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,Der unermelllich reichen, stets sich erneuernden Natur gegentiber wird der Mensch, soweit
er auch in der wissenschaftlichen Erkenntnis fortgeschritten sein mag, immer das sich
wundernde Kind bleiben und muR sich stets auf neue Uberraschungen gefasst machen.*

- Max Planck
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Einleitung

1.1. Zelldifferenzierung und der Notch Signalweg

Der Aufbau mehrzelliger Organismen setzt eine strenge Koordination von Signalwegen
voraus, die es dem Organismus erlaubt die Entwicklung der Keimblatter bei der frihen
Embryogenese zu regulieren [1]. Die verschiedenen Keimblatter werden als Endo-, Meso-
und Ektoderm bezeichnet. Einer der essentiellen Signalwege fiir die Steuerung dieses
Prozesses ist der Notch Signalweg (Abb. 1). Der Signalweg sorgt flr eine periodische
Taktung der Genexpression entlang der anterior-posterior verlaufenden Achse des Embryos,

wodurch die Bildung der Somiten aus dem Mesoderm gesteuert wird [2].
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Abbildung 1

Der Notch Signalweg am Beispiel der Interaktion zwischen DLL-4 und Notch3. (1) Der
Notch-Ligand DLL-4 bindet extrazellular an den Notch3 Rezeptor. (2) Daraufhin kommt es zu
einer proteolytischen Abspaltung des extrazellularen Teils des Notch Rezeptors durch das
Enzym Adam 10 (a disintegrin and metallopeptidase domain 10). (3) Im n&chsten Schritt wird
die intrazelluldare Doméane des Notch Rezeptors (N3IZD) durch den Enzymkomplex
y-Secretase vom transmembralen Teil abgespalten und ins Zytosol entlassen. (4) Schliel3lich
kommt es zur Translokation von N3IZD in den Nukleus. Dort bindet N3IZD an RBPJk
(recombination signal binding protein for immunglobulin kappa J region), wodurch die
Transkription, von Beispielsweise Hes-1 (hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)),
induziert wird.
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Neben der Embryonalgenese spielt der Notch Signalweg eine weitreichende Rolle wahrend
der Entwicklung unterschiedlicher Zellen und Organe. Dazu gehoéren beispielsweise Zellen
des zentralen Nervensystems [3], des Herzens [4], des Pankreas [5], des Darms [6], der
Knochen [7], und Zellen des Immunsystems [8, 9]. Daher fihrt eine Fehlregulation oder gar
der Verlust des Signalweges zu schwerwiegenden Schaden des Organismus. Diese
Schaden kénnen sowohl wahrend der Entwicklung, als auch im Erwachsenenalter auftreten,
da gezeigt werden konnte, dass der Notch Signalweg auch fiir die Homoostase von Zellen in
etlichen Organen mitverantwortlich ist. Des Weiteren ist Notch als Onkogen in einer Vielzahl
von Krebserkrankungen beschrieben [10, 11]. In Studien an Krebszellen, basierend auf
genomweiten Expressions- und Chromatin-Immunprazipitations-Analysen (ChlP), konnte
gezeigt werden, dass der Notch Signalweg an der Regulation einer Vielzahl von Genen
beteiligt ist [12, 13]. In dieser Arbeit wird exklusiv die Rolle des Notch Signalweges in
T-Helfer-Zellen, die einen wichtigen Bestandteil des Immunsystems darstellen, betrachtet.
Um die verschiedenen Aspekte des Notch Signalweges, innerhalb des Immunsystems,

verstehen zu kdnnen, muss zunachst der Signalweg (Abb. 1) eingehender erlautert werden.

Der urspringlich in Fruchtfliegen (Drosophila Melanogaster) identifizierte Notch Signalweg,
ist ein evolutionar konserviertes Zell-Zell-Kommunikationssystem [14]. Wie in Abbildung 1 zu
sehen ist, wird er durch die Interaktion zwischen dem Notch Rezeptor (Notch) und einem
Notch-Liganden (Abb. 1, DLL-4) eingeleitet. S&ugetiere besitzen, im Gegensatz zu
Drosophila Melanogaster, vier Notch Rezeptoren (Notch 1-4), diese kénnen Uber funf
verschiedene Liganden, der Jagged- (Jag-1 und Jag-2), und Delta-like-Familie (DLL-1,
DLL-3 und DLL-4), aktiviert werden. Die biochemischen Grundlagen des kanonischen Notch
Signalweges [11] sind zwar relativ simpel, dennoch tragt die Aktivierung zu einer enormen
Diversitat der zellularen Genexpression bei, die maRgeblich durch, sich in der Umgebung
befindliche, Stimuli beeinflusst wird [10]. Darlber hinaus sind nicht-kanonische Notch
Signalwege beschrieben, die unabhangig von RBPJk (Abb. 1) funktionieren. Die
nicht-kanonische Signalgebung kann in Abwesenheit der Spaltung des Rezeptors, oder
durch Wechselwirkung mit anderen Signalwegen (NFkB, TGF-3, Hypoxie induzierte Signale)
auftreten [15-17]. In dieser Arbeit wurde vor allem die Auswirkung des kanonischen Notch
Signalweges betrachtet. Hierzu wurde die intrazellulare Doméane von Notch3 (N3IZD) mittels
retroviraler Uberexpression in die Zellen eingebracht. Das verwendete retrovirale Plasmid
kodiert neben N3IZD auch fiir ein fluoreszierendes Protein (GFP - grin fluoreszierendes
Protein), sodass selektiv Zellen betrachtet werden kénnen, in denen der Notch Signalweg
aktiviert ist (Kapitel 2.3 und 2.4). Somit wird eine Liganden-unabhangige Aktivierung des
Notch 3 Signals erreicht. Bevor die Funktionen des Notch Signalweges im Immunsystem

(Kapitel 1.4) eingehender erklart werden kdnnen, muissen zunachst der Aufbau und die
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Funktionsweise des angeborenen (Kapitel 1.2) und adaptiven Immunsystems (Kapitel 1.3)

eingehender erlautert werden.
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1.2. Einleitung einer Immunantwort — Das Angeborene Immunsystem

Der Organismus von Saugetieren befindet sich in stetigem Kontakt mit einer Vielzahl
verschiedener Mikroorganismen. Hierbei werden vier Gruppen pathogener Mikroorganismen
unterschieden: Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten. Das Immunsystem ist in der Lage
spezifisch auf die verschiedenen Erreger zu antworten. Damit es Uberhaupt zu einer Antwort
durch den Organismus auf das Pathogen kommt, missen die Krankheitserreger zunachst
die Barriere der Haut, bzw. der Schleimhédute, Uberwinden. Die Oberflachenstruktur, bzw.
Enzyme auf der Oberflache, verhindern die Anheftung von Mikroorganismen, oder wirken
direkt antimikrobiell. Gelingt es einem Pathogen dennoch diese Barrieren zu passieren, so
trifft es auf einen weiteren Abwehrmechanismus, namlich das angeborene und adaptive
Immunsystem. Vermittelt wird diese Abwehr durch Leukozyten, die sich aus Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems zusammensetzen. In erster Instanz reagiert das
angeborene Immunsystem. Dieses ist dazu fahig Krankheitserreger schon innerhalb der
ersten paar Stunden nach Kontakt mit dem Organismus zu eliminieren. Diese Art der
Infektion verlauft meist unbemerkt. Wird der Erreger nicht beseitigt so kommt es zu einer
lokalen Infektion, die zur Aussendung verschiedener Botenstoffe fuhrt, wodurch weitere
Effektor Mechanismen des angeborenen Immunsystems aktiviert werden. Dazu gehdren das
Komplementsystem, Mastzellen, Basophile, Eosinophile und phagozytierende Zellen, wie
Makrophagen und NK-Zellen. NK-Zellen haben zu dem die Aufgabe, krankhaft veranderte
Zellen, die fur die Entstehung von Tumoren verantwortlich sind, zu erkennen und zu
beseitigen. Das angeborene Immunsystem registriert wiederkehrende Strukturen von
Krankheitserregern, die als pathogen assoziierte molekulare Muster bezeichnet werden
(PAMP: pathogen-associated molecular pattern). Somit kann das angeborene Immunsystem
die Art des Erregers identifizieren und dementsprechend viren-, bakterien-, pilz-, bzw.
parasiten-spezifisch reagieren. Die Erkennung erfolgt Uber  verschiedene
Mustererkennungsrezeptoren (PRR: pattern-recognition receptor). Die Funktionen des

angeborenen Immunsystems sind schematisch in Abbildung 2 dargestellt [18, 19].
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Abbildung 2

Einleitung einer Immunantwort: Die Wiederkehrenden Strukturmerkmale von Bakterien,
Viren, Pilzen und Parasiten werden uUber Mustererkennungsrezeptoren vom angeborenen
Immunsystem identifiziert, woraufhin diese Zellen aktiviert werden.

