere Zentrifugationsschritte aufgeteilt.
Bei der Berechnung der MOI wurde berticksichtigt, dass bei jedem Zentrifugationsschritt etwa
50 % der Viruspartikel an die Plattenoberfliche binden. Fiir die Transduktion von 2,5 x 10°
Zellen mit einer MOI 10 wurden daher je 5 x 10° Viruspartikel eingesetzt.

Die T-Zellen wurden resuspendiert, in einem 15 mL Réhrchen vereinigt und fiir 5 min bei
1500 rpm und RT sedimentiert. Die Zellen wurden in vorgewdarmtem T-Zell-Medium +20 U/mL

IL-2 aufgenommen (5 x 10° Zellen/mL). AnschlieBend wurden je 500 pL der Zellsuspension in
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die wells gegeben (= 2,5 x 10° Zellen). Nach Inkubation fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO, wurden
die Zellen resuspendiert, in ein 15 mL Rohrchen tiberfiihrt und fiir 5 min bei 1500 rpm und
RT zentrifugiert. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen in 1,2 mL frischem T-Zell-
Medium +20 U/mL IL-2 aufgenommen und auf 6 wells einer 96-well Rundbodenplatte aufgeteilt
(je 200 pL pro well). Nach weiteren 24 h bei 37 °C und 5 % CO, wurde die Transduktionseffizienz

der Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

Spin-Infektion

Die T-Zellen wurden nach zwei Tagen Stimulation resuspendiert, in einem 15 mL Réhrchen
vereinigt und fiir 5 min bei 1500 rpm und RT sedimentiert. Die Zellen wurden in vorgewarmtem
T-Zell-Medium +20 U/mL IL-2 +8 pg/mL Polybren aufgenommen (5 x 10° Zellen/mL) und je
500 pL der Zellsuspension in die wells gegeben (= 2,5 x 10° Zellen). Anschlieend erfolgte die
Zugabe von 2,5 x 10° Viruspartikeln (MOI 10). Die Zellen wurden fiir 1 h bei 1500 rpm und RT
zentrifugiert und anschliefSend fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Der Mediumwechsel

und die Analyse der Transduktionseffizienz erfolgte analog zur Retronektin-Transduktion.

3.16.6 Durchflusszytometrische Analyse der transduzierten Zellen

Zwei Tage nach Transduktion wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf eGFP-Fluoreszenz
analysiert. Fiir weitere Analysen, wie SOCS3 Expression, Proliferation, Apoptose und Zytoki-
nexpression, wurden die eGFP" Zellen des SOCS3-Transduktionsansatzes mit einem Analy-
sefenster ausgewdhlt (im Folgenden SOCS3-transduzierte Zellen genannt). Zusétzlich gab es
zwei Arten von Kontrollzellen: zum einen die Zellen, welche mit dem Kontrollvektor LeGO-G2
behandelt worden waren. Hier wurden die eGFP* Zellen fiir weitere Analyse ausgewdhlt
(im Folgenden Kontrollvektor-transduzierte Zellen genannt). Zum anderen gab es Zellen, die
nicht mit Virus behandelt worden waren. Hier wurden die eGFP~ Zellen fiir weitere Analysen

ausgewdhlt (Im Folgenden untransduzierte Zellen genannt).

3.17 Markierung von CD4* T-Zellen mit Cell Proliferation Dye 649

Die Analyse der Proliferation von SOCS3-transduzierten T-Zellen erfolgte durch Markierung
mit dem Cell Proliferation Dye 649 (eBioscience) direkt vor der Transduktion. Dieser Proli-
ferationsfarbstoff passiert die Zellmembran und bindet irreversibel an primdre Amine von
intrazelluldren Proteinen. Bei der Zellteilung wird der Farbstoff auf beide Tochterzellen verteilt
und die Fluoreszenz daher halbiert. Die Fluoreszenz wird durch Anregung mit dem roten
Laser (633 nm) und Detektion mit einem 660/20 Bandpass Filter nachgewiesen (dquivalent zu
APC oder AlexaFluor647). Damit ist dieser Farbstoff mit eGFP kompatibel.
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Fiir die Markierung wurden T-Zellen zwei Tagen nach Stimulation resuspendiert, in einem
15 mL Rohrchen vereinigt und fiir 5 min bei 1500 rpm und RT sedimentiert. AnschliefSend
wurden 1 x 10° - 5 x 10° T-Zellen in 500 uL PBS (RT) resuspendiert und 500 pL Stockldsung
des Proliferationsfarbstoffes (10 uM in PBS, RT) zugegeben. Nach Inkubation fiir 10 min bei
37 °C im Dunkeln wurden 5 mL kaltes PBS +10 % Humanserum (PAA) zugegeben und fiir
5 min auf Eis inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen sedimentiert (5 min bei 1500 rpm und
4 °C) und zweimal mit je 1 mL kaltem PBS + 10 % Humanserum gewaschen (Zentrifugation
fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C). Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 mL T-Zell-Medium

wurden die Zellen in T-Zell-Medium (5 x 10° Zellen/mL) aufgenommen.

3.18 Apoptosefarbung

Die Farbung wurde mit AlexaFluor647 Annexin V und 7-AAD durchgefiihrt. Annexin V
bindet an Phosphatidylserin auf der Aufienseite der Zelle, was einen frithen Schritt im Apop-
toseprozess einer Zelle darstellt. 7-AAD kann die Membran von toten Zellen passieren und
interkaliert in die DNA. Durch eine Farbung dieser beiden Marker konnen frith-apoptotische
Zellen (Annexin V*/7-AAD™) von nekrotischen Zellen (Annexin V*/7-AAD™) unterschieden

werden.

Pro well wurden 1 x 10° Zellen in einer 96-well Rundbodenplatte fiir 5 min bei 1500 rpm und
4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde abgeworfen und die anschlieSend zweimal mit je
200 pL PBS gewaschen (Zentrifugation fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C). Die Farbung erfolgte
nach Zugabe von 50 pL Annexin V Bindungspuffer (BioLegend) mit 2,5 nL. AlexaFluor647
Annexin V (BioLegend) und 2,5 pL 7-AAD (BD Via-Probe) fiir 15 min bei RT im Dunklen.

Anschlieffend wurden die Proben ohne weiteres Waschen im LSR II analysiert.

3.19 Cytometric Bead Array (CBA)

Die Bestimmung der Zytokinkonzentration im Uberstand transduzierter T-Zellen erfolgte
mit Hilfe des human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kits (BD), mit dem gleichzeitig sieben Zytokine
quantifiziert werden kénnen (IL-2, IFNy, TNEF, IL-4, IL-17, IL-10 und IL-6). Hierbei binden
spezifische Antikorper, die an fluoreszierende Beads gekoppelt sind, an die Zytokine. Die
Detektion erfolgt nach dem Prinzip eines Sandwich-ELISA mit Hilfe eines PE-gekoppelten
Detektions-Antikorpers. Die Zytokinkonzentration wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe

von Standards fiir die einzelnen Zytokine bestimmt.

Mittels FACS-Sortierung wurden die eGFP* Zellen der Kontrollvektor- und SOCS3-trans-
duzierten T-Zellen zwei Tage nach Transduktion angereichert. Die Reinheit betrug >90 %. Zur

Kontrolle wurden zusétzlich die eGFP~ Zellen der untransduzierten T-Zellen angereichert,
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damit diese Zellen ebenfalls den Sortierungsprozess durchlaufen hatten. Nach Stimulation der
sortierten Zellen fiir 3 Tage mit 10 ng/mL PMA und 1 pg/mL Ionomycin, wurden je 130 uL
Uberstand abgenommen und bis zur Durchfithrung des CBA bei -20 °C gelagert.

Fiir die Durchfithrung des CBA wurden die Standards in 2 mL Assay Diluent (=Top Standard)
fiir 15 min bei RT (nicht vortexen) gelost und eine serielle Verdiinnung durchgefiihrt (1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, und 1:256). Damit ergaben sich folgende Konzentrationen fiir die
Standards: 5000 pg/mL (Top Standard), 2500 pg/mL, 1250 pg/mL, 625 pg/mL, 312,5 pg/mL,
156 pg/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL und 20 pg/mL. Assay Diluent ohne Standard diente als
Negativkontrolle. Pro Ansatz wurden 8 puL von jedem Capture Bead (Flasche Al - A7) in ein
Rohrchen gegeben und sorgfiltig gemischt. Die Farbung der Uberstidnde erfolgte in 96-well
Platten. Je Probe (in Doppelansitzen) wurden 50 pL der gemischten Capture Beads in ein well
der Platte gegeben und 50 pL des Standards oder der Uberstinde zugefiigt. Nach Zugabe
von 50 pL PE-gekoppeltem Detektions-Antikorper und Mischen mit einer Pipette erfolgte die
Inkubation fiir 3 h bei RT im Dunkeln. Anschlieffend wurden die Beads fiir 5 min bei 1500 rpm
und 4 °C sedimentiert und der Uberstand abgeworfen. Nach Waschen mit 180 puL. Waschpuffer
(Zentrifugation fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C) wurden die Beads in 100 nL. Waschpuffer
aufgenommen und durchflusszytometrisch mit Hilfe des LSR II analysiert. Die Datenanalyse
erfolgte mittels FCAP Array Software (BD). Aufgrund der verminderten Proliferation nach
SOCS3-Transduktion wurden die absoluten Zytokinkonzentrationen dieses Ansatzes durch
Multiplikation mit dem Proliferationsfaktor (2,8) auf die Zellmengen der Kontrollansitze

normalisiert.

3.20 Durchflusszytometrische Analyse der STAT-Phosphorylierung

Drei Tage nach Transduktion wurden 2 x 10° Zellen/well in einer 96-well Rundbodenplatte
in 100 pL T-Zell-Medium fiir 20 min mit IFNo (100 ng/mL) stimuliert (37 °C, 5 % COy,).
Anschlieffend wurden die Zellen sofort in 100 pL warmem 4 % PFA (37 °C) resuspendiert
und fiir 10 min bei 37 °C und 5 % CO, fixiert. Nach Sedimentation der Zellen (5 min bei
1700 rpm und 4 °C) und Abwerfen des Uberstandes erfolgte die Permeabilisierung der Zellen
durch Zugabe von 150 uL Permeabilisierungspuffer III (BD) und Inkubation fiir 30 min auf
Eis. Anschlieffend wurden die Zellen erneut sedimentiert (5 min bei 1700 rpm und 4 °C), der
Uberstand abgeworfen und die Zellen zweimal mit je 200 pL kaltem PBS +5 % FKS gewaschen.
Die Farbung der phosphorylierten STAT-Molekiile erfolgte im Residualvolumen mit 0,5 pL
anti-STAT3 Pacific Blue, 0,5 nL anti-STAT4 AlexaFluor647 und 0,5 pL anti-STAT5 PerCP-Cy5.5
(alle BD) ftir 30 min auf Eis im Dunkeln. Nach zwei weiteren Waschschritten mit je 200 nL
kaltem PBS +5 % FKS (5 min bei 1700 rpm und 4 °C) wurden die Zellen in 100 nL PBS +5 %
FKS aufgenommen und mit Hilfe des LSR II analysiert.
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3.21 Statistische Analyse

Der Students t-Test wurde fiir den statistischen Vergleich von zwei unabhédngigen Grup-
pen verwendet. Fiir abhdngige Gruppen wurde der paired t-Test angewendet. Bei nicht-
Normalverteilung der Werte (ermittelt mit dem Kolmogorov-Smirnoff Test auf Normalvertei-
lung) wurde der Mann-Whitney U Test (unabhéngige Werte) oder der Wilcoxon-Signed Rank

Test (abhidngige Werte) verwendet. Signifikanzen wurden mit folgenden p-Werten beschrieben:

p>0,1 nicht signifikant
p<0,1 Tendenz

p<0,05 *

p<0,01 *

p<0,005 ***
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse sind in drei Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt wird die SOCS3 Ex-
pression in CD4" T-Zellen ex vivo und nach in vitro Restimulation beschrieben. Im zweiten
Abschnitt wird die Etablierung der lentiviralen Transduktion von CD4* T-Zellen erldutert und
der Einfluss der Uberexpression von SOCS3 auf die Aktivierung und das Zytokinprofil der
T-Zellen dargestellt. Hier werden auch die untersuchten shRNAs vorgestellt, die zur Herunter-
regulation der SOCS3 Expression generiert wurden. Im dritten Abschnitt wird der Einfluss des
Zytokins IL-7 auf die Viabilitat von CD4* T-Zellen im Allgemeinen und solchen, die SOCS3

tiberexprimieren, beschrieben.

4.1 SOCS3 Expression in humanen T-Zellen und polarisierten T-Zell

Klonen

4.1.1 Etablierung einer durchflusszytometrischen Methode zur Analyse der
intrazellularen SOCS3 Proteinkonzentration

Im ersten Schritt wurde ein quantitativer durchflusszytometrischer Test zum Nachweis des
SOCS3 Proteins etabliert. Hierfiir wurde ein kommerziell-erhiltlicher, polyklonaler Kaninchen-
Antikorper ausgewdhlt. Dieser Antikorper ist spezifisch fiir ein Peptid, das aus den C-
terminalen 26 Aminosduren des humanen SOCS3 Proteins (im Weiteren SOCS3 Peptid genannt)
besteht. Fiir die Detektion in der Durchflusszytometrie wurde der Antikérper mit den Fluores-
zenzfarbstoffen DyLight488 oder DyLight649 markiert.

