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Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) gilt als zentraler
Regulator der B-Zell- und T-Helferzelldifferenzierung. Erste Hinweise auf eine Funktion
von IRF4 in CD8 T-Zellen lieferte die Beobachtung, dass CD8 T-Zellen aus IRF4-
defizienten Madusen keine funktionale Antwort gegen mit Lymphozytiren
Choriomeningitis Virus infizierte Zellen ausbilden konnen. Auf Grund dieser Vorarbeiten
wurde die Hypothese aufgestellt, dass IRF4 ebenfalls ein Schliisselregulator der

Differenzierung von CD8 T-Zellen und somit aller adaptiven Immunzellen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass [IRF4-defiziente CD8 T-Zellen eine
Listerieninfektion im Gegensatz zu Kontrollzellen nur eingeschrankt klaren konnten.
Dieser Defekt beruhte sowohl auf Problemen bei der Generierung einer substantiellen
Population spezifischer CD8 T-Zellen, als auch auf eingeschrankten Effektorfunktionen
dieser Zellen. Ein abweichender Phanotyp der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen deutete auf
eine Differenzierung zu zentralen Gedachtniszellen oder deren Vorlaufern hin. Die
Analyse der Langlebigkeit von spezifischen IRF4-defizienten CD8 T-Zellen und ihrer
Effektormechanismen im Rahmen einer Sekundarinfektion zeigten aber deutliche
Nachteile gegentuber den Kontrollzellen. Die Untersuchung der Expression
verschiedener die Effektor- und Gedachtniszelldifferenzierung beeinflussender
Transkriptionsfaktoren ergab eine deutliche Abweichung der Expression dieser
Faktoren in IRF4-defizienten CD8 T-Zellen. Diese Ergebnisse zeigten, dass IRF4 sowohl
zur Generierung funktionaler CD8 T-Effektor- als auch CD8 T-Gedachtniszellen
unabdingbar war. Auf molekularer Ebene wurde die IRF4-Expression durch den T-Zell-
rezeptor induziert und konnte durch IL-12 amplifiziert werden. IRF4 hatte dann einen
positiven Effekt auf die Expression der die Entwicklung terminaler CD8 T-Effektorzellen
unterstitzenden Transkriptionsfaktoren BLIMP1, ID2 und T-Bet. Im Gegensatz dazu
hemmte IRF4 die Induktion der Transkriptionsfaktoren BCL-6 und EOMES, welche die

Gedachtnisformierung férdern.

Zusammenfassend steuert IRF4 das gesamte Programm der peripheren CD8 T-Zell-
differenzierung. IRF4 kann auf Grund dieser Erkenntnisse als einer der zentralen
Regulatoren der Differenzierung aller adaptiven Immunzellen angesehen werden. In
einem allen adaptiven Immunzellen gemeinsamen Mechanismus hat IRF4 eine
essentielle Rolle in der Steuerung der Effektor- bzw. Plasmazellreifung und der

Gedachtniszellentwicklung.



Abstract

The transcription factor IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) is a central regulator of
B- and T-cell differentiation. First evidence for a role of IRF4 in CD8 T cells is given by
the observation that CD8 T cells of IRF4-deficient mice are not capable to establish an
effective response to lymphocytic choriomeningitis virus-infected cells. Consequently, it
was hypothesized that IRF4 is also a key regulator for CD8 T-cell differentiation and

therefore for differentiation of all adaptive immune cells.

Results of this thesis demonstrate that in contrast to CD8 T cells from control mice IRF4-
deficient T cells fail to clear a listeria infection. This defect was due to impaired
generation of a substantial population of listeria-specific CD8 T cells as well as limited
acquisition of effector functions by these cells. Characterization of the phenotype
indicated that IRF4-deficient CD8 T cells instead differentiated into central memory
T cells or their precursors. However, analysis of longevity of specific IRF4-deficient
CD8 T cells and of effector functions of these cells during a secondary response revealed
substantial defects in comparison to control cells. The investigation of the expression of
different transcription factors controlling effector and memory cell differentiation
revealed alterations in the abundance of these factors. Taken together, the results imply
that IRF4 is essential for the formation of functional effector as well as memory
CD8 T cells. On molecular level, IRF4-expression was induced by the T-cell receptor and
amplified by IL-12. IRF4 promoted the expression of transcription factors supporting
the generation of terminal effector CD8 T cells such as BLIMP1, ID2 and T-Bet. In
contrast, the induction of the transcription factors BCL-6 and EOMES, supporting

memory formation, was inhibited by IRF4.

In conclusion, IRF4 controls the entire program of peripheral CD8 T-cell differentiation.
IRF4 can be considered as one of the central regulators of adaptive immune cell
differentiation and has an essential role in the common process of all adaptive immune

cells to control effector and plasma cell maturation and memory cell development.
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1. Einleitung

Eine zentrale Aufgabe des Immunsystems ist der Schutz gegen in den Korper
eindringende Pathogene. Dem Immunsystem stehen hierzu verschiedene Mechanismen
zur Verfiigung. Bestimmte Pathogene vermehren sich intrazellular und sind aufgrund
dieser Lebensweise durch das Immunsystem nur schwer zu bekampfen. Die Kontrolle
dieser Pathogene ist durch zytotoxische CD8 T-Zellen gewahrleistet. CD8 T-Zellen toten
infizierte Zellen. Dies verhindert einerseits direkt die Vermehrung von Pathogenen, z.B.
im Fall von Viren, oder macht durch Freisetzen der Pathogene (Bakterien, Protozoen)
diese fiir Phagozyten zuganglich. Ein gut etabliertes Modell zur Untersuchung der
CD8 T-Zellantwort in Mausen ist die Infektion mit dem intrazellularen Bakterium
Listeria monocytogenes. In der vorliegenden Arbeit sollte die Relevanz des
Transkriptionsfaktors IRF4 fiir die CD8 T-Zellantwort und Differenzierung in diesem

Infektionsmodell analysiert werden.
1.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (Lm) ist ein stabchenférmiges, gram-positives Bakterium. Der als
Saprophyt ubiquitir in der Umwelt vorkommende Erreger befdllt Sdugetiere. Die
Ansteckung erfolgt meist iber mit Staub und Erde kontaminierte Lebens- und
Futtermittel. Flir Wiederkduer wird insbesondere Silage mit zu hohem pH-Wert und
daraus resultierender unzureichender Vergarung zur Gefahr. Fiir Menschen stellen auch
sekunddr mit dem Keim kontaminierte Lebensmittel tierischen Ursprungs, wie
Rohmilch und Kise, eine wichtige Infektionsquelle dar. Eine direkte Ubertragung
zwischen infizierten Personen oder Tieren ist ungewd6hnlich. Bei immunsupprimierten
Personen konnen lebensbedrohliche Erkrankungen ausgelést werden, aber auch bei
gesunden Menschen kéonnen hohe Dosen des Bakteriums zu ernsthaften Erkrankungen
fiihren. Primare Zielorgane des Keims sind nach dem Magen-Darmtrakt, Milz und Leber.
Haufig kommt es zu schweren Komplikationen durch eine Enzephalitis. Auféerdem sind
Schwangere eine Risikogruppe, da das Bakterium plazentagangig ist. Die Infektion fiihrt
zu Aborten, Totgeburten und bei noch geborenen Kindern zu Listeriosis infantiseptica.
Diese Kinder haben sich entweder vor der Geburt oder wahrend des Geburtsvorgangs
infiziert und leiden unter Sepsis, Meningitis und Pneumonie. Bei Ziegen, Schafen und

Rindern verursacht Lm ebenfalls zentralnervose Erkrankungen und Fehlgeburten. Auf



Grund des breiten Wirtsspektrums eignen sich Listerien gut fiir Infektionsstudien im

Mausmodell { Low et al. 1997, Pamer 2004, Lamont et al. 2011}.

Abbildung 1.1 Lebenszyklus des Bakteriums Listeria monocytogenes

(1) Bakterienoberflichenmolekiile wie Internalin A und B binden an Rezeptoren der Wirtszelle wie
E-Cadherin oder Met. Diese Interaktion fiihrt zunichst zu einer Deformation der Zellmembran und zu
Aktinrearrangements, anschlieflend zur Internalisation der Listerien. (2) Das Bakterium verladsst die
Vakuole durch Lyse der Membran mit Hilfe von Phospholipasen, einer Metalloprotease und
Listeriolysin O. (3) Das Bakterium vermehrt sich im Zytosol und beginnt die zelluldre Aktinmaschinerie zu
nutzen. (4) Durch polarisierte Aktinpolymerisation bildet sich ein Aktinschweif mit dem sich Listerien im
Zytosol fortbewegen und Ausstiilpungen in der Zellmembran bilden koénnen. (5) Die durch
Aktinpolymerisation entstandenen Ausstiilpungen konnen eine Einstilpung in die angrenzende Zelle
bilden. (6) In der angrenzenden Zelle wird eine sekundére Vakuole abgeschniirt. Die Listerie ist in die
néchste Zelle gelangt ohne den Intrazellularraum zu verlassen. (7) Das Bakterium verladsst die sekundare
Vakuole mit Hilfe der zuvor beschriebenen Mechanismen.

nach {Lambrechts et al. 2008}

Normalerweise werden die fakultativ anaerob lebenden Bakterien iiber den Magen-
Darmtrakt aufgenommen. Mit Hilfe des Oberflachenmolekiils Internalin A (InlA) dringen
Listerien in die Epithelzellen des Darms ein. Aus der Darmmukosa kénnen die Bakterien
tiber den Blutkreislauf in tiefere Gewebe disseminieren. Wichtige Zielorgane sind Milz
und Leber in der Maus, im Menschen zusatzlich das Gehirn. In Leber und Milz werden
die Listerien mit Hilfe von Internalin B (InlB) in die Phagosomen der Makrophagen
aufgenommen. Bei Ansdauerung des Phagosoms wird das porenbildende Listeriolysin O
(LLO) aktiviert. LLO, eine Metalloprotease, und verschiedene Phospholipasen fiihren
zum Abbau der Phagosomenmembran und erlauben es den Listerien ins Zytosol zu

gelangen. Im Zytosol kann sich Lm dann vor dem Immunsystem relativ geschiitzt
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vermehren. Das Bakterium exprimiert polar die Aktinpolymerase ActA, die eine
Aktinpolymerisation verursacht und es den Bakterien erlaubt sich im Zytosol
fortzubewegen. Diese Bewegung kann zu Ausstiilpungen der Zellmembran fiihren an
deren Spitze sich die Listerien befinden. Diese Zellfortsatze konnen eine Einstilpung in
angrenzende Zellen bilden. Nach Abschniirung entsteht eine sekundare Vakuole, aus der
sich das Bakterium durch die bereits beschriebenen Mechanismen befreien kann. Uber
diesen Weg konnen Listerien sich innerhalb eines Gewebes ausbreiten ohne sich in den

extrazelluldren Raum zu begeben (Abbildung 1.1) {Pamer 2004, Lambrechts et al. 2008}.

Fiir die Untersuchung der T-Zellantwort im Mausmodell wird eine subletale
Listeriendosis intravends oder intraperitoneal injiziert, da Mause eine Mutation im
E-Cadherin aufweisen, die eine effiziente Aufnahme des Bakteriums iliber den Darm
verhindert. Auch bei dieser Infektionsroute sind die primaren Zielorgane Milz und
Leber. In der ersten Phase der Infektion begrenzen Zellen des angeborenen
Immunsystems, wie Granulozyten, inflammatorische Monozyten und NK-Zellen
zundchst die Replikation und sorgen fiir die initiale Kontrolle der Bakterien. Die
endgililtige Klarung der Listerien erfolgt dann durch CD8 T- und Th1l-Zellen
(T-Helferzellen Typ 1). Aufgrund der intrazelluliren Lebensweise und Ausbreitung
spielt die humorale Immunantwort nur eine untergeordnete Rolle {Pamer 2004, Hamon

etal 2006}.
1.2 CD8 T-Zellen

CD8 T-Zellen gehoren zu den T-Lymphozyten. Vorldufer der T-Zellen entstehen im
Knochenmark und wandern in den Thymus um dort zu reifen. Im Thymus wird durch
somatische Rekombination der T-Zellrezeptor (TZR) ausgebildet. Dieser ermdglicht die
Erkennung korperfremder Antigene. Die Antigene, kurzkettige Peptide, werden durch
antigenprasentierende Zellen (APC) im Komplex mit MHC-Molekiilen présentiert
(MHC major histocompatibility complex). T-Zellen, die einen gegen Kkorpereigene
Antigene gerichteten TZR aufweisen, werden negativ selektiert. Eine positive Selektion
stellt sicher, dass der TZR eine ausreichende Affinitat zu MHC-Molekiilen aufweist. Nach
diesen Selektionsprozessen verlassen die neu entstandenen T-Zellen den Thymus und
zirkulieren im Korper. Der TZR, im Fall von zytotoxischen CD8 T-Zellen ein af3-Hetero-
dimer, ist mit CD3-Proteinen assoziiert, die bei Aktivierung des TZR Signale in das

Zellinnere weiterleiten. Ein Teil der CD3-Proteine verfligt tber ITAM-Motive
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(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Nach Aktivierung des TZR erfolgt die
Phosphorylierung der ITAMs und die ZAP70-Tyrosinkinase kann an diese CD3-Proteine
binden. Dies fiihrt zur Aktivierung der Phospholipase C-y, was letztendlich zur
Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie NFkB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells), NFAT (nuclear factor of activated T-cells) und

AP-1 (activator protein-1) fiihrt, die dann eine spezifische Gentranskription induzieren.

CD8 T-Lymphozyten erkennen Peptid im Komplex mit MHC I, wobei das CD8-Dimer die
Bindung des TZR an MHC I unterstiitzt. Das CD4-Molekiil verstarkt im Gegensatz dazu
die Interaktion zwischen MHC Il und TZR der CD4 T-Zellen. Auch in der Art des Antigens
unterscheiden sich CD4 und CD8 T-Zellen. Wahrend in MHC II extrazellulare Antigene
prasentiert werden, zeigt MHC I Antigene aus dem Zytosol der Zelle. Eine Ausnahme
bildet die so genannte Kreuzprasentation durch Dendritische Zellen, bei der
extrazellulare Antigene zunachst in die Zelle aufgenommen werden um dann ebenfalls
in MHC I-Molekiilen prasentiert zu werden. Wahrend MHC I-Molekiile auf allen Zellen
des Korpers prasent sind, weisen im Regelfall nur professionelle APC, wie dendritische

Zellen, Makrophagen und B-Zellen, MHC II-Molekiile auf.

Fiir eine effektive CD8 T-Zellantwort ist eine primadre Aktivierung der naiven
CD8 T-Zelle durch eine professionelle APC, im Regelfall eine dendritische Zelle, in einem
sekundaren lymphatischen Gewebe notwendig. Die Erkennung von Antigen zusammen
mit von der DC aber auch vom Umfeld zur Verfiigung gestellten Kosignalen fiihrt zur
umfassenden Aktivierung der CD8 T-Zelle. Folgen sind die Proliferation und die
Differenzierung zu zytotoxischen Effektorzellen. Diese Zellen verlassen die
lymphatischen Gewebe und zirkulieren durch den Korper. Bei Erkennung ihres Antigens
konnen sie nun auch ohne Kosignale aktiviert werden. Auf diese Aktivierung reagiert die
CD8 T-Zelle jetzt mit verschiedenen Effektormechanismen. Die CD8 T-Zelle entleert den
Inhalt ihrer zytotoxischen Granula, die vor allem Perforin und Granzyme enthalten, in
die Kontaktzone zur Zielzelle. Perforine bilden eine Pore durch die Granzyme in die
Zielzelle eindringen konnen. Sowohl die Porenbildung als auch die Aktivierung von
Caspasen durch Granzyme losen in den Zielzellen den programmierten Zelltod, die
Apoptose, aus. Eine weitere wichtige Effektorfunktion von CD8 T-Zellen ist die Sekretion
verschiedener Zytokine, wie zum Beispiel Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
Interferon-y (IFN-y). Diese proinflammatorischen Zytokine induzieren u.a. viruzide und

bakterizide Mechanismen in Makrophagen {Murphy et al. 2008}.
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1.2.1 Die CD8 T-Zellantwort gegen Listeria monocytogenes

Die Klarung einer primaren Listerieninfektion erfolgt durch CD4 und CD8 T-Zellen, die
Listerien aus den infizierten Zellen freisetzen und iiber Zytokine Phagozyten aktivieren.
Die effektive Kontrolle von Listerein in einer Sekunddarinfektion beruht dann
tiberwiegend auf CD8 T-Zellen. Die T-Zellantwort auf die akute Infektion verlduft in drei
entscheidenden Phasen: der klonalen Expansion, der Kontraktion der T-Zellpopulation

und der Gedachtnisphase, mit stabilen langlebigen CD8 T-Gedachtniszellen.

Klassisch MHC Ia abhangige CD8 T-Lymphozyten spielen eine entscheidende Rolle bei
der Klirung der Listerieninfektion (Abbildung 1.2). Bei der MHC I-vermittelten
Prasentation werden verschiedene durch die Listerien in das Zytosol sekretierte
Proteine im Proteasom degradiert und mit einem Peptid-Transporter, dem
TAP (transporter associated with antigen processing), in das endoplasmatische
Retikulum (ER) transloziert. Die Peptide binden im ER an MHC I-Molekiile und werden
an die Zelloberflache exportiert. Ein Beispiel fiir ein so prasentiertes Protein ist der

Virulenzfaktor Listeriolysin (LLO).

CD8
T-Zelle

Zelloberflache MHC |
Vakuole % Sekretion von LLO, Zytosol
/ p60 und Mpl

")

L ¥ gﬁmteasom
.monocytogenes
o=,

Peptide:
| Pepiger

V
w°w p60 217-225 Golgiapparat

p60 449-457
Mpl 84-92
TAP @;O
Endoplasmatisches
§O MHC | Retikulum

Abbildung 1.2 MHC I-abhingige Prisentation von Listerienpeptiden
Durch Listerien in das Zytosol sekretierte Proteine werden im Proteasom degradiert. Die entstandenen
Peptide werden durch den TAP-Transporter in das Endoplasmatische Retikulum transloziert, wo sie an
MHC I-Proteine binden. Nach dem Export an die Zelloberfliche werden die an MHC I gebundenen Peptide
CD8 T-Zellen prasentiert.
modifiziert nach {Pamer 2004}
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Fiir die Kontrolle der Listerien bedienen sich CD8 T-Zellen sowohl der zytotoxischen
Aktivitat, die zu einer Freisetzung der Listerien in den Extrazelluldarraum fiihrt, als auch
der Sekretion von TNF-a und IFN-y, die in Makrophagen bakterizide Mechanismen

induzieren.

Nach einer primaren Infektion bilden sich, abhangig von CD4 T-Zellhilfe, CD8 T-Gedacht-
niszellen, so stehen im Fall der Sekundarinfektion sofort deutlich mehr spezifische CD8
T-Lymphozyten zur Verfiigung. Diese Gedachtniszellen besitzen im Allgemeinen auch
eine relativ hohe Affinitat fiir das Antigen und zumindest ein Teil dieser Zellen ist bei
Reaktivierung weniger von Kosignalen abhingig. Insgesamt ist so eine schnelle und
effektive Kontrolle der erneuten Listerieninfektion moglich. {Wong et al. 2003, Pamer

2004, Murphy et al. 2008}.
1.2.2 Regulation der CD8 T-Zelldifferenzierung

Die Differenzierung von naiven CD8 T-Zellen in verschiedene Effektor- und
Gedachtnisstadien wird durch Transkriptionsfaktoren reguliert. Die verschiedenen
Differenzierungsstadien sind auch durch die Expression bestimmter Oberflachen- und

Effektormolekiile charakterisiert {Kaech et al. 2012}.

Die Aktivierung von CD8 T-Zellen setzt eine Stimulation tiber den T-Zellrezeptor voraus.
Die Differenzierung zu Effektor- und Gedachtniszellen wird dann aber durch weitere
Signale gesteuert. Hierzu zdhlen kostimulatorische Molekiile der APC und Signale aus
dem inflammatorischen Umfeld. Wichtige kostimulatorische Signale liefern neben der
CD28 - CD80/CD86 Interaktion, die Interaktionen von CD27 mit CD70, 4-1BB mit dem
4-1BB-Liganden, ICOS mit dem ICOS-Liganden und CD40 mit CD154. Die
proinflammatorischen Signale aus der Umgebung werden hauptsachlich durch Zytokine
wie Typ I IFN (IFN-a und IFN-), [FN-y, Interleukin-2 (IL-2), IL-12 und IL-27 geliefert.
Insbesondere Typ I IFN und IL-12 foérdern die Reifung von CD8 T-Effektorzellen
{Williams et al. 2007, Murphy et al. 2008, Obar et al. 2011, Wiesel et al. 2012}.

Die friihe Phase der T-Zellantwort ist durch eine hohe Proliferationsrate und eine
Differenzierung zu CD8 T-Effektorzellen gekennzeichnet. Eine kleine Population der
CD8 T-Effektorzellen gehort zu den Gedachtnisvorlaufern, die eine hohe Expression der
Interleukin-7-Rezeptor-a-Untereinheit (CD127), von CD27 und von Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) zeigen. KLRG1 (killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1) wird
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hingegen nicht von diesen Vorlauferzellen exprimiert. Terminale Effektorzellen tragen
im Gegensatz dazu viel KLRG1 und wenig CD127 auf ihrer Oberflache {Voehringer et al.
2001, Kaech et al. 2003, Joshi et al. 2007, Kaech et al. 2012}. Diese Einteilung gilt jedoch
nicht uneingeschrankt und insbesondere wahrend einer Sekundarinfektion konnen sich
viele langlebige KLRG1-CD127 doppeltpositive CD8 T-Zellen ansammeln {Masopust et
al. 2006}. Das Expressionsprofil dieser Oberflaichenmolekiile erleichtert jedoch die
Feststellung des Gedachtnispotentials von CD8 T-Zellen wahrend primarer Infektionen.
Die Differenzierung zu Effektor- oder Gedachtniszellen kann durch Modulation der oben
beschrieben Signale beeinflusst werden. So fordert eine Listerieninfektion durch IFN-y,
Typ I IFN und IL-12 die Differenzierung zu Effektorzellen, wahrend eine IFN-y- oder
IL-12-Defizienz die Entstehung von CD127 hochpositiven Gedachtnisvorlaufern
induziert {Badovinac et al. 2004, Pearce et al. 2007, Cui et al. 2009, Keppler et al. 2009,
Kaech et al. 2012, Keppler et al. 2012}.

CD8 T-Gedichtniszellen benodtigen zum Uberleben der Kontraktionsphase und zum
anschlief3enden Erhalt der Gedachtnisfunktion Zytokine wie IL-7 und IL-15 {Surh et al.
2008}. Man unterscheidet zwei Gruppen von T-Gedachtniszellen, zum Einen zentrale
CD8 T-Gedachtniszellen (T¢m) und zum Anderen CD8 T-Effektorgedachtniszellen (Tewm).
Zur Unterscheidung dieser Populationen bieten sich die Molekiile CD44 und CD62L an.
Zentrale Gedachtniszellen sind fiir beide Molekiile positiv, wahrend Effektorgedacht-
niszellen nur CD44 exprimieren. Die zentralen Gedachtniszellen haben das grofiere
proliferative Potential und produzieren IL-2, wahrend Effektorgedachtniszellen im
Gegensatz zu zentralen Gedachtniszellen konstitutiv Effektorfunktionen wie die

Zytotoxizitat aufweisen {Sallusto et al. 1999, Jameson et al. 2009}.

Bei chronischem Antigenkontakt, der in Mausen zum Beispiel durch Infektion mit
bestimmten Stimmen des Lymphozytaren Choriomeningitis Virus (LCMV) untersucht
werden kann, konnen die CD8 T-Zellen in den Zustand der ,Exhaustion®, eine Art
Erschopfungszustand, geraten. Diese Zellen produzieren weniger IL-2, TNF-a und IFN-y
und haben eine reduzierte Zytotoxizitiat. Dieser Zustand scheint weniger durch die
fortwahrende Exposition von IL-7 und IL-15 begriindet zu sein, als durch andauernde
Antigenprasenz. Die funktionalen Defekte gehen einher mit der Expression
verschiedener inhibitorischer Rezeptoren wie PD-1 (programmed death 1), LAG-3

(Iymphocyte activation gene 3) und CD244 {Zajac et al. 1998, Wherry 2011}.
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Die Balance zwischen CD8 T-Effektor- und Gedachtniszellen wird durch verschiedene

Paare von Transkriptionsfaktoren gesteuert (Abbildung 1.3).

Terminale Differenzierung

a Intermediare Differenzierung ‘

Geringradige
Differenzierung

Naive
T-Zellen
—_—
b Phéanotyp
R KLRG1'W KLRG1 'Y
@ ED1o7 Eb1o7
N CD62L oW CcDe2L 'ow

C Transkriptionsfaktoren

EOMES T-Bet
BCL-6 BLIMP1
ID3 ID2

Abbildung 1.3 Die reziproke Aktivitat von Transkriptionsfaktoren kontrolliert die CD8 T-Effektor-
und Gedichtniszelldifferenzierung
(a) In diesem Modell differenzieren naive T-Zellen durch unterschiedliche Signale zu verschiedenen
CD8 T-Effektor- und Gedachtnisstadien. An einer Seite des Kontinuums befinden sich Zellen mit gréfderem
Gedachtnispotential, Langlebigkeit und proliferativen Potential, an der anderen Seite terminal
differenzierte = T-Effektorzellen.  Zwischen diesen  Extremen finden sich  intermediire
Differenzierungsstadien. (b) Die Differenzierungsstadien sind durch die Expression verschiedener
Oberflachenmolekiile wie KLRG1, CD127 und CD62L charakterisiert. low = niedrige Expressionsstarke,
hi (high) = hohe Expressionsstirke (c) Die transkriptionalen Programme, die die terminale
Effektorzelldifferenzierung und das Gedachtniszellpotential steuern, basieren auf der konkurrierenden
Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren. Wenn die Expression und/oder Aktivitit von T-Bet,
BLIMP1 und ID2 wahrend einer Infektion ein gewisses Level iibersteigt reifen die CD8 T-Zellen zu
terminal differenzierten Effektorzellen. Diese Faktoren konkurrieren und interagieren mit einem
entgegen gesetzten Satz von Transkriptionsfaktoren, ndmlich EOMES, BCL-6 und ID3, die der terminalen
Differenzierung entgegenwirken und den Erwerb von Geddchtniszelleigenschaften erméglichen.
modifiziert nach {Kaech et.al. 2012}

Drei Paare von Transkriptionsfaktoren stehen dabei in besonderem Fokus: T-Bet (T-Box

transcription factor Tbx21) und EOMES (Eomesodermin), BLIMP1 (B lymphocyte
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activation protein 1) und BCL-6 (B cell ymphoma 6), ID2 (Inhibitor of DNA binding 2) und
ID3 (Inhibitor of DNA binding 3) {Kaech et al. 2012}.