Erst wenn es dem Pathogen gelingt der Beseitigung durch diese Komponenten des
angeborenen Immunsystems zu entgehen wird eine adaptive Immunantwort eingeleitet.
Diese zeichnet sich dadurch aus, dass sie nicht nur zwischen den verschiedenen

Erregerarten unterscheidet, sondern spezifisch auf ein Pathogen reagieren kann.
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1.3. Das Adaptive Imnmunsystem — Aufbau und Entwicklung

Die spezifische Erkennung eines Pathogen erfolgt durch B- und T-Lymphozyten des
adaptiven Immunsystems. B-Zellen sezernieren Antikorper, die in der Lage sind I6sliche
Antigene zu binden und =zu eliminieren, man bezeichnet dies auch als humorale
Immunantwort. T-Zellen sind fir die zellulare Immunantwort verantwortlich, sie werden
eingeteilt in CD4" und CD8" Zellen. CD4" T-Zellen werden als T-Helfer-Zellen bezeichnet, sie
sind maRgeblich fir die Regulation der adaptiven Immunantwort gegen die verschiedenen
Arten von Pathogenen zustandig. Die weitere Aufspaltung in unterschiedliche CD4" T-Helfer
Subtypen wird spater genauer erklart. CD8" T-Zellen sind die sogenannten zytotoxischen
T-Zellen. Zum einen eliminieren sie Zellen, die von intrazellularen Pathogen befallen sind,
wie beispielsweise Viren, zum anderen sind sie fiur die Beseitigung von malignen Zellen
zustandig, und beugen so der Tumorentstehung im Organismus vor. B-Zellen und T-Zellen
entstammen beide hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks. Sowohl in ihrer
Entwicklung, als auch in der Erkennung des Antigens unterscheiden sich B- und

T-Lymphozyten erheblich voneinander [20].

1.3.1. B-Zellen

B-Lymphozyten durchlaufen mehrere Vorlauferstadien im Knochenmark bevor sie als unreife
B-Zellen dieses verlassen und weiter in die Milz wandern. Hier reifen sie zu Follikularen-,
Marginalzonen-, oder B-1-B-Zellen heran. Die grolRe Rezeptorvielfalt der B-Zellen entsteht
wahrend der frihen Entwicklung. Durch die beiden Rekombinationsenzyme RAG1 und
RAG2 (recombination activating gene 1/2) werden die VDJ Genregionen, die fur den
B-Zell-Rezeptor codieren, umgeordnet, womit eine hohe Rezeptorvielfalt gewahrleistet wird.
Nach Abschluss der Genrekombination wird auf der reifen B-Zelle ein einmaliger
B-Zell-Rezeptor exprimiert. Dieser ist im Stande direkt an das Pathogen zu binden. Durch
diese Bindung kommt es zur Expansion der B-Zelle und im Zuge dessen zur sogenannten
Somatischen Hypermutation. Bei der Somatischen Hypermutation werden durch das Enzym
AICDA (activation-induced cytidine deaminase) zufédllige Mutationen in das
rezeptorcodierende Gen eingefiigt, was zu einer héheren Affinitat des Antikérpers gegeniber
seinem Antigen fuhren kann. B-Zellen mit hoher Affinitdt des Rezeptors zu dem Antigen
werden daraufhin positiv selektiert und reifen weiter zu Antikérper sezernierenden
Gedachtnis-B-Zellen, oder Plasma-Zellen. Die Ausschittung hochaffinen Antikorper ist
zentraler Bestandteil der humoralen Immunantwort. Ferner gehéren Gedachtnis-B-Zellen
und Plasma-Zellen zu den langlebigen Lymphozyten, die es dem Organismus ermdglichen
sehr schnell und effektiv auf das von ihnen erkannte Pathogen, im Falle einer erneuten

Infektion, zu reagieren. Diese Zellen sind wichtige Bestandteile des Immunologischen
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Gedachtnisses, die es dem Organismus ermdglichen einen lebenslangen Schutz, vor bereits

bekdmpften Krankheitserregern, aufzubauen [21].

1.3.2. T-Zell-Entwicklung: Knochenmark, Thymus und Peripherie

Auch T-Zellen entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks, allerdings
werden dort nur Vorlaufer gebildet, die anschlieRend in den Thymus wandern, wo es zur
eigentlichen Entwicklung der T-Zellen kommt. Die in den Cortex des Thymus einwandernden
Vorlauferzellen tragen noch keinen T-Zell-Rezeptor (TZR) und auch keinen der
kostimulatorischen Oberflachenrezeptoren CD4, oder CD8. Sie werden daher als Doppelt
negativ bezeichnet (DN). Die Zellen durchlaufen vier doppelnegative Stadien in denen eine
positive Selektion der Thymozyten erfolgt. Selektiert werden Thymozyten, die in der Lage
sind MHC I, oder MHC Il Molekile (MHC: major histocompatibility complex) auf anderen
Zellen zu erkennen. Auf diese Weise werden ca. 10 % der Zellen ausgewahlt, die in der
Folge einen pra-TZR tragen und entweder zu af3-, oder y&-T-Zellen werden. Dies geschieht
beim Ubergang von Stadium DN3 zu DN4 der doppeltnegativen Thymozyten. Der Grofteil
der Zellen (90 %) geht bei der positiven Selektion in die Apoptose Uber. Die positiv
selektierten Thymozyten befinden sich kurzweilig im Stadium intermediar unreifer
einzelpositiver CD8"CD4-Zellen, bevor die pra-TZR tragenden Zellen zu Doppeltpositiven
(DP) Thymozyten werden. Die DP-Thymozyten migrieren, entlang von sich im Cortex des
Thymus befindlichen Epithelzellen, wieder aus dem Cortex hinaus, bevor sie als CD4-, oder
CD8-positive Zellen in die Medulla eintreten. An dieser Stelle wird die zentrale Toleranz
ausgebildet. Thymozyten, die zu stark durch Autoantigene aktiviert werden erfahren negative
Selektion, indem sie durch Induktion von Apoptose eliminiert werden. Hierfir werden
korpereigene Antigene auf MHC |- und MHC II-Molekilen den einzelpositiven Thymozyten
prasentiert und schlieRlich die Thymozyten ausgewahlt, die nur sehr schwach mit diesen
MHC-Peptid-Komplexen interagieren und durch diese Interaktion nicht aktiviert werden. Ein
Schlusselfaktor der T-Zell-Entwicklung innerhalb des Thymus ist der Notch Signalweg
(Abb. 1), der, vermittelt Uber Zell-Zell-Kontakt, maf3geblich fur die Bildung funktionierender
T-Zellen mitverantwortlich ist [22]. Die Thymozyten, die diese Selektionsprozesse
durchlaufen haben, werden in der Folge als naive T-Zellen in die Peripherie entlassen. Dort
findet die eigentliche Immunreaktion statt.

Die Initiation der Immunantwort erfolgt durch Aufnahme von Fragmenten des Pathogen
durch dendritische Zellen, die darauf hin zu den drainierenden Lymphknoten wandern. Die
aufgenommenen Fragmente werden prozessiert und auf MHC-II-Rezeptoren geladen, die

dann in den drainierenden Lymphknoten naiven T-Zellen prasentiert werden [23-25].
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1.3.3. T-Helfer-Zellen

T-Helfer-Zellen sind von zentraler Bedeutung flr das adaptive Immunsystem. Sie erkennen
Fragmente von Pathogenen, die ihnen von antigenprasentierenden Zellen (APZ) auf
MHC-II-Molekulen in der Peripherie prasentiert werden, wodurch es zur Aktivierung der

naiven T-Helfer-Zelle kommt.

Abbildung 3
J APZ Einleitung der adaptiven Immunantwort durch
die Interaktion einer antigenprasentierenden
M -/ Zelle (APZ) und einer naiven T-Helfer-Zelle.

Wie bereits erwdhnt ist die adaptive
~ Immunantwort spezifisch fir den jeweiligen
Erreger, der sie auslost. Um naive T-Zellen
bestméglich auf die Bekdmpfung des
Pathogenes vorzubereiten, fir das sie
spezifische sind, kommt es im Zuge der
Aktivierung auch zu einer Polarisierung der
T-Helfer-Zelle durch die APZ. Die Polarisierung

fl \ erfolgt vor allem durch Ausschittung von

| Zytokinen (Botenstoffen) der
\ antigenprasentierenden Zelle. Die folgende
4 Abbildung zeigt die unterschiedlichen Effektor
g — T-Helfer-Zellen, die zur Differenzierung nétigen
- Zytokine und die Art der Pathogene, die von

Naive

T-Zelle

den jeweiligen Zellen bek&mpft werden.
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Abbildung 4

Naive T-Helfer-Zellen differenzieren zu verschiedenen Effektor T-Zellen, sogenannten
T-Helfer-Subsets. Je nach Herkunft des Antigens, das von der APZ prasentiert wird, schittet
diese Zytokine aus, die wiederum die naive T-Zelle zu einem Subset differenziert, das das
Pathogen, von dem das Antigen stammt, bekdmpfen kann.