Fiir die intrazelluldre Farbung von humanen PBMCs wurden verschiedene Konzentrationen des
anti-SOCS3 Antikorpers ausgetestet. Dies fiihrte zur dosisabdangigen Zunahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI). Abbildung 4.1a zeigt die MFI in der Lymphozytenpopulation fiir
ungefdrbte PBMCs und bei Farbung mit 10 pg/ml Antikorper. Die Spezifitat des Antikorpers
wurde im Westernblot untersucht. Das Molekulargewicht des SOCS3 Proteins betrdgt 27 kDa.
Die Expression von SOCS3 wurde in aktivierten CD4" T-Zellen untersucht, welche SOCS3
besonders stark exprimieren. Es waren zwei Banden nachweisbar (Abbildung 4.1b, linke Spur):
eine auf der Hohe von etwa 25 kDa, was mit dem Molekulargewicht des SOCS3 Proteins

tibereinstimmt und eine unterhalb der 25 kDa Bande.
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Abbildung 4.1: Spezifische Detektion des SOCS3 Proteins in humanen Lymphozyten mittels Durchflusszy-
tometrie. (a) PBMCs wurden ex vivo intrazelluldr mit 10 pg/mL AlexaFluor488-markiertem anti-SOCS3 Antikdrper
gefarbt (schwarze Kurve) oder ungefarbt (graue Kurve) analysiert. Im FSC/SSC Dot-Plot wurden die Lymphozyten-
population ausgewahlt und die SOCS3 Expression mit Hilfe der medianen Fluoreszenzintensitat (MFI) analysiert.
(b) Nachweis von SOCS3 im Westernblot. CD4* T-Zellen wurden fir 2 Tage mit anti-CD3/CD28 stimuliert und
das SOCS3 Protein im Zelllysat mit dem anti-SOCS3 Antikérper nachgewiesen (links). Die rechte Spur zeigt die
Proteine nach Vorinkubation des anti-SOCS3 Antikérpers mit dem SOCS3-Peptid. Der Nachweis von 3-Actin dient als
Ladekontrolle. (c) Dosisabhangige Blockierung der Antikérperbindung. Nach Vorinkubation von 10 pg/mL anti-SOCS3
Antikdrper mit verschiedenen Konzentrationen des SOCS3 Peptids (schwarz) oder eines Kontrollpeptids (weif3)
wurden PBMCs intrazellular geférbt und die Bindung des Antikérpers analysiert.

Die Zugabe des SOCS3-Peptides fiihrte zur Blockierung der Antikdrper-Bindung im Wes-
ternblot, wodurch beide Banden kaum mehr sichtbar waren (Abbildung 4.1b, rechte Spur).
Das zeigt, dass diese Proteine vom anti-SOCS3 Antikorper spezifisch gebunden werden. Bei
der durchflusszytometrischen Analyse fiihrte die intrazelluldre Firbung von PBMCs mit dem
anti-SOCS3 Antikorper nach Vorinkubation mit dem SOCS3-Peptid zu einer dosisabhédngigen
Reduktion der MFI (Abbildung 4.1c). Bei einer Peptidkonzentration von 0,5 ng/ml war die ma-
ximale Blockierung der Antikdrperbindung erreicht (60 % Reduktion). Dagegen verdnderte sich
die MFI nach Koinkubation des Antikorpers mit einem unspezifischen Kontrollpeptid (Rv3407)
nicht (Abbildung 4.1c). In den folgenden Experimenten wurde mit Hilfe des anti-SOCS3

Antikorpers die SOCS3 Expression in humanen T-Zellen charakterisiert.
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4.1.2 Vergleich der SOCS3 ex vivo Expression in primaren, humanen
T-Zell-Subpopulationen

Eine Studie im Mausmodell weist darauf hin, das SOCS3 ex vivo in naiven T-Zellen stiarker
exprimiert wird als in differenzierten T-Zellen [40]. Um die SOCS3 Expression in humanen
T-Zell-Subpopulationen zu charakterisieren wurde die ex vivo Expression in naiven (Thaiv)
und Effektor-T-Zellen (Tg¢), sowie in Zentralen- und Effektor-Memoryzellen (Tzy und Tgvm)
durchflusszytometrische analysiert. Diese vier T-Zell-Subpopulationen wurden mit Hilfe der
Oberflachenmarker CCR7 und CD45RA unterschieden (Abbildung 4.2). Die Interferenz der
Fluoreszenzen wurde durch die Auswahl von Fluoreszenzmarkern, die sich moglichst wenig

gegenseitig beeinflussen (V450, FITC und PE-Cy7), minimiert.
Alle vier Populationen exprimierten das SOCS3 Protein. Die Expression war fiir Tpaiy und Tzm

vergleichbar, wahrend die Expression in Tgy und Tgg im Vergleich zu den beiden anderen

Subpopulationen leicht verringert war (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Ex vivo SOCS3 Expression in T-Zell Subpopulationen. PBMCs wurden mit anti-SOCS3, anti-
CD3, anti-CCR7 und anti-CD45RA gefarbt und anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Die Lymphozytenpo-
pulation wurde mit Hilfe des FSC/SSC ausgewahlt. AnschlieBend erfolgte die Analyse der CD3* Lymphozyten auf die
Oberflachenmarker CD45RA und CCRY7. Die SOCS3 Expression wurde mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat
(MFI) in naiven- (Thaiv; CD45RA* CCR7*), zentralen Memory- (Tzv; CD45RA™ CCR7*), Effektor Memory- (Tgm;
CD45RA™ CCR77) und Effektor-T-Zellen (Tgg; CD45RA* CCR7 ™) quantifiziert. Dargestellt sind die kombinierten
Ergebnisse von zwei Experimenten.
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4.1.3 Expression von SOCS3 in aktivierten T-Zellen nach in vitro Stimulation

In T-Zellen kann die Induktion der SOCS3 Expression durch Stimulation mit Zytokinen wie IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-27 and IFNY [46, 97, 98] oder durch Antigen-spezifische Stimulation tiber
den T-Zell-Rezeptor ausgelost werden [40]. Daher wurde untersucht, ob die Stimulation mit M.
tuberculosis Antigen ebenfalls zu einer Regulation der SOCS3 Expression in humanen T-Zellen
fuhrt. Nach in vitro PPD-Stimulation von PBMCs gesunder PPD-reaktiver Spender erfolgte die
durchflusszytometrische Quantifizierung der SOCS3 Expression in den aktivierten T-Zellen
im Zeitverlauf. Fiir die Unterscheidung von aktivierten und nicht-aktivierten T-Zellen wurde
der Oberflaichenmarker CD40L (CD154) verwendet, der von aktivierten T-Zellen transient
exprimiert wird (maximale Expression zwischen 8 und 24 h nach Stimulation, Abbildung 4.3a).
In den aktivierten Zellen (CD40L") kam es nach 4 h zu einer Erhohung der SOCS3 Expression
im Vergleich zu den nicht-aktivierten T-Zellen (CD40L"). Die maximale SOCS3 Expression war
nach 48 h erreicht (Abbildung 4.3b, oben). Zum Vergleich mit der antigenspezifischen PPD-
Stimulation wurde eine polyklonale Stimulation der PBMCs mit anti-CD3/CD28 durchgefiihrt.
Dies fiihrte zu einem grofSeren Anteil CD40L* Zellen, als bei der PPD-Stimulation (Abbildung
4.3a), aber zu einer vergleichbaren Expressionskinetik von SOCS3 (Abbildung 4.3b, unten).
Abbildung 4.3c zeigt die kombinierten Ergebnisse von vier unabhédngigen Experimenten. In
PPD-stimulierten PBMCs war die SOCS3 Expression nach 48 h im Mittel etwa 1,5-fach erhoht,
wéhrend sie nach anti-CD3/CD28 Stimulation etwa 2-fach erhoht war (Abbildung 4.3c). Die
Erhohung der SOCS3 Expression war noch sechs Tage nach PPD-Stimulation nachweisbar
(Abbildung 4.3d). Hier wurde die SOCS3 Expression in den gesamten Lymphozyten bestimmt,
da zu diesem Zeitpunkt kein CD40L mehr exprimiert war. Zusammenfassend zeigen diese
Ergebnisse, dass die Expression von SOCS3 in humanen PBMCs T-Zell Rezeptor-abhédngig indu-
ziert wurde. Die Stimulation fiihrte zu einer Erhohung der SOCS3 Expression fiir mindestens

sechs Tage.

4.1.4 Expression von SOCS3 in T-Zellen nach Koinkubation mit
Mykobakterien-infizierten Makrophagen

Aktivierte M. tuberculosis-spezifische T-Zellen und deren Interaktion mit M. tuberculosis-
infizierten Makrophagen sind von zentraler Bedeutung fiir die Suszeptibilitit gegen Tuberku-
lose. M. tuberculosis beeinflusst die infizierten Makrophagen in verschiedener Hinsicht. Um
zu untersuchen wie sich die Interaktion von aktivierten T-Zellen und infizierten Makropha-
gen auf die Expression von SOCS3 auswirkt, wurde die SOCS3 Expression in einem in vitro
Modell untersucht. Nach PPD-Stimulation von PBMCs gesunder PPD-reaktiver Spender fiir 6
Tage, wurden die PBMCs anschlieffend mit BCG-infizierten autologen Makrophagen inkubiert
(Abbildung 4.4a). Die Bestimmung der SOCS3 Expression erfolgte durchflusszytometrisch

im Zeitverlauf. Die Koinkubation mit BCG-infizierten Makrophagen fiihrte nach 3 h zu einer
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Abbildung 4.3: SOCS3 Expression nach T-Zell-Rezeptor-spezifischer in vitro Stimulation. PBMCs von PPD-
reaktiven Spendern wurden mit PPD oder mit anti-CD3/CD28 stimuliert und die SOCS3 Expression im Zeitverlauf
durchflusszytometrisch mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) quantifiziert. (a) Darstellung der CD40L-
Expression mit und ohne PPD- oder anti-CD3/CD28 Stimulation (8 h). Die Analysefenster zeigen die CD40L* Zellen
fir die SOCS3 Bestimmung an. gestrichelt = unstimuliert, blau = CD40L* PPD, tiirkis = CD40L* anti-CD3/CD28. Die
tbrigen Zellen sind CD40L™ (grau). (b) SOCS3 Expression nach PPD- (obere Reihe) und anti-CD3/CD28 Stimulation
(untere Reihe) im Zeitverlauf fur ein représentatives Experiment von vier Experimenten. Die Histogramme zeigen
CDA40L™ -Zellen (grau) im Vergleich mit CD40L*-Zellen (blau: PPD; tirkis: anti-CD3/CD28). (c) SOCS3 Expression
verschiedener Spender nach PPD oder anti-CD3/CD28 Stimulation im Zeitverlauf (n=4). Die SOCS3 Expression
der CD40L*-Zellen ist relativ zur SOCS3 Expression der CD40L" -Zellen dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt
die Expression der CD40L"-Zellen zum jeweiligen Zeitpunkt. (d) SOCS3 Expression in PPD-stimulierten (blau) und
nicht-stimulierten (grau) T-Zellen nach sechs Tagen Stimulation. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment von
drei Experimenten.
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Abbildung 4.4: SOCS3 Regulation in PPD-spezifischen T-Zellen nach Koinkubation mit BCG-infizierten Ma-
krophagen. (a) Schematischer Aufbau des Versuchs. PBMCs von PPD-reaktiven Spendern wurden sechs Tage mit
PPD stimuliert. Gleichzeitig wurden autologe Monozyten in vitro zu Makrophagen-artigen Zellen ausdifferenziert.
Nach Infektion der Makrophagen mit BCG-GFP an Tag 6 erfolgte die Koinkubation mit den aktivierten Lymphozyten.
Die SOCS3 Expression wurde durchflusszytometrisch im Zeitverlauf mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI)
quantifiziert. (b) Dargestellt ist die SOCS3 Expression in aktivierten T-Zellen (CD40L*), koinkubiert mit BCG-GFP
infizierten Makrophagen, relativ zur SOCS3 Expression in den aktivierten T-Zellen, koinkubiert mit nicht-infizierten
Makrophagen zum jeweiligen Zeitpunkt (gestrichelte Linie). Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse von drei
Experimenten.

transienten Reduktion der SOCS3 Expression um etwa 20 % in aktivierten T-Zellen (CD40L")
im Vergleich zur Koinkubation von aktivierten T-Zellen mit nicht-infizierten Makrophagen (Ab-
bildung 4.4b). Im weiteren Zeitverlauf war kein Expressionsunterschied zwischen aktivierten

und nicht aktivierten T-Zellen nachweisbar.