Die T-Box Transkriptionfaktoren T-Bet und EOMES haben eine entscheidende Rolle fiir
die CD8 T-Effektor- und Gedachtniszellentwicklung. T-Box Transkriptionsfaktoren
zeichnen sich durch ihre homologe T-Box DNA-Bindedoméne aus. Durch partiell
redundante Aktivitat kooperieren T-Bet und EOMES in der frithen Phase der CD8 T-Zell-
differenzierung zu zytotoxischen T-Lymphozyten in der Induktion von IFN-y, Granzym
B, Perforin und CXCR3. Die T-Bet-Expression wird abhangig von der TZR-Aktivierung
induziert und durch IL-12 und den mTOR-Signaltransduktionsweg (mammalian
activator of rapamycin) in CD8 T-Effektorzellen amplifiziert. EOMES wird spater als
T-Bet abhangig vom Transkriptionsfaktor RUNX3 exprimiert. IL-2 fordert die EOMES-
Expression, wahrend IL-12 und mTOR sie, abhdngig vom Transkriptionsfaktor FOX01,
hemmen. In Gedachtniszellen kooperieren T-Bet und EOMES um die Gedachtnis-
homoostase aufrecht zu erhalten. Hierzu induzieren sie die Expression der (-Unter-
einheit des IL-2 Rezeptors (CD122), die Signale durch IL-15 vermittelt und somit die
homoostatische Proliferation der Gedachtniszellen ermdoglicht. Maus CD8 T-Zellen ohne
T-Bet konnen sich nicht zu KLRG1 hochpositiven terminalen Effektorzellen entwickeln,
wahrend EOMES-defiziente CD8 T-Zellen zwar effizient CD127 positive Gedadchtnisvor-
laufer bilden, sich aber nicht zu zentralen Gedachtniszellen weiterentwickeln konnen.
Obwohl die beiden Transkriptionsfaktoren kooperieren ist ihre Expression reziprok.
T-Bet wird am starksten in frithen Effektorzellen exprimiert. Im Laufe der Gedachtnis-
formation wird die Expression schwacher. EOMES ist zwar bereits durch IL-2 in friithen
CD8 T-Effektorzellen exprimiert, die Expression steigt im Laufe der Gedichtnisent-
wicklung jedoch immer weiter an. Das Gleichgewicht zwischen T-Bet und EOMES
steuert so abhdngig von Zytokinen und weiteren teilweise noch nicht abschlief3end
verstandenen Faktoren die Differenzierung zu Effektor- und Gedachtniszellen
{Intlekofer et al. 2005, Takemoto et al. 2006, Intlekofer et al. 2007, Joshi et al. 2007,
Cruz-Guilloty et al. 2009, Pipkin et al. 2010, Rao et al. 2010, Joshi et al. 2011, Rao et al.
2012}

Die antagonistischen Transkriptionsfaktoren BLIMP1 und BCL-6 sind genetische
Schalter fiir die B- und T-Zelldifferenzierung. Die Expression des Repressors BLIMP1
wird in CD8 T-Zellen durch IL-2, IL-12 und IL-21 induziert. BLIMP1 fordert die

Entwicklung KLRG1 hochpositiver zytotoxischer Effektorzellen und die Produktion von
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Zytokinen wie IFN-y und von Granzym B. Korrelierend zu diesem Befund wird BLIMP1
am starksten in  terminalen  Effektorzellen exprimiert. Wahrend der
Gedachtnisformation schwacht sich die Expression immer weiter ab und ist am
schwichsten in zentralen CD8 T-Gedachtniszellen. Analysen in Mausen mit BLIMP1-
defizienten CD8 T-Zellen bestdtigen, dass BLIMP1 essentiell fiir die Funktion von
Effektorzellen ist, sie zeigen, dass BLIMP1 die Differenzierung zu Gedachtniszellen
unterdriickt. Im Rahmen von LCMV Infektionen entwickeln Tiere mit BLIMP1-
defizienten CD8 T-Zellen grofdere Anteile von CD62L-CD127 doppeltpositiven
Gedachtniszellen und ihren Vorlaufern. Trotzdem sind die Unterschiede zwischen den
Wildtyp und BLIMP1-defizienten Zellen spater nur noch marginal, wahrscheinlich da die
BLIMP1-Expression im Verlauf der Gedachtnisformierung ohnehin schwacher wird.
BCL-6 akkumuliert in den CD8 T-Zellen im Verlauf der Differenzierung zu
CD8 T-Gedachtniszellen und ist dann fiir die Entstehung reifer zentraler,
selbsterneuernder Gedachtniszellen unabdingbar. Die BCL-6-Expression wird
vermutlich durch IL-10 und IL-21 STAT-3-abhdngig erhalten und auch verstarkt. Neue
Daten konnten auch eine direkte Proteininteraktion von T-Bet und BCL-6 in
CD4 T-Zellen zeigen, die eine Repression der jeweiligen Zielgene des anderen
Transkriptionsfaktors bewirken konnte. Diese Komplexbildung ist wahrscheinlich von
der intrazellularen T-Bet- bzw. BLIMP1-Konzentration abhangig. Vermutlich kénnen
diese Faktoren nur unabhdngig voneinander agieren wenn jeweils eine bestimmte
Grenzkonzentration iiberwunden wird. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die
Komplexitit des Transkriptoms, dass die Effektor- und Gedachtniszellformierung
ermoglicht {Ichii et al. 2002, Ichii et al. 2004, Rutishauser et al. 2009, Crotty et al. 2010,
Kalia et al. 2010, Pipkin et al. 2010, Cui et al. 2011, Oestreich et al. 2011, Oestreich et al.
2012}.

ID2 und ID3 wirken Grof3teils durch Inhibition der DNA-Bindungsaktivitat von E-Protein
Transkriptionsfaktoren, die eine kanonische Sequenz, die E-Box erkennen. Beide
Transkriptionsfaktoren werden in CD8 T-Effektorzellen exprimiert, wobei ID2 fiir das
Uberleben der Zellen beim Ubergang von naiven zu Effektorzellen verantwortlich zu
sein scheint und die Entstehung terminaler Effektorzellen fordert. ID3 ermoglicht
hingegen die Entstehung von Gedichtniszellen und fiihrt bei Uberexpression zum
Uberleben von CD8 T-Effektorzellen, die normalerweise in der Kontraktionsphase

sterben. Die erhoéhte ID3-Expression fiihrt zusdtzlich zum Erwerb eines
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Gedachtnisphdnotyps. BLIMP1 ist ein direkter Repressor der ID3-Expression, so ist die
ID3-Expression am hochsten in Gedachtniszellen, wahrend in terminalen KLRG1-
positiven Effektorzellen die ID2-Expression vergleichsweise vorherrscht. ID2 induziert
die Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine, ID3 vermittelt hingegen die
Expression von DNA- und Genom-stabilisierenden Proteinen. Das heifdt, dass ID2 und
ID3, trotz ihrer gemeinsamen Fahigkeit E-Proteine zu binden, die Differenzierung der
CD8 T-Zellen in unterschiedlicher Weise beeinflussen {Cannarile et al. 2006, Ji et al.

2011, Yang et al. 2011}.

Der JAK-STAT-Signalweg (JAK, Januskinase; STAT, Signal transducer and activator of
transcription) ist ein zentraler Signalweg, der in CD8 T-Zellen der Vermittlung von
Zytokinsignalen dient. In Sdugetieren sind sieben STAT-Transkriptionsfaktoren bekannt.
Zytokinrezeptoren benutzen meist einen dominanten STAT-Signalweg, es konnen aber
auch zusatzliche STATSs aktiviert werden. Die STAT-Aktivitat kann durch verschiedene
Mechanismen, wie zum Beispiel die Expressionsstarke der Zytokinrezeptoren oder der
STAT-Proteine selbst reguliert werden. Zusatzlich werden JAK-STAT Signalwege durch
inhibierende SOCS-Proteine (supressor of cytokine signalling) reguliert. STAT1 und
STAT4 werden durch Typ I IFN in CD8 T-Effektorzellen aktiviert, wobei vermutlich die
STAT1-dominierte Antwort mit der Zeit IL-12-vermittelt in eine STAT4 dominierte
Antwort libergeht. STAT5A, STAT5B und die aus ihnen gebildeten Tetramere, die z.B.
durch den IL-2R aktiviert werden, sind essentiell fiir die regulare Genexpression und
Funktion Virus-spezifischer CD8 T-Zellen wahrend der LCMV-Infektion. STAT3-
defiziente LCMV-spezifische CD8 T-Zellen konnen nicht zu selbsterneuernden
Gedachtniszellen differenzieren, sondern behalten einen terminalen Effektorzelltyp.
STAT3 ist notig um die SOCS3-, BCL-6-, EOMES-, CD127- und CD62L-Expression aufrecht
zu erhalten. Das niedrige SOCS3-Level fithrt auch zu einer Uberempfindlichkeit gegen
IL-12. Eine Studie mit humanen CD8 T-Gedachtniszellen aus Patienten mit Hyper-IgE-
Syndrom, die eine dominant-negative STAT3-Form tragen, zeigt eine dhnliche Funktion
von STATS3 fiir die Differenzierung von humanen CD8 T-Gedachtniszellen. Es ist jedoch
noch nicht abschlief3end geklart, ob auch fiir die STAT-Proteine, vergleichbar zu den
zuvor besprochenen Transkriptionsfaktoren, entgegengesetzte Paare gebildet werden
konnen {Leonard et al. 1998, Nguyen et al. 2002, Gil et al. 2006, Palmer et al. 2009, Cui et
al. 2011, Siegel et al. 2011, Kaech et al. 2012, Lin et al. 2012}.
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1.3 Der Transkriptionsfaktor IRF4
1.3.1 Die IRF-Familie und das Immunsystem

Bisher wurden neun Mitglieder der Interferon-regulierende-Faktoren (IRF)-Familie in
Saugetieren identifiziert. Fiir die meisten dieser Transkriptionsfaktoren ist eine
Wirkung im Rahmen von Immunantworten bekannt. Zunachst als transkriptionale
Regulatoren fiir Typ-I-Interferone beschrieben, zeigte sich nach und nach, dass die IRF
weit komplexere Aufgaben bei angeborenen und adaptiven Immunantworten

ubernehmen.

Die IRF haben eine gemeinsame N-terminale DNA-Bindungsdomine von etwa 120
Aminosauren. Sie formt ein Helix-Loop-Helix-Motiv das an ein IFN-stimulated response
element (ISRE) der DNA bindet. Aufder IRF1 und IRF2 tragen alle IRF eine C-terminale
IRF-Assoziations-Domdne 1 (IAD1). Diese dient der Bildung von Homo- und
Heterodimeren, entweder mit anderen IRF oder auch mit Mitgliedern anderer
Transkriptionsfaktorfamilien. Die Dimerisierung ist ein wichtiges Element in der

Steuerung der DNA-Bindung {Tamura et al. 2008, Xu et al. 2012}.
1.3.2 IRF4

IRF4 ist ein Transkriptionsfaktor der exklusiv in Immunzellen vorkommt. Die
Expression kann in T-Zellen durch PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat)-Stimulation
oder TZR-Quervernetzung induziert werden. IRF4 kann abhdngig von seinen
Bindungspartnern an der DNA entweder als Aktivator oder Repressor der Genexpres-
sion dienen. Die Differenzierung verschiedener Zellen des adaptiven Immunsystems,
wie B-Zellen, verschiedener CD4 T-Helferzellpopulationen und CD8 T-Zellen, ist IRF4-
abhdngig. Weiterhin beeinflusst IRF4 auch die Reifung von Zellen des angeborenen
Immunsystem, zum Beispiel von dendritischen Zellen, und die Ausbildung von

Effektormechanismen in diesen Zellen {Matsuyama et al. 1995, Xu et al. 2012}.

Bei B-Zellen ist der Transkriptionsfaktor mitverantwortlich fiir den Klassenwechsel und
die Differenzierung zu Plasmazellen. IRF4 ist auch direkt an der Antikorpersekretion
beteiligt. In B-Zellen unterdriickt IRF4 die BCL-6-Expression, die fiir die
Keimzentrumsreaktion essentiell ist, und fordert die zur Plasmazelldifferenzierung

notige BLIMP1-Expression. Das Transkriptionsfaktorenpaar BCL-6-BLIMP1 zeigt hier
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eine ahnliche Funktion wie die fiir CD8 T-Effektor- und Gedachtniszellen beschriebene

{Mittriicker et al. 1997, Klein et al. 2006, Sciammas et al. 2006, Klein et al. 2008}.

Die Differenzierung von CD4 T-Zellen zu verschiedenen T-Helferzellpopulationen wird
ebenfalls durch IRF4 beeinflusst. Unter Einfluss von IL-4 steigt die Expression des
Transkriptionsfaktors GATA-3, der fiir die Differenzierung von CD4 T-Zellen zu
Helferzellen des Typs Th2 entscheidend ist. Th2-Zellen sind fiir die Immunantwort
gegen Parasiten, aber auch fiir die Entstehung von Allergien entscheidend. In IRF4-
defizienten CD4 T-Zellen wird das GATA-3-Level nicht hochreguliert. Die Entstehung
von Th2-Zellen ist in IRF4-defizienten Mausen inhibiert {Lohoff et al. 2002, Murphy et al.
2008}

Eine weitere Gruppe der durch IRF4 beeinflussten T-Helferzellen sind die Th17-Zellen.
Th17-Zellen zeichnen sich durch die Produktion der Zytokine IL-17A, IL-17F und IL-22
aus und spielen eine Rolle in der Immunantwort gegen extrazellulare Pathogene. Sie
sind aber auch an der Entstehung verschiedener Autoimmunerkrankungen beteiligt.
IRF4 ist essentiell fiir die Differenzierung von Th17-Zellen, als Folge zeigen IRF4-
defiziente Mause einen milden Verlauf in von Th17-Zellen abhdngigen Autoimmun-
modellen {Briistle et al. 2007, Huber et al. 2008, Murphy et al. 2008, Biswas et al. 2010,
Hemdan et al. 2010, Lech et al. 2011, Mudter et al. 2011, Huber et al. 2013}.

Das Zytokin IL-9 ist wichtig fiir die Funktion von Mastzellen und die dieses Zytokin
produzierenden Th9-Zellen sind fiir eine Vielzahl der Asthma-Symptome verant-
wortlich. IRF4-defiziente Mduse konnen keine Th9-Zellen bilden und entwickeln keine

schweren Symptome in Asthmamodellen {Soroosh et al. 2009, Staudt et al. 2010}.

Eine besondere Subpopulation der CD4 T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen
(Treg). Diese Zellen unterdriicken iliberschiefende Immunantworten und verhindern
die Entstehung von Autoimmunitit. Der Schliisseltranskriptionsfaktor der Treg-Zellen
ist Foxp3 (Forkhead-Box-Protein 3). Die Foxp3-Expression scheint in IRF4-defizienten
Treg-Zellen fehlreguliert zu sein. Weiterhin kann aus Treg-Nuklearlysaten IRF4 mit
Foxp3 koprazipiert werden, ein Hinweis dafiir, dass die beiden Transkriptionsfaktoren
direkt interagieren. IRF4-defiziente Treg-Zellen konnen kein BLIMP1 exprimieren und
somit nicht zu Effektor-Tregs differenzieren. Die Transkription weiterer Effektor-

molekiile, wie zum Beispiel IL-10 und Granzym B, ist in IRF4-defizienten Tregs reduziert
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{Briistle et al. 2007, Zheng et al. 2007, Huber et al. 2008, Murphy et al. 2008, Zheng et al.
2009, Cretney et al. 2011}.

Fiur CD8 T-Zellen sind bislang nur wenige Ergebnisse zu IRF4 publiziert. Bekannt ist,
dass IRF4-defiziente CD8 T-Zellen aus LCMV-infizierten Mdusen keine zytolytische
Aktivitat gegentiber Zielzellen zeigen. Es kann daher auch fiir diese Lymphozyten eine
entscheidende Rolle von IRF4 fiir die Differenzierung angenommen werden {Mittriicker

etal 1997}.
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Differenzierung zu Th17- und Th2-Zellen

Klassenwechsel und Rekombination in B-Zellen

Entwicklung der CD8-positiven DCs

Abbildung 1.4 Die Kooperation von IRF4 und AP-1-Transkriptionsfaktoren
In diesem Modell ist der Komplex aus BATF, Jun und IRF4 gezeigt. Das Modell wurde mit Hilfe der AICE-
Motive des Ctla4- (4 Basenpaare Abstand, links) und des Bcl11b-Gens (0 Basenpaare Abstand, rechts)
erstellt. Die Resultate der Kooperation sind unten aufgefiihrt. DC = dendritische Zelle
modifiziert nach {Martinez et.al. 2012}

In B-Zellen und dendritischen Zellen kooperiert IRF4 mit Transkriptionsfaktoren der
Ets-Familie (E-twenty six) im Rahmen der Bindung an EICE-Motive (Ets-IRF composite
elements) der DNA. Die Bildung dieser Komplexe ist in T-Zellen unwahrscheinlich, da
nur sehr geringe Level von Ets-Proteinen vorhanden sind. Da IRF4 alleine nur mit relativ
geringer Affinitit an die DNA bindet wurde nach Bindungspartnern in T-Zellen
geforscht. Prazipitationsanalysen (ChiP-Seq) ergaben als Bindungspartner Mitglieder
der AP-1-Familie. Die durch diese Komplexe gebundenen DNA-Motive werden als AICE
(AP-1-IRF composite elements) bezeichnet. Die Mitglieder der AP-1-Familie bilden BATF
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(B cell activating transcription factor)-Jun-Heterodimere, die dann wiederum mit IRF4
kooperieren. In diesem Komplex ist die Bindung von IRF4 an die DNA deutlich starker
(Abbildung 1.4). Im Fall von Th17-Zellen bindet dieser Komplex schon nach TZR-
Stimulation an AICE-Motive. Hierin unterscheidet sich die Bindung von anderen Th17-
typischen Transkriptionsfaktoren, die in ihrer Wirkung auf Th1l7-polarisierende
Zytokine angewiesen sind. Aufgrund dieser Eigenschaft wurde fiir den Komplex aus
IRF4 und BATF eine Pionierfunktion postuliert, d.h. die Bindung des Komplexes
ermoglicht erst die  nachfolgende  Anlagerung von  linienspezifischen
Transkriptionsfaktoren {Ciofani et al. 2012, Glasmacher et al. 2012, Li et al. 2012,
Martinez et al. 2012}.

Zusammengenommen deuten diese Studien auf eine Funktion von IRF4 als eine Art
Schliisselregulator fiir Zellen des adaptiven Immunsystems hin. Dabei wird seine
Bindung an die DNA nicht nur durch die exklusive Induktion in Immunzellen, sondern

auch durch die Kooperation mit anderen Transkriptionsfaktoren reguliert.
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1.4 Fragestellung

Der Transkriptionsfaktor IRF4 ist ein Schliisselregulator fiir die Differenzierung von
B-Zellen und verschiedenen CD4 T-Helferzellpopulationen. Analysen in IRF4-defizienten
Madusen ergaben erste Hinweise auf eine Funktion von IRF4 fiir CD8 T-Zellen. Nach einer
Infektion mit LCMV zeigten IRF4-defiziente Mause keine funktionale CD8 T-Zellantwort
gegen Virus-infizierte Zellen. Die zugrundeliegenden Mechanismen dieser eingeschran-

kten CD8 T-Zellantwort waren zu Beginn der Arbeit aber unklar.

Aus diesen Hinweisen ergab sich die Hypothese, dass IRF4 auch ein Regulator der
Differenzierung von CD8 T-Zellen ist. Daraus wiirde folgen, dass IRF4 eine Schliissel-

funktion fiir alle Typen von adaptiven Immunzellen hat.

Zur Analyse dieser Hypothese sollten in dieser Arbeit verschiedene experimentelle
Ansatze verfolgt werden. Listerieninfektionen werden durch CD8 T-Zellen geklart,
deshalb sollte die CD8 T-Zellantwort in einem Mausmodell der Listerieninfektion
untersucht werden. Mit Hilfe dieses Modells sollte die CD8 T-Zellantwort in Wildtyp und
[IRF4-defizienten Mausen verglichen werden. Weiterhin sollte ein T-Zelltransfermodell
mit der Listerieninfektion kombiniert werden. Diese Strategie sollte die ausschlief3liche
Analyse der intrinsischen Bedeutung von IRF4 fiir die CD8 T-Zelldifferenzierung und
—-funktion ermoglichen. In diesen Experimenten sollte eine phéanotypische und
funktionale Charakterisierung der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen im Vergleich zu
Wildtypkontrollzellen durchgefiihrt werden. Eine in vitro-Stimulation von CD8 T-Zellen
sollte zur Aufklarung der durch IFR4 ausgelosten Mechanismen beitragen. Von der
Analyse des Transkriptoms von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen wurden

weitere Hinweise erwartet.

Das zentrale Ziel dieser Arbeit war die Aufklirung der Funktion von IRF4 in

CD8 T-Zellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Feinchemikalien und sonstige Reagenzien

Annexin V - Alexa Fluor 647
AlexaFluor-750 Succinimidyl Ester
Anti-FITC Microbeads

Ampicillin

APC BrdU Flow Kit

APC SIINFEKL-MHC I Dextramer
B-2-Mercaptoethanol (1000x fiir Zellkultur)
Bacto Agar

BD Facs Lysing Solution

Brefeldin A (BFA)

Bovines Serum Albumin (BSA)
Carbenicillin

Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl

Ester (CFDA-SE)
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EasySep™ Mouse CD8* T Cell Isolation Kit

FAM-FLICA™ Poly Caspase Assay Kit

Fotales Kalberserum (FCS)

BioLegend (San Diego)
invitrogen (Karlsruhe)
Miltenyi (Bergisch-Gladbach)
Roche (Grenzach-Whylen)
BD Bioscience (Heidelberg)
Immudex (Kopenhagen)
GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
BD Bioscience (Heidelberg)
BD Bioscience (Heidelberg)
Sigma (Steinheim)

Serva (Heidelberg)

Roche (Grenzach-Whylen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Steinheim)

Stemcell Technologies (Grenoble)

ImmunoChemistry Technologies

(Bloomington)

PAA (Paschingen)

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set eBioscience (San Diego)



Gentamycin (1000x fiir Zellkultur)
Glutamin (100x fiir Zellkultur)
[onomycin

LD-Saulen

Normales Rattenserum (NRS)
Pacific Orange Succinimidyl Ester
Percoll Seperating Solution
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA)
RNeasy MinElute Kit

RPMI (Roswell Park Memorial Institut) 1640
Saponin

Streptomycin

TRIzol® Reagent

Trypan blau

Tryptic Soy Broth (TSB)

GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
Miltenyi (Bergisch-Gladbach)
Jackson Immuno Research (Baltimore)
Invitrogen (Karlsruhe)
Biochrom AG (Berlin)

Sigma (Steinheim)

Quiagen (Hilden)

GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
Sigma (Steinheim)

Sigma (Steinheim)

Invitrogen (Karlsruhe)
Biochrom AG (Berlin)

BD (Heidelberg)

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

(Darmstadt) oder Carl Roth (Karlsruhe).
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2.1.2 Puffer und Medien

Annexin-Farbepuffer in Aqua destillata (1,4 M NaCl, 25mM CaClz, 1% NaN3z, 0,1 M
HEPES, pH 7,4)

Erythrozytenlysepuffer (8,25 g NH4Cl, 1,0 g KHCO3, 0,037 g EDTA auf 1000 ml Aqua

destillata)
PBS (phosphate buffered saline), Sigma (Steinheim)

RPMI komplett (RPMI 1640, 5% FCS, 2 mM Glutamin, 50 pg/ml Gentamycin, 50 uM [32-

Mercaptoethanol)
Saponinpuffer in PBS (0,1% BSA, 0,3% Saponin)

TSB-Medium (30 g TSB, auf 1000 ml Aqua destillata, fiir Agar-Platten wird 2% Bacto
Agar hinzugefigt)
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2.1.3 Antikorper

Spezifitat Klon Fluorochrom Firma

CD3¢ 145-2C11 APC-Cy7 BioLegend (San Diego)
CD3e eBio500A2 eFlour450 eBioscience (San Diego)
CD3e 145-2C11 APC BioLegend (San Diego)
CD3e 145-2C11 ohne BioLegend (San Diego)
CD8a 53-6.7 PE-Cy7 BioLegend (San Diego)
CD8a 53-6.7 PE BioLegend (San Diego)
CD8a 53-6.7 APC BioLegend (San Diego)
CD8«a 53-6.7 V450 BD (Heidelberg)

CD8«a 53-6.7 FITC BD (Heidelberg)
CD90.1 HIS51 eFluor450 eBioscience (San Diego)
CD90.1 HIS51 FITC eBioscience (San Diego)
CD90.1 HIS51 PE eBioscience (San Diego)
CD90.2 53-2.1 PerCP Serotec (Boston)
Va2-TZR B20.1 PE eBioscience (San Diego)
CD44 IM7 PE BD (Heidelberg)

CD62L MEL-14 APC eBioscience (San Diego)
CD62L MEL-14 APC-Cy7 BioLegend (San Diego)
CD69 H1-2F3 FITC BD (Heidelberg)

CD127 A7R34 PE BioLegend (San Diego)
KLRG1 2F1 FITC BioLegend (San Diego)
CD25 PC61.5 APC eBioscience (San Diego)
CTLA4 UC10-4F10-11 PE BD (Heidelberg)

LAG-3 C9B7W APC BioLegend (San Diego)
PD-1 J43 PE eBioscience (San Diego)
Ly6C AL-21 FITC BD (Heidelberg)

CXCR3 CXCR3-173 APC eBioscience (San Diego)
CD244 2B4 RPE BD (Heidelberg)
NKG2D CX5 APC eBioscience (San Diego)
CD27 LG.3A10 APC BioLegend (San Diego)
Granzym B GB12 PE Molecular Probes (Carlsbad)
TNF-a MP6-XT22 PE BD (Heidelberg)
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Spezifitat Klon Fluorochrom Firma

TNF-a MP6-XT22 PE-Cy7 BD (Heidelberg)

[FN-y XMG1.2 Alexa Fluor 647  eBioscience (San Diego)

IL-2 JES6-5H4 FITC eBioscience (San Diego)

Bcl-2 10C4 FITC eBioscience (San Diego)

IRF4 3E4 PE eBioscience (San Diego)

T-Bet eBio4B10 eFluor660 eBioscience (San Diego)

EOMES Danllmag Alexa Fluor 647  eBioscience (San Diego)

CD11b M1/70 FITC BD (Heidelberg)

CDh19 1D3 FITC eBioscience (San Diego)

F4/80 BM8 FITC BioLegend (San Diego)

MHC 11 0X-6 FITC Serotec (Boston)

CD4 RM4-5 FITC BioLegend (San Diego)

CD28 37.51 ohne BioLegend (San Diego)

CD16/CD23 2.4G2 ohne Intitut fiir Inmunologie (UKE,
Hamburg)

2.1.4 Bakterienstimme

Listeria monocytogenes

Stamm OVA (LmOVA)

2.1.5 Mausstimme

C57Bl/6L])
B6.P1-Thyla/Cy]
RAG1ko

OT-I

OT-I x B6.PL-Thy1la/Cy]

bereitgestellt durch Dr. Shen (Philadelphia)

{Foulds et al. 2002}

Jackson, Bar Harbour
Jackson, Bar Harbour
Jackson, Bar Harbour

{Hogquist et al. 1994} riickgekreuzt auf
C57BL/6, bereitgestellt durch das MPI
Infektionsbiologie (Berlin)

Institut fiir Imnmunologie (UKE, Hamburg)
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IRF4ko {Mittriicker et al. 1997} riickgekreuzt auf
C57BL/6, bereitgestellt durch Dr. Magdalena

Huber (Marburg)
IRF4ko x OT-I Institut fiir Immunologie (UKE, Hamburg)
OT-II {Barnden et al. 1998} bereitgestellt durch Dr.