Fur die effektive Bekampfung, unterschiedlicher Pathogene, ist eine strenge Regulation der
Immunantwort unabdingbar. Mogliche Folgen einer Dysregulation des Immunsystems sind in
Abbildung 4 (rot) aufgelistet. So kann es, neben der erwinschten Immunantwort gegen die
verschiedenen Krankheitserreger, auch zu unerwinschten Folgen, wie Autoimmunitat,
chronischen Entzindungen, Asthma, und/oder Allergien, kommen. Das Immunsystem hat

eine Reihe von Mechanismen entwickelt, um die kdrpereigene Abwehr zu regulieren [26-29].
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1.3.4. Regulation der adaptiven T-Zell-vermittelten Immunantwort

Das Immunsystem bietet verschiedene Moglichkeiten, die eigene Immunantwort zu
regulieren. So kénnen zum Beispiel durch zell-intrinsische Mechanismen selbstreaktive
T-Zellen eliminiert werden. Dies geschieht einerseits, durch Apoptose, wahrend der
Entwicklung im Thymus. Andererseits durch chronische Aktivierung in der Peripherie, was
zur Anergie der Zellen fuhrt. Dadurch wird eine fehlgeleitete Immunreaktion bereits vor ihrem
Einsetzen unterbunden. Des Weiteren verfigt das Immunsystem Uber spezielle
regulatorische T Zellen, die die Immunantwort kontrollieren und somit eine pathologische
Immunreaktion verhindern. Diese Art der Regulation ist vor allem fir bereits laufende
Immunreaktionen von Bedeutung. Mechanistisch geschieht dies Uber Zell-Zell-Kontakt,
Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine, Entziehung proliferationsférdernder Zytokine
und/oder Modulation der Aktivierung antigenprasentierender Zellen. Das anti-

inflammatorische Zytokin IL-10 (Abb. 5) spielt hierbei eine zentrale Rolle [30].

APZ

-~ N
7 \ 1
7
;. TR ‘\\/' 7§
Ry
p - \ MHCII
/ S
I’ | L L IL-10
b 4 hA
' Foxp3 | 3
: '/)‘ X ' TGFp | 004'
\ \ ‘\‘r“\ﬁ 7 1 |
\ nTregs 2R > ‘
. IL-2R *_DNA
N > IL-2 N
\\ . Naive
S - T-Zelle
T~~--__1____| Effektor T-Zellen
Abbildung 5

Regulation der T-Zell-Antwort am Beispiel naturlicher Regulatorischer T-Zellen (nTregs). (1)
Regulation durch direkten Kontakt der antigenprasentierenden Zelle, oder der zu
aktivierenden naiven T-Zelle. Die Ausschuttung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10
spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation von Immunantworten. IL-10 vermindert die
Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen (2), sowie die Reaktionsempfindlichkeit
naiver T-Zellen. (4) Des Weiteren supprimiert IL-10 Effektor Zellen des angeborenen, und
adaptiven Immunsystems. (5) Aullerdem verfiigen nTregs Uber einen hoch-affinen IL-2
Rezeptor, mit dem sie, dass von T-Zellen ausgeschuttete IL-2, diesen entziehen, und somit
deren Proliferation hemmen.
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Das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 reguliert nicht nur Zellen des Immunsystems,
sondern wirkt auch protektiv auf Zellen des entziindeten Gewebes. Neben den natlrlichen
Regulatorischen T-Zellen sind mittlerweile auch diverse andere Quellen fur IL-10
beschrieben. Die Expression konnte in etlichen T-Helfer- und T-Helfer-verwandten-Subsets,
wie Tu1, T2, Tu9, Tu17, Tu22, TFH, Tr1 und iTreg Nachgewiesen werden [31, 32].

In Effektor T-Zellen ist die Sekretion von IL-10 ein entscheidender Mechanismus fur die
Selbstlimitierung der Immunantwort. Wie die Expression von IL-10, und somit die Limitierung
der Immunantwort reguliert wird ist eine der entscheidenden Fragen, denn verschiedene
Tumor- und Infektionsmodelle konnten zeigen, dass sowohl Krebszellen [33], als auch
verschiedene Pathogene [34, 35], der Bekdampfung durch das Immunsystem entgehen,
indem sie die Produktion von IL-10 induzieren. Daher ist es von immenser Wichtigkeit die
Regulation, des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10, zu verstehen. Neben IL-10, riickt mit
IL-22, mehr und mehr, ein weiteres Mitglied der IL-10-Zytokinfamilie in den Fokus, wenn es
um autoregulatorische Mechanismen geht, die den Kollateralschaden, einer adaptiven

Immunantwort auf den eigenen Kérper, begrenzen kénnen [36].

Tu1-, Tu17- und Ty22-Zellen sind die in der Literatur beschriebene Quellen fur IL-22 unter
den Effektor-T-Helfer-Zellen [32, 37]. Im Gegensatz zu IL-10 wirkt IL-22 nicht auf
hamatopoetische Zellen, sondern vor allem auf Zellen des Epithels [31, 32, 36-39]. Fir das
Verstandnis der Regulation der beiden Zytokine st die Identifizierung von
Transkriptionsfaktoren essentiell, die an der Steuerung der Expression von IL-10 und IL-22
beteiligt sind. Fir die ubiquitar exprimierten Transkriptionsfaktoren AP-1, C/EBPs, CREB,
Erk, IRFs, NF-kB und SP-1 ist bereits anderorts ausfiihrlich beschrieben worden [31, 32, 40,
41], wie sie an der Expressionsregulation von IL-10 mitwirken. Zu den Faktoren, die sowohl
an der Regulation der IL-10-, als auch der IL-22-Expression beteiligt sind, gehéren der
Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR), c-Maf, Smad, verschiedene STATs (Signal Transducer
and Activator of Transcription) und der Notch Signalweg [31, 32, 37].
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1.4. Rolle des Notch Signalwegs im Immunsystem

Wahrend der Hamatopoese ist der Notch Signalweg wichtiger Bestandteil der
T-Zell-Entwicklung-, und Reifung innerhalb des Thymus. Hier fihrt die Aktivierung des
Signalweges zur Festlegung der Vorlauferzellen auf die T-Zell-Linie und unterdrickt die
Entstehung von B-Zellen, myeloider, und dendritischer Zellen [42-44]. Jedoch flhrt die
Aktivierung des Notch Signalweges nicht per Se zur Unterdriickung der B-Zell-Entwicklung,
denn es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es innerhalb der Milz zur Auspragung zweier
unterschiedlicher B-Zell-Subsets, durch den Notch Signalweg kommt. Namlich zu follikularen
B-Zellen und MZB-Zellen (Marginal Zone B-Zellen) [45]. Dies weist darauf hin, dass die
Aktivierung des Notch Signalweges in unterschiedlichen Umgebungen, divergente
Auswirkungen auf die Entwicklung einer Zelle haben kann. In diesem Zusammenhang wird in
dieser Arbeit der Einfluss des Notch Signalweges auf die Polarisierung und Funktion von
naiven T-Helfer-Zellen analysiert, die in der Peripherie aktiviert werden und zu
T-Effektor-Zellen reifen. Hierfir wurden naive T-Helfer-Zellen in vitro aktiviert und polarisiert
(Kapitel 3.1 und 3.2) und schlieBlich die Transkriptome von Zellen verglichen (Kapitel 3.11.1
und 3.11.2), die mit, und ohne Einschalten des kanonischen Notch Signalweges, kultiviert
wurden. Es ist nach wie vor strittig, welchen Einfluss der Notch Signalweg auf die

Polarisation und Funktion peripherer T-Helfer-Zellen hat.

Neben der, bestens bekannten, Rolle von Notch bei der Entwicklung und Homodostase von
T-Zellen, wird der Einfluss auf die Funktion und Polarisierung von T-Helfer-Zellen kontrovers
diskutiert. So st publiziert, dass der Notch Signalweg direkt unterschiedliche
T-Helfer-Subsets induzieren kann. Ferner wird beschrieben, dass die Aktivierung Uber
Delta-like-Liganden zur spezifischen Induktion von Ty1-Zellen fiihrt und Th2-Zellen und Tegs
entstehen, wenn der Notch Signalweg lber Jagged-Liganden angeschaltet wird [42, 46-50].
Die Idee, dass unterschiedliche Pathogene in APZs durch verschiedene TLRs
(Toll-Like-Rezeptoren) erkannt werden und somit die Expression bestimmter Notch-Liganden
induzieren [51], die wiederum eine spezifische Polarisation von T-Zellen nach sich zieht, ist
ansprechend. Wir konnten bereits in unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass naive
T-Helfer-Zellen durchaus Notch-Liganden spezifisch (DIl-4) moduliert werden kdénnen [52],
dies allerdings in Abhangigkeit von vorhandenen kostimulatorischen Signalen geschieht [53,
54]. Dass die Aktivierung des Notch Signalweges Uber spezifische Liganden an sich, nicht
zur Polarisation in Richtung eines bestimmten T-Helfer-Subsets fuhren kann, wird durch
andere Arbeiten unterstitzt. Da verschiedene Notch-Liganden Uber einen Rezeptor die
Signalgebung induzieren kénnen, verliert der Rezeptor nach Abspaltung der extrazellularen
Domane, die weiterhin mit dem Liganden assoziiert ist, die Information darUber, welcher
Ligand den Signalweg urspringlich aktiviert hat (Kapitel 1.1, Abb. 1 Schritt 2 und 3) [55].
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Nichtsdestotrotz ware es maoglich, dass Notch in der Lage ist zumindest eines der zuvor
beschriebenen Effektor-T-Helfer-Subsets (Ty1, Tw2, oder Ty17) zu induzieren, um dies
genauer untersuchen zu kénnen haben wir in dieser Arbeit in nicht-polarisierten (Tn0), Ty1-,
Ty2-, und Tyi17-polarisierten Zellen die intrazellulare Domane von Notch3 retroviral
Uberexprimiert, nach 5-tagier in vitro Kultur die retroviral behandelten Zellen isoliert und
schlieBlich die Expressionsprofile der Zellen analysiert. Damit sollte auf Transkriptomebene
geklart werden, ob der Notch Signalweg zu einer spezifischen T-Helfer-Zell-Polarisation in
nicht-polarisierten Zellen fihrt, bzw. welchen Einfluss der Notch Signalweg auf die