4.1.5 Expression von SOCS3 in zytokinproduzierenden CD4* T-Zellen nach
Kurzzeitstimulation

Im néchsten Schritt sollte die SOCS3 Expression in Tyy1, T2 und Ti17 Zellen verglichen werden.
Nach Stimulation von PBMCs gesunder Spender fiir 36 h mit anti-CD3/CD28 wurde die SOCS3
Expression durchflusszytometrisch bestimmt. Dieser Zeitpunkt wurde gewdhlt, da die SOCS3
Expression nach anti-CD3/CD28 Stimulation hier erhoht (siehe 4.1.3) und gleichzeitig die
Zytokinsekretion am stiarksten war (Daten nicht gezeigt). Die stimulierten Zellen wurden mit
anti-CD4 und intrazelluldar mit anti-SOCS3 sowie entweder mit anti-TNFe, anti-IFNy,anti-IL-2,
anti-IL-4 oder anti-IL-17 gefdrbt. Um die gegenseitige Beeinflussung der fluoreszenzmarkierten
Antikorper moglichst gering zu halten, erfolgte die SOCS3-Farbung immer nur zusammen mit
einem Zytokin-spezifischen Antikorper. Die SOCS3 Expression wurde jeweils in den Zytokin-
positiven und -negativen CD4* T-Zellen bestimmt. Die Vorgehensweise bei der Analyse der
Zellen ist in Abbildung 4.5a dargestellt. Die SOCS3 Expression war in TNFo-, IFNy- und
IL-2-produzierenden T-Zellen im Vergleich zu den negativen T-Zellen erhoht (Abbildung
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Abbildung 4.5: SOCS3 Expression in IFNy-, IL-2- und TNFa-produzierenden CD4* T-Zellen. PBMCs wurden
fir 36 h mit anti-CD3/CD28 stimuliert. AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der SOCS3 Expression in Zytokin-
produzierenden CD4* T-Zellen. (a) Schema fiir die Auswahl der analysierten Zellpopulationen. Die Auswahl der
Lymphozytenpopulation erfolgte mit Hilfe des FSC/SSC Graphen. AnschlieBend wurden die Zytokinexpression in den
CD4* T-Zellen analysiert. Die Analysefenster zeigen die Zytokin-positiven Zellen (IFNy*, IL-2*, TNFo*, IL-4*, IL-17%),
die Ubrigen sind Zytokin-negative Zellen (IFNy~, IL-2" und TNFa). (b) SOCS3 Expression in IFNy ™ -, IL-27- und
TNFo -Zellen (grau) und IFNy*-, IL-2*- und TNFo*-Zellen (blau) T-Zellen als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI).
Dargestellt ist ein représentatives Experiment von drei Experimenten.
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4.5b). Diese Zellen wiesen vergleichbare SOCS3-Konzentrationen auf. IL-4 und IL-17 wurden
durch die Kurzzeitstimulation kaum induziert (<0,05 %, Abbildung 4.5). Daher wurde im
Folgenden ein T-Zell Klonierungsansatz eingesetzt, um IL-4- und IL-17-produzierende T-Zellen

Zu generieren.

4.1.6 Expression von SOCS3 in T-Zell Klonen mit distinktem Zytokinprofil

Bei T-Zell Klonen handelt es sich um eine homogene T-Zell Population, die durch Proliferation
aus einer Vorlduferzelle entsteht. Die T-Zell Klone wurden aus CD4*CD161* T-Zellen generiert,
da diese T-Zell Population im Menschen die Vorldufer von Ty17 Zellen darstellt [21] und der
Anteil IL-17 produzierender T-Zellen bei einer Klonierung dieser T-Zell Population signifikant
gesteigert werden kann (unpublizierte Ergebnisse der Arbeitsgruppe). Vor der Analyse der
SOCS3 Expression wurde zundchst das Zytokinprofil der einzelnen Klone charakterisiert.
Hierbei ergab sich ein heterogenes Expressionsmuster fiir die untersuchten Zytokine (TNFq,
IFNY, IL-4 und IL-17). Alle generierten Klone exprimierten TNFa und nahezu alle Klone
(>98 %) exprimierten zusdtzlich mindestens ein weiteres Zytokin. Die meisten T-Zell Klone
wiesen ein komplexes Zytokinprofil auf, dass durch die gleichzeitige Expression mehrerer
Zytokine charakterisiert war. Abbildung 4.6 zeigt das Zytokinprofil von sechs exemplarischen
T-Zell Klonen. Klon 1 besteht tiberwiegend aus TNFo/IFNy /IL-4-dreifachpositiven Zellen,
Klon 2 tiiberwiegend aus TNFo/IL-17-doppelpositiven Zellen, Klon 3, 4 und 6 iiberwiegend
aus TNFa-einfachpositiven Zellen und Klon 5 aus TNFa/IFNYy /IL-17-dreifachpositiven und
TNFo/IFNy-doppelpositiven Zellen.

Fiir die Analyse der SOCS3 Expression wurden die Klone auf Grundlage der Zytokinexpression
in Gruppen eingeteilt. Eine hohe Expression bezeichnete >1 % positive Zellen fiir IFNy, IL-4
und IL-17. Fiir TNFa lag die Grenze hoher (>30 %), da alle Klone >1 % TNFo-produzierende
Zellen aufwiesen. Die SOCS3 Expression wurde ohne vorherige Restimulation der Klone durch-
flusszytometrisch bestimmt. Obwohl die SOCS3 Expression der einzelnen Klone heterogen war,
lag die mediane SOCS3 Expression beim Vergleich von Klonen mit hoher und niedriger TNFa
und IFNy Expression auf vergleichbarem Niveau (Abbildung 4.7 erster und zweiter Graph).
Dagegen wurde in T-Zell Klonen, die eine hohe Expression von IL-4 oder IL-17 aufwiesen, eine
signifikant erhohte SOCS3 Expression (p=0,004 fiir IL-4 und p=0,001 fiir IL-17) nachgewiesen,
verglichen mit Klonen, die eine niedrige Expression dieser Zytokine aufwiesen (Abbildung
4.7, dritter und vierter Graph). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die SOCS3
Expression in T2 und Ty17 Zellen von T-Zell Klonen erhoht ist. Allerdings konnte nicht mit
Sicherheit ausgeschlossen werden, dass auch die Generierung der T-Zell Klone per se einen
Einfluss auf die SOCS3 Expression hatte. Daher wurden die Befunde von Cosmi et al [21]
genutzt, welche CD4"CD161" T-Zellen als Vorlduferpopulation von Ty17 Zellen im Menschen

identifiziert haben, um die SOCS3 Expression ex vivo in Ty17 Vorlduferzellen zu bestimmen.
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Abbildung 4.6: Zytokinprofil von sechs exemplarischen CD4*CD161* T-Zell Klonen. Die Expression der Zy-
tokine IFNy, IL-17, TNFo und IL-4 in T-Zell Klonen wurde nach Restimulation mit PMA/lonomycin in aktivierten
T-Zellen (CD40L*) ermittelt. Dargestellt ist pro Klone jeweils ein exemplarischer Dichte-Graph und das vollstédndige
Zytokinprofil. Das Zytokinprofil zeigt den Anteil der Zellen pro Klon, die ein, zwei oder drei Zytokine gleichzeitig

produzieren.
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Abbildung 4.7: SOCS3 Expression in T-Zell Klonen mit distinktem Zytokinprofil. Die T-Zell Klone (n=80) wurden
anhand ihrer Zytokinexpression in Gruppen eingeteilt. Jeder Punkt repréasentiert einen Klon mit niedriger (grau) oder
hoher (schwarz) Expression des entsprechenden Zytokins. Die Expression wurde definiert als low <30% und high
>30% fir TNFo und als low <1% und high >1% fiir IFNvy, IL-17 und IL-4. Die durchflusszytometrische Analyse der
SOCS3 Expression erfolgte mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitéat (MFI) (** = p<0,01; Mann-Whitney U Test).

4.1.7 Expression von SOCS3 in Vorlaufern von Ty17 Zellen

PBMCs von gesunden Spendern wurden ex vivo mit anti-CD4, anti-CD161 und anti-SOCS3
gefarbt. Die SOCS3 Expression wurde anschlieffend durchflusszytometrisch in CD4*CD161*
und CD4"CD161~ Zellen quantifiziert (Abbildung 4.8a). Die CD4*CD161* Zellen, welche
die Ty17 Vorlduferpopulation bilden [21], zeigten eine erhohte SOCS3 Expression (p=0,017)
verglichen mit den CD4"CD161~- Zellen (Abbildung 4.8a). Um eine gegenseitige Beeinflussung
der Fluoreszenzfarbstoffe auszuschliefsen, wurde die SOCS3 Expression in einem Kontrol-
lansatz in CD4"CD45RA* und CD4"CD45RA™ T-Zellen bestimmt (Abbildung 4.8b). Diese
Populationen sind nicht mit der Polarisierung von T-Zellen assoziiert, sondern beschreiben
naive und Effektor T-Zellen (s. Abbildung 4.2). Der anti-CD45RA Antikorper wurde mit der
gleichen Fluoreszenzmarkierung wie anti-CD161 verwendet (FITC). Die SOCS3 Expression war
in den CD4*CD45RA™ T-Zellen leicht vermindert (Abbildung 4.8b), wodurch eine Erhohung
der SOCS3 MFI aufgrund einer Interferenz der Fluoreszenzfarbstoffe von anti-CD161 und

anti-SOCS3 ausgeschlossen werden konnte.

4.2 Modulierung der SOCS3 Expression in primaren, humanen CD4*

T-Zellen mittels lentiviraler Transduktion

Im nédchsten Schritt wurde der Einfluss von SOCS3 auf verschiedene funktionelle Parameter von
CD4* T-Zellen untersucht. Dies sollte durch exogene Expression und Herunterregulation von
SOCS3 in priméren, humanen CD4" T-Zellen mit Hilfe eines lentiviralen Transduktionsansatzes

durchgefiihrt werden (Details s. Material und Methoden). Diese Methode erméglicht einen
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Abbildung 4.8: SOCS3 Expression in Ty17 Vorlauferzellen. (a) PBMCs von wurden ex vivo mit anti-SOCS3,
anti-CD4 und anti-CD161 gefarbt. Die SOCS3 Expression wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) in den CD4*CD161" (grau) und CD4*CD161* Zellen (blau) quantifiziert. Dargestellt
ist ein reprasentatives von vier Experimenten (* = p<0,05; paired t-Test). (b) SOCS3 Expression in einer Kontroll-
T-Zellpopulation. PBMCs wurden mit anti-SOCS3, anti-CD4 und anti-CD45RA geféarbt. Die SOCS3 Expression
wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) in den CD4*CD45RA" (grau) und
CD4*CD45RA* Zellen (blau) quantifiziert. Dargestellt ist ein représentatives von drei Experimenten.

Gen-Transfer, der die Zellen kaum beeinflusst. Dies ist vor allem fiir priméare Zellen vorteilhaft,
bei denen der Gen-Transfer mit anderen Methoden (Elektroporation, lipid-basierte Transfektion)
sehr ineffektiv ist. Fiir die Transduktion von CD4" T-Zellen wurde ein lentivirales System
verwendet, das auf den sogenannten LeGO-Vektoren [95] basiert. Die Expressionsvektoren
kodierten fiir das enhanced green fluorescent protein (eGFP), wodurch transduzierte Zellen im

Durchflusszytometer nachgewiesen werden konnen.

4.2.1 Etablierung lentiviraler Transduktion von CD4* T-Zellen

Fiir die Etablierung der lentiviralen Transduktion wurde der Kontrollvektor LeGO-G2 verwen-
det, durch den das enhanced green fluorescent protein (eGFP) unter der Kontrolle eines SFFV-
Promoters konstitutiv exprimiert wird. Lentiviren konnen prinzipiell auch Zellen infizieren, die
sich nicht in der Teilungsphase befinden, allerdings wurde das in eigenen Experimenten nicht
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Daher wurden die T-Zellen vor der Transduktion polyklonal
mit anti-CD3/CD28 und IL-2 aktiviert.

Tranduktion von CD4* T-Zellen mit unterschiedlichen Viruskonzentrationen

Die Bestimmung der optimalen Viruskonzentration zur Transduktion von CD4* T-Zellen
wurde durch Infektion mit verschiedenen multiplicities of infection (MOI) durchgefiihrt. Fiir die
Bestimmung der MOI wurden HEK-Zellen mit Virusiiberstinden infiziert und die Konzentrati-

on der infektiosen Einheiten bestimmt (Details s. Material und Methoden).
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Abbildung 4.9: Effizienz lentiviraler Transduktion von CD4* T-Zellen mit verschiedenen Viruskonzentratio-
nen. CD4* T-Zellen wurden mit verschiedenen Multiplicities of Infection (MOI) des Kontrollvektors LeGO-G2 trans-
duziert (MOI 1, MOI 10 und MOI 25). Zwei Tage nach Transduktion erfolgte die durchflusszytometrische Analyse
der Zellen. Der Anteil eGFP* Zellen (griin) zeigt die Effizienz der Transduktion. Dargestellt sind die viablen Zellen
(FSC/SSC).

Fiir die Transduktion wurden CD4* T-Zellen, die von PBMCs gesunder Spender stammten,
zwei Tage nach polyklonaler Stimulation mit MOI 1, MOI 10 und MOI 25 des Kontrollvektors
infiziert. Die Bestimmung der Transduktionseffizienz erfolgte zwei Tage nach Transduktion
durchflusszytometrisch durch Analyse der eGFP-Fluoreszenz (Abbildung 4.9). Untransduzierte
Zellen wurden als Kontrolle verwendet. MOI 10 fiihrte zu 90 % transduzierten Zellen (Ab-
bildung 4.9). Eine hohere MOI steigerte die Transduktionseffizienz nicht. In den folgenden

Experimenten wurden die Virusiiberstinde daher mit einer MOI 10 eingesetzt.

Vergleich von Retronektin-basierter Transduktion und Spin-Infektion

Zur Optimierung der lentiviralen Transduktion wurden zwei verschiedene Methoden zur
Infektion ausgetestet. Zum einen die Retronektin-basierte, bei der die Oberfldche der Zellkultur-
platten mit dem Fibronektin-Fragment Retronektin beschichtet werden und anschlieflend die
Viren an das Retronektin binden. Danach werden die zu transduzierenden Zellen zugegeben.
Zum anderen gibt es die Moglichkeit die Virustiberstinde in Anwesenheit von Polybren direkt
zu den Zellen zu geben und die Infektion durch einen Zentrifugationsschritt zu steigern
(Spin-Infektion). Beide Methoden wurden fiir die Transduktion von T-Zellen mit dem Kontroll-
vektor getestet. Die Transduktionseffizienz lag mit der Retronektin-basierten Methode bei etwa
90 %, wahrend mit der Spin-Infektion wesentlich weniger Zellen transduziert waren (42 %,
Abbildung 4.10). Dies zeigt, dass die Restronektin-basierte Methode fiir die Transduktion von
humanen T-Zellen besser geeignet ist. Die folgenden Experimente wurden daher ausschliefslich
mit dieser Methode durchgefiihrt.
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Abbildung 4.10: Vergleich von Retronektin- und Spin-Infektion zur Transduktion von CD4* T-Zellen. Zwei
Tage nach Transduktion des Kontrollvektors LeGO-G2 (MOI 10) mittels Retronektin- oder Spin-Infektion erfolgte die
durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen. Der Anteil eGFP* Zellen (griin) zeigt die Effizienz der Transduktion.
Dargestellt sind die viablen Zellen (FSC/SSC).