Magdalena Huber (Marburg)

Der IRF4-defiziente Genotyp wurde mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
kontrolliert, die TZR-transgen-Kontrolle der OT-I-Mduse erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Analyse mit einem Antikorper gegen den Va2-TZR. Die Mause
wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des Universitiatsklinikums Hamburg-
Eppendorf geziichtet. Alle Tierversuche wurden nach den Vorgaben des deutschen

Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

2.1.6 Gerate und Materialien
BD FACS Canto II BD (Heidelberg)
BD FACS Aria BD (Heidelberg)

Bei den Geraten fiir Bakterienkultur und Lymphozytenaufreinigung handelt es sich um
Standardlaborausstattung. Die Standardlabormaterialen (z.B. Plastikpipetten,
Reaktionsrohrchen und Petrischalen) stammen von den Firmen Sarstedt (Niimbrecht),

Greiner (Frickenhausen), Nunc (Langenselbold), BD (Heidelberg) und Eppendorf

(Hamburg).
2.1.7 Software
FACS Diva Software BD (Heidelberg)
Flow]o Software Tree Star (Ashland)
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc. (La Jolla)
Adobe Illustrator Adobe (San José)
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2.2 Methoden
2.2.1 Listerieninfektion

Es lagen LmOVA-Aliquots von bekannter Konzentration bei -80°C vor. Diese Aliqouts
wurden auf die gewlinschte Konzentration verdiinnt und in einem Volumen von 200 pL
PBS intraperitoneal in die Mause injiziert. Im Regelfall erhielten die Mause 1 x 105

Listerien.
2.2.2 Organentnahme

Fiir die Gewinnung von Zellen wurden die Mause mit 80% CO2 und 20% O narkotisiert
und anschliefdend mit 100% CO; getotet. Zur Sicherheit wurde ein Genickbruch an den
Mausen durchgefiihrt. Das Fell und die Haut wurden mit 70% Ethanol desinfiziert und
ein Hautschnitt durchgefiihrt. Das Peritoneum wurde erdffnet und im Fall einer
Blutentnahme, das Blut mit einer heparinisierten Nadel direkt aus dem Herzen
entnommen. (In einigen Experimenten wurde das Blut auch der lebenden Maus direkt
aus der Schwanzvene entnommen.) Dann wurden Milz und Leber entnommen, wobei
die Leber vor Entnahme durch die Pfortader mit PBS perfundiert wurde. Nach
Entnahme des inguinalen Lymphknotens wurde ein Oberschenkelknochen prapariert.
Die Organe wurden nach der Entnahme bis zur weiteren Aufreinigung in PBS auf Eis

aufbewahrt.

Sollten die Zellen in eine andere Maus transferiert werden oder die Bakterienlast
bestimmt werden, erfolgte die Entnahme steril. Wenn die Organe
durchflusszytometrisch untersucht werden sollten, konnte die Organentnahme unsteril

erfolgen {Kursar et al. 2002, Minges Wols et al. 2008}.
2.2.3 Isolierung von Milzzellen

Die mechanische Zerkleinerung der Milz erfolgte, indem die Milz mit Hilfe des Stempels
einer Spritze durch ein Metallsieb gedriickt wurde. Das Sieb wurde mit 10 mL PBS
gespllt und die Zellsuspension bei 250 x g fir 5 min zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand verworfen wurde, wurde das Zellpellet in 3 mL Erytrozytenlysepuffer
resuspendiert und bei Raumtemperatur fiir 3 min inkubiert. Im Gegensatz zu den
Erythrozyten bleiben die tibrigen Zellen unbeschadigt. Die Lyse wurde durch starke
Verdiinnung mit PBS gestoppt und die Zellsuspension uber ein 70 pM Zellsieb gegeben,
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um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Es erfolgte, nach Bestimmung der Zellzahl,
erneut eine Zentrifugation bei 250 x g fiir 5 min. Der Uberstand wurde verworfen

{Kursar et al. 2002}.
2.2.4 Isolierung von Leberleukozyten

Die mechanische Zerkleinerung der Leber erfolgte, indem die Milz mit Hilfe des
Stempels einer Spritze durch ein Metallsieb gedriickt wurde. Das Sieb wurde mit 25 mL
PBS gespiilt und die Zellsuspension, nachdem sie tber ein 70 puM Zellsieb gegeben
wurde, bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es
erfolgte eine Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll. Das Zellpellet wurde in 5 mL
40% Percolllésung aufgenommen und die Zellsuspension auf 3 mL 70% Percolllésung
geschichtet. Der erhaltene Gradient wurde bei 560 x g fiir 15 min ohne Bremse
zentrifugiert. Die obere Phase mit Hepatozyten wurde verworfen und die Interphase des
Grandienten mit den Leberleukozyten in einen Uberschuss von PBS iiberfiihrt und bei
250 x g fiir 5 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte die
Erythrozytenlyse und die Bestimmung der Zellzahl analog der Milzaufreinigung {Kursar

et al. 2002, Luttmann et al. 2009}.
2.2.5 Isolierung von Zellen aus den Lymphknoten

Die mechanische Zerkleinerung der Lymphknoten erfolgte, indem die Lymphknoten mit
Hilfe des Stempels einer Spritze durch ein Metallsieb gedriickt wurde. Das Sieb wurde
mit 10 mL PBS gespiilt, die Zellsuspension iiber ein 70 uM Zellsieb gegeben und bei
250 x g fir 5 min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde und das
Zellpellet in 5 mL PBS aufgenommen wurde, erfolgte, nach Bestimmung der Zellzahl,
erneut eine Zentrifugation bei 250 x g fiir 5 min. Der Uberstand wurde verworfen

{Kursar et al. 2002}.
2.2.6 Isolierung von Zellen aus dem Knochenmark

Von den Oberschenkelknochen wurden die Gelenke entfernt. Anschliefend wurde das
Knochenmark mit Hilfe einer Kaniile mit PBS aus dem Knochen gespiilt. Nach
grindlicher Durchmischung wurde die Suspension iiber ein 70 uM Zellsieb gegeben und
bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberschusses erfolgten die
Erythrozytenlyse und die Bestimmung der Zellzahl analog der Milzaufreinigung {Minges

Wols et al. 2008}.
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2.2.7 Bestimmung der Zellzahl

Die Konzentration der Zellen einer Zellsuspension kann mit Hilfe einer
Neubauerzahlkammer bestimmt werden. 10 pL der Zellsuspension wurden in 90 pL
Trypanblau verdiinnt und in die Zahlkammer pipettiert. In mindestens zwei der vier
grofden Quadrate wurden die Lymphozyten gezahlt und anschliefend der Mittelwert
(MW) berechnet. Die Bestimmung der Zellzahl X pro mL erfolgte nach folgender Formel:
X =MW x 104 x Verdliinnung {Luttmann et al. 2009}.

2.2.8 Isolierung von OT-1/0T-1I T-Zellen aus der Milz

Entweder wurden die Milzzellen wie zuvor beschrieben gereinigt und die OT-I T-Zellen
mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern iiber eine Sdule negativ selektiert,
oder die OT-I T-Zellen bzw. CD8 T-Zellen wurden direkt nach Herstellung einer
Zellsupension mit dem kommerziell erhaltlichen EasySep™ Mouse CD8* T Cell Isolation

Kit isoliert. OT-II T-Zellen wurden wie OT-I T-Zellen negativ iiber eine Saule selektiert.

Der zugrundeliegende Mechanismus der negativen Selektion liber eine Saule ist die
Entfernung unberiihrter erwiinschter Zellen. Zu diesem Zweck werden die
unerwiinschten Zellen mit FITC-gekoppelten Antikdrpern markiert und anschlief3end an
mit Antikorpern gegen FITC beschichteten Microbeads gebunden. Die Zellen kénnen
dann iiber die magnetischen Partikel mit einem Magneten aus der Zellsuspension
entfernt werden. Die nach dem Standardprotokoll steril gereinigten Milzzellen wurden
in 500 pL PBS fiir 20 min mit FITC-gekoppelten Antikorpern bei 4°C inkubiert. Fiir die
OT-I T-Zellaufreinigung wurden FITC-gekoppelte Antikorper gegen CD11b, CD19,
F4/80, MHC Il und CD4 verwendet. Im Fall der Aufreinigung von OT-II T-Zellen wurde
der Antikorper gegen CD4 gegen einen FITC-gekoppelten Antikérper gegen CD8 ersetzt.
Sollten OT-I T-Zellen reisoliert werden wurde ein FITC-gekoppelter Antikérper gegen
CD90.1 hinzugefiigt. Nach der Antikérperfirbung wurde PBS im Uberschuss hinzugefiigt
und die Zellsuspension bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberschuss wurde
verworfen und die Zellen wurden in 80 pL PBS mit 0,2% BSA pro 107 Zellen
resuspendiert. Daraufhin wurden 20 pL gegen FITC gerichtete Microbeads pro
107 Zellen hinzugefiigt und die Zellsuspension wurde 15 min inkubiert. Anschlief3end
wurde PBS mit 0,2% BSA im Uberschuf hinzugefiigt und die Suspension bei 250 x g fiir
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 pL PBS mit

0,2% BSA resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf eine dquilibrierte
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Depletionssdule, in einem Magneten befindliche Saule, gegeben und zweimal mit 1 mL
PBS mit 0,2% BSA nachgespiilt. Im Durchfluss befanden sich die gewiinschten Zellen,
wahrend die unerwiinschten Zellen auf der magnetischen Saule verblieben. Die Effizienz
der Aufreinigung und die Zellzahl wurden bestimmt und die gewiinschte
Zellkonzentration wurde eingestellt (modifiziert nach dem Protokoll der Firma

Miltenyi) {Horgan et al. 2009}

Das zweite verwendete System, das EasySep™ Mouse CD8* T Cell Isolation Kit, bedient
sich ebenfalls magnetischen Partikeln. In diesem Fall binden Biotin-gekoppelte
Antikorper die unerwiinschten Zellen. Dann binden Streptavidin-gekoppelte
magnetische Partikel an das Biotin. Die unerwiinschten Zellen werden mit Hilfe eines
Magneten aus der Zellsuspension entfernt. Die Milzzellen wurden wir zuvor
beschrieben aufgereinigt, wobei auf die Erythrozytenlyse verzichtet wurde. Die Zellen
einer Milz wurden in 500 pL PBS mit 2% FCS aufgenommen und 25 pL normales
Rattenserum (NRS) hinzugefiigt. Dann wurden 25 pL T-cell enrichment cocktail
hinzugegeben und die Suspension 15 min bei 4°C inkubiert. Anschliefdend wurde 50 pL
Biotin selection cocktail hinzugegeben und erneut 15 min bei 4°C inkubiert. Im letzten
Schritt wurden 50 pL D2 magnetic particles hinzugefiigt und 5 min bei 4°C inkubiert. Die
Zellsuspension wurde mit PBS mit 2% FCS auf 2,5 mL aufgefiillt und vorsichtig
durchmischt. Dann wurde das Reaktionsgefafd in einen Magneten tiberfiihrt und verblieb
dort 5 min. Das Reaktionsgefdfd wurde mit einer Bewegung in ein neues Gefaf3
ausgegossen, wobei es im Magneten blieb. Nach 2-3 sec Verweilen liber dem neuen
Gefafd waren die unerwiinschten Zellen im alten Reaktionsgefafd verblieben, wahrend
sich die gewlinschten OT-I T-Zellen im neuen Reaktionsgefafd befanden. Die Effizienz der
Aufreinigung und die Zellzahl wurden bestimmt und die gewiinschte Konzentration

eingestellt (modifiziert nach dem Protokoll der Firma Stemcell technologies).
2.2.9 Transfer von OT-1 bzw. OT-II T-Zellen

In einem Teil der Experimente wurden Transfermodelle eingesetzt. Hierfiir wurden
verschiedene Mauslinien mit trangenem T-Zellrezeptor eingesetzt. Die OT-I T-Zellen
sind CD8 T-Zellen, die das OVAzs57.264-Peptid erkennen und somit Teile des Ovalbumins,
welches der LmOVA-Stamm als Surrogatantigen tragt. Die OT-II T-Zellen sind
CD4 T-Zellen und erkennen wie OT-I T-Zellen ein spezifisches Ovalbuminpeptid des

LmOVA-Stamms. Die Zellen wurden nach der Aufreinigung in PBS aufgenommen, auf die
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gewlinschte Konzentration eingestellt und in 200 pL intravenods in Empfangermause

injiziert {Hogquist et al. 1994, Barnden et al. 1998}.

Die Unterscheidung der Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I T-Zellen im Transfermodell
und auch die Unterscheidung von Zellen der Empfangermause, sowie von OT-II T-Zellen
erfolgte mit Hilfe des CD90-Antigens. Folgend wird die Unterscheidung beispielhaft fiir
das kompetitive Transfermodell in Wildtypmause beschrieben: Wildtyp und IRF4-
defiziente OT-I CD8 T-Zellen wurden zu gleichen Anteilen gemischt (je 20.000) und in
LmOVA-infizierte Wildtypempfangermause injiziert. Die Wildtypspendertiere waren
CD90.1*CD90.2+, die IRF4-defizienten Spendertiere CD90.1-CD90.2* wund die
Empfangertiere waren (CD90.1*CD90.2.. Die Zellen wurden mit Hilfe des
Durchflusszytometers unterschieden und das Mischverhaltnis vor dem Transfer

tiberprift.
2.2.10 Bestimmung der Bakterienlast

Zur Bestimmung der Bakterienlast wurden die Organe nach der Entnahme in sterile
Plastikbeutel mit 1 mL PBS mit 0,05% Triton-X100 tiberfiihrt und zerquetscht bis eine
moglichst homogene Suspension entstand. Das Detergenz Triton-X100 fiihrte zur
Zerstorung der Zellmembranen, so dass alle Listerien erfasst werden konnten, auch
wenn sich mehrere Bakterien in einer Zelle befanden. Anschliefiend wurde die
Suspension in 10-fach Schritten in PBS bis 1:1000 verdiinnt und die Verdiinnungen auf
TSB-Agarplatten steril ausplattiert. Nach 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank wurden
die Kolonien gezahlt und die Gesamtzahl der Listerien pro Organ (CFU = colony forming

units) berechnet {Kursar et al. 2002}.
2.2.11 in vitro-Restimulation von OT-1I T-Zellen bzw. CD8 T-Zellen

In dieser Arbeit wurden OT-I T-Zellen bzw. CD8 T-Zellen nach Entnahme aus infizierten
Mausen zur Analyse der Zytokinproduktion restimuliert. Die Inkubation mit dem
OVA2s57.264-Peptid  ermoglichte die spezifische Stimulation antigenspezifischer
CD8 T-Zellen tuber den TZR. Maximal 2 x 10® Lymphozyten aus der Milz,
beziehungsweise moglichst viele Lymphozyten aus der Leber wurden in 1 mL RPMI
komplett mit 106 M OVA2s7.264-Peptid oder ohne Peptid inkubiert. Nach 30 min
Inkubation bei 37°C wurde pro Ansatz 10 pg Brefeldin A zugegeben. Brefeldin A zerstort

den Golgi-Apparat, wodurch neu synthetisierte Proteine wie Zytokine nicht mehr
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sekretiert werden und sich anreichern. Nach Entnahme aus der Kultur erfolgte die

durchflusszytometrische Analyse {Kursar et al. 2002, Heiss et al. 2008}.
2.2.12 in vitro-Stimulation von OT-I T-Zellen bzw. CD8 T-Zellen

Naive OT-I T-Zellen wurden direkt in der Milzzellsuspension oder naive CD8 T-Zellen
nach CD8 T-Zell-spezifischer Aufreinigung zur Analyse der Expression von Transkrip-

tionsfaktoren stimuliert.

In einem Experiment wurden OT-I T-Zellen analog zur Restimulation fiir verschiedene
Zeitspannen mit OVAgzs7.264-Peptid stimuliert. Allerdings erfolgte keine Hinzugabe von
Brefeldin A. Nach Entnahme aus der Kultur erfolgte die durchflusszytometrische

Analyse.

In einem Experiment wurden 200.000 Wildtyp CD8 T-Zellen und 200.000 IRF4-
defiziente CD8 T-Zellen in 1 mL RPMI komplett in zuvor mit 2 pg/mL Antikorper gegen
CD3¢ beschichtete Kulturschalen gegeben. Aufierdem wurde 1 pg/mL Antikorper gegen
CD28 und 50 U/mL IL-2 hinzugegeben. Im Gegensatz zur Stimulation mit OVAz2s7.264-
Peptid erfolgte eine TZR-Stimulation durch den Antikorper gegen CD3e und durch
Korezeptor-Stimulation durch den Antikérper gegen CD28. Das mitogene IL-2 fordert
die Proliferation der T-Zellen noch weiter. In diesem Versuch wurden in einem Teil der
Ansatze 10 ng/mL IL-12 hinzugegeben um dessen Einfluss auf die Expression
bestimmter Transkriptionsfaktoren zu untersuchen. Nach zweitagiger Inkubation bei
37°C wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert {Joshi et al. 2007, Huber et al.
2013}.

2.2.13 Extrazellulire Antikérperfirbung

Bevor die spezifische Antikorperfarbung erfolgen kann erfolgt ein Block gegen
unspezifische Antikorberbindungen durch die Fc-Rezeptoren oder die Zelloberflache
allgemein. Zu maximal 2 x 10® Lymphozyten in 100 uL PBS wurden 1 puL normales
Rattenserum (NRS) und 1,8 pg Fc-Block in 50 pL PBS gegeben. NRS enthalt pro mL etwa
10 mg Antikoérper und sattigt dadurch unspezifische Antikérperbindungsstellen ab. Der
Fc-Block (Antikorper gegen CD16 und CD32) bindet spezifisch an die Fc-Rezeptoren
CD16 und CD32 und verhindert, dass diese den Fc-Teil der Fluorochrom-gekoppelten
Antikorper binden und in der Folge falsch positive Signale entstehen. Dieser Ansatz wird

5 min bei 4°C inkubiert. Anschlief}end wurden die fiir jede Analyse passend gewahlten
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Fluorochrom-gekoppelten Antikérper in 50 pL PBS hinzugegeben und die Suspension
20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Die zu verwendende Konzentration der
Antikérper wurde zuvor austitriert. Dann wurde PBS im Uberschuss hinzugegeben, bei
250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Bei der Analyse von Blut
wurde abweichend 500 pL eines kommerziellen Erythrozytenlysepuffers (BD FACS
Lysing Solution) hinzugefiigt, 3 min inkubiert und erst dann PBS hinzugegeben und
zentrifugiert. Die Zellen konnten nun durchflusszytometrisch analysiert werden. In
einem Teil der Experimente wurde direkt vor der Messung der in die DNA
interkalierende Farbstoff DAPI zur Markierung toter Zellen hinzugegeben. In Ansatzen,
die nach der extrazelluliren Farbung fixiert werden sollten, wurden die fixierbaren
Farbstoffe Pacific Orange oder AlexaFluor-750 Succinimidyl Ester hinzugefiigt. Auf
Grund der erhohten Permeabilitit der Zellmembran toter Zellen dringen die Farbstoffe
in die Zelle ein und binden an zytoplamsmatische Proteine. Die Zellmembran lebender
Zellen kann nicht durchdrungen werden, es werden daher nur Oberflachenproteine
gebunden was zu einer deutlich niedrigeren Anfarbung der Zellen fiihrt {Mittriicker et

al. 2001, Luttmann et al. 2009, Lischke et al. 2013}.
2.2.14 Intrazellulare Antikérperfirbung

Zytokine und intrazellulare Molekiile wurden mittels intrazellularer Antikorperfairbung
detektiert. Diese erfolgte im Anschluss an die regulare extrazellulare Antikérperfarbung.
Vor der intrazelluliren Antikorperfirbung mussten die Zellen fixiert und die
Zellmembran permeabilisiert werden. Alle Schritte erfolgten in Dunkelheit. Die Zellen
wurden nach der extrazellularen Antikorperfairbung in 200 pL PBS mit 2%
Paraformaldehyd (PFA) suspendiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurde PBS mit 0,2% BSA im Uberschuss hinzugefiigt, die Zellsuspension bei 250 x g fiir
5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Durch PFA erfolgt durch
Quervernetzung von Proteinen eine Fixierung der Zellen. Zum Zellpellet wurden 50 pL
Saponinpuffer mit 1 pL normales NRS gegeben und die Suspension wurde 5 min bei 4°C
inkubiert, Anschliefend wurden die Fluorochrom-gekoppelten Antikérper gegen die zu
analysierenden intrazelluldren Proteine in 50 pL Saponinpuffer hinzugefiigt und 15 min
bei 4°C inkubiert. Das Detergenz Saponin machte die Zellmembran fiir die Antikérper
durchgingig. Es wurde ein Uberschuss von PBS hinzugegeben und erneut bei 250 x g fiir
5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen konnten nun

durchflusszytometrisch analysiert werden {Mittriicker et al. 2001, Heiss et al. 2008}.
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2.2.15 Intranukledre Antikérperfarbung

Zur Bestimmung der intrazelluldren Konzentration von Transkriptionsfaktoren musste
eine intranukledre Antikorperfirbung erfolgen. Diese wurde im Anschluss an die
reguldare extrazellulire Antikorperfirbung in Dunkelheit mit Puffern der Firma
eBioscience durchgefiihrt (Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set). Zundchst
wurde 1 Teil eBioscience Fixation/Permeabilization Concentrate zu drei Teilen
eBioscience Fixation/Permeabilization Diluent gegeben. Die Zellen wurden in 200 pL
der so erhaltenen frischen Fixierungs- und Permeabilisierungslosung suspendiert. Nach
einer halben Stunde bei 4°C wurde PBS mit 0,2% BSA im Uberschuss hinzugefiigt, die
Zellsuspension bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. 200 pL
eBioscience Permeabilisierungspuffer wurden hinzugefiigt, erneut bei 250 x g fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die gewiinschten Antikérper wurden in
200 pL eBioscience Permeabilisierungspuffer hinzugefiigt und nach Resuspension des
Zellpellets 20 min bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurde 1 mL eBioscience
Permeabilisierungspuffer hinzugefiigt, bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Zellen konnten nun durchflusszytometrisch analysiert

werden (modifiziert nach dem Protokoll der Firma eBioscience).
2.2.16 Dextramerfarbung

Zu maximal 2 x 10¢ aufgereinigten Zellen in 100 pL PBS mit 0,2% BSA wurde 5 pL
APC SIINFEKL-MHC I Dextramerlosung gegeben. Das Peptid SIINFEKL entspricht dem
OVA2s57.264-Peptid. Nach fiinfmintitiger Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur
erfolgte die reguldre extrazellulire Antikorperfarbung. Die Dextramere binden an
CD8 T-Zellen, die fiir das OVA2s57-264-Peptid spezifisch sind, und erméglichen somit deren

Detektion (modifiziert nach dem Protokoll der Firma Immudex).
2.2.17 Bestimmung der Proliferation mit CFSE

In einigen Experimenten wurden die OT-I T-Zellen vor dem Transfer mit CFSE
(Carboxyfluoreszein-Succinimidyl Ester) markiert. Hierzu wurde zu den zu
tranferierenden Zellen 1 uM CFDA-SE (Carboxyfluoreszein-Diacetat-Succinimidyl Ester)
gegeben. Dieses ist leicht membrangangig. Nach der Diffusion in die Zelle wird das
CFDA-SE durch eine Esterase zu CFSE gespalten. Der fluoreszierende Stoff ist nun nicht

mehr membrangangig und wird bei jeder Division gleichmafdig auf die Tochterzellen
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verteilt. Dies bedeutet eine Halbierung der Fluoreszenzintensitat pro Zellteilung. Nach
dreiminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde PBS in groflem Uberschuss
hinzugegeben, die Suspension bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Anschliefend wurden die Zellen in PBS aufgenommen und in die
Empfangermause transferiert. Bei Analyse der transferierten OT-I T-Zellen aus den
Organen der Empfangermause erlaubte die Abnahme der CFSE-Intensitdt eine Aussage

liber die Proliferation {Lyons 2000, Kursar et al. 2005}.
2.2.18 Bestimmung der Proliferation mit BrdU

In einigen Versuchen wurde ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin, BrdU
(Bromdesoxyuridin), zur Analyse der Proliferation verwendet. Dieses wird in die Zelle
aufgenommen und in der S-Phase der sich teilenden Zelle in die DNA eingebaut. So
konnen Zellen, die seit BrdU-Gabe proliferiert und BrdU in die DNA eingebaut hatten,
bestimmt werden. Fir diesen Zweck wurde das APC BrdU Flow Kit der Firma BD
Bioscience verwendet. An Tag vier nach Transfer wurde den Mausen 1 mg BrdU
intraperitoneal injiziert. An Tag fiinf wurden die Milzzellen gereinigt. Alle weiteren
Schritte erfolgten in Dunkelheit. Nach der reguldren extrazellularen Antikorperfarbung
wurde 1 mL PBS mit 3% FCS hinzugefiigt, bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 pL BD Cytofix/Cytoperm-Puffer
resuspendiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hinzufiigen von 1 mL
BD Perm/Wash-Puffer, wurde bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 pL BD Cytoperm Plus-Puffer resuspendiert,
10 min bei 4°C inkubiert, dann erneut 1 mL BD Perm/Wash-Puffer hinzugefiigt, bei
250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend erfolgte eine
Resuspension des Zellpellets in 100 pL BD Cytofix/Cytoperm-Puffer und eine
finfminttige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach Hinzufiigen von 1 mL BD
Perm/Wash-Puffer wurde bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 puL. DNase (300 pg/mL) resuspendiert, 1h bei
37°C inkubiert, 1 mL BD Perm/Wash-Puffer hinzugefiigt, dann 5 min bei 250 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. SchlieRlich wurde das Zellpellet in 50 pL
BD Perm/Wash-Puffer mit 1 pL APC-gekoppeltem Antikérper gegen BrdU
resuspendiert und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hinzufiigen von 1 mL
BD Perm/Wash-Puffer, dann flinfminiitiger bei 250 x g Zentrifugation und Verwerfen

des Uberstandes konnten die Zellen durchflusszytometrisch analysiert werden. Dieses
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Protokoll ermdoglichte durch fixierende, permeabilisierende und DNA-denaturierende
Schritte die Markierung von BrdU direkt in der DNA (modifiziert nach dem Protokoll des
Herstellers BD Biosciences) {Schittek et al. 1991}.