Transkriptome modulierter T-Helfer-Subsets hat.
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2. Zielsetzung
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Zielsetzung

Der Notch Signalweg ist essentiell fur die Entwicklung, Homdostase und Modulation von
T-Helfer-Zellen. Bezlglich der Modulation konnte bereits gezeigt werden, dass Notch, in
Abhangigkeit von STAT4, zur Induktion der IL-10 Expression, und somit zur Limitierung der
Immunantwort in Ty1-Zellen, fuhrt. Fiar Tu17-Zellen ist beschrieben, dass die Notch
vermittelte IL-22 Expressionssteigerung von STAT3 abhangt. Im Zuge dieser Arbeit sollte,
durch umfassende Genexpressionsanalysen, an Hand von Notch modulierten
T-Helfer-Zellen, ermittelt werden, welchen Einfluss die Aktivierung des Notch Signalweges
auf die Polarisation naiver T-Helfer-Zellen hat, da nach wie vor strittig ist, ob die Aktvierung
des Notch Signalweges in nicht-polarisierten T-Helfer-Zellen zu einer spezifischen
Polarisation in Richtung Ty1-, Ty2-, oder Ty17-Zellen fihrt. AuRerdem sollte erforscht
werden, welchen Einfluss die Aktivierung des Notch Signalwegs auf das
Genexpressionsprofil in unterschiedlich polarisierten Subsets hat. Neben der Identifizierung,
noch unbekannter, immunregulierender Faktoren, sollte so ermittelt werden welche
Transkriptionsfaktoren durch Einschalten des Notch Signalweges mit IL-10 und IL-22
koexprimiert werden. Eine grélere Auswahl immunregulierender Elemente, und ein
besseres Verstandnis davon, wie eine Aktivierung bekannter immunregulierender Faktoren
bewerkstelligt werden kann, wirde die Mdglichkeiten, einer dysregulierten Immunantwort

spezifisch entgegen zu wirken, ausweiten.
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3. Methoden & Materialien
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Ergebnisse

3.1. Zellisolation und Sortierung

Das adaptierte Multisort Protokoll (Miltenyi Biotec) wurde fir die Isolation naiver
T-Helfer-Zellen (CD25CD4"CD62L") und MHCII* positiver Zellen verwendet. Die benutzten
Volumina beziehen sich auf Zellzahlen aus insgesamt 5 Mausen. Nachfolgende Arbeiten
wurden steril durchgefihrt. Zur Vorbereitung wurde ein Cellstrainer in eine mit PBS/BSA
befillte Petrischale auf Eis Uberfiihrt.

Mause werden in einem geeigneten Behalter durch Isofluran anasthesiert und mittels
zervikaler Dislokation getotet.

Die Milz, sowie die cervicalen, axillaren, mesenterialen und inguinalen Lymphknoten wurden
seziert und in den vorbereiteten Cellstrainer Uberfuhrt. Als nachstes wurden Milz und
Lymphknoten unter Benutzung eines Einwegspritzenstempels durch den Cellstrainer
gepresst (homogenisiert). Die erhaltene Zellsuspension wird in ein 50 ml Falcon Tube
Uberfiihrt und mit PBS/BSA aufgefiillt und fiir 7 Min bei 300xg zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen und es werden 1-2 ml/Maus Erythrozyten-Lyse-Puffer auf die Zellen
gegeben. Die Lyse der Erythrozyten findet fir 2-3 Minuten auf Eis statt. Im Anschluss wird
das Falcon mit PBS/BSA aufgefillt und die Suspension ber einen Cellstrainer in ein neues
Falcon Uberfiihrt, danach werden die Zellen abermals gewaschen. Nachdem der Uberstand
abgenommen wurde werden die Zellen in 1 ml PBS/BSA aufgenommen und nun fur 20
Minuten zusammen mit jeweils 5 yl aCD4-FITC und 5 yl aCD25-Biotin auf Eis inkubiert. Vor
der Inkubation wurde die Suspension durchmischt. Im Anschluss wird ein Aliquot
abgenommen und die Zellen gewaschen, der Uberstand abgenommen und wiederum in 1 ml
PBS/BSA aufgenommen bevor man 100 pl aBiotin-Beads hinzu gibt. Alles wird gut
durchmischt und far 10 Minuten bei (8 °C; Wein Cooler) inkubiert und danach gewaschen.
Die Zellen werden in 3 ml PBS/BSA aufgenommen und Uber eine LS-Saule gegeben. Die
Saule wird mehrmals mit PBS/BSA gewaschen, das Eluat enthalt die CD25 Zellen. Die
CD25" Zellen auf der Saule werden im Anschluss eluiert, nachdem die S&ule aus dem
Magneten entfernt wurde. Von den verschiedenen Fraktionen werden wieder Aliquote
aufgehoben. Die CD25" Zellen wergen gewaschen und in 1 ml PBS/BSA aufgenommen und
mit 100 pl aFITC-Beads fir 10 Minuten bei 8 °C inkubiert. Danach werden die Zellen
abermals gewaschen und in 3 ml PBS/BSA aufgenommen. Die Zellen werden Uber eine
LS-Saule gegeben. Das Eluat enthalt die CD4" Zellen. Die Saule wird aus dem Magneten
entfernt und die CD4" Zellen eluiert. Es wird ein Aliquot der CD4" und der CD4 Zellen
abgenommen. Die beiden Fraktionen werden gewaschen und in jeweils 1 ml PBS/BSA
aufgenommen. Die CD4" Zellen werden in ein 15 ml Falcon tberfihrt und 33 yl RELEASE
REAGENZ hinzugefugt und fir 30 Minuten im Kahlschrank inkubiert. In der Zeit werden die
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CD4" Zellen mit 100 yl MHCII-direct Beads gemischt und fir 10 Minuten bei 8 °C inkubiert.
Nach der Inkubation werden sie gewaschen, anschlieBend in 3 ml PBS/BSA aufgenommen
und Uber eine LS-Saule gegeben. Vom Durchfluss, der die MHCII" Zellen erhalt wird ein
Aliquot genommen, die MHCII* Zellen werden von der Saule eluiert, nachdem diese aus dem
Magneten entfernt wurde. Ein Aliquot der MHCII® Zellen wird abgenommen. Die MHCII
Zellen werden gezahlt und in RPMI Medium aufgenommen, sodass sie eine Konzentration
von 1*10” MHCII* Zellen/ml haben. Die MHCII* Zellen in RPMI Medium werden auf Eis fiir 28
Minuten bei 30 Gray subletal bestrahlt. Wahrend der Bestrahlung wird das Falcon der mit
RELEASE REAGENZ behandelten Zellen mit PBS/BSA aufgefiillt und die gesamte
Suspension (ber eine LS-Saule gegeben. Auf der Saule verbleiben samtliche aFITC-Beads,
das Eluat enthalt die freigegebenen, mit RELEASE-REAGENZ behandelten, CD4" Zellen,
die anschlieBend gewaschen und in 1 ml PBS/BSA aufgenommen werden. Zuséatzlich
kommen 100 pl aCD62L-direct Beads dazu, die Suspension wird gut vermischt und fir 10
Minuten bei 8 °C inkubiert. Nach der Inkubation werden die Zellen gewaschen und danach in
3 ml PBS/BSA aufgenommen und Uber eine LS-Saule gegeben. Das Eluat enthalt die
CD62L" Zellen von denen ein Aliquot abgenommen wird. Die LS-Saule wird aus dem
Magneten entfernt und die CD62L" Zellen werden eluiert. Das Eluat mit den CD62L" Zellen
wird erneut tber eine LS-Saule gegeben. Nach Eluation der CD62L" Zellen von der zweiten
LS-Sé&ule werden Aliquote der CD62L"- und CD62L"-Zellen genommen. Die CD62L" Zellen
werden gewaschen, in RPMI Medium aufgenommen und gezahlt. Die zuvor genommenen
Aliquote, werden mit Fluorochrome-gekoppelten Antikérpern gegen CD4, CD25, CD62L und
MHCII fir 10 Minuten auf Eis, inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen gewaschen, in 500
pl PBS/BSA aufgenommen, 1 ul PJ dazu gegeben und durchflusszytometrisch ihre Reinheit
bestimmt. Die naiven (CD25CD4*CD62L") T Zellen werden entsprechend ihrer Reinheit auf
eine Konzentration von 2,5*106 Zellen/ml RPMI Medium eingestellt. Naive T Zellen,
bestrahlte APZs und zusatzliches RPMI-Medium werden zu gleichen Teilen gemischt und in
Zellkultur-Lochplatten ausgesat. Dem RPMI-Medium werden weitere Zytokine und Antikorper

entsprechend der gewinschten Polarisation beigefugt (Kapitel 3.2).
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Verwendete Mausstamme:

Mause Modifikation Quelle

Wildtyp C57BL/6 oder Balb/c - keine Jackson Lab

Ahr” Defizient fur Ahr Prof. Dr. Charlotte Esser

Blimp-1"- Blimp-1""xCD4“*"T Prof. Dr. Kathryn Calamé
CD4 Zellen Defizient fur Blimp-1 Dr. Andrey Kruglov

Tabelle 1

Verwendete Mausstamme fiir die durchgefiihrten in vitro Experimente. Die verwendeten Ahr®
und Blimp-1" Mause hatten einen C57BL/6 genetischen Background. Die Tiere wurden im
Tierstall des DRFZs unter Einhaltung der geltenden Tierschutzverordnung § 11 Abs.1 Nr. 1
Tierschutzgesetz gehalten.
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3.2.