Optimierung der T-Zell Aktivierung vor der Transduktion

Um die Bedingungen fiir eine optimale Transduktion bei gleichzeitig minimaler Vorstimulati-
onszeit zu bestimmen, wurden CD4" T-Zellen mit den Kontrollvektor an Tag 1, Tag 2 oder Tag
3 nach Stimulation transduziert. Abbildung 4.11a zeigt, dass der Anteil transduzierter Zellen
an Tag 2 oder Tag 3 nach Stimulation am hochsten ist (etwa 50 %). Die Transduktion an Tag 1
nach Stimulation war dagegen zu friih, hier lag der Anteil transduzierter Zellen nur bei 20 %.
In den nachfolgenden Experimenten wurden die T-Zellen nach zwei Tagen Voraktivierung

transduziert.

IL-2 ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fiir T-Zellen. Um zu untersuchen, ob die Anwesenheit
von IL-2 einen Einfluss auf die Transduktionseffizienz der T-Zellen hat, wurden CD4* T-Zellen
fiir 2 Tage in An- oder Abwesenheit von IL-2 (20 u/mL) kultiviert. Abbildung 4.11b zeigt,
dass IL-2 keinen Einfluss auf die Transduktionseffizienz hatte. Hohere IL-2 Konzentration (200

u/mL) beeinflussten die Transduktionseffizienz ebenfalls nicht (Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Transduktionseffizienz und SOCS3 Expression in CD4* T-Zellen nach lentiviraler
Transduktion

Fiir die Transduktion von SOCS3 wurde das humane SOCS3 Gen mittels spezifischer Restrik-
tionsschnittstellen in den lentiviralen Expressionsvektor LeGO-iG2 kloniert, der zusétzlich
fiir eGFP kodiert. (Details s. Material und Methoden). Als Kontrollvektor fiir die Transduk-
tion wurde LeGO-G2 verwendet, der nur fiir eGFP kodiert. Zwei Tage nach Transduktion
erfolgte die durchflusszytometrisch Quantifizierung des Anteils transduzierter Zellen. Die
Transduktionseffizienz des Kontrollvektors lag in dem gezeigten Experiment bei 79 %, die
Transduktionseffizienz des SOCS3-Vektors lag bei 58 % (Abbildung 4.12a).

Die SOCS3 Expression wurde ebenfalls zwei Tage nach Transduktion durchflusszytometrisch
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Abbildung 4.11: Test verschiedener Bedingungen fiir die Vorstimulation von CD4* T-Zellen zur lentiviralen
Transduktion. Zwei Tage nach Transduktion des Kontrollvektors LeGO-G2 erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse der Zellen. Der Anteil eGFP* Zellen (griin) zeigt die Effizienz der Transduktion. Dargestellt sind die viablen
Zellen (FSC/SSC). (a) Vergleich verschiedener Vorstimulationszeiten. CD4* T-Zellen wurden vor der Transduktion
mit anti-CD3/CD28 und IL-2 stimuliert. Die Transduktion mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 (MOI 10) erfolgte entweder
an Tag 1, Tag 2 oder Tag 3 nach Stimulation. (b) Vergleich verschiedener IL-2-Konzentrationen. Die Stimulation der
CD4* T-Zellen erfolgte zwei Tage vor Transduktion mit anti-CD3/CD28 mit und ohne Zugabe von IL-2.

analysiert (Abbildung 4.12b). In den SOCS3-transduzierten T-Zellen (Definition s. Material
und Methoden) war die SOCS3 Expression im Vergleich zu den Kontrollvektor-transduzierten
und den untransduzierten T-Zellen in diesem Experiment etwa 2,7-fach erhoht (Abbildung
4.12b). Generell lag der relative Anstieg der SOCS3 Expression zwischen 1,6- und 2,7-fach. Die
SOCS3 Expression in den eGFP~ Zellen desselben Ansatzes war vergleichbar mit den nicht-
transduzierten (Daten nicht gezeigt). Dies zeigte, dass die Erthohung der SOCS3 Expression

spezifisch nur in den eGFP* Zellen nachweisbar war.

4.2.3 SOCS3 hemmt die Proliferation von transduzierten CD4* T-Zellen

Die Stabilitdt der Transduktion wurde durch die Bestimmung des Anteils transduzierter Zellen
im Zeitverlauf untersucht. Dabei zeigte sich, dass der Anteil der SOCS3-transduzierten Zellen
stark abnahm (in dem gezeigten Experiment von 41 % and Tag 2 nach Transduktion auf 7 % an
Tag 6 nach Transduktion, Abbildung 4.13). Der Anteil der Kontrollvektor-transduzierter Zellen
blieb in diesem Zeitraum dagegen nahezu unverdndert (hier bei 60 %, Abbildung 4.13). Der
kontinuierliche Riickgang des Anteils eGFP* Zellen nach SOCS3 Transduktion konnte auf eine
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Abbildung 4.12: Uberexpression von SOCS3 in CD4* T-Zellen mittels lentiviraler Transduktion. CD4* T-Zellen
wurden entweder mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCS3-Vektor transduziert. (a) Durchflusszytome-
trische Analyse der T-Zellen zwei Tage nach Transduktion. Der Anteil eGFP* Zellen (griin) zeigt die Effizienz der
Transduktion flr ein représentatives von sechs Experimenten. Dargestellt sind die viablen Zellen (FSC/SSC). (b)
SOCS3 Expression zwei Tage nach Transduktion fur ein reprasentatives von vier Experimenten. Die Analyse erfolgte
durchflusszytometrisch nach intrazellularer Farbung der Zellen mit AlexaFluor649-markiertem anti-SOCSS3. Darge-
stellt ist die SOCS3 Expression in der eGFP™ Population der untransduzierten T-Zellen und der eGFP* Population
der Kontrollvektor- und SOCS3-transduzierten T-Zellen als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI).

unterschiedliche Proliferation der transduzierten (eGFP*) und nicht-transduzierten (eGFP™)
Zellen zuriickzufiihren sein. Um dies zu testen wurden T-Zellen vor der Transduktion mit ei-
nem Proliferationsfarbstoff (Cell Proliferation Dye eFluor670, s. Material und Methoden ) markiert.
Die Proliferation wurde anschliefsend drei und fiinf Tage nach Transduktion durchflusszyto-
metrisch bestimmt. Abbildung 4.14a zeigt die Proliferation der Kontrollvektor-transduzierten
Zellen im Vergleich zu den SOCS3-transduzierten Zellen. Die MFI des Proliferationsfarbstoffes
bei den SOCS3-transduzierten T-Zellen war drei Tage nach Transduktion etwas hoher, als
bei den Kontrollvektor-transduzierten T-Zellen. Das bedeutet, dass die SOCS3-transduzierten
T-Zellen weniger proliferiert sind (Abbildung 4.14a). An Tag 5 war der Unterschied signi-
fikant (Abbildung 4.14a). Die Analyse von vier unabhdngigen Experimenten zeigte, dass
die Proliferation der SOCS3-transduzierten T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollvektor-
transduzierten T-Zellen an Tag 5 nach Transduktion durchschnittlich 2,8-fach geringer war
(Abbildung 4.14b).Die Transduktion selbst fiihrte zu einer leichten Induktion der Proliferation,
da die Kontrollvektor-transduzierten T-Zellen im Vergleich zu den untransduzierten T-Zellen
etwas mehr proliferierten (Abbildung 4.14b). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass
SOCS3-transduzierte T-Zellen eine verminderte Proliferation aufwiesen. Eine mogliche Ursache
fiir die konnte die Induktion von Apoptose in den SOCS3-transduzierten T-Zellen sein, daher

wurde im nédchsten Schritt die Apoptose untersucht.
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Abbildung 4.13: Transduktionseffizienz nach SOCS3 Transduktion im Zeitverlauf. CD4* T-Zellen wurden ent-
weder mit dem SOCS3-Vektor oder dem Kontrollvektor LeGO-G2 transduziert. Dargestellt ist die durchflusszytometri-
sche Analyse der T-Zellen an Tag 2 bis Tag 6 nach Transduktion fir ein reprasentatives von drei Experimenten. Der
Anteil eGFP* Zellen (griin) zeigt die Effizienz der Transduktion. Dargestellt sind die viablen Zellen (FSC/SSC).

4.2.4 Kein Einfluss von SOCS3 auf die Apoptose transduzierter CD4* T-Zellen

Der Einfluss der SOCS3 Transduktion auf die Apoptose der T-Zellen wurde 5 Tage nach
Transduktion mit drei verschiedenen Analysen untersucht: erstens wurde der Anteil toter
Zellen im FSC/SSC verglichen. Zweitens wurde die frithe Apoptose und drittens die Ne-
krose untersucht. Die Marker Annexin V und 7-AAD wurden fiir die Unterscheidung von
frith-apoptotischen (Annexin V*/7-AAD™) und nekrotischen (Annexin V*/7-AAD") Zellen
verwendet. Im FSC/SSC Graphen konnen viable Zellen von toten anhand ihrer Morphologie
unterschieden werden (Abbildung 4.15a). Die Zellen im Analysefenster fiir tote Zellen sind alle
Annexin V*/7-AAD" und somit nekrotisch (Daten nicht gezeigt). Es waren keine Unterschiede
im Anteil viabler Zellen nach SOCS3 Transduktion im Vergleich mit den Kontrollansidtzen zu
erkennen (Abbildung 4.15a).

Die viablen Zellen, wie in Abbildung 4.15a gezeigt, wurden auf frithe Apoptose, sowie Nekrose
untersucht. Es waren keine Unterschiede im Anteil apoptotischer oder nekrotischer Zellen zu
erkennen (Abbildung 4.15b), daher ist es unwahrscheinlich, dass die verminderte Proliferation

auf eine SOCS3-induzierte Erhohung der Apoptose zuriickzufiihren ist.

Eine weitere Ursache konnte eine unterschiedliche Aktivierbarkeit der SOCS3-transduzierten
T-Zellen und Kontrollzellen sein. Dies kdnnte dazu fiihren, dass SOCS3-transduzierte T-Zellen
auf Stimulation nicht so gut reagieren konnen, wie Kontrollzellen. Diese Moglichkeit wurde

als Nachstes getestet
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Abbildung 4.14: Proliferation von CD4* T-Zellen nach Uberexpression von SOCS3. Die Proliferation der T-
Zellen wurde drei und finf Tage nach Transduktion mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCS3-Vektor
analysiert. (a) Die Dot Plots zeigen die viablen Zellen (FSC/SSC). Die Analyse der Proliferation erfolgte flir die eGFP*
Zellen der Kotrollvektor- (hellgriin schattiert) und SOCS3-transduzierten Anséatze (dunkelgriine Linie). Dargestellt
ist ein exemplarisches von vier Experimenten. (b) Vergleich der relativen Proliferation von Kontrollvektor- (hellgriin)
und SOCS3-transduzierten T-Zellen (dunkelgriin) im Vergleich zu den untransduzierten T-Zellen (gestrichelte Linie).
Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse von 4 unabhangigen Experimenten. (**=p<0,01, paired t-Test)
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Abbildung 4.15: Analyse der Apoptose nach Uberexpression von SOCS3. CD4* T-Zellen wurden entweder
mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCS3-Vektor transduziert. Fiinf Tage nach Transduktion erfolgte die
Analyse der toten, apoptotischen und nekrotischen Zellen. (a) Dargestellt sind die viablen (rotes Analysefenster)
und toten Zellen (schwarzes Analysefenster) im Dot Plot fUr ein représentatives Experiment von vier Experimenten.
(b) Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse der Farbung mit Annexin V und 7-AAD finf Tage nach
Transduktion flr ein reprasentatives Experiment von zwei Experimenten. Bei den untransduzierten T-Zellen erfolgte
die Analyse in den eGFP- Zellen (schwarz), bei den Kontrollvektor- und SOCS3-transduzierten T-Zellen in den eGFP*
Zellen (griin).

4.2.5 Geringer Einfluss von SOCS3 auf die Aktivierbarkeit der transduzierten CD4*
T-Zellen

Um die Aktivierbarkeit der SOCS3-transduzierten T-Zellen zu untersuchen, wurde der Anteil
aktivierter Zellen (CD40L*) in SOCS3-transduzierten T-Zellen und Kontrollzellen nach 6 h
PMA /Ionomycin oder anti-CD3/CD28 Stimulation verglichen. Die Analyse erfolgte zwei Tage
nach Transduktion. Die Stimulation mit PMA /Ionomycin fiihrte in allen drei Ansédtzen zur
Expression von CD40L auf mehr als 85 % der Zellen (Abbildung 4.16a). Die Stimulation
mit anti-CD3/CD28 fiihrte zur Expression von CD40L auf etwa 50 % der untransduzierten
und Kontrollvektor-transduzierten T-Zellen (Abbildung 4.16b). SOCS3-transduzierte T-Zellen
exprimierten etwas weniger CD40L (hier 39 %) (Abbildung 4.16b). Dieses Ergebnis zeigt, dass
sich die Aktivierbarkeit von SOCS3-transduzierten T-Zellen kaum von den Kontrollzellen

unterscheidet.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Uberexpression von SOCS3 zu einer Inhi-
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Abbildung 4.16: CD40L Expression von CD4* T-Zellen nach Uberexpression von SOCS3. CD4* T-Zellen wur-
den mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCSS3-Vektor transduziert. Zwei Tage nach Transduktion erfolgte
die Stimulation fir 6 h und anschlieBende intrazellulare Farbung von CD40L. (a) Dargestellt ist die CD40L Expression
von T-Zellen ohne Stimulation (grau schattiert) und nach PMA/lonomycin Stimulation (rot) fir ein représentatives von
vier Experimenten. (b) Dargestellt ist die CD40L Expression von T-Zellen ohne Stimulation (grau schattiert) und nach
anti-CD3/28 Stimulation (tlrkis) fUr ein reprasentatives von drei Experimenten.

bition der Proliferation fiihrt, die jedoch nicht auf eine gesteigerte Apoptose zuriickzufiihren ist.
Die verminderte Aktivierung nach anti-CD3/CD28 Stimulation konnte aber die Proliferation
der T-Zellen nach Transduktion, zumindest teilweise, beeinflussen. Im nichsten Schritt habe ich
das Zytokinprofil nach SOCS3 Transduktion analysiert, um einen Einfluss auf die Polarisierung

von T-Zellen zu untersuchen.