2.2.19 Bestimmung der Apoptose mit Annexin V

Apoptotische Zellen transferieren Phosphatidylserin von der zytosolischen Seite der
Zellmembran auf die extrazelluldare Seite der Membran. Das Protein Annexin V bindet
Ca?*-abhangig an Phosphatidylserin. Diese Eigenschaft macht Annexin V zu einem
nitzlichen Werkzeug der Apoptose-Analyse. Vor der Annexin-Farbung wurden die
Zellen in einem Uberschuss des Ca2*-haltigen Annexin-Firbepuffers aufgenommen, bei
250 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Annexin-Fiarbung
selbst ist eine regulare Antikorperfairbung unter Zugabe von Fluorochrom-gekoppelten
Annexin V zu den Antikorpern, allerdings wird das PBS im Verlauf der gesamten

Farbung durch den Annexin-Farbepuffer ersetzt {Van Engeland et al. 1998, Heiss 2011}.
2.2.20 Bestimmung der Apoptose mit FLICA

Die als FLICA (fluorescent labeled inhibitor of caspases) bezeichneten Fluorochrom-
gekoppelten Caspaseinhibitoren konnen als Werkzeug zur Apoptosedetektion genutzt
werden. Diese kurzen Peptide konnen leicht die Zellmembran durchdringen und dort
irreversibel an die Kkatalytischen Zentren aktivierter Caspasen binden. Da die
Aktivierung von Caspasen ein entscheidendes apoptisches Ereignis ist konnen FLICA-
positive Zellen als apoptotisch identifiziert werden. Zur Analyse der Apoptose mit FLICA
wurde das FAM-FLICA™ Poly Caspase Assay Kit der Firma ImmunoChemistry
Technologies verwendet. Nach der regularen extrazellularen Antikérperfarbung wurden
Zellen in 300 pL PBS resuspendiert, 10 pL dreifdigfach konzentrierte FLICA-Losung
hinzugefiligt und die Suspension durch Schwenken gemischt. Wahrend der einstiindigen
Inkubation bei 37°C wurde das Reaktionsgefafs jeweils nach 20 min geschwenkt.
Anschliefend wurden 2 mL des Waschpuffers hinzugefiigt, bei 250 x g fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann konnte die Messung am
Durchflusszytometer unter Hinzugabe von DAPI erfolgen (modifiziert nach dem

Protokoll der Firma ImmunoChemistry Technologies) {Smolewski et al. 2002}.
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2.2.21 in vivo-Zytotoxizitats-Test

Die Zytotoxizitit von CD8 T-Zellen wurde mit Hilfe eines in vivo-Zytotoxizitatstest
analysiert. Hierzu wurde eine Gruppe Empfangermause mit 106 Wildtyp und eine zweite
Gruppe mit 10¢ IRF4-defizienten OT-I T-Zellen transferiert und mit LmOVA infiziert. An
Tag fiinf wurden die OT-I T-Zellen reisoliert und jeweils eine Million der CD8 T-Zellen in
neue Empfangertiere transferiert. Eine dritte Gruppe, die Kontrollgruppe, erhielt keine
Zellen. Am nachsten Tag wurden den Empfangermausen 3 x 10° mit OVAzs7-264-Peptid
(Zielzellen) und 3 x 10 mit dem irrelevanten Peptid LCMV gp33.a1 beladene
(Kontrollzellen) und mit unterschiedlichen CFSE-Konzentrationen markierte Milzzellen
injiziert. Nach vier Stunden wurden die Milzzellen isoliert und die Zellzahlen der
OT-I T-Zellen, sowie die Zahl der verbliebenen Ziel- und Kontrollzellen bestimmt.
Anhand der Reduktion der Zielzellen im Verhaltnis zu den Kontrollzellen wurde die

spezifische Zytotoxizitat nach folgender Formel berechnet:

% Zytotoxizitat = 100 - ((%0VAzs57-264-Zellen in OT-I Rezipienten / LCMV gpzz-41-Zellen
in OT-I Rezipienten) / (OVA2s57.264-Zellen in Kontrollmausen / LCMV gpss.41-Zellen in

Kontrollmausen) x 100).

Ziel- und Kontrollzellen wurden wie folgt hergestellt. Nach Isolierung der Milzzellen aus
einer naiven Maus wurden diese in 15 mL RPMI komplett aufgenommen und in zweimal
7,5 mL Zellsuspension aufgeteilt. Die erste Suspension wurde mit 10-¢ M OVA257.264, die
zweite Suspension mit 10®¢ M LCMV gpss.41 fiir 1h bei 37°C inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 250 x g fir 5 min und Verwerfen des Uberstandes wurden die
Zellpellets in 2 mL PBS mit 0,2% BSA aufgenommen. Die mit OVAzs7.264-beladenen
Zellen wurden mit 5 pM, die mit LCMV gps33.41-beladenen Zellen mit 0,5 uM CFSE fir
15 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert und anschliefdend PBS mit 0,2% BSA im
Uberschuss hinzugefiigt. Nach Zentrifugation bei 250 x g fiir 5 min und Verwerfen des
Uberstandes, wurde PBS im Uberschuss hinzugefiigt und erneut bei 250 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen zu gleichen Anteilen
gemischt. Vor der intravendsen Injektion von 6 x 106 Peptid-beladenen und CFSE-
markierten Milzzellen in 200 pL PBS wurde das Mischverhdltnis im

Durchflusszytometer tiberpriift {Lischke et al. 2013}.
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2.2.22 Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS)

Zellen, die mittels Durchflusszytometer analysiert werden sollen, werden zunachst mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Hierbei kann es sich um Fluorochrom-gekoppelte
Antikorper oder andere fluoreszierende Stoffe handeln. In dieser Arbeit wurden zum
Beispiel lebend-tot-Farbstoffe und CFSE verwendet. Grofde und Granularitdt der Zellen
kénnen unabhdngig von der Fluoreszenzmarkierung untersucht werden. Die
Zellsuspension wird im Durchflusszytometer durch eine diinne Kapillare gezwungen,
was zu einem Einzelzellstrom fiihrt. Jede Zelle wird in diesem Strom einzeln mit
verschiedenen Lasern angeregt, was zu einer Streuung des Lichts und zu einer
Fluoreszenz der gebundenen Farbstoffe flihrt. Nach dem Passieren verschiedener Filter
und Spiegel, detektieren Photomultiplier tubes diese Streuung des Lichts und die
Emissionen der fluoreszierenden Farbstoffe. Die gemessenen Signale werden dann
durch den Computer zweidimensional in Punktwolken dargestellt, in denen jeder Punkt
eine Zelle symbolisiert. Diese Darstellung ermdglicht eine quantitative und qualitative
Analyse von Zellen bzw. Zellpopulationen. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC)
und Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC) geben Aufschluss iiber Grofde und
Granularitit der Zellen. Je nach Versuchsziel wurden Fluorochrom-gekoppelte
Antikorper eingesetzt, die die interessierenden Zellbestandteile binden und markieren.
Die Intensitat der verschiedenen Fluorochrome erlaubt dann eine Aussage iiber die
Expression des jeweiligen Zellbestandteils. Die Analyse der im Durchflusszytometer
gemessenen Daten erfolgte iiber mehrere Schritte. Zunachst wurden die Lymphozyten
anhand von FSC und SSC identifiziert. Eine Analyse der beiden FSC-Parameter FSC-area
und FSC-height ermoglichte den Ausschluss von Zelldubletten. Anschlieféend wurden
noch tote Zellen liber die lebend-tot-Farbung ausgeschlossen. Danach wurden die Zellen
von Interesse, in dieser Arbeit meist CD8 oder OT-I T-Zellen, in den zweidimensionalen
Punktwolken eingegrenzt und auf die jeweils zu untersuchende Eigenschaft
charakterisiert. Hierzu wurde der fiir die untersuchte Eigenschaft positive Anteil (in %)
oder die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) bestimmt. Mit Hilfe der wahrend
Isolierung der Zellen aus den Organen ermittelten Gesamtzellzahlen konnten die
absoluten Zellzahlen bestimmt werden. Aus Griinden der Durchfiihrbarkeit wurden in
dieser Arbeit die relativen Werte fiir die Quantifizierung gewahlt {Murphy et al. 2008,
Luttmann et al. 2009}.
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Die gefarbten Zellen wurden in dieser Arbeit mit dem BD FACS Canto II analysiert. Die
Messung wurde mit dem Programm BD FACS Diva durchgefiihrt, die Auswertung der
Daten und Darstellung der Punktwolken (hier als Hohenlinien mit Ausreifdern) oder
Histogramme erfolgte dann mit dem Programm Flow]o. Aus diesen Darstellungen

wurden dann die Abbildungen mit dem Programm Adobe Illustrator erstellt.
2.2.23 Sortierung von Zellen mittels Durchflusszytometrie

In einem Experiment wurde das Durchflusszytometer BD FACS Aria verwendet, das die
mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern markierten Zellen nicht nur misst, sondern
diese auch gemafd der Eingrenzung in den zweidimensionalen Punktwolken in
verschiedene Gefafde sortiert. Diese Moglichkeit gibt der Durchflussztometrie auch ihre
englische Bezeichnung fluorescence activated cell sorting (FACS). Dieser Teil der Arbeit
wurde am Bernhard-Nocht-Institut (Hamburg) in Kooperation mit Claudia Sander-Jiilch

und PD Dr. Thomas Jacobs durchgefiihrt {Murphy et al. 2008}.
2.2.24 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte nach der Sortierung von Wildtyp und IRF4-defizienten
OT-1 T-Zellen aus einem kompetitiven Transfer in RAG1-defiziente Mause mittels
Durchflusszytometer (siehe Kapitel 2.2.23). Zunadchst wurde eine RNA-Isolierung mit
Hilfe von TRIzol durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde griindlich in 500 uL TRIzol
resuspendiert. Diese monophasische Losung enthalt Phenol, Guanidinumthiocyanat und
andere Komponenten. Das Guanidinumthiocyanat lysiert die Zellen und inaktiviert
RNasen und andere Enzyme. In Phenol l6sen sich DNA und Proteine. Nach 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 100 pL Chloroform hinzugefiigt und die
Losung gut gemischt. Nach 3 min bei Raumtemperatur erfolgte eine Zentrifugation fiir
15 min bei 4°C und 12.000 x g. Es bildeten sich drei Phasen. Die obere wassrige Phase
mit der RNA wurde in ein neues Reaktionsgefafd tberfiihrt und 250 pL Isopropanol
hinzugefiigt. Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 10 min bei 4°C
und 12.000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. 500 uL 75% Ethanol wurden
zum Pellet gegeben, das Reaktionsgefifd einige Male gewendet, 5 min bei 4°C und
7.500 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 uL RNase-
freiem Wasser gelost. Anschlief3end erfolgte zur Optimierung der Reinheit eine weitere
Reinigung mit dem Qiagen RNeasy MinElute Kit. Dazu wurden 350 pL RLT-Puffer zum
Pellet hinzugefiigt und gut gemischt. Es wurden 100% Ethanol hinzugefiigt und gut
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gemischt. Dann wurde die gesamte Probe auf die RNeasy MinElute spin Saule gegeben.
Nach 30 sec Zentrifugation bei 8.000 x g wurde der Durchfluss verworfen und die
Zentrifugation wiederholt. Der Durchfluss wurde erneut verworfen. Dann wurden
500 pL RPE-Puffer auf die Saule gegeben, die Zentrifugation wiederholt und der
Durchfluss erneut verworfen. Nachdem 500 pL 80% Ethanol auf die Sdule gegeben
wurden, wurde zundchst 2 min, dann 5 min bei 8.000 x g zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. 14 uL. RNase freies Wasser wurde auf die Sdule gegeben, eine
Minute inkubiert und anschliefdend 1 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Im Durchfluss (ca.
12 pL) befand sich die isolierte RNA (Protokolle modifiziert nach den
Herstellerprotokollen) {Chomcynski et al. 1987}. Die RNA wurde zur weiteren Analyse
an unsere Kooperationspartner Dr. Hans-Joachim Mollenkopf und Karin Hahnke (Max-
Plank-Institut fiir Infektionsbiologie, Berlin) verschickt. In einem Experiment wurde die
RNA-Isolierung durch Kristin Klatschke von der Core Facility Micro-Array-Analytik
(Institut fiir Klinische Chemie, UKE, Hamburg) durchgefiihrt.

2.2.25 DNA-Chip Analyse

Unsere Kooperationspartner Dr. Hans-Joachim Mollenkopf und Karin Hahnke (Max-
Plank-Institut fiir Infektionsbiologie, Berlin) fithrten mit der aus sortierten OT-I T-Zellen
isolierten RNA eine DNA-Chip Analyse ("Micro array" Analyse) durch. Das Prinzip ist im
Ergebnisteil in Kapitel 3.4.2 erklart. Diese Analyse diente der Gewinnung eines
Expressionsprofils der mRNA der Zellen. Das tabellarische Expressionsprofil wurde im
Rahmen dieser Arbeit genutzt um Aussagen Uber die Expression von

Transkriptionsfaktoren treffen zu kénnen.
2.2.26 Statistik

In den Experimenten wurden Gruppen von drei bis fiinf Tieren gebildet und die Werte
von mindestens zwei Gruppen miteinander verglichen. In in vitro-Versuchen bildeten
jeweils zwei Werte eine Gruppe. Sollten mehr als zwei Gruppen analysiert werden
wurden die Daten mit einem One-way Anova mit anschlief3endem Bonferroni Multiple
post hoc Test auf Signifikanz getestet. Wurden nur zwei Gruppen verglichen erfolgte die
Analyse mit dem Students t-Test. Wenn keine Gausverteilung angenommen werden
konnte, dies ist z.B. beim Vergleich von Listerientitern der Fall, wurde bei mehr als zwei

Gruppen der Kruskal-Wallis Test, bei zwei Gruppen der Mann-Whitney Test
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angewendet. Als signifikant galt dabei ein p-Wert von kleiner 0,05. * bedeutet p<0,05,
**p<0,01 und *** p<0,001.

Die Diagramme und Statistiken wurden mit dem Programm GraphPad Prism erstellt und

daraus die Abbildungen mit Hilfe des Programms Adobe Illustrator angefertigt.
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3. Ergebnisteil

3.1 Fragestellung

Der Transkriptionsfaktor IRF4 spielt bei der Differenzierung verschiedener
Immunzellen eine wichtige Rolle. Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass IRF4 fiir die
Entwicklung von Plasmazellen und verschiedenen T-Helferzellpopulationen essentiell
ist. Es wurde zudem eine direkte Korrelation zwischen T-Zellrezeptor-Aktivierung und

IRF4-Expression bewiesen {Matsuyama et al. 1995, Xu et al. 2012}.

Erste Hinweise auf eine Beteiligung von IRF4 an der Ausbildung von CD8 T-Zellantwor-
ten ergaben sich aus der Beobachtung, dass IRF4-defiziente Mause eine deutlich
verminderte Immunantwort und abgeschwachte Zytotoxizitdt gegen das Lymphozytire
Choriomeningitis Virus zeigen. Es ist bekannt, dass in diesen Prozessen CD8 T-Zellen die

zentrale Rolle spielen {Mittriicker et al. 1997}.

Schliefilich ergaben Experimente unserer Kooperationspartner Josephine Ritter und Dr.
Magdalena Huber (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene,
Marburg), dass IRF4-defiziente Mause nicht in der Lage waren Listerien des Stamms
LmEGD aus dem Organismus zu klaren (Abbildung 3.1). Die initiale Kontrolle von
Listerien erfolgt durch das angeborene Immunsystem. Fiir die anschlief3ende Kldarung
der Listerien sind jedoch T-Zellen und insbesondere CD8 T-Zellen essentiell. Auf Grund
dieser Beobachtungen sollte in diesem Projekt die Rolle von IRF4 in der Aktivierung und

Differenzierung von zytotoxischen CD8 T-Zellen charakterisiert werden.
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Abbildung 3.1 Listerienlast in der Milz von Wildtyp und IRF4-defizienten Midusen
C57BL/6 Wildtyp und IRF4-defiziente Mduse wurden mit 2 x 10* LmEGD infiziert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde die Bakterienlast in der Milz mittels serieller Titration bestimmt. Beispielhaft ist ein
Experiment von zwei konsistenten Experimenten dargestellt. Der Graph gibt Werte fiir individuell
analysierte Tiere und den Median wieder. CFU = colony forming units *p < 0,05, ***p < 0,001, Daten von
Josephine Ritter und Dr. Magdalena Huber (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und
Krankenhaushygiene, Universitat Marburg)
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3.2 Teil 1 - Die Rolle von IRF4 fiir die primare CD8 T-Zellantwort

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die primdre Antwort von IRF4-defizienten

CD8 T-Zellen analysiert werden.

3.2.1 IRF4 ist fiir eine effiziente Klarung der Listerieninfektion durch CD8
T-Zellen obligat

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass die IRF4-Defizienz zu einer eingeschrankten Klarung
von LmEGD-Infektionen fiihrt. Zur Analyse der CD8 T-Zellantwort sollte eine Infektion
mit dem weniger virulenten, Ovalbumin exprimierenden Listerienstamm LmOVA
durchgefiihrt werden. In einem ersten Experiment sollte daher die Suszeptibilitit von
Wildtyp- und IRF4-defizienten Mdusen gegeniiber LmOVA untersucht werden. An Tag
acht nach Infektion wurde die Bakterienlast in der Milz mittels serieller Titration
bestimmt (Abbildung 3.2a). Die Wildtypkontrollen zeigten eine vollstindige Klarung der
Listerien, wahrend in den Milzen der IRF4-defizienten Maiuse noch Listerien
nachgewiesen werden konnten. Das heifdt, dass auch fiir den weniger virulenten Stamm
LmOVA, wie fiir den Wildtypstamm LmEGD, eine eingeschrankte Klarung durch die
IRF4-defizienten Mause vorlag {Foulds et al. 2002}.

Um die CD8 T-Zellantwort zu analysieren wurden aus den infizierten Mausen Milz- und
Leberlymphozyten isoliert und mit Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CD3e
und CD8a mittels Durchflusszytometrie die Anzahl der CD8 T-Zellen bestimmt
(Abbildung 3.2b). Diese Zellzahlen wurden mit denen nicht infizierter Mause verglichen.
Normalerweise ist im Verlauf der Listerieninfektion eine deutliche Expansion der
CD8 T-Zellpopulation zu beobachten {Pamer et al. 2004}. In den naiven Wildtyp und
[RF4-defizienten Mausen konnten keine signifikanten Unterschiede der Zahlen von
CD8 T-Zellen pro Organ festgestellt werden. Nach der Infektion expandierte die
CD8 T-Zellpopulation in den Wildtyptieren stark. Im Gegensatz dazu blieb die
CD8 T-Zellzahl in den IRF4-defizienten Mausen nahezu konstant und war an Tag acht
signifikant geringer als in den Wildtypmausen. IRF4 hatte also einen starken Einfluss auf

die Zunahme der CD8 T-Zellzahlen.
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Abbildung 3.2 Listerienlast und CD8 T-Zellzahlen nach LmOVA-Infektion in Wildtyp und IRF4-

defizienten Midusen und die Abhdngigkeit der Listerienklirung von CD8 T-Zellen und IRF4
(a) + (b) C57BL/6 Wildtyp und IRF4-defiziente Mduse wurden mit 1 x 105 LmOVA infiziert. Beispielhaft ist
ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten dargestellt. (a) An Tag acht p.i. wurde die
Bakterienlast in der Milz mittels serieller Titration bestimmt. Der Graph gibt Werte fiir individuell
analysierte Tiere und den Median wieder. (b) Die Lymphozyten aus Milzen und Lebern von naiven und
infizierten Mdusen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert und die
Zahl der CD8 T-Zellen bestimmt. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n=3) dar. (c)
RAG1-defiziente Mause (C57BL/6) wurden mit 1 x 105 LmOVA infiziert. Eine Gruppe erhielt 2,5 x 105
Wildtyp OT-I T-Zellen (WT), eine Gruppe 2,5 x 105 IRF4-defizienten OT-I T-Zellen (IRF4/-) und eine
Kontrollgruppe erhielt keine Zellen (w/o0) transferiert. An Tag fiinf nach Infektion und Transfer wurde die
Bakterienlast in den Empfiangermdusen mittels serieller Titration bestimmt. Dargestellt sind die
kombinierten Ergebnisse zweier Versuche. Der Graph gibt Werte fiir individuell analysierte Tiere und den
Median wieder. CFU = colony forming units p.i. = post Infektion *p < 0,05, **p<0,01

Um zu beweisen, dass der Defekt in der Klarung der LmOVA-Infektion auf den IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen beruhte wurde ein T-Zelltransfermodell in RAG1
(recombination activation gene 1)-defiziente Mause entwickelt. RAG1-defizienten
Mausen fehlt das Ragl-Gen, dies kodiert flir ein Protein, welches eine katalytische
Komponente des RAG-Komplexes ist. Dieser Multiprotein-Komplex vermittelt DNA-
Doppelstrangbriiche im Rahmen der Rekombination der B- und T-Zellrezeptoren.
Deshalb kénnen B- und T-Zellrezeptoren in RAG1-defizienten Mausen nicht ausgepragt
werden, daraus folgt eine B- und T-Zelldefizienz. Eine Gruppe von LmOVA-infizierten

RAG1-defizienten Mausen wurde mit Wildtyp OT-I CD8 T-Zellen, eine weitere Gruppe
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mit IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen transferiert und eine dritte Gruppe wurde nur
infiziert. Die OT-1 CD8 T-Zellen wurden aus einem Mausstamm isoliert in dem nahezu
alle T-Zellen CD8 T-Zellen sind und den transgenen OT-I T-Zellrezeptor aufweisen. Der
OT-I T-Zellrezeptor erkennt das OVA2s7-264-Peptid und reagiert somit auf Teile des
Ovalbumins, welches der LmOVA-Stamm als Surrogatantigen tragt. Die Klarung der
Bakterieninfektion in RAG1-defizienten Mausen sollte nur auf den transferierten OT-I
CD8 T-Zellen beruhen, da keine adaptive endogene Antwort ausgebildet werden kann

{Hogquist et al. 1994, Murphy et al. 2008}.

An Tag finf nach Transfer wurden die Bakterienlasten in den Milzen und Lebern der
RAG1-defizienten Mduse mittels serieller Titration bestimmt (Abbildung 3.2c). Die
Mause, die keine transgenen T-Zellen erhalten hatten, zeigten einen starken
Bakterienbefall in beiden Organen, wahrend die mit Wildtyp OT-I CD8 T-Zellen
transferierten Mause eine nahezu vollstandige Klarung der Listerieninfektion aufwiesen.
In den Milzen war kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp und IRF4-
defizienten OT-I CD8 T-Zellen transferierten Mausen festzustellen. In der Leber
hingegen, konnte ein signifikanter Unterschied beobachtet werden. Die mit IRF4-
defizienten OT-I CD8 T-Zellen injizierten RAG1-defizienten Mduse hatten einen dhnlich
starken Bakterienbefall der Leber wie nicht transferierte Maduse. Dies bedeutet eine

eingeschrankte Klarung der Infektion durch IRF4-defiziente CD8 T-Zellen.

Zusammengenommen konnte festgestellt werden, dass IRF4-defiziente Mduse stark
eingeschrankt in ihrer Fahigkeit zur Klarung der LmOVA-Infektion waren und dieser

Defekt grofdtenteils auf den CD8 T-Zellen beruhte.

3.2.2 Die Ausbildung antigenerkennender und funktionaler CD8 T-Effektor-
zellen ist IRF4-abhingig

Da die IRF4-defizienten Mduse eine eingeschrankte Expansion der CD8 T-Zellpopulation
und fehlerhafte Bakterienklarung zeigten, konnte auf eine beeintrachtigte CD8 T-Zell-
antwort geschlossen werden. Um zu analysieren, ob bei den IRF4-defizienten Mdusen
auch funktionale Defekte der CD8 T-Zellen vorlagen wurde als Nachstes die Anzahl der
antigenerkennenden Zellen und die der Zellen, die eine Expression von Effektormole-

kiilen wie Zytokine und zytotoxische Molekiile aufwiesen, untersucht.

49



Milz-, Leber- und Knochenmarkslymphozyten wurden an Tag zwolf p.i. (post Infektion)
isoliert und mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern gegen CD3e und CD8a markiert.
Anschliefend wurden die Zellen mit OVA2zs7.264-Dextrameren angefarbt. Diese
MHC I-Multimere bestehen aus mehreren MHC I-Molekiilen (H-2kb), die mit OVA257-264-
Peptid beladen sind. Die MHC I-Molekiile sind ihrerseits wieder an ein Dextran
gebunden welches Fluorochrom-gekoppelt ist. Die OVAz257.264-beladenen MHC [-Mole-
kiile des Dextramers binden an die im Rahmen der LmOVA-Infektion entstandenen
OVA257.264-spezifischen CD8 T-Zellen. Dieser Ovalbumin-exprimierende Stamm wurde
verwendet, da die verfiigbharen Wildtypstdimme keine starken immundominanten
Peptide fiir die verwendete C57BL/6-Mauslinie besitzen. CD8 T-Zellen, die Dextramere
gebunden haben, konnen im Durchflusszytometer als antigenerkennende T-Zellen
identifiziert werden. An Tag zwolf p.i. zeigten je nach analysiertem Organ ein bis fiinf
Prozent der Wildtyp CD8 T-Zellen eine Dextramerbindung (Abbildung 3.3a). Die IRF4-
defizienten Mause hatten im Vergleich zu Wildtyp-Mausen deutlich reduzierte Anteile
von unter einem Prozent dieser antigenspezifischen CD8 T-Zellen. Auch bei Berechnung
der Zahl der antigenerkennenden CD8 T-Zellen pro Organ war dieser Unterschied

deutlich erkennbar {Davis et al. 2011}.

Anschliefdend sollte die Fahigkeit der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen Effektormolekiile
zu produzieren untersucht werden. Milz- und Leberlymphozyten von Wildtyp und IRF4-
defizienten Mausen wurden an Tag zwolf p.i. fiir vier Stunden mit dem Peptid OVA257-264
stimuliert, um die Produktion von IFN-y (Interferon-y) wund TNF-a
(Tumornekrosefaktor-a) zu analysieren. Beide Zytokine aktivieren Makrophagen und

sind essentielle Zytokine der Immunantwort gegen L. monocytogenes {Pamer et al

2004}

Zur Blockade der Proteinsekretion wurde nach einer halben Stunde Stimulation das
Zellgift Brefeldin A hinzugefiigt. Brefeldin A blockiert vermutlich GTP-Austausch-
faktoren, die fiir die Aktivierung einer GTPase namens Arfl verantwortlich sind. Arf1 ist
fir die Bildung von Transport-Vesikeln zwischen Endoplasmatischem Retikulum und
Golgi-Apparat verantwortlich. Durch die Blockade des Proteintransports in der Zelle
filhrt Brefeldin A zur Anreicherung der produzierten Proteine in der Zelle, selbst wenn
es sich um normalerweise sezernierte Proteine handelt. Dies macht eine Analyse dieser

Proteine im Durchflusszytometer moglich {Casanova 2007}.
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Abbildung 3.3 Untersuchung der Ausbildung funktionaler und antigenerkennender CD8 T-Zellen

nach LmOVA-Infektion in Wildtyp und IRF4-defizienten Miusen
(a) - (c) C57BL/6 Wildtyp und IRF4-defiziente Mduse wurden mit 1 x 105 LmOVA infiziert. Nach der
Infektion wurden die Lymphozyten aus verschiedenen Organen der infizierten Mause
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n>3) in Prozent oder mittlerer
Fluoreszenzintensitat (MFI) der CD8 T-Zellen dar. (a) An Tag zwdlf p.i. wurde der Anteil (in Prozent) und
die Zahl der Dextramer-positiven CD8 T-Zellen in Milz, Leber und Knochenmark bestimmt. (b) An Tag
zwolf p.i. wurde der Anteil IFN-y- und TNF-a-positiver Zellen der CD8 T-Zellen nach vierstiindiger
Restimulation in Milz und Leber bestimmt. In den Quadranten sind die prozentualen Anteile positiver
Zellen angegeben. (c) An Tag acht p.i. wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit von Granzym B der
CD8 T-Zellen bestimmt. Im Histogramm ist die mittlere Fluoreszenzintensitét fiir Granzym B angegeben.
**p<0,01, ***p < 0,001
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Nach vier Stunden Stimulation wurden die Zellen zundchst mit Fluorochrom-
gekoppelten Antikoérpern gegen CD3e und CD8a markiert und anschliefdend fixiert. Die
Fixation ermoglichte eine intrazellulare Farbung der Zytokine IFN-y und TNF-a, welche
dann im Durchflusszytometer gemessen wurden (Abbildung 3.3b). Die Wildtyp
CD8 T-Zellen zeigten Anteile von einem Prozent IFN-y und TNF-a doppeltpositiven
CD8 T-Zellen in der Milz, beziehungsweise zwei Prozent in der Leber. Der Anteil der
IFN-y und TNF-a produzierenden Zellen unter den IRF4-defizienten CD8 T-Zellen war

deutlich niedriger, er war nur etwas hoher als bei den nicht stimulierten Kontrollen.