Fuar die in vitro Polarisation naiver T-Zellen zu Ty0-, Tu1-, Tu2- und Ty17-Zellen, werden
folgende Zytokine und Antikdrper dem RPMI-Medium beigeflgt. Die Medien wurden dreifach
konzentriert angesetzt und zu gleichen Volumenenteilen mit naiven T-Zellen (Kapitel 3.1)
und subletal bestrahlten APZs (Kapitel 3.1) fur die Kultivierung gemischt.

Supplementierte Zellmedien (TH0, Ty1, T2, Ty17 und T422)

THO-Medium:

. A Endkonzentration | Konzentration
Zytokin/Antikorper in der Kultur des Ansatzes
aCD3 0,5 pyg/ml 1,5 pg/ml
aCD28 1,0 ug/ml 3,0 yg/ml
allL-4 10,0 pg/ml 30,0 ug/ml
alFN-y 10,0 pg/ml 30,0 ug/ml
allL-12 10,0 yg/ml 30,0 yg/ml
riL-2 10,0 ng/ml 30,0 ng/ml

Tu1-Medium:

. - Endkonzentration | Konzentration
Zytokin/Antikdrper in der Kultur des Ansatzes
aCD3 0,5 pyg/ml 1,5 pg/ml
aCD28 1,0 pg/ml 3,0 pg/ml
allL-4 10,0 pg/ml 30,0 ug/ml
riL-12 5,0 ng/ml 15,0 ng/ml
riL-2 10,0 ng/ml 30,0 ng/ml

Th2-Medium:
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Zytokin/Antikorper

Endkonzentration
in der Kultur

Konzentration
des Ansatzes

aCD3 0,5 pg/ml 1,5 pg/ml
aCD28 1,0 pg/ml 3,0 pg/ml
alFN-y 10,0 pg/ml 30,0 pg/ml
allL-12 10,0 yg/ml 30,0 pg/ml
riL-4 10,0 ng/ml 30,0 ng/ml
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Tu17-Medium:

Zytokin/Antikorper

Endkonzentration
in der Kultur

Konzentration
des Ansatzes

aCD3 0,5 pg/ml 1,5 pg/mi
aCD28 1,0 pg/ml 3,0 pg/ml
allL-4 10,0 pg/ml 30,0 ug/ml
alFN-y 10,0 yg/ml 30,0 yg/ml
riL-6 20,0 ng/ml 60,0 ng/ml
riL-23 10,0 ng/ml 30,0 ng/ml
rTGF-B 2,0 ng/ml 6,0 ng/ml
Tu22-Medium:

Zytokin/Antikorper

Endkonzentration
in der Kultur

Konzentration
des Ansatzes

aCD3 0,5 yg/ml 1,5 pg/mi
aCD28 1,0 pg/ml 3,0 pg/ml
allL-4 10,0 pg/ml 30,0 ug/ml
alFN-y 10,0 pg/ml 30,0 ug/ml
riL-6 20,0 ng/ml 60,0 ng/ml
riL-23 10,0 ng/ml 30,0 ng/ml
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3.3. Retrovirus Generierung in HEK293T Zellen

Ein komplettes Ro6hrchen kryokonservierter HEK293T Zellen wird in 30 ml DMEM
aufgenommen und in einer Zellkulturflasche fur adharente Zellen ausgesat. Die HEK293T
Zellen werden bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Alle 2-3 Tage werden die Zellen aufgeteilt,
um sie zu expandieren, bzw. die Kultur bei angemessener Dichte weiter zu flihren. Die

Aufteilung der Zellen erfolgt nach folgendem Schema:

1. Das Medium uber den Zellen wird vorsichtig abgesaugt.

2. Die Zellen werden sachte mit 5 ml vorgewarmten PBS gewaschen. Bei diesem Schritt
sollen sich die Zellen nicht I6sen. AnschlieRend das PBS wieder absaugen.

3. Es werden 3 ml Trypsin EDTA auf die Zellen gegeben, die Zellen kurz geschwenkt,
und dann fur 3 min bei 5% CO; und 37 °C im Inkubator inkubiert.

4. AnschlieBend werden die Zellen mit 10 ml DMEM abgespult und in einem 50 ml
Falconréhrchen aufgenommen. (Gesamtvolumen 13 ml)

5. Fur die Weiterfihrung der Zellen werden 3 ml der mit Trypsin behandelten Zellen, die
mit DMEM abgespult wurden mit 27 ml vorgewarmten DMEM verdunnt und in einer
Zellkulturflasche fur adharente Zellen tberfuhrt.

6. Bestimmung der Zellzahl lebendiger HEK293T mittels Neubauer Zdhlkammer.

Fir die Generierung des Virusuberstandes werden HEK293T Zellen in DMEM in einer Dichte
von 4*10°/ml in 10 cm @ Zellkulturschalen ausgesat (10 ml mit 4*10° Zellen/Zellkulturschale).
24 Stunden spater, wenn die Zellen eine Konfluenz von 70% — 80% erreicht haben, werden
sie mit verschiedenen Plasmiden mittels der Calciumphosphat-Methode transfiziert. Die
Transfektionslésung fir die HEK293T Zellen wird kurz vorher vorbereitet. Dazu werden 1,5
ml bidest. H,0, 400 pl 1,25 M CaCl,-Lésung (steril filtriert), 20 yl pCGP, 20 ul pEco und 40 pl
Uberexpressionsplasmid in einem FACS-Tube gemischt (Die Plasmide sind in Tabelle 2
aufgefuhrt). Unter stdndigem Einleiten von Luft werden 2 ml 2x HBS Puffer tropfenweise
dazu gegeben. Die Luft wird mittels eines Pipetboys, eingestellt auf die niedrigste Stufe, und
einer langen Pasteurpipette in das FACS-Roéhrchen eingeleitet. Die Transfektionslésung
sollte sich leicht eintriben. Von der Transfektionsldsung werden 2 ml/Zellkulturschale
verwendet indem sie tropfenweise auf die HEK293T Zellen gegeben werden. Die Zellen
werden fur 4 Stunden inkubiert und anschlielend vorsichtig zweimal mit 10 ml vorgewarmten
PBS gewaschen bevor sie 10 ml neues vorgewarmtes DMEM bekommen. Die HEK293T
Zellen werden fir weitere 48 Stunden inkubiert bevor der Virusiiberstand geerntet werden
kann. Der Virusuberstand wird mit einem 0,45 um Filter steril filtriert und abschlieRend mit
HEPES gepuffert (Endkonzentration 10 mM).
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Bezeichnung

Uberexpressionsplasmid

Funktion

Quelle

Notch

pMy-N3IC-IRES-GFP

konstitutive Aktivierung
und Expression von
N3IZD und GFP

Dr. K. Hozumi
[56]

c-Maf pMy-c-Maf-IRES-GFP konstitutive Aktivierung | Genentech
und Expression von
c-Maf und GFP
Kontrolle pMy-IRES-GFP Expression von GFP Dr. K. Hozumi
[56]
Strukturplasmid fir pCGP Codiert fir gag und pol, | Dr. K. Murphy
den Retrovirus die entscheidend fir | [57]
Struktur- und Enzym-
Proteine sind. Wodurch
die Integration ins
Wirtsgenom ermdoglicht
wird.
Verpackungsplasmid | pEco Codiert far das | Dr. K. Murphy

fir den Retrovirus

Glykoprotein env, das
wichtiger Bestandteil
der Verpackung des

Viruspartikels ist.

[57]

Tabelle 2

Verwendete Plasmide zur Generierung retroviraler Partikel. Das Verpackungsplasmid (pEco)
und das fur die retrovirale Integration und Struktur verantwortliche Plasmid (pCGP) wurden
fir alle Ansatze verwendet. Firr die Uberexpression von Notch, c-Maf und der Kontrolle
wurden die jeweiligen Uberexpressionsplasmide in einem Virus verpackt.
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3.4. N3IZD und c-Maf Uberexpression

Um ein konstitutiv aktives Notch Signal in den CD4" T-Helfer-Zellen anzuschalten, werden
diese mit einem Retrovirus transfiziert, dessen Genom, die Codierung fir die intrazellulare
Doméne des Notch3 Rezeptors (N31ZD) tragt. Des Weiteren codiert das retrovirale Genom
fur GFP (green fluorescent protein; grin fluoreszierendes Protein). Auf diese Weise kdnnen
Zellen sortiert werden die einem konstanten Notch Signal ausgesetzt sind (GFP*). N3IZD
und GFP sind durch eine IRES site (Internal Ribosome Entry Site; interne ribosomale
Eintrittsstelle), voneinander getrennt. Dementsprechend verlauft die konstitutive Aktivierung
von c-Maf durch Uberexpression des c-Maf codierenden Plasmids. Die verwendeten
Plasmide und deren Funktion sind in Tabelle 2 (Kapitel 3.3) aufgeflhrt. Parallel dazu werden
Zellen mit einem Kontrollplasmid transfiziert, das nur die Codierung fir GFP tragt. Durch
vergleich Kontrolle transfizierter und Notch, bzw. c-Maf transfizierter Zellen (jeweils
Sortierung der GFP* Zellen) hat man nun die Méglichkeit Faktoren zu identifizieren die
entweder durch den Notch Signalweg, oder c-Maf reguliert werden. Auferdem wird durch
den gleichen Applikationsweg der Plasmide der Effekt der retroviralen Transfektion beim

Vergleich der Zellen eliminiert.