4.2.6 SOCS3 induziert erhdhte IL-17 Expression in transduzierten CD4* T-Zellen

Die SOCS3-transduzierten T-Zellen und die Kontrollzellen wurden zwei Tage nach Transduk-
tion fiir 6 h mit PMA /Ionomycin unter Zugabe von Brefeldin A restimuliert. Die Zytokinex-
pression wurde mittels intrazelluldrer Zytokinfarbung fiir TNFa, IFNY, IL-4 und IL-17 in den
aktivierten (CD40L") Zellen analysiert. Generell wurden in den einzelnen Experimenten 30
- 95 % TNFa-positive T-Zellen, 12 - 47 % IFNy-positive T-Zellen und 0,2 - 8 % IL-17-positive
T-Zellen, aber kaum IL-4-positive Zellen (<0,05 %, Daten nicht gezeigt) induziert. Um die
Zytokinexpression mehrerer Experimente vergleichen zu kénnen, wurde die relative Expres-

sion, bezogen auf die untransduzierten Zellen analysiert (Abbildung 4.17). Die SOCS3- und
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Abbildung 4.17: Analyse der Zytokinexpression von CD4* T-Zellen nach Uberexpression von SOCS3 mittels
intrazellularer Zytokinfarbung. CD4* T-Zellen wurden mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCS3-Vektor
transduziert. Zwei Tage nach Transduktion erfolgte die intrazellulare Zytokinfarbung nach PMA/lonomycin Restimula-
tion (6 h). Dargestellt ist der relative Anteil TNFa-, IFNy- und IL-17-produzierender Zellen in der eGFP* Population
von Kontrollvektor- (grau) und SOCS3-transduzierten (schwarz) T-Zellen im Vergleich zur eGFP~ Population von
untransduzierten T-Zellen (gestrichelte Linie). Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse von acht unabhangigen
Experimenten (*=p<0,05, Wilcoxon Signed Rank Test).

Kontrollvektor-transduzierten Zellen zeigten keine differentielle Expression der Zytokine TNFu
und IFNy. Die IL-17 Expression dagegen war in den SOCS3-transduzierten Zellen im Mittel
signifikant erhoht (p=0,023, Wilcoxon Signed Rank Test, n=8, Abbildung 4.17). Die IL-17 Ex-
pression war auch in den Kontrollvektor-transduzierten Zellen leicht, aber nicht signifikant,
erhoht. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die lentivirale Transduktion per se

einen Einfluss auf die IL-17 Expression hat.

Zusétzlich zur intrazelluldren Bestimmung der Zytokinexpression wurde die Zytokinkonzen-
tration in den T-Zell Kulturiiberstinden drei Tage nach Restimulation mit PMA /Ionomycin
mittels CBA quantifiziert. Aufgrund der verminderten Proliferation der SOCS3-transduzierten
T-Zellen erfolgte eine Normalisierung auf die unterschiedlichen Zellmengen der einzelnen
Ansitze (Details s. Material und Methoden). In der unstimulierten Kontrolle waren keine
Zytokine nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Nach Normalisierung lag die Konzentration fiir
TNFa bei den SOCS3-transduzierten T-Zellen niedriger, als bei Kontrollzellen (Abbildung 4.18).
Die IFNy Konzentration war bei allen drei Ansitzen vergleichbar (Abbildung 4.18). Die IL-17
Konzentration dagegen lag bei den SOCS3-transduzierten T-Zellen etwa 2,5-fach hoher als
bei den Kontrollzellen (Abbildung 4.18). In einem zweiten unabhéngigen Experiment war die
gleiche Tendenz fiir IL-17 zu beobachten, allerdings lagen hier auch die Konzentrationen fiir
TNFo und IFNY leicht tiber der Konzentration der Kontrollzellen. Die Induktion von IL-17 in
den SOCS3-transduzierten T-Zellen war jedoch etwa 3-fach stéarker als fiir TNFa und IFNy

(Daten nicht gezeigt). IL-4 war in den Uberstinden nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.18: Analyse der Zytokinexpression von CD4* T-Zellen nach Uberexpression von SOCS3 mittels
CBA. CD4* T-Zellen wurden mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCS3-Vektor transduziert. Zwei Tage nach
Transduktion erfolgte die FACS-Sortierung der eGFP* Population von Kontrollvektor- und SOCS3-transduzierten
Zellen, sowie der eGFP™ Population von untransduzierten T-Zellen. Nach Stimulation mit PMA/lonomycin fir drei Tage
wurde die Zytokinexpression in den Ubersténden mittels CBA analysiert. Dargestellt ist ein exemplarisches von zwei
Experimenten. Die Zytokinkonzentrationen fir SOCS3-transduzierte T-Zellen (schwarz) sind nach Normalisierung
mit dem Proliferationsfaktor dargestellt.

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass die Uberexpression von SOCS3 in CD4* T-Zellen
zu einer verstarkten Induktion des Ty17-assoziierten Zytokins IL-17 fiihrte. Eine Moglichkeit
zur Erkldrung der differentiellen Induktion der Zytokine ist die unterschiedliche Regulation
von STAT-Molekiilen durch SOCS3. STAT Molekiile wiederum regulieren Zytokin-abhéngig die
Differenzierung von CD4" T-Zellen. Daher wurde der Einfluss von SOCS3 auf die Aktivierung
von STAT-Molekiilen untersucht.

4.2.7 SOCS3 blockiert STAT3, STAT4 und STAT5 Phosphorylierung in transduzierten
CD4* T-Zellen

Um die Wirkung der SOCS3 Transduktion auf die Aktivierung von STAT3, STAT4 und STAT5
zu untersuchen, erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der STAT-Phosphorylierung nach
Aktivierung mit IFNo in Kontrollvektor- und SOCS3-transduzierten T-Zellen drei Tage nach
Transduktion. IFNo wurde ausgewdhlt, da es den stdrksten induzierenden Effekt auf die Phos-
phorylierung der STAT-Molekiile in T-Zellen hatte (unpublizierte Ergebnisse der Arbeitsgrup-
pe). In Abbildung 4.19 ist die STAT-Phosphorylierung in den eGFP" T-Zellen nach IFNo Stimu-
lation im Vergleich zu den unstimulierten Zellen dargestellt. Die Kontrollvektor-transduzierten
T-Zellen zeigten die stirkste Induktion fiir STAT3 (50 % Zunahme) und STAT4 (24 % Zu-
nahme), wihrend die Induktion fiir STAT5 gering war (8 %). In den SOCS3-transduzierten
T-Zellen erfolgte keine Aktivierung der STAT-Molekiile (<5 % Zunahme). Zusétzlich war die
Phosphorylierung bei den unstimulierten SOCS3-transduzierten T-Zellen im Vergleich zu den
unstimulierten Kontrollzellen verringert (STAT3 20 %, STAT4 26 % und STATS 37 % Reduktion).
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Abbildung 4.19: Phosphorylierung von STAT-Molekiilen nach Uberexpression von SOCS3. Die Analyse erfolg-
te drei Tage nach Transduktion mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCSS3-Vektor. Nach 20 min Stimulation
mit IFNo wurden die Zellen mit anti-phosphoryliertem (p)STAT3, anti-pSTAT4 und anti-pSTAT5 geférbt und die mittlere
Fluoreszenzintensitét (MFI) durchflusszytometrisch quantifiziert. Dargestellt ist die STAT Phosphorylierung flr Zellen
ohne Stimulation (grau) und nach IFN« Stimulation (schwarz) flr ein reprasentatives von zwei Experimenten.

Dies legt nahe, dass SOCS3 die IFNa-induzierte Aktivierung von STAT3 und STAT4, sowie die
Basisphosphorylierung von STAT4 und STATS5 inhibiert.

4.2.8 Knock-down von SOCS3 in CD4* T-Zellen mittels shRNA

Fiir die Herunterregulation von endogenem SOCS3 in CD4* T-Zellen sollten spezifische
shRNAs identifiziert werden. Hierfiir wurden fiinf kommerziell erhiltliche shRNAs (Thermo
Scientific) getestet. Diese wurden zundchst aus dem pLKO-Vektor in den LeGO-G-Vektor
kloniert. Dabei wurde gleichzeitig der murine U6 Promoter von LeGO-G gegen den humanen
U6 Promoter von pLKO ausgetauscht (Details s. Material und Methoden). Anschliefiend erfolgte
die Transduktion von CD4" T-Zellen mit den shRNAs. Als Kontrollvektor diente LeGO-G2.
Der Anteil transduzierter Zellen lag fiir alle shRNAs, sowie fiir den Kontrollvektor bei >70 %
(Abbildung 4.20). Nach Bestimmung der SOCS3 Expression in den transduzierten Zellen zeigte
sich jedoch keine konsistente Herunterregulation der Proteinexpression (Daten nicht gezeigt),

weshalb keine weiteren Experimente mit diesen shRNAs durchgefiihrt wurden
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Abbildung 4.20: Effizienz der Transduktion von fiinf SOCS3-spezifischen shRNAs. CD4* T-Zellen wurden mit
dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder einem von flinf SOCS3-spezifischen shRNA-Vektoren transduziert und nach zwei
Tagen durchflusszytometrisch analysiert. Der Anteil an eGFP* Zellen (griin) zeigt die Effizienz der Transduktion.
Dargestellt sind die viablen Zellen (FSC/SSC).
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4.3 Einfluss von IL-7 auf die SOCS3 Expression humaner CD4* T-Zellen

IL-7 wird bereits in klinischen Studien im Zusammenhang mit chronischen Infektionserkran-
kungen als Therapie getestet [99, 100]. Fiir murine CD8" T-Zellen wurde gezeigt, dass IL-7 die
SOCS3 Expression herunterregulieren kann. Bisher ist jedoch nur wenig tiber die Grundlagen
der Wirkung von IL-7 auf humane T-Zellen bekannt. Daher wurde der Einfluss von IL-7 auf

humane CD4" T-Zellen im Allgemeinen und nach SOCS3 Transduktion untersucht.

4.3.1 IL-7 verbessert die Viabilitdt und Proliferation von CD4* T-Zellen in der in vitro
Kultur

Nach Aktivierung von CD4" T-Zellen mit anti-CD3/CD28 und IL-2 nahm die Viabilitat der T-
Zellen im Verlauf der Kultur ab, was sich durch eine Verminderung des Anteils viabler Zellen im
FSC/SSC Dot Plot auszeichnete. Abbildung 4.21a zeigt im linken Dot Plot Auswahlfenster fiir
die viablen T-Zellen. Der Anteil viabler T-Zellen reduzierte sich in dem gezeigten Experiment
von etwa 60 % an Tag 2 der Kultur auf unter 10 % an Tag 7 (Abbildung 4.21a). Bei taglicher
Zugabe von 20 ng/mL IL-7 stabilisierte sich der Anteil viabler T-Zellen hier bei etwa 40 %
(Abbildung 4.21a Diagramm). Die Proliferation der T-Zellen erhohte sich durch IL-7 Zugaben
um das Vierfache (Abbildung 4.21b). Die Dot Plots in Abbildung 4.21a zeigen die T-Zellen im
FSC/SSC mit und ohne IL-7. Die Analyse ergab, dass die Zugabe von IL-7 nicht nur zu einer
Zunahme des Anteils viabler Zellen, sondern auch zu morphologischen Verdnderungen fiihrte.
Sowohl die Zellgrofie (FSC) als auch die Granularitdt (SSC) nahm bei IL-7 Gabe zu (Abbildung
4.21c, p=0,013 fiir die Zellgrofle). Eine mogliche Erklarung fiir den Einfluss von IL-7 auf die
Proliferation und Viabilitat konnte die Beeinflussung der SOCS3 Expression sein. Daher wurde

im Folgenden die Regulation der SOCS3 Expression durch IL-7 untersucht.