Direkt nach Reinigung der CD8 T-Zellen, sollte der Anteil der Zellen, die Granzym B
produzieren, bestimmt werden. Granzym B ist ein Bestandteil zytotoxischer Granula von
CD8 T-Zellen, die der gezielten Totung von Zielzellen dienen. Diese Analyse wurde an
Tag acht nach Infektion durchgefiihrt, da Granzym B an Tag zwolf der Infektion nicht
mehr nachweisbar war (nicht gezeigt). Milzzellen wurden mit Fluorochrom-markierten
Antikorpern gegen CD3e und CD8a gefarbt und anschliefiend fixiert. Dann wurde
Granzym B intrazellular mit Hilfe eines Fluorochrom-gekoppelten Antikorpers markiert
und die Zellen im Durchflusszytometer gemessen (Abbildung 3.3c). Ungefdhr zwolf
Prozent der Wildtyp CD8 T-Zellen produzierten Granzym B. Im Gegensatz dazu konnten
fast keine IRF4-defizienten Granzym B-positiven CD8 T-Zellen nachgewiesen werden

{Murphy et al. 2008}.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass [RF4-defiziente Mause stark eingeschrankt in
ihrer Fahigkeit waren funktionale, antigenerkennende CD8 T-Zellen zu generieren. Das

heifdt, die Reifung potenter CD8 T-Effektorzellen ist IRF4-abhangig.

3.2.3 IRF4-defiziente CD8 T-Zellen zeigen auch wihrend der akuten

Infektion Merkmale von naiven und Gedachtniszellen

Naive, Effektor- und CD8 T-Gedachtniszellen sind durch die Oberflachenexpression
verschiedener Molekiile gekennzeichnet. Um die Differenzierung der IRF4-defizienten
CD8 T-Zellen zu charakterisieren wurde die Expression einer Auswahl dieser Molekiile

analysiert.

Milzzellen wurden vor der Infektion und an Tag acht nach LmOVA-Infektion aus
Wildtyp- und I[RF4-defizienten Mausen isoliert. Die CD8 T-Zellen wurden mit

Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CD3e und CD8a identifiziert. Die
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Oberflachenmolekiile CD44, CD62L, Ly6C, KLRG1, CD127, und CD27 wurden mittels
Durchflusszytometrie gemessen (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Untersuchung des Phinotyps von CD8 T-Zellen nach LmOVA-Infektion in Wildtyp
und IRF4-defizienten Mausen

C57BL/6 Wildtyp und IRF4-defiziente Mduse wurden mit 1 x 105 LmOVA infiziert. Vor der Infektion und
an Tag acht p.i wurde die Expression verschiedener Oberflichenmolekiile auf den CD8 T-Zellen der Milz
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. In den Histogrammen ist die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) der jeweiligen
Oberflachenmolekiile angegeben. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (nz3) in
Prozent der CD8 T-Zellen bzw. die mittlere Fluoreszenzintensitit (CD127) dar. *p < 0,05, **p<0,01

CD44 und Ly6C werden auf aktivierten Effektor- und Gedachtniszellen exprimiert. Das
Adhasionsmolektl CD44 vermittelt Zell-Zellinteraktionen und Migrationsprozesse. Ly6C
ist an der CD8 T-Zellzytotoxitat und an der Gewebsverteilung von T-Zellen beteiligt
{Johnson et al. 1993, Jaakkola et al. 2003, Murphy et al. 2008}. Wildtyp- und IRF4-
defiziente CD8 T-Zellen hatten in naiven Madusen eine geringe CD44- und Ly6C-
Expression. Die CD8 T-Zellen der infizierten Mause beider Gruppen zeigten eine
deutliche Hochregulation der Molekiile im Vergleich zu den naiven Kontrollen. Der

Anteil der CD44- bzw. Ly6C-exprimierenden IRF4-defizienten CD8 T-Zellen war
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geringfligig niedriger als bei den Wildtyp-Zellen. Dies deutet darauf hin, dass
grundsatzlich eine Aktivierung der I[RF4-defizienten zytotoxischen T-Zellen

stattgefunden hatte.

CD62L oder L-Selektin ist an der Migration von T-Zellen in sekundire Lymphgewebe
beteiligt und wird auf naiven CD8 T-Zellen und zentralen CD8 T-Gedachtniszellen
exprimiert. Bei Aktivierung von CD8 T-Zellen erfolgt eine Herunterregulation von
CD62L. CD8 T-Effektorzellen und Effektorgedachtniszellen tragen daher kein CD62L auf
ihrer Oberflache {Williams et al. 2007, Murphy et al. 2008}. Vor der Infektion waren die
meisten CD8 T-Zellen in Wildtyp- und IRF4-defizienten Mausen CD62L-positiv. Der
Anteil der CD62L-exprimierenden CD8 T-Zellen war in Wildtyp-Mausen etwas niedriger
als in IRF4-defzienten Mausen. Wahrend nach der Infektion der Anteil der CD62L-
positiven CD8 T-Zellen in der Wildtyp-Gruppe wie erwartet deutlich abnahm, blieb der
Anteil bei den IRF4-defizienten CD8 T-Zellen nahezu konstant. Dieser Befund

widerspricht einer reguldren Aktivierung.

CD27 ist ein Mitglied der TNF-Rezeptorsuperfamilie mit einer Cosignalfunktion fiir
T-Zellen und wird auf naiven CD8 T-Zellen exprimiert. Bei Aktivierung erfolgt eine
rapide Herunterregulation vergleichbar zu CD62L {Williams et al. 2007}. Wildtyp- und
[RF4-defiziente CD8 T-Zellen zeigten vor Infektion eine starke Expression von CD27. Auf
einem Teil der Wildtyp CD8 T-Zellen sank die Expression nach LmOVA-Infektion
deutlich. Wie bei CD62L erfolgte bei den IRF4-defizienten CD8 T-Zellen jedoch keine

Herunterregulation von CD27.

CD8 T-Zellen, die den NK (natlirliche Killerzell)-Zellrezeptor KLRG1 exprimieren,
gehoren zur Gruppe der kurzlebigen, hochaktivierten Effektorzellen. Die Expression
dieses Oberflaichenmolekiils ist daher in der akuten Phase der Infektion auf einer
Subpopulation der CD8 T-Zellen zu erwarten {Voehringer et al. 2001, Kaech et al. 2012}.
Bei den nicht infizierten Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen war nur eine
geringe KLRG1-Expression zu messen. Von den Wildtyp CD8 T-Zellen exprimierte nach
Infektion ein substantieller Anteil KLRG1. Im Gegensatz dazu unterblieb die

Hochregulation von KLRG1 bei den IRF4-defzienten CD8 T-Zellen nahezu komplett.

Die a-Untereinheit des IL-7-Rezeptors CD127 findet sich auf der Oberfliche naiver
CD8 T-Zellen und von CD8 T-Gedichtniszellen. IL-7 ist ein Uberlebensfaktor fiir diese
CD8 T-Zellen. Auf CD8 T-Effektorzellen wird CD127 herunterreguliert {Murphy et al.
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2008, Kaech et al 2012}. Vor der Infektion zeigten die Wildtyp CD8 T-Zellen eine
niedrige CD127-Expression. Die [IRF4-defizienten CD8 T-Zellen hatten eine adhnliche
CD127-Expression. Nach Infektion wurde das Oberflichenmolekiil auf beiden T-Zell-
gruppen vergleichbar herunterreguliert. Auf Basis der Expression von CD127 konnte
kein Unterschied zwischen Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen festgestellt

werden.

Auf der Grundlage der aufgefiihrten Daten konnte festgestellt werden, dass in IRF4-
defizienten Mausen eine Aktivierung der CD8 T-Zellen stattfand, die CD8 T-Zellen aber
ein deutlich verdndertes Expressionsprofil von Oberflachenproteinen zeigten. Die IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen dhnelten wahrend der Infektion im Phanotyp mehr naiven

oder Gedachtniszellen als Effektorzellen.

3.2.4 IRF4-defiziente CD8 T-Zellen zeigten gegeniiber Wildtypkontrollen

eine verminderte Anreicherung in infizierten Geweben

Um die Funktion von IRF4 fiir CD8 T-Zellen zu analysieren bedient sich der nachste Teil
dieser Arbeit eines T-Zelltransfermodells. Dieses bietet den Vorteil, dass die Wildtyp
und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen erstens in gesunder Umgebung miteinander
verglichen werden koénnen und dass zweitens die Zellen unabhangig von ihrem
Aktivierungszustand identifiziert werden konnen. Zusatzlich ermdéglicht der kompetitive
Transfer der CD8 T-Zellen in dieselbe Maus den direkten Vergleich in derselben Probe.
Fir den Transfer wurden die zuvor beschriebenen OT-I CD8 T-Zellen verwendet. Bei
diesen Zellen ist sichergestellt, dass sie alle das gleiche, dem LmOVA entstammende

Antigen erkennen und somit eine Aktivierung stattfinden sollte.

Wildtyp und IRF4-defiziente OT-1 CD8 T-Zellen wurden zu gleichen Anteilen gemischt
und in LmOVA-infizierte Wildtypempfangermduse injiziert. Die verschiedenen
Zellpopulationen konnten mit Hilfe des Zelloberflachenmolekiils CD90, fiir welches zwei
Allele existieren, unterschieden werden. Die Wildtypspendertiere waren
CD90.1+CD90.2*, die IRF4-defizienten Spendertiere C€D90.1-CD90.2*+ wund die
Empfangertiere waren CD90.1+*CD90.2- . Diese Oberflichenmolekiile ermoglichen eine
Anfarbung mit Fluorochrom-markierten Antikérpern und eine durchflusszytometrische

Analyse, wie beispielhaft in Abbildung 3.5a gezeigt.
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Abbildung 3.5 Untersuchung der Verteilung von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen in
einem kompetitiven Transfermodell

(@) - (c) Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Miusen
wurden gemischt und in mit 1 x 105 LmOVA infizierte kongene C57BL/6 Empfangermause injiziert. Die
verschiedenen Zellpopulationen konnten mit Hilfe des Zelloberflichenmolekiils CD90, fiir welches zwei
Allele existieren, unterschieden werden. Die Wildtypspendertiere waren CD90.1+CD90.2+, die IRF4-
defizienten Spendertiere CD90.1-CD90.2+ und die Empfiangertiere waren CD90.1*CD90.2-. Nach der
Infektion wurden die Lymphozyten aus verschiedenen Organen der Empfiangermause
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. Die Balken und Punkte stellen die arithmetischen Mittelwerte * SEM (n=3) dar. (a) An Tag fiinf
p.i. wurde der Anteil (in Prozent) der OT-I T-Zellen an allen CD8 T-Zellen in den Organen bestimmt (hier
Milz). (b) Vor Infektion und zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. wurde der Anteil (in Prozent) und die
Zahl der Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I T-Zellen in der Milz der Empfangerméuse bestimmt. (c) An
Tag fiinf p.i. wurde der Anteil (in Prozent) der OT-I T-Zellen in den angegebenen Organen bestimmt.
LK = Lymphknoten, KM = Knochenmark, ***p < 0,001

An Tag drei und finf nach Transfer wurden die Lymphozyten aus der Milz, an Tag flinf
auferdem noch die Lymphozyten aus Leber, Blut, Lymphknoten und Knochenmark
isoliert. Die Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen wurden mittels
Fluorochrom-markierter Antikérper gegen CD3g, CD8a, CD90.1 und CD90.2 definiert.
Das Verhaltnis von Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen wurde in den
Organen bestimmt und mit dem Mischverhiltnis der injizierten Zellen verglichen
(Abbildung 3.5b und 3.5c). Wahrend das Verhaltnis der Zellen zueinander an Tag drei
immer noch anndhernd 1:1 war, hatte sich dies an Tag flinf drastisch gedndert. In allen
Organen war ein Verhaltnis der Wildtyp zu IRF4-defizienten Zellen von mindestens
10:1 erkennbar, lediglich in den Lymphknoten war das Verhaltnis 4:1. An Tag drei
fanden sich in der Milz ungefahr fiinfhundert Wildtyp und fiinfhundert IRF4-defiziente
OT-I CD8 T-Zellen, an Tag fiinf hatte sich die Zahl der Wildtyp OT-I CD8 T-Zellen
drastisch auf ungefidhr hunderttausend erhoht. Von den IRF4-defizienten

OT-I CD8 T-Zellen wurden jedoch nur etwa zehntausend Zellen gefunden.
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Insgesamt konnte flir beide transferierten T-Zellpopulationen eine Reaktion auf die
LmOVA Infektion nachgewiesen werden. Beide Populationen expandierten deutlich. An
Tag finf waren die IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen aber erheblich benachteiligt.
Dieser Defekt schien nicht auf einem verdanderten Migrationsverhalten zu beruhen, da
sich in keinem analysierten Organ iberdurchschnittlich viele IRF4-defiziente

OT-I1 CD8 T-Zellen fanden.

3.2.5 Die IRF4-Defizienz fithrt nicht zu vermehrter Apoptose der
CD8 T-Zellen

Der Nachteil der IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen konnte auf zwei Mechanismen
beruhen. Die Zellen kdnnten vermehrt apoptotisch werden, das heifdt den geregelten

Zelltod durchlaufen, oder ihre Fahigkeit zu proliferieren konnte reduziert sein.

In einer ersten Serie von Experimenten sollte die Apoptose untersucht werden. Hierzu
wurden Zellen wie zuvor beschrieben transferiert, an Tag fiinf nach Transfer analysiert
und die OT-I CD8 T-Zellpopulationen mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppelten

Antikorpern identifiziert.
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Abbildung 3.6 Untersuchung der Apoptose von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen

(@) - (c) Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Mausen
wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 10> LmOVA infizierte kongene C57BL/6
Empfangermdause injiziert. An Tag fiinf p.i. wurden die Lymphozyten aus der Milz der Empfangermause
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. Die Graphen stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n=3) in Prozent oder mittlerer
Fluoreszenzintensitit (MFI) der OT-I T-Zellen dar. In den Histogrammen ist die mittlere
Fluoreszenzintensitit angegeben. (a) Annexin V-Farbung der OT-I T-Zellen. (b) FLICA-Farbung der
OT-I T-Zellen. (c) Bcl-2-Farbung der OT-I T-Zellen. *p<0,05, ***p < 0,001

Zuniachst wurden die Zellen in einem Ca2?*-haltigen Puffer mit Fluorochrom-
gekoppeltem Annexin V markiert. Das Protein Annexin V bindet Ca%*-abhdngig an

Phosphatidylserin. Diese Eigenschaft macht Annexin V zu einem niitzlichen Werkzeug
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zur Apoptose-Analyse, da apoptotische Zellen ihr Phosphatidylserin von der
zytosolischen Seite der Zellmembran auf die extrazellulire Seite der Membran
transferieren {Van Engeland et al. 1998}. Zusatzlich wurden die Zellen mit einem
lebend-tot-Farbstoff angefarbt (Abbildung 3.6a). Von den naiven OT-I CD8 T-Zellen
zeigte nur ein geringer Anteil eine Annexin V-Bindung, wobei kein Unterschied zwischen
Wildtyp und IRF4-defizienten OT-1 CD8 T-Zellen festzustellen war. Vierzig Prozent der
Wildtyp OT-I CD8 T-Zellen waren an Tag fiinf fiir Phosphatidylserin positiv. Unter den
IRF4-defizienten OT-1 CD8 T-Zellen zeigte ein deutlich geringerer Anteil eine Bindung
von Annexin V, insgesamt waren sie deutlich weniger apoptotisch als die Wildtyp-

kontrollen.

Weiteren Aufschluss iiber den apoptotischen Zustand der Zellen gab die Analyse mit
FLICA (fluorescent labeled inhibitor of caspases). Diese Caspaseinhibitoren sind kurze
Fluorochrom-gekoppelte Peptide. Sie konnen leicht die Zellmembran durchdringen und
dort irreversibel an die katalytischen Zentren aktivierter Caspasen binden. Da die
Aktivierung von Caspasen ein entscheidendes apoptisches Ereignis ist konnen FLICA-
positive Zellen als apoptotisch identifiziert werden {Smolewski et al. 2002}. Nach der
Antikorperfarbung zur Definition der Wildtyp und IRF4-defizienten OT-1 CD8 T-Zellen
wurden die Zellen mit FLICA und einem lebend-tod-Farbstoff angefirbt und
anschlieffend im Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 3.6b). Von den
Ausgangszellen war nur ein geringer Anteil FLICA-positiv, wobei kein Unterschied
zwischen den Wildtypkontrollen und den IRF4-defizienten Zellen erkennbar war.
Flinfundzwanzig Prozent der Wildtypkontrollzellen zeigte eine FLICA-Farbung. Wie bei
der Annexin V-Analyse war ein deutlich geringerer Anteil der IRF4-defizienten T-Zellen,

nur etwa sieben Prozent, apoptotisch.

Als letzte Untersuchung zum geregelten Zelltod wurde eine Analyse der Bcl-2-
Expression durchgefiihrt. Bcl-2 ist ein Apoptose-hemmendes Molekiil, das nach einer
T-Zellaktivierung herunterreguliert wird{Murphy et al. 2008}. Nach der extrazelluldaren
Anfarbung der OT-I CD8 T-Zellen erfolgte eine Fixierung der Zellen und eine
intrazellulare Anfarbung mit einem Fluorochrom-gekoppelten Antikérper gegen Bcl-2
(Abbildung 3.6¢). Die Wildtypkontrollzellen zeigten wie erwartet eine geringere Bcl-2
Expression als die Ausgangszellen. Dies war auch fiir die I[RF4-defizienten
OT-I CD8 T-Zellen festzustellen, die sich an Tag null nicht von den Wildtypkontrollen

unterschieden. Die IRF4-defizienten OT-I1 CD8 T-Zellen wiesen an Tag fiinf jedoch im
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Vergleich zu den Wildtypzellen eine hohere Expression von gegen Apoptose

schiitzendem Bcl-2 auf.

Zusammenfassend konnte keine verstarkte sondern sogar eine verminderte Apoptose
der IRF4-defizienten OT-1 CD8 T-Zellen, im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden.
Dies bedeutet, dass der verringerte Anteil an IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen nicht

durch vermehrte Apoptose erklart werden konnte.
3.2.6 IRF4 ermoglicht eine andauernde Proliferation der CD8 T-Zellen

Zur weiteren Analyse des Nachteils der IRF4-defizienten gegeniiber den Wildtyp
OT-I CD8 T-Zellen wurde die Proliferation untersucht. Nach der Identifikation der
Wildtyp und der IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen wurde die Gréfde der Zellen mit
Hilfe des Vorwartsstreulichts (FSC) analysiert (Abbildung 3.7a). Dieser Parameter
ermoglicht die Untersuchung des Zellvolumens im Durchflusszytometer. Stark
proliferierende Zellen werden grofier, es kommt zur Blastenbildung. An Tag flinf nach
Transfer und Infektion lag ein substantieller Anteil der Wildtyp OT-I CD8 T-Zellen als
Blasten vor. Im Gegensatz dazu konnte bei den IRF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen
nahezu keine Blastenbildung gezeigt werden, ein Hinweis auf verminderte Proliferation

zu diesem Zeitpunkt.
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Abbildung 3.7 Untersuchung der Proliferation von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen
(@) - (c) Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Mausen
wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 10> LmOVA infizierte kongene C57BL/6
Empfangermause injiziert. An Tag fiinf p.i. wurden die Lymphozyten aus der Milz der Empfangerméause
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n23) in Prozent oder mittlerer
Fluoreszenzintensitit (MFI) der OT-I T-Zellen dar. In den Histogrammen ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat angegeben. (a) FSC-A der OT-I T-Zellen. (b) Die Zellen wurden vor dem Transfer mit
1 pM CFSE inkubiert. Das Bild zeigt die CFSE-Intensitit der OT-I T-Zellen. (c) Einen Tag vor der
Organentnahme wurde den Mausen 1 mg BrdU injiziert. Das Bild zeigt die BrdU-Farbung der OT-I T-Zellen
nach einem vom Hersteller definierten Farbeprotokoll. *p<0,05, **p<0,01, ***p < 0,001
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Eine weitere Moglichkeit die Proliferation zu untersuchen ist die Markierung der Zellen
mit dem fluoreszierenden Farbstoff CFSE (Carboxyfluoreszein-Succinimidyl Ester).
Hierzu wurde vor dem Transfer CFDA-SE (Carboxyfluoreszein-Diacetat-Succinimidyl
Ester) zu den Zellen gegeben. Dieses ist leicht membrangangig. Nach der Diffusion in die
Zelle wird das CFDA-SE durch eine Esterase zu CFSE gespalten. Dieses ist nicht mehr
membrangangig und wird bei jeder Division gleichméafiig auf die Tochterzellen verteilt.
Dies bedeutet eine Halbierung der Fluoreszenzintensitat pro Zellteilung {Lyons 2000}.
An Tag finf nach Transfer wurde die durchschnittliche CFSE-Intensitit der
OT-I1 CD8 T-Zellen mit Hilfe des Durchflusszytometers bestimmt (Abbildung 3.7b). Beide
Populationen hatten nahezu die gesamte Fluoreszenz verloren, was bedeutet, dass die
Zellen beider Populationen mindestens sechs bis sieben Teilungen durchlaufen hatten.
Die IRF4-defizienten Zellen wiesen jedoch eine geringfiigig hohere CFSE-Intensitat auf,
was auf eine etwas geringere Anzahl von Proliferationszyklen im Vergleich zu den

Wildtyp Zellen hindeutet.

Da die CFSE-Intensitit an Tag fiinf bei beiden Populationen bereits sehr stark
abgenommen hatte ist eine dezidierte Aussage iiber den Unterschied in der aktuellen
Proliferation zu diesem Zeitpunkt nicht méglich. Um eine sicherere Aussage treffen zu
konnen wurde ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin, BrdU
(Bromdesoxyuridin), verwendet. Dieses wird in die Zelle aufgenommen und in der
S-Phase der sich teilenden Zelle in die DNA eingebaut {Schittek et al. 1991}. An Tag vier
nach Transfer wurde den Madusen BrdU intraperitoneal injiziert. An Tag fiinf wurden die
Milzzellen isoliert und die OT-I CD8 T-Zellen angefarbt. Anschlief3end wurden die Zellen
fixiert und das in die DNA eingebaute BrdU mit einem spezifischen Fluorochrom-
gekoppelten Antikérper markiert. Der prozentuale Anteil der OT-I1 CD8 T-Zellen, die seit
BrdU-Gabe proliferiert und BrdU in die DNA eingebaut hatten, wurde
durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 3.7c). Ungefdhr zehn Prozent der Wildtyp
OT-1 CD8 T-Zellen hatten BrdU in die DNA eingebaut. Von den I[RF4-defizienten
OT-I CD8 T-Zellen war ein signifikant geringerer Anteil, etwa zwei Prozent, BrdU-
positiv. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen proliferierten die IRF4-defizienten Zellen

daher zu diesem Zeitpunkt nur noch in geringem Umfang.

Diese Befunde zeigen eindeutig, dass IRF4-defiziente OT-1 CD8 T-Zellen zwar initial eine

Proliferation zeigen, im Gegensatz zu den Wildtyp Kontrollen kann die Proliferation
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aber nicht aufrechterhalten werden. Das heifdt, IRF4 war fiir eine effiziente Proliferation

der CD8 T-Zellen notwendig.

3.2.7 Die eingeschriankte Proliferation IRF4-defizienter CD8 T-Zellen lisst

sich nicht durch ,Exhaustion” erkliaren

Fir die verminderte Proliferation konnte das Phanomen der ,Exhaustion“ also
Ausgezehrtheit verantwortlich sein. Exhaustion von CD8 T-Zellen wird insbesondere bei
chronischen Virusinfektionen beobachtet. Dieser Zustand kann unter anderem tiber die
Expression verschiedener Molekiile, wie PD-1, CTLA-4, CD244 und LAG-3 phanotypisch
identifiziert werden. PD-1 und CTLA-4 sind Rezeptoren, die der Inhibition von
T-Zellantworten dienen. LAG-3, ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, wird mit
der Regulation des Zellzyklus von T-Zellen in Verbindung gebracht. Der NK-Zellrezeptor
CD244 wird auch auf CD8 T-Effektorzellen exprimiert {Kambayashi et al. 2001,
Workman et al. 2004, Wherry 2011}.

An Tag finf nach Transfer wurden die OT-I CD8 T-Zellpopulationen mit Fluorochrom-
gekoppelten Antikérpern gegen PD-1, CTLA-4, LAG-3 und CD244 markiert und im
Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8 Untersuchung der Exhaustion von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen

Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-1 CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Miusen wurden zu
gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 105 LmOVA infizierte kongene C57BL/6 Empfiangermause
injiziert. An Tag fiinf p.i. wurden die Lymphozyten aus der Milz aufgereinigt. Vor dem Transfer und an Tag
finf p.i wurde die Expression der angegebenen Oberflichenmolekiile auf den OT-I T-Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. In den Histogrammen ist die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) angegeben. Die Balken
stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n=3) in Prozent oder mittlerer Fluoreszenzintensitit der
OT-I T-Zellen dar. **p<0,01, ***p < 0,001
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Die PD-1-Expression nahm bei Wildtyp- und I[RF4-defizienten OT-I CD8 T-Zellen
gegeniiber den Ausgangszellen deutlich zu. Sowohl in den naiven als auch in den
aktivierten Zellen waren keine eindeutigen Unterschiede zwischen IRF4-defizienten
OT-I CD8 T-Zellen und Wildtypkontrollen erkennbar. Die Expression von CTLA-4 hatte
bei beiden Zellpopulationen an Tag fiinf gegeniiber den Ausgangszellen deutlich
zugenommen. Die Expressionsstirke war zwischen [RF4-defizienten und
Wildtypkontrollen vergleichbar. Die Expression von LAG-3 war an Tag fiinf auf den
Wildtyp OT-1 CD8 T-Zellen gegeniiber den Ausgangszellen etwas angestiegen. Die IRF4-
defizienten OT-1 CD8 T-Zellen zeigten eine geringfiigig schwachere LAG-3-Expression.
Die Wildtyp OT-I CD8 T-Zellen zeigten wie erwartet an Tag fiinf gegeniiber den
Ausgangszellen eine deutliche Zunahme der CD244-Expression. Wahrend die
Ausgangszellpopulationen vergleichbare CD244-Expression aufwiesen, war die

Expressionszunahme bei den IRF4-defizienten OT-I1 CD8 T-Zellen geringer.

Diese Befunde sprechen gegen einen fiir die Exhaustion typischen Phanotyp in IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen. Dies passt auch zur Beobachtung der geringeren Apoptose.
Zellen im Zustand der Exhaustion weisen normalerweise eine hohere Apoptoserate auf.
Allerdings zeichnet sich die Exhaustion nicht nur durch die Expression von bestimmten
Oberflaichenmolekiilen und verstiarkte Apoptose, sondern auch durch verminderte
Proliferation, Zytokinproduktion und Zytotoxitit aus. Die Untersuchung dieser

Eigenschaften gab weiteren Aufschluss iiber den Zustand der CD8 T-Zellen.