Fir die Infektion der primaren Zellen wird der Virusiberstand mit 8 pg/ml Polybren versetzt.
Der Uberstand der primaren Zellen wird nach 24 Stunden Kultur (Tp0, Ty1, T2 oder Ty17)
vorsichtig abgenommen und durch eine entsprechende Menge Virusuberstand ersetzt. Der
Uberstand der Priméarkultur wird im Inkubator aufoewahrt, wéahrenddessen der
Virusuberstand fur 75 Minuten bei 300xg und 32 — 34 °C auf die Zellen zentrifugiert wird. Die
Zentrifugation wird ohne Bremse gefahren. Die Zentrifuge sollte bereits zuvor vorgewarmt
werden. Danach wird der Virusiiberstand wieder entfernt und durch den alten Uberstand

ersetzt. Der verwendete Virusiiberstand wird abschlie®end vernichtet.
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3.5. Restimulation, Fixierung und Farbung von T-Zellen

Die in vitro kultivierten Zellen werden gewaschen und anschlielend in frischem RPMI
Medium aufgenommen. Die Zellen werden in einer Dichte von 5*10%ml ausgesat. Die
Restimulation erfolgt tUber 5 Stunden im Inkubator bei 37 °C und 5% CO; mit 1 pg/ml
lonomycin und 0,01 pug/ml PMA. Nach einer Stunde Inkubationszeit werden 5 ug/ml Brefeldin
A dazu gegeben, um die Ausschittung intrazellularer Zytokin zu verhindern. Im Anschluss
werden die Zellen mit PBS gewaschen. Eine Lebend-Tod Farbung (LIVE/DEAD® Invitrogen)
erfolgte vor der Fixierung der Zellen. Die Zellen werden mit 2% para-Formaldehyd in PBS fir
20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Der Stopp der Fixierung erfolgt durch Zugabe des
10fachen Volumens PBS/BSA. Letztlich werden die Zellen zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, und die Zellen erneut in 1 ml PBS/BSA/Azid aufgenommen.

Fir Lebende Zellen ohne Fixierung wurde Pi (Propidiumiodid), zum Anfarben toter Zellen
verwendet.

Fur die anschlieRende durchflusszytometrische Analyse, wurden entsprechend der zu
analysierenden Faktoren, Farbeldsungen mit Fluoreszenz gekoppelten Antikdrpern (Kapitel
3.16.3 Tabelle 9) vorbereitet. Die Antikérper wurden zuvor titriert und entsprechend verdinnt.
Fir die intrazelluldaren Farbungen erfolgte die Verdiinnung mit 0,5 % Saponin-Lésung in
PBS/BSA. Fir Oberflachenfarbungen wurde ausschlief3lich PBS/BSA fir die Verdinnungen
verwendet.

Fir die intranukledre Farbung von pErk wurden die Puffer und das Protokoll von BD

Bioscience verwendet (BD Phosflow™).
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3.6. Durchflusszytometrie

Zellen werden mittels hydrodynamischer Fokussierung in einem FlUssigkeitsstrom vereinzelt
und kénnen dann mit Lasern definierter Wellenldngen charakterisiert werden. Beim
Passieren des Lasers |0st die Zelle eine Vorwartsstreuung und eine Seitwartsstreuung des
Lichtes aus. Die Vorwartsstreuung (FSC; forward scatter) korreliert mit der GroRRe der Zelle
und die Seitwartsstreuung (SSC; side scatter) gibt Aufschluss Uber die Membranfaltung und
die Granularitat der Zelle. Des Weiteren kdnnen mit Hilfe Fluoreszenz gekoppelter Antikérper
Bestandteile der Zelle sichtbar gemacht werden (Oberflachenrezeptoren, intrazellulare
Molekule, DNA und Membranbestandteile). Die in dieser Arbeit verwendeten FACS Gerate
verfugen Uber mindestens zwei Laser, die die Fluorochrome mit Licht definierter
Wellenlange, uber Glasfaserkabel, Strahlformungsoptik und eine achromatisch

fokussierende Linse, anregen (Radbruch, Springer Lab Manuals, 2nd ed. 2000).

Laser Wellenlange (nm)
Coherent Sapphire Solid State 488 (blau)

JDS Uniphase HeNe Air Cooled 633 (rot)

Point Source Violet Solid State 407 (violett)
Tabelle 3

Das FACSAria ist mit bis zu drei Lasern unterschiedlicher Wellenlange ausgestattet, die die
verwendeten Fluorochrome anregen.

Die Fluorochrome werden entsprechend ihres Absorptionsspektrums durch die Laser
angeregt und emittieren in der Folge Licht gréRerer Wellenlange, das Uber Fluoreszenz
objektiv Linsen gebiindelt wird. Emittiertes Licht der h6chsten Wellenlange wird auf das erste
Photomulitplierrdhrchen (Photomulitplier tube; PMT) weitergeleitet und Licht niedrigerer
Wellenlange Uber eine Reihe dichroiter Spiegel (LP Filter) und Bandpassfilter (BP Filter) auf
nachgeschaltete Photomultiplierrohrchen umgelenkt. Hierbei gilt; Je kurzer die Wellenlange,
desto spater wird sie detektiert. In der folgenden Tabelle sind die Standardeinstellungen fir
den FACSAria aufgelistet. Eine Anpassung erfolgt entsprechend der verwendeten

Fluorochrome.
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Laser PMT LP Filter BP Farbstoff
Filter
A 735 780/60 PE-Cy7
695/40 PerCP-Cy5.5 oder PI
B 655 675/20 | PerCP
Octagon (488- C 595 610/20 PE-Texas Red
nm blauer 575/26 PE oder PI
Laser) D 556 585/42 PE/Pl wenn I_<ein PE-Texas Red
verwendet wird.
E 502 530/30 FITC
F - 488/10 Seitwartsstreuung (SSC)
Trigon (633-nm | A 735 780/60 APC-Cy7
roter Laser) B - 660/20 APC
Trigon (407-nm | A 502 530/30 AlexaFluor430®, Hoeschst
violetter Laser) | B - 450/40

Tabelle 4
Auflistung des Detektionsspektrums. Die angeregten Farbstoffe emittierten, Strahlung der
Wellenlangen 450-780 nm.

Die durch die Photomultiplierréhrchen detektierten Signale werden mittels der FACSDiVa
Software analysiert. Die Software bildet die Zellen entsprechend ihrer Vorwartsstreuung,
Seitwartsstreuung und der emittierten Fluoreszenzen als Punktwolken ab. Durch das Setzen

von Analysefenstern (gates) kann man bestimmen, welche Zellen sortiert werden sollen.

Fur die Sortierung wird der Flussigkeitsstrom so beeinflusst, dass die einzelnen Tropfen des
Flussigkeitsstroms elektrisch aufgeladen werden, wenn die Zelle innerhalb des Tropfens, die
Vorwartsstreuung, Seitwartsstreuung und emittierten Fluoreszenzen besitzen, die sortiert
werden sollen. Der geladene Tropfen wird dann durch zwei Deflektor Platten, entweder in
die eine, oder andere Richtung abgelenkt. Tragt eine Zelle nicht die definierten Parameter
(FSC, SSC, und Fluoreszenzen), dann wird der Tropfen nicht geladen und somit die Zelle
auch nicht durch die Deflektoren abgelenkt. Diese Zellen flie3en durch und werden in einem

Abfallbehalter aufgefangen.

Die Analyse (ohne Sortierung) erfolgt analog, es findet jedoch keine Aufladung der Zellen zur
Deflektion statt. Eine ausfuhrliche Beschreibung der angewandten Methode ist im Handbuch
(Radbruch, Springer Lab Manuals, 2nd ed. 2000), und in den jeweiligen Handbiichern der
verwendeten Gerate, dargestellt. FUr das Sortieren von Zellen wurde das FACSAria (BD),
oder FACSAriall (BD) verwendet. Die Analyse der Zellen erfolgte am FACSCanto, LSR

Fortessa oder am LSRII (BD) (Besonderer Dank gilt hier Toralf Kaiser und Jenny Kirsch).
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Fir die intrazellulare Farbung werden fixierte Zellen (Kapitel 3.5) verwendet

Vorbereiten: 0,5% Saponin (v/v) in PBS/BSA. 45 ml PBS/BSA + 5 ml 5% Saponin-Lésung.
Eppendorf Gefalie (Eppis) fur die zu messenden Zellen, Einzelfarbungen und ungefarbte
Zellen vorbereiten.