4.3.2 IL-7 reduziert die SOCS3 Expression von CD4* T-Zellen

CD4" T-Zellen wurden mit anti-CD3/CD28 in An- und Abwesenheit von IL-7 kultiviert. Nach
fiinf Tagen wurde die SOCS3 Expression durchflusszytometrisch bestimmt. Die Zugabe von
IL-7 reduzierte die SOCS3 Expression um etwa ein Drittel (Abbildung 4.22a). Dennoch war die
SOCS3 Expression nach Transduktion von SOCS3 auch in Anwesenheit von IL-7 im Vergleich
zu den Kontrollzellen erhoht (Abbildung 4.22b). Dies zeigt, dass IL-7 die endogene SOCS3
Expression in humanen T-Zellen hemmt, nicht aber die Uberexpression nach lentiviraler Trans-
duktion. Die reduzierte SOCS3 Expression konnte die Ursache fiir die verstarkte Proliferation
nach IL-7 Zugabe sein. Um den Einfluss von IL-7 auf die exogene Uberexpression von SOCS3
zu untersuchen erfolgte im nédchsten Schritt die Analyse der Proliferation von CD4" T-Zellen

nach Transduktion in Anwesenheit von IL-7.
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Abbildung 4.21: Einfluss von IL-7 auf die Viabilitat und Morphologie von CD4* T-Zellen. CD4* T-Zellen wurden
in vitro mit anti-CD3/CD28 ohne Zugabe (schwarz) und mit Zugabe (rot) von IL-7 stimuliert. Die Zugabe von IL-7
(20 ng/mL) erfolgte taglich. (a) Der Anteil viabler Zellen wurde zwischen Tag 4 und Tag 9 nach Stimulation mit
anti-CD3/CD28 durchflusszytometrisch mit Hilfe des FSC/SSC Dot Plots mit der angezeigten Auswahl analysiert.
Dargestellt ist ein reprasentatives von zwei Experimenten. (b) Die Analyse von GréBe (FSC) und Granularitat
(SSC) der Zellen erfolgte acht Tage nach Stimulation mit anti-CD3/CD28 durch Quantifizierung der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) viabler Zellen (Auswahl der Zellen wie in a). Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse
von drei unabhangigen Experimenten (*=p<0,05, paired t-Test). (¢) Proliferation der T-Zellen mit Zugabe (rote Linie)
und ohne Zugabe (grau schattiert) von IL-7. Die T-Zellen wurden vor der Stimulation mit anti-CD3/CD28 mit einem
Proliferationsfarbstoff geférbt und die Proliferation nach acht Tagen durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist
ein représentatives von zwei Experimenten.

4.3.3 IL-7 hat keinen Einfluss auf den antiproliferativen Effekt von SOCS3 auf
transduzierte CD4* T-Zellen

Die Proliferation der transduzierten T-Zellen wurde an Tag 5 durchflusszytometrisch bestimmt.
Die SOCS3-transduzierten T-Zellen zeigten bei Zugabe von IL-7 keine Verdnderung in der
Proliferation, wihrend die Proliferation der Kontrollzellen etwa um den Faktor 4 zunahm
(Abbildung 4.23a). Die Auswertung von zwei unabhangigen Experimenten zeigte, dass sich
die relative Proliferation der SOCS3-transduzierten T-Zellen in Anwesenheit von IL-7 sogar
noch weiter reduzierte als bei der Zellkultur ohne IL-7 (Abbildung 4.23b). Dies konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dass die SOCS3-transduzierten Zellen bei Zugabe von IL-7 von den
untransduzierten Zellen im gleichen well noch schneller {iberwachsen werden. Die Expression

des IL-7 Rezeptors war durch die Transduktion nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Diese
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Abbildung 4.22: Einfluss von IL-7 auf die SOCS3-Expression von CD4* T-Zellen. (a) SOCS3 Expression in
CD4* T-Zellen nach flinf Tagen Stimulation mit anti-CD3/CD28 in An- und Abwesenheit von IL-7 als mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) fur ein reprasentatives von zwei Experimenten. (b) SOCS3 Expression in Anwesenheit
von IL-7 zwei Tage nach Transduktion von CD4* T-Zellen mit SOCS3 als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fir
ein reprasentatives von zwei Experimenten. Zum Vergleich sind untransduzierte und Kontrollvektor-transduzierte
T-Zellen dargestellt.

Ergebnisse zeigen, dass IL-7, trotz der Herunterregulation von SOCS3, keinen Einfluss auf den

antiproliferativen Effekt von exogenem SOCS3 hat.

Die Morphologie der transduzierten T-Zellen in An- und Abwesenheit von IL-7 wurde
durchflusszytometrisch mittels FSC/SSC bestimmt (Abbildung 4.24a). Die Kontrollvektor-
transduzierten T-Zellen zeigten in Anwesenheit von IL-7 eine Zunahme der Zellgrofie (40 %)
und Granularitit (30 %) (Abbildung 4.24b). Die SOCS3-transduzierten eGFP* T-Zellen dagegen
zeigten eine deutlich schwéchere Zunahme der Zellgrofie (20 %) und Granularitat (10 %),
wahrend die eGFP~ Zellen aus dem gleichen well nicht beeinflusst waren (Abbildung 4.24b).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass IL-7 die Proliferation und Viabilitdt von
humanen CD4* T-Zellen durch Herunterregulation von endogenem SOCS3 verbessert. Die
exogene SOCS3 Expression nach lentiviraler Transduktion ist dagegen nicht beeinflusst. Dies

zeigt, dass die SOCS3 Expression von IL-7 auf Transkriptionsebene reguliert wird.

Initiale Ergebnisse zur Zytokinexpression nach IL-7 Zugabe legen keine Wirkung von IL-7 auf
das Zytokinprofil der T-Zellen nahe (Daten nicht gezeigt). Zur Zeit werden weitere Experimente

in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt, um diesen Punkt abschlieffend zu klédren.
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Abbildung 4.23: Einfluss von IL-7 auf die Proliferation von CD4* T-Zellen nach Uberexpression von SOCS3.
Die Proliferation wurde funf Tage nach Transduktion von T-Zellen mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem
SOCSS3-Vektor analysiert. (a) Dargestellt sind die eGFP* Zellen der Kontrollvektor- (hellgriin schattiert) und SOCS3-
transduzierten (dunkelgriine Linie) Ansétze fur ein représentatives von zwei Experimenten. (b) Vergleich der relativen
Proliferation von eGFP* Kontrollvektor- (hellgriin) und SOCS3-transduzierten T-Zellen (dunkelgriin) im Verhalt-
nis zu eGFP" untransduzierten T-Zellen (gestrichelte Linie). Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse von 2
unabhéangigen Experimenten.
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Abbildung 4.24: Einfluss von IL-7 auf ZellgréBe und Granularitit von CD4* T-Zellen nach Uberexpression
von SOCS3. Sechs Tage nach Transduktion mit dem Kontrollvektor LeGO-G2 oder dem SOCS3 Vektor erfolgte
die Quantifizierung der ZellgréBe (FSC) und Granularitat (SSC) mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI).
Dargestellt ist ein représentatives von drei Experimenten. (a) Auswahl der analysierten Zellen im Dot Plot. Die eGFP”
Zellen sind in schwarz, die eGFP* Zellen sind in griin dargestellt. (b) Zunahme der ZellgréBe und Granularitat durch
IL-7 Zugabe. Die eGFP- Zellen sind in schwarz, die eGFP* Zellen sind in griin dargestellt.
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5 Diskussion

SOCS3 ist ein Protein, das die Aktivierung und Polarisierung von CD4* T-Zellen beeinflusst
[40, 44, 45, 101, 43, 42, 47]. Zwei unabhingige Studien mit Tuberkulose-Patienten und LTBI
haben einen Zusammenhang zwischen der SOCS3 Expression und einer aktiven Tuberkulose
gezeigt. Mistry et al [94] haben im Vollblut von Tuberkulose-Patienten eine erhthte SOCS3
Expression identifiziert, die unter Therapie abnahm. Jacobsen et al [93] konnten zeigen, dass
die SOCS3 Expression in T-Zellen von Tuberkulose-Patienten erhoht ist. SOCS3 gehorte zu
einer Gruppe von Kandidatengenen, deren Expression in T-Zellen auf eine aktive Tuberkulose-
Erkrankung hinwies. In nicht-infizierten Spendern war die SOCS3-Expression im Vergleich zu
den LTBI ebenfalls erhoht. Dies weist darauf hin, dass die Herunterregulation der SOCS3 Ex-
pression wahrend einer Tuberkulose-Infektion mit dem Immunschutz korreliert. Eine mogliche
Erkldrung hierfiir ist, dass die Herunterregulation von SOCS3 die protektiven Eigenschaften der
T-Zellen verbessert, wahrend die erhohte SOCS3 Expression zu funktionellen Verdnderungen
in der Immunantwort fithren konnte. Diese Veranderungen konnten die Aktivierung oder
Polarisierung von CD4* T-Zellen betreffen, die bei der Tuberkulose Infektion von entscheiden-
der Bedeutung fiir eine effektive Inmunantwort sind [102, 103, 104]. Daher wurden in dieser
Arbeit die Regulation von humanen CD4* T-Zellen durch das SOCS3 Protein bei gesunden
Spendern oder LTBI charakterisiert.

Fiir den intrazelluldren Nachweis der SOCS3 Expression wurde ein durchflusszytometrischer
Test etabliert. Im Vergleich zum Nachweis des Proteins mittels Westernblot erlaubt diese Me-
thode eine einfachere Quantifizierung der Proteinexpression mit Hilfe der MFI des anti-SOCS3
Antikorpers. Im Vergleich zur quantitativen Real-Time PCR erlaubt diese Methode die Quan-
tifizierung der Proteinexpression, die sich aufgrund von posttranslationalen Modifikationen
von der mRNA Expression unterscheiden kann. Beim Nachweis im Westernblot waren zwei
SOCS3-spezifische Banden erkennbar. Bei dem kleineren der beiden Proteine konnte es sich um
eine modifizierte Form des SOCS3 Proteins handeln, die durch eine solche posttranslationale
Modifikation verursacht wurde. Sasaki et al [105] haben gezeigt, dass unter Stressbedingungen
die Translation einer SOCS3 Variante durch ein alternatives Startcodon induziert wird. Diese
zweite Bande war nur in PBMCs und T-Zellen nachweisbar, Zelllinien, wie HEK293T und
HeLa-Zellen, zeigten nur eine SOCS3-spezifische Bande (Daten nicht gezeigt). Ob diese modifi-
zierte Form von SOCS3 einen funktionellen Einfluss auf die Aktivierung oder Polarisation von

CD4* T-Zellen hat, sollte in zukiinftigen Studien untersucht werden.
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Diskussion

5.1 SOCS3 Expression in T-Zell-Subpopulationen und nach
T-Zell-Aktivierung

Fiir murine T-Zellen wurde gezeigt, dass SOCS3 in naiven T-Zellen hoher exprimiert ist als
in in vitro differenzierten T-Zell Populationen [40, 47]. Die Antigen-spezifische Stimulation
der naiven T-Zellen fiihrte in diesem Modell zur transienten Herunterregulation des SOCS3
Proteins zwischen Tag 2 und Tag 4 nach Stimulation [40, 101]. In der vorliegenden Arbeit ergab
der Vergleich der ex vivo SOCS3 Expression in humanen T-Zell Subpopulationen, dass das
SOCS3 Protein sowohl in naiven (Thaiy), als auch in Memory- (Tzm, Tem) und Effektor-Zellen
(Tggr) in vergleichbarer Menge exprimiert ist (s. Abbildung 4.2). Der Vergleich der SOCS3
Expression in Thaiv, Tzm, Tem und Tgg erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit Zellen von
gesunden Spendern. Zukiinftig konnte ein Vergleich der SOCS3 Expression in T-Zellen von
Tuberkulose-Patienten einen Aufschluss dartiber geben, ob das SOCS3 Protein bei aktiver
Erkrankung in einer der Subpopulation verstarkt exprimiert wird, oder ob ein genereller
Anstieg der SOCS3 Expression in allen vier Subpopulationen fiir die gesteigerte Expression

verantwotlich ist.

Die Antigen-spezifische Aktivierung von T-Zellen fiihrte in dieser Arbeit zur Zunahme der
SOCS3 Expression fiir einen Zeitraum von mindestens sechs Tagen (s. Abbildung 4.3). Dass im
Gegensatz zu den publizierten Studien keine transiente Reduzierung der SOCS3 Expression
erkennbar war, konnte auf Unterschiede in der SOCS3 Regulation zwischen humanen und
murinen T-Zellen hinweisen. Die Diskrepanz, dass die , Antigen-erfahrenen” T-Zell Subpopula-
tionen (Tzm, Tem und Tgg) und die naiven T-Zellen ex vivo vergleichbare SOCS3 Expressionen
zeigten, obwohl die Stimulation von T-Zellen zu einer Erhohung der SOCS3 Expression fiihrte,
konnte dadurch erklédrt werden, dass die SOCS3 Expression nach dem Kontakt mit dem Anti-
gen wieder auf den urspriinglichen Zustand gesenkt wird. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit legen nahe, dass die Herstellung der Ausgangsexpression von SOCS3 friihestens sechs
Tage nach Stimulation geschieht. Daher konnte die erhohte SOCS3 Expression in T-Zellen
von Tuberkulose-Patienten durch die Aktivierung der T-Zellen mit dem Antigen wéahrend der
aktiven Erkrankung verursacht werden. Es ist allerdings unwahrscheinlich, dass die Erh6hung
der SOCS3 Expression nur auf eine Aktivierung der M. tuberculosis-spezifischen T-Zellen zu-
riickzuftihren ist, da die Frequenz der M. tuberculosis-spezifischen CD4* T-Zellen sehr gering
ist (<1 %). Die Stimulation konnte aber als Nebeneffekt die SOCS3 Expression auch in anderen
T-Zellen erhohen. Dieser Effekt war in der vorliegenden Arbeit bei der PPD-Stimulation von T-
Zellen nach sechs Tagen zu beobachten. Hier war die SOCS3 Expression in allen Lymphozyten
erhoht, wiahrend die erhohte SOCS3 Expression nach zwei Tagen Stimulation nur in CD40L*

T-Zellen nachweisbar war.