3.2.8 IRF4 ermoglicht die Differenzierung zu Zytokin-produzierenden

CD8 T-Zellen

Die Analyse der Zytokinproduktion von CD8 T-Effektorzellen gibt in erster Linie
Aufschluss tiber deren Funktionalitat. Deshalb sollte die Fahigkeit zur Zytokinpro-
duktion der IRF4-defizienten OT-I T-Zellen untersucht werden.

An Tag fiinf nach Transfer und Infektion wurde die Zytokinproduktion von Wildtyp und
IRF4-defizienten OT-I T-Zellen verglichen (Abbildung 3.9). Hierzu wurden die Milzzellen
nach Aufreinigung wie zuvor beschrieben mit dem OVA2s7.264-Peptid, auf das alle
OT-I T-Zellen reagieren sollten, stimuliert und anschliefiend fixiert. Die Zytokine IFN-y,
TNF-a und IL-2 (Interleukin-2) wurden mittels Fluorochrom-markierten Antikérpern
gefarbt. Dann erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung der Zytokin-positiven

CD8 T-Zellen.
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Abbildung 3.9 Untersuchung der Zytokinproduktion von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-
Zellen

(@) - (c) Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Mausen
wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 105> LmOVA infizierte kongene C57BL/6
Empfangermdause injiziert. An Tag fiinf p.i. wurden die Lymphozyten aus der Milz der Empfiangermause
nach vierstliindiger Restimulation mit dem OVAjs7.264-Peptid durchflusszytometrisch analysiert.
Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten dargestellt. Die Graphen stellen die
arithmetischen Mittelwerte + SEM (n=3) in Prozent oder mittlerer Fluoreszenzintensitit (MFI) der
OT-I T-Zellen dar. In den Quadranten sind die prozentualen Anteile positiver Zellen angegeben. (a) Anteil
der IFN-y- und TNF-a-produzierenden OT-1 T-Zellen. (b) Mittlere Fluoreszenzintensitit der IFN-y-
positiven OT-I T-Zellen. (c) Anteil der [FN-y- und IL-2-produzierenden OT-I T-Zellen. ns = nicht stimuliert,
*p<0,05, **p<0,01, ***p < 0,001
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Zunichst erfolgte die Analyse der TNF-a- und IFN-y-Produktion (Abbildung 3.9 a und
3.9b). Nicht-stimulierte Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I T-Zellen zeigten nahezu keine
Zytokinproduktion. Nach spezifischer Peptid-Stimulation wurden etwa zwanzig Prozent
der Kontrollzellen doppelt-positiv, ungefahr fiinfundsechzig Prozent nur IFN-y positiv.
Der Anteil der doppelt-positiven IRF4-defizienten OT-I T-Zellen war im Gegensatz dazu
mit etwa einem Prozent sehr gering und auch die nur IFN-y-positiven Zellen machten

nur etwa vierzig Prozent aus. Insgesamt war also eine deutliche Abnahme der
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Zytokinproduzenten im Vergleich zur Kontrolle feststellbar. Bei Betrachtung der
Expressionsstarke der IFN-y-positiven OT-I T-Zellen war ebenfalls eine deutliche
Reduktion der Intensitat der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen gegeniiber der Wildtyp-

kontrolle erkennbar.

Anschliefdend wurde die Expression von IL-2 verglichen (Abbildung 3.9c¢). IL-2 dient der
Aktivierung und Proliferation von T-Zellen, auch eine autokrine Wirkung auf die Zellen
selbst wird beschrieben {Murphy et al. 2008, Feau et al. 2011}. Die unstimulierten
Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen produzierten kein IL-2. Etwa vier Prozent
der Kontrollzellen waren nach Stimulation IL-2-positiv, von den I[RF4-defizienten

OT-I T-Zellen dagegen nur ca. ein Prozent.

Zusammenfassend zeigten I[RF4-defiziente OT-I T-Zellen eine deutlich geringere
Frequenz von Zytokinproduzenten. Dies konnte zum Einen auf den Zustand der
,Exhaustion“ deuten, zum Anderen ist es ein deutlicher Hinweis darauf, dass die
untersuchten Zellen nicht zu vollwertigen CD8 T-Effektorzellen ausdifferenzieren. Ein
Merkmal fiir potente T-Effektorzellen ist ihre Polyfunktionalitat, in diesem Fall ihre
Fahigkeit mehrere Zytokine gleichzeitig zu produzieren {Wherry 2011}. Insbesondere

diese Fahigkeit ist bei den IRF4-defizienten CD8 T-Zellen extrem eingeschrankt.
3.2.9 Die Zytotoxizitat von CD8 T-Zellen ist IRF4-abhangig

Die charakteristische Eigenschaft von zytotoxischen T-Zellen ist die Produktion von
zytotoxischen Molekiilen, wie Granzym B, und mit Hilfe von diesen die gezielten Totung
von Zellen {Murphy et al. 2008}. Um die Fahigkeit der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen zur
Zelltotung zu analysieren wurden sowohl die Granzym B-Expression bestimmt als auch

ein in-vivo-Zytotoxizitatstest durchgefiihrt.

Zundchst wurden Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I T-Zellen an Tag fiinf nach Transfer
und Infektion isoliert und fixiert. Anschliefdend wurde die Granzym B-Expression mit
Hilfe von Fluorochrom-markierten Antikérpern im Durchflusszytometer analysiert
(Abbildung 3.10a). Die Ausgangszellen beider Populationen zeigten keine Granzym B-
Expression. An Tag flinf exprimierten etwa siebzig Prozent der Kontrollzellen Granzym
B, von den IRF4-defizienten CD8 T-Zellen waren nur etwa fiinfzehn Prozent Granzym B-
positiv. Diese verminderte Granzym B-Produktion deutete auf eine verminderte

Zytotoxizitat hin.
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Abbildung 3.10 Untersuchung der Zytotoxizitit von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen
(a) + (b) Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten dargestellt. Die Balken
stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n23) dar. (a) Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente
OT-1 CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Mausen wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit
1 x 105> LmOVA infizierte kongene C57BL/6 Empfingermause injiziert. An Tag flinf p.i. wurden die
Lymphozyten aus der Milz der Empfangermause durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildung stellt
die Granzym B-Produktion der OT-I T-Zellen dar. In den Histogrammen ist die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben. (b) CD90.1 kongene Mause (C57BL/6) wurden mit 1 x 105 LmOVA
infiziert. Eine Gruppe erhielt 106 heterozygote OT-I T-Zellen (WT) und eine Gruppe 10¢ IRF4-defiziente
OT-I T-Zellen transferiert. An Tag fiinf p.i. wurden die OT-I T-Zellen reisoliert und erneut transferiert. Eine
Gruppe erhielt 10°¢ fiir IRF4 heterozygote OT-1 T-Zellen, eine Gruppe 106 IRF4-defiziente OT-I T-Zellen und
eine Kontrollgruppe erhielt keine Zellen transferiert. Anschlieffend wurden den Empfangerméausen
3 x 106 mit OVA2s7.264-Peptid (Zielzellen) und 3 x 10 mit dem irrelevanten Peptid LCMV gpss.41 beladene
(Kontrollzellen) und mit unterschiedlichen CFSE-Konzentrationen markierte Milzzellen injiziert. Nach
zwei Stunden wurden die Milzen der Empfingermduse entnommen und die Lymphozyten
durchflusszytometrisch analysiert. In den Histogrammen sind die Anteile der Ziel- und Kontrollzellen
angegeben. Aufderdem wurde die Zahl der OT-I T-Zellen bestimmt. Die Zytotoxizitdt wurde nach folgender
Formel bestimmt: % Zytotoxizitdt = 100 - ((%0OVAz2s7.264-Zellen in OT-I Rezipienten / LCMV gpas.41-Zellen
in OT-I Rezipienten) / (OVA2s7.264-Zellen in Kontrollmdusen / LCMV gpss.ai-Zellen in Kontrollmausen)
x 100). **p<0,01, ***p < 0,001

Die Zytotoxizitat wurde mit Hilfe des in vivo-Zytotoxizitatstest analysiert. Hierzu wurde
eine Gruppe Empfangermause mit Wildtyp und eine zweite Gruppe mit IRF4-defizienten
OT-I T-Zellen transferiert und mit LmOVA infiziert. An Tag fiinf wurden die OT-I T-Zellen
reisoliert und jeweils eine Million der CD8 T-Zellen in neue Empfangertiere transferiert.
Eine dritte Gruppe, die Kontrollgruppe, erhielt keine Zellen. Am nachsten Tag wurden
diesen Mausen Ziel- und Kontrollzellen injiziert. Hierflir wurden Milzzellen entweder
mit dem OVA2s7.264-Peptid (Zielzellen) oder mit dem irrelevanten Peptid LCMV gps3-41

(Kontrollzellen) beladen. Diese Zellpopulationen wurden dann mit unterschiedlichen
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CFSE-Konzentrationen markiert, was eine Differenzierung im Durchflusszytometer
ermoglichte. Nach vier Stunden wurden die Milzzellen isoliert und die Zellzahlen der
OT-I T-Zellen, sowie die Zahl der verbliebenen Ziel- und Kontrollzellen bestimmt
(Abbildung 3.10b). Anhand der Reduktion der Zielzellen im Verhaltnis zu den

Kontrollzellen wurde die spezifische Zytotoxizitat nach folgender Formel berechnet:

% Zytotoxizitat = 100 - ((%0VAzs57-264-Zellen in OT-I Rezipienten / LCMV gpzz-41-Zellen
in OT-I Rezipienten) / (OVA2s57.264-Zellen in Kontrollmausen / LCMV gpss.41-Zellen in

Kontrollmausen) x 100)

Diese Berechnung ergab fiir die Rezipienten von Wildtyp OT-I T-Zellen eine deutliche
Zytotoxizitat mit einer Reduktion von flinfundzwanzig Prozent der OVAzs7.264-beladenen
Zielzellen. Im Gegensatz dazu zeigten die IRF4-defizienten OT-I T-Zellen eine deutlich
geringere Zytotoxizitat mit einer Reduktion von acht Prozent. In beiden Gruppen von
Rezipienten wurden aber dhnliche Zahlen von OT-I T-Zellen gefunden, sodass eine
reduzierte Zytotoxizitdt aufgrund einer verminderten Zellzahl ausgeschlossen werden

konnte.

Zusammenfassend fiihrt die IRF4-Defizienz zu einer deutlichen Einschrankung der

Zytotoxizitat der CD8 T-Zellen.

3.2.10 IRF4-defiziente CD8 T-Zellen weisen einen deutlich veranderten
Oberflichenphanotyp auf und dhneln auch in der Effektorphase naiven

oder Gedachtniszellen

Die Expression verschiedener Oberflichenmolekiile korreliert mit der Aktivierung und
verschiedenen Stadien der Differenzierung von CD8 T-Zellen. Die Expression der bereits
besprochenen Molekiile CD44, Ly6C, CD62L, KLRG1, CD127 und CDZ27, sowie die
Expression der Molekiile CD25, CXCR3, NKG2D und CD69 sollte untersucht werden, um
weitere Hinweise auf den Zustand und die Entwicklung der IRF4-defizienten

OT-I T-Zellen zu erhalten.

An Tag fiinf nach Transfer und Infektion wurden die Milzzellen gereinigt. Wildtyp und
[IRF4-defiziente OT-I T-Zellen wurden mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppelten
Antikorpern auf Expression der aufgezdhlten Molekiile im Durchflusszytometer

analysiert (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11 Untersuchung des Phinotyps von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen

Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-1 CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Mausen wurden zu
gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 10> LmOVA infizierte kongene C57BL/6 Empfangermause
injiziert. An Tag fiinf p.i. wurden die Lymphozyten aus der Milz aufgereinigt. Vor dem Transfer und an Tag
finf p.i. wurde die Expression der angegebenen Oberflichenmolekiile auf den OT-I T-Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. In den Histogrammen ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben. Die Balken
stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n=3) in Prozent der OT-I T-Zellen dar. *p<0,05, **p<0,01,
***p < 0,001

CD44 und Ly6C wurden auf den Spenderzellen in vergleichbarer Starke exprimiert. An
Tag fiinf p.i. waren die meisten Wildtyp OT-I T-Zellen fiir beide Molekiile positiv, was auf
eine Aktivierung der Zellen hindeutet. Im Vergleich dazu wurde ein etwas geringerer
Anteil der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen CD44- bzw. Ly6C-positiv. Zusatzlich zeigten die
CD44-positiven IRF4-defizienten CD8 T-Zellen eine verminderte Expressionsstarke

dieses Proteins.

CD62L und CD27 wurden auf allen naiven Spenderzellen exprimiert. Nach der
Aktivierung durch die Infektion erfolgte eine deutliche Herunterregulation beider
Proteine auf den Wildtypkontrollzellen, die auf den IRF4-defizienten OT-1 T-Zellen

nahezu komplett unterblieb.
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Beide Spenderzellpopulationen waren KLRG1-negativ. An Tag fiinf p.i. wiesen etwa
zwanzig Prozent der Wildtyp OT-I T-Zellen eine KLRG1-Expression auf. Die Expression
dieses NK-Zellrezeptors war auf den IRF4-defizienten CD8 T-Zellen hingegen nicht

nachweisbar.

Die CD127-Expression war fiir naive Wildtyp und IRF4-defiziente OT-1 T-Zellen
vergleichbar, nach Infektion sank sie bei beiden Populationen deutlich. Bei den IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen war die Reduktion deutlicher und ein grofderer Anteil war

CD127-negativ.

CD25 ist die a-Untereinheit des hochaffinen IL-2-Rezeptors und wird nach
Antigenstimulation exprimiert. IL-2 fordert die Proliferation und Differenzierung der
T-Zelle {Williams et al. 2007}. Auf den nicht aktivierten Spenderzellen war kein CD25
detektierbar. An Tag fiinf hatten etwa dreif3ig Prozent der Wildtyp OT-I T-Zellen eine
CD25-Expression erworben, von den IRF4-defizienten OT-I T-Zellen hingegen weniger

als zehn Prozent.

CXCR3 ist ein Chemokinrezeptor, der auf aktivierten CD8 T-Zellen exprimiert wird und
das Migrationsverhalten in Infektionen beeinflusst {Groom et al. 2011, Kohlmeier et al.
2011, Kurachi et al 2011}. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass CD4 und
CD8 T-Zellen, die im Rahmen einer Listerieninfektion aktiviert werden, CXCR3 positiv
werden. Bei den Spenderzellen zeigte jeweils nur ein geringer Anteil eine CXCR3
Expression. Nach der Infektion waren iiber neunzig Prozent der Wildtyp Zellen und
etwa achtzig Prozent der IRF4-defizienten Zellen CXCR3-positiv. Die Expressionsstarke

von CXCR3 war jedoch bei IRF4-defizienten OT-I T-Zellen deutlich geringer.

NKG2D ist wie KLRG1 ein NK-Zellrezeptor der auf aktivierten CD8 T-Zellen exprimiert
wird und bei Bindung seiner Liganden zur Zytotoxizitit der Zellen beitragen kann
{Champsaur et al. 2010}. Wie bei KLRG1 wiesen nur sehr wenige der naiven
Spenderzellen beider Populationen eine NKG2D-Expression auf. Nach Aktivierung
waren etwa zwanzig Prozent der Wildtyp OT-I T-Zellen NKG2D-positiv, aber nur fiinf
Prozent der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen exprimierten NKG2D.

CD69 wird bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt der CD8 T-Zellaktivierung transient
auf der Zelloberflache exprimiert {Murphy et al. 2008}. Wie erwartet exprimierten die

Spenderzellen kein CD69. Bei den Wildtyp Kontrollzellen fand sich an Tag fiinf nur ein
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geringer Anteil CD69-positiver Zellen, da die Expression vermutlich schon wieder
abgesunken war. Erstaunlicherweise waren hingegen etwa acht Prozent der IRF4-

defizienten OT-I T-Zellen CD69-positiv.

Insgesamt ist festzustellen, dass die naiven Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen
einen vergleichbaren Phantoyp aufwiesen. Nach Infektion zeigten sich aber deutliche
Unterschiede fiir beinahe jedes untersuchte Protein. Die erhohte Expression von CD44,
Ly6C und CXCR3 deutet darauf hin, dass die OT-I T-Zellen im Verlauf der Infektion
aktiviert wurden. Der fehlende Verlust von CD62L und CD27 zeigte jedoch, dass diese
Aktivierung entweder nicht vollstandig war oder die Differenzierung der Zellen einen
anderen Verlauf nahm als die von Wildtypzellen. CD127 wurde auf beiden
Zellpopulationen wie erwartet nach Aktivierung schwacher exprimiert als in naiven

Zellen.

Die NK-Rezeptoren KLRG1 und NKG2D, sowie das zuvor untersuchte CD244 (Kapitel
3.2.7) sollten auf CD8 T-Effektorzellen die Zytotoxizitat unterstiitzen. Diese Molekiile
fehlten auf den aktivierten IRF4-defiziente Zellen nahezu komplett, was auch mit der

verminderten Zytotoxizitat korreliert (Kapitel 3.2.9).

Durch die CD25-Expression werden CD8 T-Zellen sensitiv gegeniiber dem mitogenen
Zytokin IL-2. Die marginale CD25 Expression auf IRF4-defizienten Zellen konnte den
proliferativen Nachteil dieser Zellen erkliren. Uberraschenderweise findet sich auf
IRF4-defizienten Zellen an Tag fiinf noch immer das frithe Aktivierungsmolekiil CD69.
Eine Erklarung ware eine Blockade oder Verzogerung der Differenzierung dieser Zellen,

die sich ja bis Tag drei vergleichbar zu den Kontrollzellen entwickelt hatten.

Das Expressionsprofil der aktivierten IRF4-defizienten CD8 T-Zellen weist insgesamt
viele Merkmale naiver CD8 T-Zellen auf. Naive CD8 T-Zellen haben aber viele
Uberschneidungen im Phidnotyp mit Gedichtniszellen. Die deutlichen Hinweise auf die
Aktivierung von IRF4-defizienten T-Zellen deuten daher entweder auf eine Blockade der
Differenzierung oder auf eine praferentielle Entwicklung zu Gedachtniszellen hin. Im
nachsten Teil der Arbeit sollte deshalb untersucht werden ob sich die IRF4-defizienten

CD8 T-Zellen zu Gedachtniszellen entwickeln kénnen.
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3.3 Teil 2 - Die Rolle von IRF4 fiir das CD8 T-Zellvermittelte immunologische
Geddchtnis und die sekundire CD8 T-Zellantwort

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Rolle von IRF4 fiir das Uberleben und die

Gedachtnisfunktion von CD8 T-Zellen untersucht werden.
3.3.1 Die Langlebigkeit von CD8 T-Zellen ist IRF4-abhingig

Langlebigkeit ist eine charakteristische Eigenschaft von Gedachtniszellen {Kaech et al.
2012}. Zunachst wurde daher mehrere Wochen nach Infektion von Wildtyp und IRF4-
defizienten Mdusen die Zahl der LmOVA-spezifischen CD8 T-Zellen bestimmt. Dieser

Parameter gibt Auskunft tiber die Langlebigkeit der zytotoxischen T-Zellen.
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Abbildung 3.12 Untersuchung der Langlebigkeit funktionaler und antigenerkennender CD8 T-

Zellen nach LmOVA-Infektion in Wildtyp und IRF4-defizienten Mausen
(a) + (b) C57BL/6 Wildtyp und IRF4-defiziente Mduse wurden mit 1 x 105 LmOVA infiziert. Vierzig Tage
p-i. wurden die Lymphozyten aus verschiedenen Organen der infizierten Mause durchflusszytometrisch
analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten dargestellt. (a) Der Anteil
(in Prozent) der Dextramer-positiven CD8 T-Zellen in Milz, Leber und Knochenmark wurde bestimmt. (b)
Nach vierstiindiger Restimulation der Lymphozyten mit OVA3s7.264-Peptid wurde der Anteil IFN-y- und
TNF-a-positiver Zellen der CD8 T-Zellen in Milz und Leber bestimmt. In den Quadranten sind die
prozentualen Anteile positiver Zellen angegeben. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM
(n=3) in Prozent der CD8 T-Zellen dar.

70



An Tag vierzig nach Infektion wurden die Lymphozyten aus Milz, Leber und Knochen-
mark isoliert. Die CD8 T-Zellen wurden mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern
markiert und die LmOVA-spezifischen Zellen mit Hilfe von OVA257.264-Dextrameren im
Durchflusszytometer identifiziert (Abbildung 3.12a). Ein geringer Anteil von bis zu
einem Prozent der Wildtyp CD8 T-Zellen in den untersuchten Organen war an Tag
vierzig p.i. noch OVAzs7.264-spezifisch, in den IRF4-defizienten Mdusen war dieser Anteil
deutlich geringer und im Bereich der Dextramerfarbung in naiven Mausen. Aufgrund der
Nahe zu den Messwerten naiver Mduse erlauben unsere Analysen keine eindeutigen
Aussagen zum Vorhandensein spezifischer Gedachtniszellen in IRF4-defizienten

Mausen.

Die Milz- und Leberlymphozyten wurden wie zuvor beschrieben vier Stunden mit dem
spezifischen Peptid stimuliert und anschlief3end nach Fixierung die Expression der
Zytokine IFN-y und TNF-a im Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 3.12b). In Milz
und Leber der Wildtyp-Mause waren weniger als ein Prozent der CD8 T-Zellen fiir beide
Zytokine doppelt-positiv. Im Gegensatz dazu konnten in IRF4-defizienten Mausen
nahezu keine doppelt-positiven CD8 T-Zellen nachgewiesen werden. Dieser Befund

korrelierte direkt mit den Ergebnissen der OVA2s7.264-Dextramer-Analyse.

Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse gegen eine praferentielle Differenzierung
der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen zu Gedachtniszellen. Die Daten deuten eher auf eine

verminderte Lebensdauer der aktivierten CD8 T-Zellen in IRF4-defizienten Mausen hin.

3.3.2 Die Analyse der gesamten CD8 T-Zellpopulationen erlaubt keine
Riickschliisse auf die Rolle von IRF4 in der Differenzierung von

Gedachtniszellen

Nach einer Listerieninfektion erholen sich Wildtypmause innerhalb von mehreren
Wochen vollstandig (siehe auch Abbildung 3.1). Auch der Phanotyp der gesamten
CD8 T-Zellpopulation gleicht sich wieder dem naiven Zustand an. Nur bei einer gezielten
Analyse von Listerien-spezifischen CD8 T-Zellen ldsst sich ein Gedachtnisphanotyp
nachweisen. Da mehrere Wochen nach Infektion in den IRF4-defizienten Mausen fast
keine spezifischen CD8 T-Zellen detektierbar waren, wurde die gesamte CD8 T-Zell-

population der Wildtyp und IRF4-defizienten Maduse verglichen.
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Abbildung 3.13 Untersuchung des Phianotyps CD8 T-Zellen lange nach LmOVA-Infektion in Wildtyp
und IRF4-defizienten Miusen

C57BL/6 Wildtyp und IRF4-defiziente Mause wurden mit 1 x 105 LmOVA infiziert. An Tag vierzig p.i
wurde die Expression verschiedener Oberflichenmolekiile auf den CD8 T-Zellen der Milz
durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten
dargestellt. In den Histogrammen ist die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) der jeweiligen
Oberflachenmolekiile angegeben. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (nz3) in
Prozent der CD8 T-Zellen bzw. die mittlere Fluoreszenzintensitat (CD127) dar.

Die Expression der Oberflichenmolekiile CD44, CD62L, Ly6C, KLRG1, CD127, und CD27
auf den CD8 T-Zellen wurde mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern im
Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 3.13). In Wildtyp und IRF4-defizienten
Mausen zeigte ein dhnlicher Anteil der Zellpopulationen eine CD44- und Ly6C-
Expression, die dem Zustand in naiven Mausen entsprach (Kapitel 3.2.3). Im Gegensatz
zur akuten Infektion waren nahezu alle Zellen CD62L- und CD27-positiv. Ahnlich zu
naiven Mausen fanden sich keine KLRG1 exprimierenden CD8 T-Zellen. Die
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat fiir CD127 war im Vergleich zur akuten
Infektion wieder angestiegen. Fiir alle untersuchten Molekiile waren jedoch keine

Unterschiede zwischen Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen festzustellen.

Insgesamt erlaubte die Analyse der gesamten CD8 T-Zellpopulationen keine
Riickschliisse auf eine Rolle von IRF4 in der Differenzierung von Gedachtniszellen. Da
weiterhin die Anzahl der in den IRF4-defizienten Mausen entstandenen spezifischen
T-Zellen zu gering fiir eine phanotypische und funktionale Analyse war, wurde im

Folgenden erneut auf ein T-Zelltransfermodell zurtickgegriffen.
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3.3.3 Auch im Langzeittransfer sind die IRF4-defizienten CD8 T-Zellen
deutlich benachteiligt

Um die Unterschiede zwischen Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Gedachtniszellen
untersuchen zu kénnen sollte ein T-Zelltransfermodell verwendet werden. Leider lief3en
diese Langzeitversuche wegen Abstofdungsreaktionen keine Verwendung von Wildtyp
Mausen als Empfanger zu. Deshalb wurden RAG1-defiziente Mduse verwendet, in denen

auf Grund der B- und T-Zelldefizienz keine Abstofdungsreaktionen stattfinden.

Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I T-Zellen wurden im gleichen Verhaltnis gemischt und
in RAG1-defiziente, LmOVA-infizierte Mause transferiert. Zusatzlich zu den OT-I T-Zellen
wurden OT-II T-Zellen transferiert. Diese transgenen CD4 T-Zellen erkennen wie
OT-I T-Zellen ein spezifisches Ovalbuminpeptid des LmOVA-Stamms und kénnen den
OT-I T-Zellen CD4 T-Zellhilfe geben. Insbesondere fiir eine effektive Sekundarantwort
bendtigen CD8 T-Zellen Hilfe durch CD4 T-Zellen {Barnden et al. 1998, Pamer et al
2004, Williams et al. 2007}. Nach dem Transfer wurde den Mausen woéchentlich Blut
entnommen und das Verhdltnis von Wildtyp zu IRF4-defizienten CD8 T-Zellen im
Durchflusszytometer bestimmt. Nach acht Wochen wurden die Mause reinfiziert und die
Untersuchung erneut an Tag fiinf p.i. durchgefiihrt. Zusatzlich wurde in allen Blutproben

die Expression von CD44 und CD62L auf den CD8 T-Zellen analysiert.

In Woche eins, der genaue Analysetag war Tag vier p.i, lagen Wildtyp und IRF4-
defiziente OT-I T-Zellen noch dhnlich dem Ausgangsverhaltnis vor. Ab Woche zwei hatte
sich das Verhaltnis deutlich geandert und es waren etwa zehnmal mehr Wildtyp als
IRF4-defiziente Zellen vorhanden. Dieses Verhéltnis blieb bis Woche acht bestehen und
verschob sich auch nach der Reinfektion nicht deutlich (Abbildung 3.14a).