Aliquote der zu messenden Zellen (ca. 100 pl) in eines der vorbereiteten Eppis geben.
AnschlieRend 1 ml 0,5% Saponin-Lésung auf die Zellen geben und kurz vortexen. Zellen
runter zentrifugieren: 2300 rpm (Tischzentrifuge) fur 7 Minuten.

Farbe Mix vorbereiten:

» (Anzahl der Proben + 1) * 100 ul 0,5% Saponin-Lésung vorlegen
Anschlieend die Antikdrper entsprechend ihrer Verdlinnung dazu geben.

Uberstand der zentrifugierten Zellen absaugen. Die Zellen in jeweils 100 pl Farbe Mix farben.
Die Zellen der Einzelfarbungen und der ungefarbten Zellen in jeweils 100 pl 0,5% Saponin-
Lésung aufnehmen. Fir die Einzelfarbungen den jeweiligen Antikdrper entsprechend seiner
Verdinnung dazu geben.
Kurz vortexen
15 Minuten bei RT (lichtgeschutzt farben)
1 ml 0,5% Saponin-Lésung dazugeben.
Zellen runter zentrifugieren: 2300 rpm (Tischzentrifuge) fur 7 Minuten.
Uberstand absaugen.
Zellen in 300 yl PBS/BSA aufnehmen.

Durchflusszytometrisch analysieren.
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3.7. Adaptiertes ELISA-Protokoll (eBioscience) fur IL-10 und IL-22

IL-10 ELISA von eBioscience
Der Beschichtungspuffer muss vor dem ersten Gebrauch steril filtriert werden (0,22 ym)

* Beschichtung bei 4 °C Uber Nacht. Mit Beschichtungspuffer und capturing Antikérper
1:2000 (1:400) verdinnt werden 96-Lochplatten mit 50 ul pro Vertiefung befillt.

e 5x waschen mit PBS + 0,05% Tween. (oder Programm #5 ELISA-washer).

* Blockierung mit 1x Assay diluent 100 pl pro Vertiefung bei Raumtemperatur fur 1
Stunde.

e 5x waschen mit PBS + 0,05% Tween. (oder Programm #5 ELISA-washer).

» Standard und Proben: 100 pl Standard (7 Verdinnungen) oder Probe pro Vertiefung.
Jeweils mindestens Doppelwerte und 3-4 Verdinnungen pro Probe. Inkubation fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schttler.

e 5x waschen mit PBS + 0,05% Tween. (oder Programm #5 ELISA-washer).

* Vorbereiten: Detektionsantikdrper verdinnen 1:1000 mit 1x Assay diluent. 100 pl pro
Vertiefung. Inkubation fir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler.

e 5x waschen mit PBS + 0,05% Tween. (oder Programm #5 ELISA-washer)

* Vorbereiten: Avidin-HRP verdiinnen 1:250 (1:400) in 1x Assay diluent. 100 pl pro
Vertiefung. Inkubation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schittler.

e 10x (7x) waschen mit PBS + 0,05% Tween. (oder Programm #5 ELISA-washer 3
mal)

e TMB Substrat 50 ul pro Vertiefung Inkubation max. 15 Minuten bei Raumtemperatur.

Stopp der Reaktion durch Hinzufiigen von 50 pl 12,5% H,SO,. Messung erfolgt am ELISA
Reader bei 450 nm, und 450 nm — 650 nm Wellenlangen.

Der IL-22 ELISA funktioniert analog dazu, nur das entsprechend andere Standards,
capturing und Detektionsantikérper verwendet wurden. Auflerdem gelten entsprechend die
fett gedruckten Verdinnungen, bzw. Anzahl an Waschschritten in Klammern. Der

Beschichtungspuffer des IL-22 ELISAs musste nicht steril filtriert werden.
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3.8. Zytokin Sekretions Assay fur IL-10 und IL-22 (Miltenyi Biotec)

Fur die FACS-Sortierung IL-10-, bzw. IL-22-sekretierender Zellen:

Lebende T-Helfer-Zellen werden mittels Ficoll aus der in vitro Kultur isoliert.

Lebende Zellen (5*10%ml) werden fiir 3h mit PMA/lonomycin restimuliert.

Zellen werden gewaschen und anschlieRend fir 5 Minuten auf Eis mit
,Catch“-Reagent flr das jeweilige Zytokin inkubiert.

Zellen werden bei einer Konzentration von 1*10° Zellen/ml (5-10% Zytokin
sekretierende Zellen) fur 45 Minuten bei 37 °C rotierend inkubiert. Bei hdheren
Frequenzen Zytokin sekretierender Zellen missen die Zellen weiter verdinnt (IL-10),
oder mit nicht sekretierenden Zellen (IL-22) auf die geeignete Frequenz eingestellt
werden.

Nach der Sekretionsphase werden die Zellen gewaschen.

Das aufgefangene Zytokin wird auf der Zelloberflache durch einen weiteren
Antikérper, Fluoreszenz markiert ist, gefarbt. Des Weiteren wird CD4 gefarbt.
Farbung erfolgt auf Eis fir 10 Minuten.

Die Zellen werden erneut gewaschen.

Vor der FACS Sortierung werden den Zellen 1 pl PJ/Ansatz beigeflgt, um tote Zellen

von der Sortierung auszuschlieRen.

Der IL-10 Secetion Assay (Order No. 130-090-435) ist im Data Sheet von Miltenyi Biotec

ausfihrlich beschrieben. Fir den IL-22 SA wurde in Kooperation mit Miltenyi Biotec der

entsprechende Assay etabliert. Die Antikdrper wurden von eBiocscience erworben und durch

Miltenyi Biotec entsprechend modifiziert. Fir den IL-22 Assay wurden in vitro generierte

Notch modulierte Ty17-Zellen verwendet.
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3.9. mRNA Isolation, Reverse Transkription und Real-time PCR

Die mRNA wurde mittels des mRNA Midi Kits (72041) von Quiagen aus den Zellen isoliert.

Es wurde entsprechend dem Herstellerprotoll verfahren.

Fur die reverse Transkription wurde das TagMan® Kit (N8080234) von Invitrogen™

entsprechend dem Protokoll verwendet. Die Ansatze wurden auf Eis prapariert.

Die Reaktion der reversen Transkription fand in einem Thermocycler von Thermo Fisher

unter Verwendung des folgenden Programms statt:

10 Minuten 25 °C
40 Minuten 48 °C
5 Minuten 95 °C
Pause 4 °C

Die so generierte cDNA wurde abschlielend mittels real-time PCR (Brilliant 1| SYBR®
Green) quantifiziert. Als Referenz wurde jeweils die Expression von UBC in den Zellen mit
quantifiziert. Die Annealing-Temperatur und die verwendete MgCl, Konzentration wurde

entsprechend der verwendeten Primer modifiziert (siehe Kapitel 3.16.2, Tabelle 8).
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3.10. Aufnahme und Ausgabe der Transkriptome

Zunachst eine kurze Einleitung zur Generierung und Analyse der Transkriptome, die mit Hilfe
des GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Arrays von Affymetrix erfolgte. Das Auslesen der
Signale geschah durch das GeneChip® Scanner 3000 7G System unter Verwendung der
GeneChip® Operating Software (GCOS) v1.1.1. Auf dem GeneChip® Mouse Genome 430
2.0 Array befinden sich 45101 Probe Sets. Diese decken das Transkriptom einer murinen
Zelle ab und bieten dartber hinaus verschiedene Kontrollen der Analyse. Eine ausfiihrliche
Beschreibung der Methode und der verwendeten Gerate finden sich auf der Affymetrix
Homepage (http://www.affymetrix.com),(Data Sheets: GeneChip® Mouse Genome Array,
Affymetrix GeneChip® Scanner 3000 7G,
http://www.affymetrix.com/partners_programs/programs/developer/gcos_sdk/gcos_sdk_over
view.affx#1_1). Jedes Probe Set beinhaltet 11 unterschiedliche Probenpaare, die das zu
detektierende Transkript binden (Abb. 6).

mRNA

PM
Probe Set MM

PM AGCCTGCAGGCTTAAATGGCTATAC
MM AGCCTGCAGGCTCAAATGGCTATAC

Abbildung 6

Aufbau eines Probe Sets des GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Arrays von Affymetrix.
Das Probe Set besteht aus 11 Probenpaaren. Jedes Probenpaar besteht aus einem ,Perfect
Match“ (PM) und einem ,Miss Match* (MM) Oligonukleotid aus 25 Basen, das die
hybridisierte prozessierte mMRNA eines spezifischen Transkriptes detektiert.