Im Gegensatz zur erhohten SOCS3 Expression nach Antigen-spezifischer Stimulation, fiihrte

die Koinkubation von PPD-stimulierten PBMCs mit BCG-infizierten Makrophagen zu einer

72



Diskussion

frithen (3 h) und transienten Reduktion der SOCS3 Expression in den aktivierten T-Zellen. Eine
Erkldrung fiir diese unterschiedlichen Beobachtung konnte sein, dass die transiente Herunter-
regulation von SOCSS3 fiir die Interaktion der T-Zellen mit den Makrophagen notwendig ist
und wie bei Yu et al [40] beschrieben, fiir eine bessere Aktivierbarkeit der T-Zellen sorgt. Es
ware moglich, dass bei Tuberkulose-Patienten die Fahigkeit der T-Zellen SOCS3 bei Interaktion
mit infizierten Makrophagen zu reduzieren, durch die erhohte SOCS3 Expression vermindert
ist. Dies konnte die Aktivierung der Makrophagen und die Toétung der Bakterien einschranken.
Die transiente Herunterregulation von SOCS3 in diesem Modell ist jedoch zeitlich nicht mit
der Studie von Yu et al [40] zu vergleichen, die eine Reduktion im Zeitraum zwischen zwei

und vier Tagen nach Stimulation beobachtet haben.

5.2 Einfluss der SOCS3 Expression auf die T-Zell Polarisierung

Die Korrelation von SOCS3 Expression und Ty17 Differenzierung wurde in dieser Arbeit in ver-
schiedenen Ansdtzen nachgewiesen. Die SOCS3 Expression war sowohl in IL-17-produzierenden
T-Zell Klonen, als auch in T17 Vorlduferzellen (CD4*CD161%) erhoht (s. Abbildung 4.7 und
4.8). Die exogene Expression von SOCS3 in CD4" T-Zellen fiihrte ebenfalls zu einer Erhohung
der IL-17 Produktion. Daher scheint SOCS3 in diesem Modell ein Marker fiir Ty17 Zellen zu

sein.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit haben friihere Studien gezeigt,
dass die SOCS3 Expression einen negativen Effekt auf die IL-17 Expression hat [44, 45, 46].
Die SOCS3 Expression wurde bisher ausschliefSlich mit einer T2 Differenzierung assoziiert,
da eine erhohte SOCS3 Expression in Ty2 Zellen [47, 42], sowie in T-Zellen von Patienten
mit Ty2-assoziierten Allergien nachweisbar war [43]. Die T-Zell Klone, die in dieser Arbeit
analysiert wurden, zeigten in den IL-4-exprimierenden Zellen ebenfalls eine erhéhte SOCS3
Expression. Damit konnte SOCS3 in humanen T-Zellen sowohl ein Marker fiir T2, als auch

Ty17 Polarisierung sein.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die SOCS3-abhdngige Regulation der T2 Differenzie-
rung nicht weiter untersucht, da IL-4-produzierende T-Zellen nur bei der T-Zell Klonierung
und hier bei der Halfte der Experimente auch nur in geringer Anzahl (<10 Klone) generiert
werden konnten. Die Analyse der intrazelluldren Zytokinexpression in SOCS3-transduzierten
T-Zellen und nach Kurzzeitstimulation ergab keine IL-4-produzierenden T-Zellen. Mogliche
Erklarungen konnten sein, dass die Kulturbedingungen fiir die T2 Induktion suboptimal
waren (Blockierung der Polarisation durch IFNYy) oder, dass die T2 Frequenzen im peri-
pheren Blut zu niedrig waren. Diese beiden Moglichkeiten konnten erkldren, warum auch

IL-17-produzierende T-Zellen in der Kurzzeitstimulation nicht nachweisbar waren.

Der Einfluss von SOCS3 auf die T-Zell Polarisierung beruht auf der Regulation von Inten-
sitit und Dauer des Zytokin-induzierten JAK/STAT Signalweges [106]. Hierbei verhindert
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SOCS3 die Phosphorylierung der STAT-Molekiile durch JAKs entweder durch Bindung an
den Zytokinrezeptor oder durch direkte Inhibition der JAKs [32]. Aufierdem kann SOCS3 die
Ubiquitinierung und somit den proteasomalen Abbau von Zielmolekiilen vermitteln [35] (s.
Einleitung Abschnitt 1.3.5). Die einzelnen STAT-Molekiile werden durch verschiedene Zytokine
aktiviert und regulieren die Transkription von Ty1, T2 oder Ty17-spezifischen Genen. Tyl
Polarisierung wird durch IL-12-aktiviertes STAT4 induziert, wahrend IL-4-aktiviertes STAT5
und STAT6 T-Zellen in Richtung Ty2 polarisieren. Tyy17 Differenzierung wird mit IL-6- oder IL-
23-induziertem STAT3 assoziiert (zusammengefasst von O’Shea et al [25]). Es gibt eine Vielzahl
von Publikationen, welche ein komplexes Bild der Inhibition verschiedener STAT-Molekiile
durch SOCS3 zeichnen. So wurde gezeigt, dass SOCS3 sowohl die Aktivierung von STAT3
[107, 98, 108], als auch STAT4 [48, 109] inhibieren kann. Dies legt nahe, dass SOCS3 die Polari-
sierung zu Ty1 tiber STAT4 und Ty17 tiber STAT3 blockiert. Dagegen wird die Aktivierung
von STAT5 und STAT6 nicht beeinflusst, was die Differenzierung zu Ty2 ermdglicht [109, 47].
Widerspriichlich hierzu ist die Beobachtung einer aktuellen Studie, dass fiir die T2 Differenzie-
rung neben STAT6 auch STAT3 eine essentielle Rolle spielt [110]. Die Autoren vermuten, dass
ein Zusammenspiel verschiedener STAT-Molekiile fiir die T2 Differenzierung verantwortlich
ist. Auch bei der Ti17 Differenzierung konnten neben STAT3 weitere STAT-Molekiile eine Rolle
spielen. Die erhohte SOCS3 Expression konnte einen alternativen Signalweg induzieren, der
den inhibitorischen Effekt auf die STAT3-Aktivierung kompensiert.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die STAT3-Aktivierung nicht in jedem Fall von
SOCS3 blockiert wird, sondern spezifisch nur nach IL-6-Induktion. Nach Induktion durch IL-10
dagegen wird STAT3 nicht inhibiert [39]. Diese differentielle Regulation ist auf die Affinitdt
von SOCS3 zu den Zytokinrezeptoren zuriickzufiihren. SOCS3 bindet an den IL-6-Rezeptor -
genauer gesagt an die Untereinheit gp130 - aber nicht an den IL-10-Rezeptor [39]. Dies legt
nahe, dass es sich bei der Regulation der STAT-Molekiile durch SOCS3 um eine Zytokin-
spezifische Feinregulation handelt. Dies konnte den scheinbaren Widerspruch zwischen der
Zunahme IL-17-produzierender T-Zellen nach SOCS3 Transduktion und der beobachteten
Blockierung von STAT3, STAT4 und STATS5 erkldren. Die STAT-Phosphorylierung wurde in
dieser Arbeit nach IFNo Stimulation analysiert, da nach IL-6- oder IL-23-Stimulation (Ti17
assoziierte Zytokine) nur eine schwache Aktivierung der STAT-Molekiile nachweisbar war
(unpublizierte Ergebnisse der Arbeitsgruppe). Daher konnten die Ergebnisse in diesem Fall
eher eine unspezifische Blockierung der STAT-Molekiile darstellen, welche vermutlich keinen
Einfluss auf die T-Zell Polarisierung hatte. Allerdings zeigt dieses Experiment auch, dass das
tiberexprimierte SOCS3 funktionell ist und generell die STAT-Phosphorylierung inhibieren
kann. Die Uberexpression von SOCS3 fiihrte auch zu einer Reduzierung der Basisphospho-
rylierung aller drei STAT-Molekiile. Somit scheint die SOCS3 Expression nicht nur einen
Einfluss auf die akute Phosphorylierung nach Zytokinstimulation zu haben, sondern auch die

Phosphorylierung im Ruhezustand zu verdndern. Dieses konnte ebenfalls einen Einfluss auf
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die Polarisierung der T-Zellen haben. Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass es sich
nicht um einen vollstindigen Ruhezustand handelte, da die Zellen vor der Transduktion mit
anti-CD3/CD28 und IL-2 polyklonal aktiviert wurden.

Neben der unterschiedlichen Affinitdt von SOCS3 zu verschiedenenen Zytokinrezeptoren, sind
auch andere Mechanismen fiir Regulation der STAT-Molekiile durch SOCS3 moglich. Brender
et al [48] haben beschrieben, dass SOCS3 in den Zellen eines humanen T-Zell Lymphoms
konstitutiv exprimiert ist, aber die STAT3 Phosphorylierung in diesen Zellen nicht inhibieren
kann. Die Autoren fiihren diesen Effekt auf die Aktivitdt einer SOCS3-resistenten Kinase zurtick,
welche die STAT3-Aktivierung reguliert. Im Falle der beobachteten Assoziation von SOCS3-
und IL-17 Expression wire ein dhnlicher Effekt durch ein bisher nicht nidher charakterisiertes
Molekiil denkbar.

Zusatzlich gibt es die Moglichkeit, dass SOCS3 die T-Zell Polarisierung STAT-unabhéngig
beeinflusst. Kryczek et al [111] haben gezeigt, dass humane IL-17* T-Zellen starker proliferieren
als IL-17~ T-Zellen. Daher kénnte die Zunahme der IL-17-Produktion bei Uberexpression
von SOCS3 auch darauf zurtickzufiithren sein, dass die Proliferation von Ty17 Zellen durch
SOCS3 im Vergleich zu anderen T-Zellen weniger stark inhibiert wird und sich dadurch ihr
Anteil in der Gesamtpopulation erhoht. Die starkere Proliferation von IL-17" T-Zellen konnte
auch die Beobachtung erkldren, dass Kontrollvektor-transduzierte T-Zellen im Vergleich zu
nicht-transduzierten T-Zellen eine geringe Zunahme der IL-17 Expression zeigten. Dieser Effekt
wurde bei IFNy- und TNFa-produzierenden T-Zellen nicht beobachtet und koénnte auf eine
bevorzugte Infektion von stiarker proliferierenden Zellen durch die Lentiviren zuriickzufiihren
sein. Der Einfluss der Proliferation auf die SOCS3-induzierte Ty17 Polarisierung sollte in

zukiinftigen Experimenten analysiert werden.

Die Diskrepanz in der Ty17 Regulationen durch SOCS3 zwischen der vorliegenden Arbeit und
fritheren Studien kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen wurde die IL-17 Expression
in dieser Arbeit nach Uberexpression von SOCS3 analysiert, wiahrend in anderen Studien
SOCS3-defiziente Zellen analysiert wurden [44, 45, 46]. Die Effekte von Uberexpression, bzw.
Defizienz sind aber oft nur bedingt vergleichbar. Beispielsweise reagieren SOCS3-defiziente
Leberzellen und Makrophagen verstarkt auf Stimulation mit IL-6, nicht jedoch mit IFNy
[98], wihrend nach Uberexpression die Stimulation beider Zytokine effizient inhibiert wird
[106, 107]. Daher miisste die IL-17 Expression im vorliegenden Modell auch nach Reduktion
der SOCS3 Expression untersucht werden. Fiir diese Untersuchungen wurden verschiedene
SOCS3-spezifische shRNAs getestet, die jedoch keine reproduzierbare Reduktion der SOCS3
Expression zeigten (S. Abbildung 4.20). Die Identifizierung funktioneller shRNAs ist ein

wichtiger ndchster Schritt um die IL-17 Regulation durch SOCS3 weiter zu charakterisieren.

Ein weiterer Unterschied ist, dass in dieser Arbeit CD161" T-Zellen fiir die Generierung
der T-Zell Klone und die SOCS3 Quantifizierung in Ty17 Vorldufern analysiert wurden. Bei

den Vergleichsstudien handelt es sich um murine Studien. Im Gegensatz zu humanen Ty17
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Zellen ist in Mdusen das CD161 Aquivalent NK1.1 nicht mit der IL-17 Expression assoziiert,
weshalb ein unterschiedlicher Ursprung von murinen und humanen Ty17-Zellen vermutet
wird [21]. Daher konnte es sein, dass SOCS3 in der Differenzierung von murinen und humanen

Ty17-Zellen unterschiedliche Funktionen hat.

In dieser Arbeit wurden nicht nur in den differenzierten Effektor Ty17 Zellen, sondern auch in
den CD161" Ty17 Vorlduferzellen hohere SOCS3 Expressionslevel nachgewiesen. Die erhohte
SOCS3 Expression in IL-17-produzierenden T-Zellen konnte hierbei sowohl die Ursache als auch
die Folge der Ty17 Differenzierung sein. Cosmi et al [21] haben gezeigt, dass im peripheren
Blut von Erwachsenen alle CD161"den Phianotyp von Gedédchtniszellen haben. Naive CD161" T-
Zellen konnten die Autoren nur aus Nabelschnurblut isolieren. Ty17 Effektorzellen entwickeln
sich daher bei Erwachsenen ausschliefilich aus Gedachtniszellen. Die erhthte SOCS3 Expression,
die in dieser Arbeit in den CD161* T-Zellen nachgewiesen wurde, konnte daher in den ersten
Lebensjahren bei der Ty17 Differenzierung von naiven zu Gedéachtnis-T-Zellen entstanden
sein. Im Erwachsenenalter konnte die erhohte SOCS3 Expression dafiir sorgen, dass die Ty17
Vorlduferzellen nur aktiviert werden, wenn ein Ty17-férderndes Milieu besteht. Zur genaueren
Untersuchung dieses Vorgangs wére es ein interessanter Ansatz die SOCS3 Expression in
T-Zellen aus Nabelschnurblut zu bestimmen, um zu sehen, ob die SOCS3 Expression sich in
naiven CD161" und CD161" T-Zellen noch nicht unterscheidet.