Naive CD8 T-Zellen sind CD62L-positiv und CD44-negativ und zentrale Gedachtniszellen
doppeltpositiv fiir CD62L und CD44. Effektorzellen CD62L-negativ und CD44-positiv,
Effektorgedachtniszellen ebenfalls CD62L-negativ und CD44-positiv {Williams 2007,
Murphy et al 2008, Kaech et al 2012}. Wie zu erwarten, bestanden beide
Spenderzellpopulationen zu tiber achtzig Prozent aus naiven CD8 T-Zellen (Abbildung
3.14b). Ab Woche zwei nach der Infektion waren sechzig Prozent der Wildtyp
OT-I T-Zellen fiir CD44 positiv und fiir CD62L negativ und vierzig Prozent fiir beide
Molekiile positiv. Bis Woche acht nahm der Anteil der CD62L-exprimierenden Zellen

langsam wieder zu. Zu Beginn der Infektion, an Tag vier, durchliefen die Zellen eine
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kurze Phase in der fast alle Zellen CD62L-CD44- doppeltpositiv waren. Auch ein hoher
Anteil der IRF4-defizienten OT-I T-Zellen war in Woche eins CD62L-CD44-
doppeltpositiv. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen blieb dieser Phanotyp bei den IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen aber iliber acht Wochen nahezu unverandert. Nach der
Reinfektion verloren die meisten Wildtyp OT-I T-Zellen erneut die CD62L-Expression
und der Phantotyp entsprach dem vier Tage nach der Primérinfektion.
Interessanterweise erwarben die IRF4-defizienten Zellen nach Reinfektion einen den
Kontrollzellen vergleichbaren CD62L-negativen Phdnotyp, was auf eine regulare

Differenzierung von zentralen Gedachtniszellen hin zu Effektorzellen hindeutet.
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Abbildung 3.14 Langlebigkeit und Phanotyp von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen

Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I CD8 T-Zellen und Wildtyp OT-II CD4 T-Zellen aus transgenen
C57BL/6 Mausen wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 105> LmOVA infizierte RAG1-
defiziente C57BL/6 Empfangermause injiziert. Acht Wochen lang wurde den Mausen wochentlich Blut
entnommen und die Lymphozyten durchflusszytometrisch analysiert. In Woche acht wurde eine
Reinfektion mit 1 x 105 LmOVA durchgefiihrt und nach fiinf Tagen erneut Blut entnommen. Dargestellt
sind die kombinierten Ergebnisse zweier Experimente. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte
+ SEM (n=3) in Prozent der OT-I T-Zellen dar. (a) Vor dem Transfer und zu den angegebenen Zeitpunkten
wurde der Anteil der Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I T-Zellen an allen OT-I T-Zellen bestimmt. (b) Vor
dem Transfer und zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. wurde die Expression der angegebenen
Oberflachenmolekiile auf den OT-I T-Zellen analysiert. SZ = Spenderzellen

Diese Befunde zeigen, dass nach einer Infektion deutlich weniger langlebige IRF4-
defiziente CD8 T-Zellen entstehen, diese Zellen dann aber iber einen Zeitraum von acht
Wochen stabil bleiben. Dies wiirde bedeuten, dass ein Fehlen von IRF4 zwar die
Proliferation der CD8 T-Zellen hemmt, die Langlebigkeit der entstandenen Zellen aber

nicht beeintrachtigt. Der geringere Anteil an IRF4-defizienten CD8 T-Zellen wahrend der
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Sekundarantwort beruht vermutlich auf dem geringeren Anteil dieser Zellen vor der

Sekundarinfektion.

3.3.4 Nach Sekundirinfektion sind weniger IRF4-defiziente CD8 T-Zellen als

Kontrollzellen in den infizierten Geweben

Um Primdr- und Sekundarinfektion besser vergleichen zu konnen wurde eine
zusatzliche Gruppe in das Experiment aufgenommen, in der RAG1-defiziente Mause

zwar mit OT-I T-Zellen transferiert, aber nicht mit LmOVA infiziert wurden.

Allen Empfangermausen wurde wie zuvor beschrieben in Woche acht nach Transfer
Blut abgenommen und anschlieffend wurden alle Mdause mit LmOVA infiziert. Fiir die
bisher nicht infizierten Mause der Kontrollgruppe war diese Infektion daher einer
Primarinfektion, fiir die andere Gruppe war die Infektion eine Sekundarinfektion. An
Tag fiinf p.i. wurde die Verteilung der Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen in Blut,

Milz, Leber, Lymphknoten und Knochenmark im Durchflusszytometer untersucht.

Im Vergleich zum eins-zu-eins-Verhaltnis der Spenderzellen hatten die Wildtyp zu den
IRF4-defizienten OT-1 T-Zellen im Blut der infizierten Mause nach acht Wochen ein
Verhaltnis von etwa zehn zu eins (Abbildung 3.15a). Im Blut der nicht infizierten Mause
war nach acht Wochen eine deutliche Population an transferierten Zellen messbar. Diese
Expansion ist auf eine homdéostatischen Proliferation, die bei Lymphopenie beobachtet
wird, zuriickzufithren {Oehen et al. 1999}. Auch in den nichtinfizierten Mausen hatte
sich das Verhaltnis von Wildtyp zu IRF4-defizienten Zellen verschoben, es war nun etwa
zwei zu eins. Dies deutet darauf hin, dass auch bei einer nicht im Rahmen eines
entziindlichen Prozesses induzierten Proliferation, wie der homoostatischen

Proliferation, ein grundsatzlicher Nachteil fiir die [IRF4-defizienten CD8 T-Zellen besteht.

An Tag fiinf nach Infektion wurden in beiden Gruppen deutlich mehr Wildtyp als IRF4-
defiziente OT-I T-Zellen in der Milz gefunden (Abbildung 3.15a und 3.15b). Auffallig war
jedoch, dass in den sekundar infizierten Mausen das bereits beschriebene Verhaltnis von
etwa zehn zu eins beobachtet werden konnte, wiahrend in den primar infizierten
Madusen ein Verhdltnis von etwa zwei zu eins vorherrschte. Im Gegensatz dazu hatten
die Zellen im Blut der primar infizierten Mause ebenfalls ein Verhéltnis von zehn zu eins,

was auf eine verstarkte Migration der IRF4-defizienten OT-I T-Zellen in die Gewebe oder
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eine veranderte Proliferations- oder Sterberate dieser Zellen im Blut hindeuten konnte

(Abbildung 3.15a).
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Abbildung 3.15 Verteilung von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen nach Primér- und
Sekundarinfektion
Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I CD8 T-Zellen und Wildtyp OT-II CD4 T-Zellen aus transgenen
C57BL/6 Madusen wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 105 LmOVA infizierte oder nicht
infizierte RAG1-defiziente C57BL/6 Empfangermause injiziert. Nach acht Wochen wurde den Mausen Blut
entnommen und die Lymphozyten durchflusszytometrisch analysiert. In Woche acht wurde eine Infektion
der Empfangermause mit 1 x 105 LmOVA durchgefiihrt und nach fiinf Tagen erneut Blut und verschiedene
Organe entnommen. Die Lymphozyten wurden daraufhin durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt
sind die kombinierten Ergebnisse zweier Experimente. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte
+ SEM (n23) dar. (a) Vor dem Transfer und zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der Anteil (in
Prozent) der Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I T-Zellen an allen OT-I T-Zellen im Blut und der Milz der
Empfangertiere bestimmt. (b) Nach Primarinfektion (PI) und Sekundéarinfektion (SI) wurde der Anteil (in
Prozent) und die Zellzahl (nur SI) der Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I T-Zellen in der Milz der
Empfangertiere bestimmt. (c) Nach Sekundarinfektion wurde der Anteil (in Prozent) der Wildtyp und
IRF4-defizienten OT-I T-Zellen an allen OT-I T-Zellen in den angegebenen Organen der Empfangertiere
bestimmt. LK = Lymphknoten, KM = Knochenmark ***p < 0,001

In Leber und Lymphknoten der sekundar infizierten Empfangermduse war ebenfalls
wieder das Verhaltnis von zehn zu eins der Wildtyp zu IRF4-defizienten CD8 T-Zellen zu
beobachten. Im Knochenmark herrschte ein Verhiltnis von unter zwei zu eins
(Abbildung 3.15c). Dies bedeutet, dass die IRF4-defizienten Zellen anscheinend eine
grofere Praferenz fiir eine Wanderung in das Knochenmark hatten, was typisch fiir

zentrale Gedachtnislymphozyten ware {Kaech et al. 2012}. Es konnte aber auch sein,
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dass die IRF4-Defizienz lediglich zu einer verstirkten Expression von Oberfldchen-

molekiilen flihrte, die eine Migration in das Knochenmark erméglichten.

Erstaunlich war, dass sich das Verhiltnis der transferierten T-Zellen bei einer Infektion
acht Wochen nach dem Transfer nicht mehr dramatisch veranderte, und dies
unabhangig davon war, ob kurz nach dem Transfer eine Infektion stattgefunden hatte.
Eine mogliche Erklarung ware, dass entweder als Folge der Infektion oder aufgrund der
homoostatischen Proliferation nach acht Wochen eine relativ grofle Population an
OT-I T-Zellen vorlag, so dass nicht alle Zellen durch die relativ geringe Infektionsdosis
der spateren Infektion aktiviert werden konnten. Deshalb sollte die Proliferation direkt
gemessen werden, sowie die Funktionalitit der CD8 T-Zellen anhand der

Zytokinproduktion untersucht werden.

3.3.5 CD8 T-Zellen benétigen IRF4 auch fiir die Zytokinproduktion und

Proliferation im Rahmen der Sekundarinfektion

Da sich Gedachtniszellen nicht nur durch ihre Verteilung im Gewebe sondern auch durch
ihre Eigenschaften auszeichnen wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Um die
IRF4-defizienten CD8 T-Zellen funktional zu charakterisieren wurden sowohl nach
Primdr- als auch nach Sekundarinfektion Proliferation und Zytokinproduktion

analysiert.
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Abbildung 3.16 Proliferation und Zytokinproduktion von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-
Zellen nach Primir- und Sekundirinfektion

Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I CD8 T-Zellen und Wildtyp OT-II CD4 T-Zellen aus transgenen
C57BL/6 Mausen wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 105 LmOVA infizierte oder nicht
infizierte RAG1-defiziente C57BL/6 Empfangermause injiziert. In Woche acht wurde eine Infektion der
Empfangermduse mit 1 x 10> LmOVA durchgefiihrt und nach fiinf Tagen die Lymphozyten der Milz
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse zweier Experimente. Die
Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n=3) in Prozent der OT-1 T-Zellen dar. (a) Einen Tag
vor der Organentnahme wurde den Madusen 1 mg BrdU injiziert. Das Bild zeigt den Anteil der BrdU-
positiven OT-I T-Zellen nach Primarinfektion (PI) und Sekundarinfektion (SI). Die BrdU-Farbung der
OT-1 T-Zellen erfolgte nach einem vom Hersteller definierten Farbeprotokoll. (b) Die Zytokinfarbung
erfolgte nach vierstiindiger Restimulation der Zellen mit OVAzs7.264-Peptid. Anteil der IFN-y- und TNF-a-
produzierenden OT-I T-Zellen. *p<0,05, **p<0,01, ***p < 0,001
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Den RAG1-defizienten Empfiangermausen wurde an Tag vier p.i. BrdU injiziert, um an
Tag fiinf die Frequenz der proliferierten OT-I T-Zellen in der Milz zu bestimmen. Nach
der Primarinfektion waren etwa fiinfundzwanzig Prozent der Kontrollzellen proliferiert,
von den [RF4-defizienten OT-I T-Zellen hingegen nur circa fiinfzehn Prozent. Nach der
Sekundarinfektion war in den Wildtypzellen der Anteil an proliferierten Zellen mit etwa
zwanzig Prozent niedriger als nach der Priméarinfektion. Auch fiir die Sekundarinfektion
war eine deutliche Benachteiligung der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen zu beobachten.

Nur etwas mehr als zehn Prozent waren BrdU-positiv (Abbildung 3.16a).

Nach einer Stimulation von Milzzellen mit OVAzs7.264-Peptid wurde die Frequenz der
[FN-y und TNF-a doppeltpositiven Zellen verglichen. Wie im Modell mit Wildtyp
Empfangermausen (Kapitel 3.2.4) konnte fiir die Primarinfektion eine geringere
Frequenz von IFN-y- und TNF-a-doppeltpositiven OT-I T-Zellen unter IRF4-defizienten
T-Zellen festgestellt werden (Abbildung 3.16b). Dieser Unterschied von etwa
finfundzwanzig zu fiinfzehn Prozent war jedoch nicht signifikant, da die Werte grof3en
Schwankungen unterlagen. Im Rahmen der Sekundarinfektion waren etwa
flinfunddreifdig Prozent der Wildtypzellen zytokinpositiv, deutlich mehr als im Rahmen
der Primarinfektion. Im Gegensatz dazu war der Anteil der zytokinpositiven IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen mit dem der Primdrinfektion vergleichbar und lag bei etwas

uber finfzehn Prozent.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine IRF4-Defizienz der CD8 T-Zellen
die Proliferation und Zytokinproduktion im Rahmen der Sekundarinfektion beein-
trachtigt. Dies bedeutet auch, dass obgleich voraktivierte IRF4-defiziente CD8 T-Zellen
phéanotypisch Gedachtniszellen dahneln, sie nicht die funktionalen Eigenschaften dieser
Zellen besitzen. IRF4 wird folglich sowohl fiir die Ausbildung einer effizienten primaren

als auch sekundaren CD8 T-Zellantwort benotigt.
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3.4 Teil 3 - Expression von IRF4 und potentiell von IRF4 abhidngigen Proteinen

Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die T-Zellrezeptor-abhangige Induktion
der IRF4-Expression in CD8 T-Zellen im Rahmen der Immunantwort gegen Listerien
untersucht werden. Zusatzlich sollte die IRF4-Abhangigkeit von Transkriptionsfaktoren,
die eine Rolle in der CD8 T-Zelldifferenzierung spielen, analysiert werden. Schliefilich
sollten in einer Expressionsanalyse potentielle IRF4-Zielgene identifiziert werden. In
diesen Experimenten sollten die dem verdanderten CD8 T-Zellphdnotyp zu Grunde

liegenden Mechanismen aufgedeckt werden.

3.4.1 Im Rahmen der CD8 T-Zellantwort wird die IRF4-Expression in
CD8 T-Zellen induziert

Um die IRF4-Expression zu Untersuchen wurden CD8 T-Zellen entweder in vitro
stimuliert oder in vivo in einem Transfermodell aktiviert. Die in vitro-Stimulation bietet
den Vorteil, dass die Aktivierungsparameter relativ gut definiert werden koénnen,
wahrend in vivo neben der direkten T-Zellrezeptorstimulation auch andere Stimuli die
Expression beeinflussen kdnnen. So kénnten zum Beispiel Zytokine oder andere im
Rahmen der Immunantwort ausgeloste Signale ebenfalls die IRF4-Expression

induzieren.

Milzzellen von OT-I Mausen wurden in Nahrmedium mit dem OVAz2s7.264-Peptid
inkubiert. Vor Inkubation, nach vier Stunden und nach zwanzig Stunden wurden
Wildtyp und IRF4-defiziente OT-I T-Zellen mittels Fluorochrom-gekoppelten
Antikorpern markiert und die Zellen fixiert. Anschlief}end wurde IRF4 intrazellular mit
einem Fluorochrom-konjugierten Antikérper gefiarbt und die Expression im

Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 3.17a).

Wie erwartet zeigten die IRF4-defizienten Kontrollzellen keine IRF4-Expression,
allerdings stieg die mittlere Fluoreszenzintensitiat von IRF4 etwas an, da sich Blasten
bildeten und durch die Vergrofderung der Zellen auch die unspezifische Bindung des
Antikorpers zunahm. Ohne Stimulation war nur eine leicht erhohte mittlere
Fluoreszenzintensitit der Wildtyp OT-1 T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen
erkennbar. Bereits nach vier Stunden zeigten die Wildtyp CD8 T-Zellen jedoch eine
deutlich erh6hte mittlere Fluoreszenzintensitiat. Nach zwanzig Stunden war der grofte

Teil der Wildtypzellen deutlich IRF4-positiv. Da die Zellen mit dem T-Zellrezeptor-
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spezifischen OVA2s7.264-Peptid stimuliert wurden, ist anzunehmen, dass die IRF4-
Expression nach 4h direkt durch den T-Zellrezeptor ausgeldst wurde. Nach 20 Stunden
konnten aber auch Zytokine der T-Zellen selbst oder Zytokine von anderen im Ansatz

vorhandenen Zellen die IRF4 Expression fordern.
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Abbildung 3.17 Untersuchung der IRF4-Expression von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen
Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten Experimenten dargestellt. In den Histogrammen ist
die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) angegeben. (a) 500.000 CD8 T-Zellen von Wildtyp und IRF4-
defizienten OT-I Mausen (C57BL/6) wurden mit dem OVAzs7-264-Peptid inkubiert. Vor Inkubation, nach
vier Stunden und nach zwanzig Stunden wurden die Zellen fixiert. AnschlieRend wurde die IRF4-
Expression durchflusszytometrisch analysiert (b) Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente
OT-1 CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Mausen wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit
1 x 105> LmOVA infizierte kongene C57BL/6 Empfingermause injiziert. An Tag flinf p.i. wurden die
Lymphozyten aus der Milz aufgereinigt. Vor dem Transfer und an Tag fiinf p.i. wurde die Expression von
IRF4 in den OT-I T-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

Weiterhin wurde die IRF4-Expression in transferierten Wildtyp und IRF4-defizienten
OT-I T-Zellen an Tag fiinf nach Infektion und Transfer analysiert (siehe Kapitel 3.2.4).
Nach Markierung der Wildtyp und IRF4-defizienten OT-I T-Zellen wurden die Zellen
fixiert und IRF4 mit einem Fluorochrom-gekoppelten Antikorper gefarbt. Die Analyse

der Expression erfolgte im Durchflusszytometer (Abbildung 3.17b).

Die Wildtyp und IRF4-defizienten Spenderzellen zeigten eine dhnlich niedrige mittlere
Fluoreszenzintensitit. An Tag fiinf nach Transfer war wie erwartet keine IRF4-
Expression der IRF4-defizienten Kontrollzellen erkennbar. Im Gegensatz dazu war die

IRF4-Expression in den Wildtyp OT-I T-Zellen deutlich angestiegen.

Zusammengefasst konnte sowohl eine direkte Induktion der IRF4-Expression durch
T-Zellrezeptorstimulation gezeigt werden, als auch bewiesen werden, dass IRF4 in

CD8 T-Zellen tatsachlich im Rahmen der Immunantwort exprimiert wird.
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3.4.1 Die IRF4-Expression wird durch IL-12 beeinflusst und hat
Auswirkungen auf die Induktion von T-Bet und EOMES

Kurzlich wurde gezeigt, dass IRF4 in T-Zellen mit einem Heterodimer aus BATF und
weiteren AP-1 Proteinen kooperiert und so die Transkription verschiedener Proteine
auslosen kann. Fiir BATF wurde in CD8 T-Zellen wiederum eine Interleukin-12 (IL-12)
abhdngige Induktion beschrieben. Auflerdem finden sich Hinweise fiir eine Beein-
flussung der mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors T-Bet durch BATF im Rahmen
der CD8 T-Zellaktivierung. Wie T-Bet ist auch der Transkriptionsfaktor Eomesodermin
(EOMES) fiir die Entwicklung von CD8 Effektor- und Gedachtniszellen kritisch {Kuroda
etal 2011, Kaech et al. 2012, Martinez et al. 2012}.

Wildtyp und IRF4-defiziente CD8 T-Zellen wurden aus der Milz isoliert und im eins zu
eins Verhaltnis in anti-CD3¢ Antikorpern beschichteten Kulturschalen ausgesat. Der
gegen CD3 gerichtete Antikorper ermaoglichte die Aktivierung der T-Zellen. Zusatzlich
wurden ein Antikorper gegen CD28 sowie IL-2 hinzugefiigt um kostimulatorische
Signale zur Verfiigung zu stellen. In einem Ansatz wurden die Zellen zusatzlich mit [L-12
inkubiert. Nach zweitdgiger Inkubation bei 37°C wurden die Zellen analysiert. Wildtyp
und IRF4-defiziente OT-I T-Zellen konnten mit Hilfe der CD90-Allele identifiziert
werden (siehe Kapitel 3.2.4). Die Zellen wurden fixiert und Farbungen mit Fluorochrom-
gekoppelten Antikorpern gegen IRF4, T-Bet und EOMES durchgefiihrt. Anschlief3end

erfolgte die Analyse im Durchflusszytometer.

Zunichst sollte der Einfluss von IL-12 auf die IRF4-Expression untersucht werden
(Abbildung 3.18a). Wie erwartet war die mittlere Fluoreszenzintensitit in beiden
Ansatzen fiir IRF4-defiziente CD8 T-Zellen sehr niedrig. Im Gegensatz dazu zeigten die
aktivierten Wildtypzellen eine deutlich hohere mittlere Fluoreszenzintensitat fiir IRF4.
Nach Zugabe von IL-12 nahm die Expression von IRF4 deutlich zu. Dies bedeutet, dass
[L-12 und eventuell auch andere Faktoren aufer der TZR-Stimulation einen féordernden

Einfluss auf die IRF4-Expression hat.

81



a 200007
*%k%
15000
<
&
% 10000
[T
=
5000 —wr
| — %
IL12  +
*%k%k
*%k% *%
*kk . **k%
X 20000 _ wex 250007 .
» 15000 200007
[10) [5)
= @ 150004
2 10000 =
= 100001
T =
5000 5000
L2 + - o+ - 12 + -+ -

Abbildung 3.18 Untersuchung der IRF4-Expression von Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen
Aus der Milz von Wildtyp und IRF4-defizienten C57BL/6-Méausen wurden CD8 T-Zellen isoliert und im
eins zu eins Verhdltnis in mit anti-CD3e Antikorpern (2 pg/mL) beschichteten Kulturschalen ausgesit.
Zusatzlich wurden ein Antikérper gegen CD28 (1 pg/mL) sowie IL-2 (50 U/mL) hinzugefiigt. In einem
Ansatz wurden die Zellen zusatzlich mit [L-12 (10 ng/mL) inkubiert. Nach zweitagiger Inkubation wurden
die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei konsistenten
Experimenten dargestellt. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n=2) der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) der CD8 T-Zellen dar. (a) Mittlere Fluoreszenzintensitdt von IRF4. (b) Mittlere
Fluoreszenzintensitit von EOMES und T-Bet. *p<0,05, **p<0,01, ***p < 0,001

Als Nachstes sollte der Einfluss von IRF4 und IL-12 auf die Expression der Transkrip-
tionsfaktoren EOMES und T-Bet analysiert werden. Die IRF4-defizienten CD8 T-Zellen
aus den Kulturen ohne IL-12-Zugabe wiesen im Gegensatz zu allen anderen Gruppen
eine sehr hohe mittlere Fluoreszenzintensitat fiir EOMES auf (Abbildung 3.18b). Die
T-Bet-Expression war insgesamt relativ hoch. Nach I[L-12-Zugabe stieg die T-Bet-
Expression weiter an. IRF4-Defizienz der CD8 T-Zellen flihrte zu einer etwas niedrigeren
mittleren Fluoreszenzintensitat fiir T-Bet im Vergleich zu den jeweiligen Wildtypzellen.
Zusammengefasst ist fiir EOMES festzustellen, das sowohl IRF4, als auch IL-12 die
Expression hemmen, aber nicht additiv wirken. Die T-Bet-Expression wird durch IRF4

und IL-12 gefordert, in diesem Fall ist eine additive Wirkung festzustellen.

Insgesamt konnte gezeigt werden, das IRF4 eine Rolle in der IL-12 abhangigen
Aktivierung der Expression der Transkriptionsfaktoren EOMES und T-Bet im Rahmen
der CD8 T-Zellantwort spielt. Anschlief3end sollte die IRF4-abhdngige Aktivierung dieser

und weiterer Transkriptionsfaktoren auch in vivo bewiesen werden.
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3.4.2 IRF4 reguliert die Expression verschiedener fiir die

CD8 T-Zelldifferenzierung entscheidender Transkriptionsfaktoren

Zur Zeit werden in erster Linie drei Paare von Transkriptionsfaktoren diskutiert, die die
Differenzierung von naiven CD8 T-Zellen zu Effektor- und Gedachtniszellen steuern. So
ist die BLIMP1-, T-Bet- und ID2-Expression essentiell fiir die Reifung von Effektorzellen,
wahrend die Gedachtniszellen auf die Expression von BCL-6, EOMES und ID3
angewiesen sind. Um die Expression dieser Transkriptionsfaktoren in Abhdngigkeit von
IRF4 zu untersuchen wurden CD8 T-Zellen aus einem Transfer in RAG1-defiziente

Mause gereinigt und eine Transkriptionsanalyse durchgefiihrt {Kaech et al. 2012}.
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Abbildung 3.19 Untersuchung der Expression von fiir die Effektor- und
Gedichtniszelldifferenzierung entscheidenden Transkriptionsfaktorpaaren in Wildtyp und IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen
Je 20.000 Wildtyp und IRF4-defiziente OT-1 CD8 T-Zellen aus transgenen C57BL/6 Mausen wurden zu
gleichen Anteilen gemischt und in mit 1 x 10> LmOVA infizierte RAG1-defiziente Empfangermause
(C57BL/6) injiziert. An Tag finf p.i. wurden die OT-I T-Zellen aus der Milz mittels Durchflusszytometrie
isoliert. Nach Aufreinigung der mRNA und Umschreibung in ¢cDNA wurde das Transkriptom durch
unseren Kooperationspartner mittels DNA-Chip-Technologie analysiert. Das erhaltene Expressionsprofil
wurde gezielt auf die unterschiedliche Expression der interessierenden Transkriptionsfaktoren

untersucht. Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse zweier Experimente.

Nach Transfer und Infektion wurden die Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen an
Tag flinf nach Transfer aus den Empfangermausen mittels Durchflusszytometrie isoliert
und die RNA gereinigt. Mit dieser mRNA wurde dann von unserem Kooperations-
partnern Dr. Hans-Joachim Mollenkopf und Karin Hahnke (Max-Plank-Institut fir
Infektionsbiologie, Berlin) mit einer DNA-Chip-Analyse eine globale Expressionsanalyse
durchgefiihrt und dann das Expressionsprofil zwischen Wildtyp und IRF4-defizienten
CD8 T-Zellen verglichen. Hierfiir wurden zunachst die mRNA-Proben in cDNA

umgeschrieben. Diese DNA-Proben wurden linear amplifiziert und mit unterschied-
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lichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Dann wurden die Proben an einen DNA-Chip
hybridisiert. Auf diesem Chip befanden sich Felder mit einer Bibliothek einzelstrangiger
DNA-Sonden. Fiir jedes dieser Felder wurde die Fluoreszenzstarke ermittelt. Banden
DNA-Proben der Wildtyp und IRF4-defizienten CD8 T-Zellen ergaben sich Mischfarben.
Nach einer Normalisierung der Signale konnten Rickschliisse auf differentiell
exprimierte Gene gewonnen werden. Das von unseren Kooperationspartnern erhaltene
Genexpressionsprofil wurde gezielt auf die unterschiedliche Expression der

Transkriptionsfaktorpaare untersucht (Abbildung 3.19) {Malone et al. 2011}.