Da die Uberexpression von SOCS3 die Proliferation der T-Zellen stark inhibierte, war es
nicht moglich den Einfluss von SOCS3 auf die Polarisierung tiber lingere Zeitrdume zu
beobachten. Die Analyse der Zytokinexpression war bis maximal drei Tage nach Transduktion
durchfiihrbar. Spatere Analysen waren durch den geringen Anteil eGFP* Zellen erschwert. Aus
dem gleichen Grund war die Generierung von T-Zell Klonen oder polarisierten T-Zell Linien
nach SOCS3 Transduktionen nicht moglich. Da aber schon zwei Tage nach SOCS3-Transduktion
eine Wirkung auf die IL-17 Expression messbar war, scheint SOCS3 die Polarisierung der CD4*
T-Zellen schon sehr friih zu beeinflussen. Dieses Ergebnis korreliert mit der Beobachtung, dass
schon kurz nach der lentiviralen Transduktion primédrer humaner T-Zellen mit RORyt, dem
Haupt-Transkriptionsfaktor von Ty17 Zellen, IL-17-produzierende T-Zellen entstehen. Nach

sechs Tagen war hier die maximale IL-17-Produktion erreicht [22].

CISH und SOCS1 wurden ebenfalls als differentiell exprimierte Gene bei TB-Patienten und LTBI
identifiziert ([93] und unpublizierte Daten der eigenen Arbeitsgruppe), was darauf hinweist,
dass vielleicht kein einzelnes Molekiil, sondern mehrere Faktoren fiir die Regulation von CD4*
T-Zellen bei der Tuberkulose-Infektion eine Rolle spielen. Fiir eine genauere Charakterisierung
waére es wichtig weitere Mitglieder der SOCS Familie zu untersuchen. Der Einfluss von CISH
auf die Immunpolarisierung ist bisher nur wenig untersucht, lediglich ein negativer Effekt
auf STATS5 ist beschrieben [112]. SOCS1, das SOCS3 funktionell am dhnlichsten ist, induziert
ebenfalls Ty17 Zellen und blockiert gleichzeitig Tyl Zellen [113].

76



Diskussion

5.3 Ty17 Polarisierung in der Tuberkulose-Infektion

Die Korrelation der SOCS3 Expression mit der Expression des proinflammatorischen Zytokins
IL-17 ist ein Hinweis darauf, dass die erhohte SOCS3 Expression in T-Zellen von Tuberkulose-
Patienten [93] in vivo zu einer Ty17 Polarisierung fiithren konnte. Uber den Einfluss dieser
Immunpolarisierung auf den Verlauf einer Tuberkulose-Infektion kann nur spekuliert werden.
Obwohl im Normalfall M. tuberculosis-spezifische Ti1 Zellen fiir eine protektive Immunantwort
verantwortlich sind, haben Gallegos et al [114] gezeigt, dass auch Ty17 Zellen einen Teilschutz
vor einer M. tuberculosis Infektion vermitteln. Ty2 Zellen waren dagegen bedeutungslos [114].
Zudem konnen Ty17 Zellen die Tl Immunantwort gegen intrazelluldre Bakterien durch Mo-
dulierung von dendritischen Zellen verstarken [115]. Diese Studien zeigen, dass die Induktion

von Ty17 Zellen fiir die protektive Immunantwort nicht unbedingt nachteilig ist.

5.4 Einfluss der SOCS3 Expression auf die T-Zell Proliferation

In der vorliegenden Arbeit fithrte die exogene Expression von SOCS3 zu einer Inhibition
der Proliferation, die nicht auf eine gesteigerte Apoptose zuriickzufiihren war (s. Abbildung
4.15). Eine reduzierte Proliferation ist ein Merkmal von ,erschopften” T-Zellen (s. Einleitung,
Abschnitt 1.6), die mit einer erhohten SOCS3 Expression (zumindest bei murinen CD8* T-Zellen)
assoziiert sind [49]. SOCS3 inhibiert die Proliferation auch bei murinen T-Zellen [109, 40]. Day
et al [69] haben eine verminderte Proliferation von M. tuberculosis-spezifischen T-Zellen in
Patienten mit aktiver Tuberkulose beobachtet. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen
nahe, dass diese verminderte Proliferation durch die erh6hte SOCS3 Expression in T-Zellen

von Tuberkulose-Patienten [93] verursacht wird.

Cacalano et al [116] haben als moglichen Mechanismus eine Interaktion von SOCS3 mit
dem Ras-Signalweg identifiziert, der die Proliferation von T-Zellen nach IL-2 Stimulation
reguliert. Die Autoren zeigen, dass die Phosphorylierung von SOCS3 an zwei Tyrosinresten
(Y204 und Y221) zur Interaktion mit dem Ras-Inhibitor p120RasGAP fiihrt. Dies sorgt fiir die
Aufrechterhaltung der Ras-abhédngigen Proliferation. Nicht-phosphoryliertes SOCS3 dagegen
inhibiert die Proliferation, da der Ras-Inhibitor frei ist. Die Reduktion der Proliferation nach
SOCS3 Uberexpression kénnte daher auf dephosphoryliertes SOCS3 zuriickzufiihren sein.
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich hierbei um einen nicht-physiologischen
Prozess handelt, der durch die Transduktion verursacht wurde, da SOCS3 normalerweise
sehr schnell nach der Expression phosphoryliert wird [116]. Vielleicht spiegelt dieses aber
auch eine spezielle Form von SOCS3 wider, die andere regulatorische Eigenschaften als
die phosphorylierte Variante aufweist. Insgesamt deuten diese Beobachtungen an, dass die
Regulation von T-Zellen durch SOCS3 komplexer sein konnte, als bisher angenommen und

SOCS3 nicht nur die Polarisierung, sondern gleichzeitig auch die , Erschopfung” von T-Zellen
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reguliert.

Interessanterweise werden die gleichen Tyrosin-Reste, die fiir die Regulation der Proliferation
durch SOCS3 verantwortlich sind (Y204 und Y221) mit der Proteinstabilitat assoziiert [117]. So
fiihrt die Phosphorylierung von SOCS3 an diesen Positionen zu einer schnellen Degradierung
des Proteins. Das dephosphorylierte Protein, das auch mit der Inhibition der Proliferation
assoziiert ist, ist dagegen deutlich stabiler. Daher konnte die Dephosphorylierung des Proteins
zu dem ,erschopften” T-Zell Phanotyp bei chronischen Infektionen fiihren. Die Stabilitdt von
SOCS3 wird zusétzlich durch weitere Faktoren, wie zum Beispiel die Pim-1 Kinase, die direkt
an SOCS3 bindet, beeinflusst [118]. Pim-1 ist ein weiteres Gen, das in T-Zellen von TB-Patienten
und LTBI differentiell exprimiert wird [93].

5.5 Einfluss von IL-7 auf die SOCS3 Expression

Die SOCS3-induzierte , Erschopfung” von murinen CD8* T-Zellen wird bei chronischer Infekti-
on mit dem Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV) beobachtet. Diese , Erschopfung”
fiihrt zu einer nicht-funktionellen Immunantwort, wodurch die Infektion nicht bekdmpft wer-
den kann [49]. Das Phanomen der T-Zell ,,Erschopfung” ist vor allem bei chronischen viralen
Erkrankungen, wie HIV, HCV und LCMYV untersucht [79, 81, 82] (s. Einleitung, Abschnitt 1.6).
Aber auch fiir die Tuberkulose gibt es erste Hinweise, dass eine ,Erschopfung” von CD8*
T-Zellen eine Rolle bei der Krankheit spielt [83, 84, 69]. Die , Erschopfung” von CD4" T-Zellen
ist jedoch bisher nur in einigen Studien im Zusammenhang mit viralen Infektionen untersucht
[91, 92].

Die systemische Behandlung mit IL-7 fithrt bei LCMV-infizierten Mdusen zur Verbesserung der
funktionellen Figenschaften ,erschopfter” T-Zellen und zur Zunahme funktioneller, Antigen-
spezifischer T-Zellen [49]. Die Autoren konnten zeigen, dass dieser Effekt auf der reduzierten
SOCS3 Expression durch IL-7 beruht. Die IL-7-Therapie wird bereits in einigen Human-Studien
fiir den Einsatz bei chronischen Virusinfektionen, wie HIV [99, 100] getestet und wire eine

Option fiir die Behandlung von ,erschopften” T-Zellen bei der Tuberkulose.

Analog zu CD8" T-Zellen im Mausmodell wurde in der vorliegenden Arbeit verminderte
SOCS3 Expression in humanen CD4" T-Zellen durch IL-7-Behandlung beobachtet (s. Abbil-
dung 4.22). Aufierdem fiihrte die Zugabe von IL-7 zu einer verbesserten Viabilitit der T-Zellen,
was sich durch eine gesteigerte Proliferation und verdnderte Zellmorphologie zeigte (s. Abbil-
dung 4.21). Die Zugabe von IL-7 zu SOCS3-transduzierten T-Zellen induzierte jedoch keinen
dieser Effekte. Dieses ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass IL-7 die SOCS3 Expres-
sion auf Transkriptionsebene reguliert [49], so dass nur das endogene, nicht aber das exogene
SOCS3 betroffen ist. Es ist unwahrscheinlich, dass diese , Resistenz” der SOCS3-transduzierten
Zellen gegeniiber IL-7 durch eine verminderte Expression des IL-7 Rezeptors verursacht wird,

da die Expression dieses Rezeptors auf der Zelloberflache von SOCS3-transduzierten Zellen
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unverdndert war (Daten nicht gezeigt). In murinen B-Zellen sorgt SOCS1 dafiir, dass die Zellen
in bestimmten Stadien nicht auf die Stimulation mit IL-7 reagieren. Auch hier war die Expres-
sion des IL-7 Rezeptors unverandert [119]. In beiden Fillen sorgt die Modulation des IL-7
Signalweges durch die SOCS Proteine vermutlich fiir die IL-7-,Resistenz” der Zellen. Daher
sollte untersucht werden, ob die IL-7 Behandlung auch in T-Zellen von Tuberkulose-Patienten
zu einer Reduktion von SOCS3 fiihrt und welche weiteren Folgen dieses fiir die Effektor-
funktionen (Aktivierung, Produktion von Effektorzytokinen) hat. AufSerdem koénnten bei der
verminderten Funktion der T-Zellen bei der Tuberkulose auch mehrere Ursachen zusammen-
spielen. Beispielsweise wurde bei Kindern mit aktiver Tuberkulose eine klonale Expansion
von CD8" Effektor-T-Zellen beobachtet, die zwar nicht , erschopft”, aber dennoch nicht in der
Lage waren, die Infektion zu kontrollieren. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass
die Spezifitdt der T-Zellen gegen ein Antigen gerichtet war, dass fiir die Kontrolle der Infektion

nicht relevant war [83].

5.6 Ausblick

Bisher gibt es nur wenige Studien zur Regulation von humanen T-Zellen durch SOCS Molekiile.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen Unterschiede zwischen humanen und murinen
Zellen bei der T-Zell Polarisierung nahe, die in zukiinftigen Studien genauer charakterisiert
werden sollten. Hierfiir konnte der zugrunde liegende Regulationsmechanismus fiir die SOCS3-
abhingige Ty17 Polarisierung z. B. durch Analyse der Haupt-Transkriptionsfaktoren (T-bet,
GATA3 und RORyt) nach SOCS3 Uberexpression sowie die Identifizierung des entscheidenden
Signalweges fiir die Induktion der Ty17 Zellen untersucht werden. Es wire interessant zu
untersuchen, ob es sich bei der SOCS3 Variante, die im Westernblot nachgewiesen wurde,
tatsdchlich um die stressinduzierte Variante handelt [105] und was dieses Protein fiir einen
Einfluss auf die T-Zell Aktivierung und Polarisierung hat. Um sich der Frage zu ndhern, wie die
erhohte SOCS3 Expression in Tuberkulose-Patienten die T-Zell-Antwort beeinflusst, konnte der
Einfluss von SOCS3 auf die T-Zell Aktivierung und Polarisierung von Tuberkulose-Patienten
mit Hilfe der SOCS3 Transduktion untersucht werden. Vielleicht kann hier im Vergleich
zu Zellen von gesunden Spendern ein differentieller Mechanismus identifiziert werden, der

Hinweise auf die Ursache der erhohten SOCS3 Expression gibt.
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6 Anhang

6.1 Nukleotidsequenz humanes SOCS3, mRNA (NM_003955)

ATG GTC ACC CAC AGC AAG TTT CCC GCC GCC GGG ATG AGC CGC CCC CTG GAC
ACC AGC CTG CGC CTC AAG ACC TTC AGC TCC AAG AGC GAG TAC CAG CTG GTG
GTG AAC GCA GTG CGC AAG CTG CAG GAG AGC GGC TTC TAC TGG AGC GCA GTG
ACC GGC GGC GAG GCG AAC CTG CTG CTC AGT GCC GAG CCC GCC GGC ACCTIT
CTG ATC CGC GAC AGC TCG GAC CAG CGC CAC TTC TTC ACG CTC AGC GTC AAG
ACC CAG TCT GGG ACC AAG AAC CTG CGC ATC CAG TGT GAG GGG GGC AGC TTC
TCT CTG CAG AGC GAT CCC CGG AGC ACG CAG CCC GTG CCC CGC TTC GAC TGC
GTG CTC AAG CTG GTG CAC CAC TAC ATG CCG CCC CCT GGA GCC cCcCcTCC TTIC
CCC TCG CCA CCT ACT GAA CCC TCC TCC GAG GTG CCC GAG CAG CCG TCT GCC
CAG CCA CTC CCT GGG AGT CCC CCC AGA AGA GCC TAT TAC ATC TAC TCC GGG
GGC GAG AAG ATC CCC CTG GTG TTG AGC CGG CCC CTC TCC TCC AAC GTG GCC
ACT CTT CAG CAT CTC TGT CGG AAG ACC GTC AAC GGC CAC CTG GAC TCC TAT
GAG AAA GTC ACC CAG CTG CCG GGG CCC ATT CGG GAG TTC CTG GAC CAG TAC
GAT GCC CCG CIT TAG
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