Prdm1, die fiir das Protein BLIMP1 codierende mRNA, wurde ebenso wie Tbx21 (T-Bet)
und Id2 (ID2) in IRF4-defizienten CD8 T-Zellen deutlich reduziert exprimiert. Die
Expression dieser Transkriptionsfaktoren ist entscheidend fiir die Entwicklung zu
terminalen Effektorzellen. Bcl6 (BCL-6) wurde in IRF4-defizienten CD8 T-Zellen deutlich
erhoht exprimiert, wahrend die Expression von Eomes (EOMES) und Id3 (ID3) sich
nicht signifikant unterschied. Diese Faktoren sind unabdingbar zur Gedachtniszell-
formierung. Insgesamt zeigen diese Befunde, dass IRF4-defiziente CD8 T-Zellen auf
Grund ihrer reduzierten Expression von bendtigten Transkriptionsfaktoren keine
funktionalen Effektorzellen ausbilden konnen. Desweiteren ist auch die Entwicklung zu
Gedachtniszellen fraglich, da die Zellen zwar verstarkt BCL-6 exprimieren aber keine

veranderte Expression von ID3 und EOMES gegentiber Kontrollzellen zeigen.

84



4. Diskussion

Der Transkriptionsfaktor IRF4 ist als Schliisselregulator fiir die Differenzierung
verschiedener Zellen des adaptiven Immunsystems bekannt {Xu et al. 2012}. In der
vorliegenden Arbeit sollte die Rolle von IRF4 fiir die Differenzierung zytotoxischer

T-Zellen untersucht werden.
4.1 IRF4 reguliert die Differenzierung zu terminalen CD8 T-Effektorzellen

Die Klarung einer Listerieninfektion ist abhdngig von der funktionierenden
CD8 T-Zellantwort. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine eingeschrankte Eradikation
von Listerien durch IRF4-defiziente Mause festgestellt. Um zu beweisen, dass dieser
Defekt nicht auf dem IRF4-defizienten Umfeld beruhte wurden Wildtyp und IRF4-
defiziente CD8 T-Zellen in infizierte Mause ohne Lymphozyten transferiert. Mit diesem
Ansatz konnte gezeigt werden, dass die eingeschrankte Kldarung zu einem grofden Teil

auf einem IRF4-Defekt der CD8 T-Zellen beruhte {Pamer 2004}.

Die Effizienz der CD8 T-Zellantwort basiert auf verschiedenen Mechanismen. Zunachst
ist eine Expansion der Listerien-spezifischen T-Zellpopulation in der akuten Phase der
Infektion unabdingbar. Dies spiegelt sich normalerweise auch in einer Zunahme der
Gesamtzahl der CD8 T-Zellen wieder. In IRF4-defizienten Mausen war eine Expansion
der CD8 T-Zellpopulation nicht nachweisbar. Auch wurden in IRF4-defizienten Mausen
im Gegensatz zu den Wildtypmdusen nur sehr geringe Mengen von spezifischen
CD8 T-Zellen detektiert. Um die Proliferation der Zellen direkt untersuchen zu kénnen
wurden transgene Wildtyp und IRF4-defiziente CD8 T-Zellen kompetitiv in
Wildtypempfangermause transferiert. Diese transgenen Zellen erkannten Ovalbumin
aus dem verwendeten fiir Ovalbumin rekombinanten Listerienstamm, waren also alle
spezifische CD8 T-Zellen. Dieses Modell ermdoglichte den direkten Vergleich identisch
aktivierter Zellen im selben Umfeld. Nachdem fiir beide Populationen eine initiale
Expansion stattgefunden hatte, konnten die IRF4-defizienten Zellen diese Expansion
nicht aufrechterhalten. Dies beweist, dass die CD8 T-Zellen ein intrinsisches IRF4-Signal
zur Expansion benotigen. Die eingeschrankte Expansion kann verschiedene Ursachen
haben. Wichtige Eigenschaften von CD8 T-Zellen in der Effektorphase sind die
Proliferation und die Apoptoseneigung der Zellen. Die Untersuchung der transferierten
IRF4-defizienten CD8 T-Zellen zeigte im Vergleich zu den Kontrollzellen sowohl eine

stark eingeschrankte Proliferation, als auch eine geringere Apoptoseneigung. Der Grund
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der geringen Expansion scheint daher die reduzierte Proliferation der IRF4-defizienten

CD8 T-Zellen zu sein {Hogquist et al. 1994, Foulds et al. 2002, Williams 2007}.

Verschiedene Mechanismen kénnen die reduzierte Proliferation in Abwesenheit von
IRF4 erklaren. Eine Moglichkeit ist eine Exhaustion der CD8 T-Zellen. Die IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen wurden auf diesen Erschopfungszustand hin untersucht,
jedoch sprechen viele Befunde gegen diese Hypothese. Die Exhaustion geht mit der
Expression verschiedener Oberflichenmolekiile einher. Fiir die typischen Molekiile
PD-1, CTLA-4 und CD244 konnte keine erhohte Expression nachgewiesen werden.
Lediglich das Molekiil LAG-3 war leicht erhoht. Auch eine verstarkte Apoptoseneigung
wadre typisch fiir die erschopften T-Zellen, diese konnte wie zuvor besprochen nicht
festgestellt werden. Insgesamt ware die Exhaustion allerdings auch sehr untypisch fir
das akute Infektionsmodell der Listerieninfektion, da Zellen diesen Zustand
normalerweise im Rahmen einer chronischen Infektion erwerben. Fiir die Untersuchung
sollte daher ein chronisches Infektionsmodell, wie zum Beispiel die Infektion mit
bestimmten LCMV-Stammen, gewahlt werden. Eine weitere Erklarung fiir die
eingeschrankte Proliferation der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen konnte die fehlende
IL-2- und IL-2-Rezeptor-a (CD25)-Expression dieser Zellen sein. Die Stimulation der
T-Zellproliferation durch IL-2 ist fiir eine optimale Expansion in der akuten Phase der
Infektion unabdingbar. IL-2 kann sowohl durch CD4 T-Helferzellen als auch durch die
CD8 T-Zelle selber zur Verfiigung gestellt werden. Jedoch muss insbesondere im
Rahmen der Sekundirantwort eine intrinsische Stimulation der CD8 T-Zelle mit IL-2
erfolgen. Dieses Phidnomen wiirde auch die fehlende T-Zellproliferation im
Transfermodell erklaren, in dem IL-2 von Wildtyp CD4 T-Zellen vorhanden sein sollte

{Murphy et al. 2008, Feau et al. 2011, Wherry 2011}.

Letztendlich konnte das abweichende Verhalten der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen auf
eine Blockade der generellen Differenzierung oder eine spezifische Blockade der
Entwicklung zu terminalen Effektorzellen und folglich einer praferentiellen Entwicklung
zu einem anderen Differenzierungsstadium hindeuten. Terminale CD8 T-Effektorzellen
sind durch ihre Fahigkeit zur Produktion grofier Mengen von proinflammatorischen
Zytokinen und ihre Zytotoxizitat gekennzeichnet. Sowohl in IRF4-defizienten Mausen,
als auch im Transfermodell konnten nach Infektion nur wenige IRF4-defiziente
CD8 T-Zellen Zytokine wie IFN-y und TNF-a und das zytotoxische Molekiil Granzym B

produzieren. Es konnte auch gezeigt werden, dass weniger IFN-y pro Zelle produziert
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wurde und dass die Zytotoxizitidt der Zellen stark eingeschrankt war. Dies bedeutet, dass
die IRF4-Defizienz der CD8 T-Zellen sowohl die Zahl der generierten terminalen
Effektorzellen einschriankte, als auch deren Erwerb von Effektormechanismen

beeintrachtigte {Williams et al. 2007, Murphy et al. 2008, Kaech et al. 2012}.

IFN-y+TNF-a
TZR vV, v
/\KLRG1+ v Vvvv”__z IL-2R
CD62L- IL-2Ra
CD8
T-Zelle

% _ sl Proliferation

GzmB Q
+ Zytotoxizitat 87 Bcl-2
+ Apoptose

Abbildung 4.1 IRF4 steuert als Schliisselregulator Funktionen der CD8 T-Effektorzellen

Die Untersuchung von im Rahmen einer Listerieninfektion aktivierten CD8 T-Zellen zeigte eine klare Rolle
von IRF4 fiir die Differenzierung der Zellen zu terminalen Effektorzellen. So konnte nachgewiesen
werden, dass IRF4 direkt oder indirekt fiir entscheidende Merkmale von Effektorzellen wie Proliferation,
Apoptoseneigung, Zytotoxizitdt und Zytokinproduktion verantwortlich war. Auch war die Expression von
fiir Effektorzellen typischen Oberflichenmolekiilen, wie KLRG1 und CD62L, durch IRF4 beeinflusst. TZR =
T-Zellrezeptor, IL-2Ra = IL-2-Rezeptor-a, GzmB = Granzym B

Die verschiedenen Differenzierungsstadien von CD8 T-Zellen lassen sich mit Hilfe von
verschiedenen Oberflichenmolekiilen charakterisieren. Die vergleichende Analyse des
Expressionsprofils [RF4-defizienter CD8 T-Zellen mit Wildtypkontrollzellen sollte
Aufschluss tiber den Aktivierungszustand der Zellen liefern. Im naiven Zustand hatten
sowohl die CD8 T-Zellen aus kompletten Mausen, als auch die aus den TZR-transgenen
Mausen ein vergleichbares Expressionsprofil. Nach Infektion trat eine deutliche
Veranderung des Expressionsprofils beider T-Zellpopulationen auf. Eine grundsatzliche
Aktivierung der IRF4-defizienten CD8 T-Zellen wurde durch die verstarkte Expression
der Molekiile CD44, Ly6C und CXCR3 bestatigt. Terminale Effektorzellen sollten auch
eine Expression von NK-Rezeptoren wie KLRG1, NKG2D und CD244 aufweisen. CD62L
und CD27 sollten hingegen deutlich reduziert sein. Fiir IRF4-defiziente CD8 T-Zellen
konnte dieses Expressionsprofil im Gegensatz zu den Kontrollzellen nicht festgestellt
werden. Die Zellen waren negativ flir NK-Rezeptoren und behielten eine CD62L- und
CD27-Expression bei. In diesem fiir die akute Phase der Infektion ungewdhnlichen
Phanotyp ahneln die Zellen sowohl naiven CD8 T-Zellen, als auch Gedachtniszellen bzw.
deren Vorlaufern. Diese Beobachtungen beweisen, dass IRF4 als Schliisselregulator die

CD8 T-Effektorfunktionen steuert. Die Ergebnisse wurden in Abbildung 4.1 zusammen-
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gefasst {Kambayashi et al. 2001, Williams 2007, Murphy et al. 2008, Champsaur et al
2010, Kaech et al. 2012}.

4.3 IRF4 ist zur Generierung funktionaler Geddchtniszellen unabdingbar

Nach der akuten Phase der Infektion kommt es zur Kontraktion der CD8 T-Zell-
population und zur Gedachtnisformierung. Das heifdt, eine Population funktionaler,
antigenspezifischer T-Gedachtniszellen hat auch nach der Eradikation des Erregers noch
die Fahigkeit zu tberleben. Wahrend in Wildtypmdusen noch lange nach der Infektion
spezifische und Zytokin-produzierende CD8 T-Zellen nachweisbar waren, war in den
IRF4-defizienten Mausen der Anteil dieser CD8 T-Zellen auf dem Niveau naiver Mause.
Diese Daten sprechen gegen eine praferentielle Entwicklung von aktivierten IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen zu Gedachtniszellen, sie deuten sogar auf eine verminderte

Lebensdauer der CD8 T-Zellen hin {Pamer 2004, Williams 2007, Kaech et al. 2012}.

Um eine Population spezifischer CD8 T-Zellen untersuchen zu kénnen wurde auf ein
T-Zelltransfermodell in Maduse ohne Lymphozyten zuriickgegriffen. Auch in diesem
Modell zeigte sich eine geringere Akkumulation von IRF4-defizienten CD8 T-Zellen im
Vergleich zu Wildtypzellen. Die IRF4-defiziente Population war aber iiber lange Zeit
stabil. Im Unterschied zu den kompletten IRF4-defizienten Tieren, in denen Kkeine
Gedachtniszellen nachweisbar waren, konnten im Transfermodell sowohl das
Wildtypumfeld als auch die transferierten Wildtyp CD4 und CD8 T-Zellen die flir das
Uberleben notwendigen Signale liefern. Die Oberflichenmolekiile CD44 und CD62L
ermoglichen die Unterscheidung von Effektorgedachtniszellen und zentralen
Gedéachtniszellen. Wahrend Effektorgedachtniszellen nur fiir CD44 positiv sind, sind
zentrale Gedachtniszellen doppeltpositiv. Im Transfermodell hatten die meisten IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen von der Frithphase der Infektion an einen doppeltpositiven
Phanotyp und dhnelten demnach zentralen Gedachtniszellen. Nach Sekundarinfektion
verloren IRF4-defiziente CD8 T-Zellen interessanterweise die CD62L-Expression, ein
Hinweis auf die reguldare Differenzierung der Gedachtniszellen zu Effektorzellen.
Trotzdem waren die Proliferation und die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen von IRF4-defizienten CD8 T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen
deutlich eingeschrankt. Insgesamt bedeuten diese Ergebnisse, dass IRF4 fir die
Entstehung von funktionalen CD8 T-Gedachtniszellen notwendig ist. Zusatzlich ist IRF4

wahrend der akuten Sekundarantwort, vergleichbar zur akuten Primarantwort,
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entscheidend fiir die Ausbildung von Effektorfunktionen der CD8 T-Zellen {Williams
2007, Kaech et al. 2012}.

4.4 IRF4 als Schliisselregulator der CD8 T-Zelldifferenzierung

Der bisher potenteste in CD8 T-Zellen beschriebene Stimulus fiir die IRF4-Expression ist
die TZR-Stimulation. Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.
Jedoch kénnen auch andere Signale wie z.B. proinflammatorische Zytokine die IRF4-
Expression in CD8 T-Zellen beeinflussen. Fiir IL-21 {Josephine Ritter und Dr. Magdalena
Huber, nicht veroffentlichte Beobachtungen} und IL-12 konnte eine Verstirkung der
Expression nachgewiesen werden. Diese Befunde deuten auf eine Amplifikation der
IRF4-Expression durch Signale im Rahmen der andauernden Infektion hin.
Moglicherweise kann uber diese Signale auch eine IRF4-Expression unabhidngig vom
TZR aufrechterhalten werden. In dem in Abbildung 4.2 dargestellten Modell sind die
Auswirkung dieser Signale auf die von IRF4 abhdngige Differenzierung zu terminalen

Effektorzellen und Gedachtniszellen aufgefiihrt {Matsuyama et al. 1995, Xu et al. 2012}.

Blockade der
Gedachtniszellentwicklung

BLIMP1 T-Bet
\ 4
cD8
T-Zelle
Y

Entwicklung terminaler Effektorzellen

Abbildung 4.2 IRF4 steuert als Schliisselregulator die Differenzierung von CD8 T-Zellen

Die IRF4-Expression wird durch den T-Zellrezeptor (TZR) induziert und kann durch IL-12 und IL-21
amplifiziert werden. IRF4 hat dann einen positiven Effekt auf die Expression der die Entwicklung
terminaler CD8 T-Effektorzellen unterstiitzenden Transkriptionsfaktoren BLIMP1, ID2 und T-Bet. Im
Gegensatz dazu hemmt IRF4 die Induktion des Transkriptionsfaktors BCL-6, welcher die
Gedachtnisformierung unterstiitzt.
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Verschiedene Transkriptionsfaktoren regulieren die Differenzierung zu CD8 T-Effektor-
und Gedachtniszellen. Fur IRF4 ist eine direkte oder indirekte Wirkung auf mehrere
dieser Faktoren in B-Zellen oder T-Helferzellen bereits beschrieben. Die Untersuchung
der Expression dieser auch fiir die CD8 T-Zelldifferenzierung entscheidenden
Transkriptionsfaktoren lieferte Erklarungen fiir die abweichende Differenzierung IRF4-
defizienter CD8 T-Zellen. So konnte in einem kompetitiven Transfermodell in Mause
ohne Lymphozyten ein positiver Effekt von IRF4 auf die Expression der die Entwicklung
terminaler Effektorzellen unterstiitzenden Transkriptionsfaktoren BLIMP1, ID2 und
T-Bet beobachtet werden. Im Gegensatz dazu scheint IRF4 die Induktion des
Transkriptionsfaktors BCL-6, welcher die Gedachtnisformierung unterstiitzt, zu

hemmen {Kaech et al. 2012, Xu et al. 2012}.

Unveroffentlichte Daten unserer Kooperationspartner Josephine Ritter und Dr. Magda-
lena Huber (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushygiene, Marburg)
zeigen eine Induktion der BLIMP1-Expression durch IRF4 und die direkte Bindung von
IRF4 an ein IL-21-Response-Element im Promotor des fiir BLIMP1 kodierenden Prdm1-
Gens. Die IL-21-Signaltransduktion verlauft hauptsachlich iber den STAT3-Signalweg.
Die STAT3-Expression wird zwar nicht durch IRF4 beeinflusst, in T-Helferzellen wurde
aber eine Kooperation von STAT3 und IRF4 am Promotor des Prdm1-Gens beschrieben.
Daher ist auch in CD8 T-Zellen eine Kooperation der Transkriptionsfaktoren an diesem
Promotor wahrscheinlich. Die entscheidende Rolle von IRF4 fiir die BLIMP1-Expression
wird weiterhin durch die Beobachtung untermauert, dass nach einer Aktivierung im
Rahmen einer Infektion der Phinotyp IRF4-defizienter CD8 T-Zellen viele Uberschnei-
dungen mit dem BLIMP1-defizienter CD8 T-Zellen aufweist. BLIMP1-defiziente
CD8 T-Zellen konnen ebenfalls nicht zu funktionalen terminalen Effektorzellen
differenzieren und exprimieren wie IRF4-defiziente CD8 T-Zellen kein KLRG1 und
Granzym B. BLIMP1-defiziente CD8 T-Zellen entwickeln sich bevorzugt zu Gedachtnis-
zellvorlaufern und letztendlich zu funktional eingeschrankten Gedachtniszellen. IRF4-
defiziente CD8 T-Zellen, dhneln vom Expressionsprofil ebenfalls Gedachtniszellen,
bilden letztendlich jedoch auch keine voll funktionalen Gedachtniszellen. Weiterhin
produzieren IRF4-defiziente CD8 T-Zellen, im Gegensatz zu BLIMP1-defizienten, nur
sehr wenig IL-2. Dies deutet darauf hin, dass IRF4 weitere Mechanismen unabhangig

von der BLIMP1-Expression kontrolliert {Kallies et al. 2009, Kwon et al 2009,
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Rutishauser et al. 2009, Kaech et al. 2012, Josephine Ritter und Dr. Magdalena Huber,

nicht veroffentlichte Beobachtungen}.

T-Bet-defiziente CD8 T-Zellen konnen sich nicht zu KLRG1-positiven terminalen
Effektorzellen entwickeln, hingegen wird eine Entwicklung zu Gedachtnisvorlaufern
gefordert. Hier zeigt sich, wie fiir BLIMP1-defiziente CD8 T-Zellen, eine Parallele zu
IRF4-defizienten T-Zellen. Es ist bekannt, dass die T-Bet-Expression direkt durch den
T-Zellrezeptor induziert und dann durch proinflammatorische Signale wie IL-12
amplifiziert wird. In dieser Arbeit wurde ein additiver Effekt von IRF4 und IL-12 auf die
T-Bet-Expression beobachtet. Dies konnte darauf hindeuten, dass zumindest ein Teil der
TZR-abhdngigen T-Bet-Expression von IRF4 vermittelt wird. Der Einfluss von IRF4 auf
die T-Bet-Expression ist ein weiterer Mechanismus iiber den IRF4 die Differenzierung
zu terminalen Effektorzellen induziert {Intlekofer et al. 2007, Joshi et al. 2007, Kaech et
al. 2012}.

ID2 ist ein Transkriptionsfaktor, der fiir das Uberleben im Ubergang von naiven zu
CD8 T-Effektorzellen mitverantwortlich zu sein scheint und besonders stark in KLRG1-
positiven terminalen Effektorzellen exprimiert wird. Dies korreliert gut mit der
Beobachtung, dass IRF4 die ID2-Expression im Rahmen der Infektion positiv beeinflusst.
[IRF4 konnte auch iiber diesen Mechanismus die Entwicklung zu terminalen Effektor-

zellen fordern {Canarille et al. 2006, Yang et al. 2011, Kaech et al. 2012}.

In IRF4-defizienten CD8 T-Zellen wurde eine héhere BCL-6 Expression festgestellt, dies
deutet auf eine Hemmung der Induktion dieses Transkriptionsfaktors, welcher die
Gedachtnisformierung unterstiitzt, durch IRF4 hin. Die Hemmung kann durch
verschiedene Mechanismen erklart werden. Wahrscheinlich ist in jedem Fall eine
Hemmung der BCL-6-Expression durch BLIMP1, welches von IRF4 induziert wird. Denn
BLIMP1-defiziente weisen wie IRF4-defiziente CD8 T-Zellen erhohte BCL-6-Level auf.
Weiterhin findet vermutlich eine zusatzliche Hemmung durch das durch IRF4 induzierte
T-Bet statt, dass mit dem verbleibenden BCL-6 Komplexe bilden kann. Eine direkte
Wirkung von IRF4 auf die BCL-6 Expression ist ebenfalls moglich {Kallies et al. 2009,
Oestreich et al. 2011, Kaech et al. 2012, Oestreich et al. 2012}.

In unseren Analysen konnte keine erhohte Expression der die Gedachtnisformierung
unterstutzenden Gegenspieler von T-Bet und ID2, namlich EOMES und ID3, in IRF4-

defizienten CD8 T-Zellen beobachtet werden. Eine gesteigerte Expression dieser
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Transkriptionsfaktoren wurde aber von unseren Kooperationspartner Josephine Ritter
und Dr. Magdalena Huber (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaus-
hygiene, Marburg) in einem abgewandelten Transfermodell beobachtet. Diese Analysen
fanden dort nach einem Einzeltransfer von T-Zellen in Wildtypmaduse statt. Die
abweichenden Ergebnisse konnten darauf zuriickzufiihren sein, dass eventuell eine
Kompensation durch die Wildtyp CD8 T-Zellen im kompetitiven Modell stattgefunden
hat. Zusatzlich konnten speziell in lymphopenischen Mdusen auftretende Mechanismen
zu diesen Abweichungen fiihren. Fiir EOMES ist eine Induktion durch IL-2 und fiir ID3
eine Hemmung durch BLIMP1 beschrieben. Da diese Faktoren bei IRF4-Defizienz
beeinflusst sind, ware eine abweichende Expression von EOMES und ID3 eine logische
Konsequenz. Zudem wurde im Rahmen dieser Arbeit in in vitro-Versuchen eine IRF4-
abhdngige Hemmung der EOMES-Expression in CD8 T-Zellen festgestellt. Trotz der in
dieser Arbeit und durch unsere Kooperationspartner nachgewiesenen erhdhten
Expression von die Gedadchtnisformierung fordernden Transkriptionsfaktoren in IRF4-
defizienten CD8 T-Zellen war keine vollstindige und funktionale Gedachtnisbildung
moglich. Dies deutet darauf hin, dass weitere essentielle Faktoren von IRF4 abhdngig
sein miissen {Pipkin et al. 2010, Ji et al. 2011, Kaech et al. 2012, Josephine Ritter und
Dr. Magdalena Huber, nicht veréffentlichte Beobachtungen}.

Kirzlich wurde postuliert, dass die Kooperation von IRF4 mit Transkriptionsfaktoren
der AP-1-Familie eine Art Tiroffner fiir die Expression der fiir die Differenzierung
adaptiver Immunzellen entscheidenden Transkriptionsfaktoren ist. So ist die
Kooperation der Transkriptionsfaktoren BATF und IRF4 an AICE-Elementen ein
entscheidender Schritt bei der Differenzierung von B-Zellen und T-Helferzellen. Die
Kooperation der Faktoren erscheint auch im Fall von CD8 T-Zellen sehr wahrscheinlich,
da BATF-defiziente CD8 T-Zellen nach Immunisierung einen sehr dhnlichen Phanotyp
wie IRF4-defiziente CD8 T-Zellen aufweisen. So werden deutlich weniger BATF-
defiziente spezifische CD8 T-Zellen als Wildtypkontrollzellen gebildet. Auch die
Expression von Effektormolekiilen, wie Granzym B und IFN-y, und des Transkriptions-
faktors T-Bet war vergleichbar zur IRF4-Defizienz deutlich eingeschrankt {Kuroda et al.

2011, Ciofani et al. 2012, Glasmacher et al. 2012, Li et al. 2012, Martinez et al. 2012}.

Zusammenfassend sprechen diese Befunde eindeutig fiir die Rolle von IRF4 als
Schliisselregulator der CD8 T-Zelldifferenzierung. IRF4 kann auf Grund der vorliegenden

Erkenntnisse als einer der zentralen Regulatoren der Differenzierung aller adaptiven
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Immunzellen angesehen werden. In einem allen adaptiven Immunzellen gemeinsamen
Mechanismus kann fiir IRF4 eine essentielle Rolle in der Steuerung der Effektor- bzw.

Plasmazellreifung und Gedachtniszellentwicklung angenommen werden.
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6. Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

AICE AP-1-IRF composite elements

AP-1 activator protein 1

APC Antigenprasentierende Zelle

BATF B cell activating transcription factor
BCL B cell ymphoma

BLIMP1 B lymphocyte activation protein 1
BSA Bovines Serumalbumin
BrdU Bromdesoxyuridin

CFDA-SE Carboxyfluoreszein-Diacetat-Succinimidyl Ester

CFSE Carboxyfluoreszein-Succinimidyl Ester
CFU colony forming units

DC dendritische Zelle

DMSO Dimethylsulfoxid

EICE Ets-IRF composite elements

EOMES Eomesodermin

Ets E-twenty six

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS fluorescence activated cell sorting

FITC Fluorescein

FCS Fetales Kédlberserum

FLICA fluorescent labeled inhibitor of caspases
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FSC

FoxP3

GzmB

ID

IAD

IFN

Inl

IL

IRF

ISRE

ITAM

JAK

KLRG1

KM

LAG-3

LCMV

LK

LLO

Lm

MHC

MFI

mTOR

NFAT

forward scatter

Forkhead-Box Protein 3

Granzym B

Inhibitor of DNA binding
IRF-Assoziations-Domane

Interferon

Internalin

Interleukin

interferon regulatory factor
IFN-stimulated response element
immunoreceptor tyrosine-based activation motif
Januskinase

killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1
Knochenmark

lymphocyte activation gene 3
Lymphozytares Choriomeningitis Virus
Lymphknoten

Listeriolysin O

Listeria monocytogenes

major histocompatibility complex
mittlere Fluoreszenzintensitat
mammalian activator of rapamycin

nuclear factor of activated T-cells)
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NFkBk nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

NK natirliche Killerzelle

PCR Polymerase Kettenreaktion
PD-1 programmed death 1

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat
PBS Phosphate buffered saline

p.L. post Infektion

PI Primarinfektion

RAG1 recombination activation gene 1
RPMI Roswell Park Memorial Institut
SI Sekundarinfektion

SOCS supressor of cytokine signalling
SSC side scatter

STAT Signal transducer and activator of transcription
SZ Spenderzellen

T-Bet T-Box transcription factor Thx21
Th T-Helferzellen

Tem T-Effektorgedachtniszellen

Tem zentrale T-Gedachtniszellen
Treg regulatorische T-Zellen

TSB tryptic soy broth

TZR T-Zellrezeptor

WT Wildtyp
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