Die 25 Basen des PM Oligonukleotides sind hierbei komplementéar zu einer Sequenz des zu
detektierenden Transkriptes. Die Spezifitat eines Probenpaares wird ermittelt indem die
Signalintensitdten der PM und MM Nukleotide miteinander verglichen werden. Ist die

Folgende Bedingung erfiillt, dann gilt das Signal des Probenpaars als spezifisch:

R> t furt=0,015

_ PM; — MM,
TPM; + MM;

Formel 1

Die Bedingung R > 1 fur 1 = 0,015 ist gegeben wenn der Unterschied der Signalintensitaten
PM; - MM; =z 3% ist. Der Grenzwert 71 entspricht hierbei den vordefinierten
Grundeinstellungen. Eine Erhéhung des Grenzwertes 1 verringert einerseits die Detektion
falsch Positiver Werte, fuhrt aber auch zu mehr falsch Negativen Werten. Des Weiteren
berechnet die GeneChip® Operating Software (GCOS) unter Verwendung des

Rangsummentest von Wilcoxon fir gepaarte Stichproben (PM und MM) die
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Detektionswahrscheinlichkeit (detection p-Value) jedes einzelnen Probe Sets an Hand der
Resultate der 11 Probenpaare. Dadurch wird letztendlich jedem Signal ein
Detektionswahrscheinlichkeitswert  (detection p-Value) zugewiesen. Der Wert der
Detektionswahrscheinlichkeit wird zusatzlich durch ein ,Present Call“ ausgedrickt. Ein Signal
gilt als vorhanden (present), wenn der p-Value < 0,04 ist, als marginal wenn gilt
0,04 < p-Value < 0,06 und als nicht vorhanden (absent) wenn der p-Value > 0,06 ist
(ausfuhrlich beschrieben im Affymetrix Statistical Algorithms Reference Guide, online

abrufbar: media.affymetrix.com/support/technical/technotes/statistical_reference_guide.pdf).

Die Aufbereitung der zu analysierenden mRNA, sowie die Hybridisierung auf den
Affymetrix-Chip, wurden in der DRFZ internen Einrichtung durchgefiihrt. Besonderer Dank
gilt hier Heidi Schliemann. Das Auslesen der Chipdaten und die Bedienung der
Affymetrix-Software wurde durch die Abteilung Bioinformatik durchgefiihrt. Besonderer Dank

gilt hier Joachim Grin.

Die Rohdaten der Transkriptome werden schlieBlich in Tabellenform ausgegeben,
exemplarisch ist hier das Signal fur das IL-10 Transkript in nicht-modulierten Ty1-Zellen

dargestellt.

Probe Set | Gensymbol | Signal Intensitat (SI) | Detektionswahrscheinlichkeit
(p-Value)

1450330_at | IL-10 1176,5 0,000244

Tabelle 5

Das Probe Set, das aus 11 verschiedenen Oligonukleotiden aufgebaut ist erkennt einen Teil
des mRNA Transkriptes. Hier am Beispiel des IL-10 Genes. Da etliche Transkripte auf dem
Chip von mehreren unterschiedlichen Probe Sets detektiert werden, hat jedes dieser Probe
Sets einen |dentifikator (Beispiel IL-10: 1450330_at). Die ausgegebene Signal Intensitat ist
eine arbitrare GroRe die keinen direkten Aufschluss Uber die Menge des detektierten
Transkriptes gibt. Sie bietet lediglich die Madoglichkeit des Vergleichs mit einer
entsprechenden Kontrollbedingung. Die Detektionswahrscheinlichkeit (p-Value) gibt an, ob
es sich um ein spezifisches, oder zufélliges Signal handelt. Das obige Bespiel entstammt
dem Datensatz nicht-modulierter Ty1-Zellen (KTu1a). Eine Auflistung der analysierten
Transkriptome findet sich in der nachfolgenden Tabelle 6.
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Basierend auf den gemessenen Transkriptomen wurden flir die folgenden Vergleiche in
Abbildung 7 die Fold Changes fir die signifikant regulierten Transkripte ermittelt. Die

Transkriptome lagen jeweils als Duplikate vor.

@

T0 / Es wurden insgemsamt sieben Einzelvergleiche
7%‘2‘]_ g} durchgefihrt, fir die jeweils ein Fold Change pro
/'_J Signal ermittelt wurde:

@

1. Kontrolle Ty0-Zellen gg. Notch Ty0-Zellen

Fb_]f{m 2. Kontrolle Ty0-Zellen gg. Kontrolle Ty1-Zellen
T2 \ G — C) 3. Kontrolle Th0-Zellen gg. Kontrolle Ty2-Zellen
H
4. Kontrolle Ty0-Zellen gg. Kontrolle Ty17-Zellen
)
O L J C) 5. Kontrolle Ty1-Zellen gg. Notch Ty1-Zellen
TH17 6. Kontrolle Ty2-Zellen gg. Notch Ty2-Zellen
7. Kontrolle Ty17-Zellen gg. Notch Ty17-Zellen
NS
) %0
«

Abbildung 7

Schematische Darstellung der durchgefuhrten Einzelvergleiche Notch modulierter
T-Helfer-Zellen. Uberblick der Untersuchten Transkriptome (griin), fir die in der Folge die
Fold Changes in insgesamt sieben Vergleichen berechnet wurden.
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Chip # | Transkriptom von: Bezeichnung

1 THO0 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (A) KT40a

2 THO0 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (B) KT40g

3 TuO0 polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (A) NTHO0A

4 THO0 polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (B) NTHO0g

5 Ty1 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (A) KTu1a

6 Ty1 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (B) KTu1s

7 Ty1polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (A) NTH1A

8 Tu1 polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (B) NTu1s

9 Ty2 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (A) KTh2a

10 Ty2 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (B) KTu2g

11 Ty2 polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (A) NTH2a

12 Tu2 polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (B) NTL2p

13 Tu17 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (A) KTu17a

14 Ty17 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert (B) KTu175

15 Ty17 polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (A) NTH17A

16 Ty17 polarisierte Zellen mit Notch transfiziert (B) NTu175

17 Tu1 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert KT
IL-10 positive Zellen nach Sekretions Assay HIILTO0Y

18 Tu1 polarisierte Zellen mit Kontrollplasmid transfiziert KT 1
IL-10 negative Zellen nach Sekretions Assay HTIL10-

19 Tu1 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.1
IL-10 positive Zellen nach Sekretions Assay HIILTO0Y

20 Tu1 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.1
IL-10 negative Zellen nach Sekretions Assay HlL0-

A+ Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 positive Zellen nach Sekretions Assay HITIL22 Ax

A Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 negative Zellen nach Sekretions Assay HITI22 A

B+ Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 positive Zellen nach Sekretions Assay HTTIL22 B

B- Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 negative Zellen nach Sekretions Assay HITI22 B

C+ Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 positive Zellen nach Sekretions Assay HTTIL22 C+

C- Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 negative Zellen nach Sekretions Assay HTI2. 6

D+ Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 positive Zellen nach Sekretions Assay H7TIL22 D+

D- Tu17 polarisierte Zellen Notch transfiziert NT.17
IL-22 negative Zellen nach Sekretions Assay H1TI22.D-

Tabelle 6

Auflistung der in dieser Arbeit analysierten Transkriptome. Die Transkriptome (Chips 1-20)
wurden mit dem oben beschriebenen System: GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Arrays
von Affymetrix untersucht. Die Rohdaten der Transkriptome (Chips A-D, jeweils plus und
minus) wurden extern, durch Miltenyi Biotech mit Hilfe des Agilent Systems generiert. Die
Zellen der IL-227- und IL-22"-Populationen wurden in unserer Arbeitsgruppe in vitro generiert.
Die Rohdaten signifikant regulierter Transkripte befinden sich in den Anhéangen I-VI.
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3.11. Einzelvergleich: Berechnungen und Ausgaben signifikanter FCs

T.0 T,1
T 1500 Signal A Signal A
% p-Value [II]H p-Value II]H
< 750 0,000244 moalllll 000244 moBRLL
©
5 o b00U UL
n AB @ A B @ Signal B Signal B
p-Value l]l]“ p-Value l] H
THO TH1 0,000244 @=8UUL 000244 'ooEl-l
Abbildung 8

Schematische Darstellung der, in die Analyse eingeflossenen, Daten. Am Beispiel des Probe
Sets 1450330_at werden in der Folge die Bedingungen erlautert, die erfillt sein mussten,
damit ein signifikanter Fold Change fir den Einzelvergleich ausgegeben wurde. Vergleich 2
(siehe Abb. 7) von Kontrolle Ty0- gg. Kontrolle Ty1-Zellen. Welche Chipdaten den jeweiligen
Berechnungen zu Grunde liegen ist Tabelle 6 zu entnehmen.

Wenn diese Bedingungen (*°°FC) erfiillt sind:

KTyl,p —Value < 0,05
< 0,05
KTyl
LA> 1’0
KTy0,

KTy1
LA>1’O

> 1,0
KT40,

>1,0

Formel 2
Dann wird ein positiver Fold Change (°°FC) berechnet und ausgegeben.

(7o)

Formel 3
Ist die Signalintensitat fur das Transkript in Ty1-Zellen (Abb. 8 rechts) héher als in T0-Zellen
(Abb. 8 links) und sind zuséatzlich die Signale fir das Transkript in Ty1-Zellen ,Wahre
Signale“ (Formel 1), dann wird der positive Fold Change gebildet. Ist Formel 2 erfillt, dann
wird Formel 3 ausgegeben. Ist eines der Argumente in Formel 2 nicht erfillt, dann wird

Formel 3 nicht berechnet, sondern geprift, ob die Argumente in Formel 4 erflllt sind.
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Formel 4 prift die Bedingungen ("°FC) fiir einen negativen Fold Change.

KTy04 p — Value < 0,05
< 0,05

KTy,0,4
KTy1,
KT,0,

>1,0

>1,0

> 1,0
KTy1,

>1,0

Formel 4
Sind diese Bedingungen (Formel 4) erfiillt, dann wird ein negativer Fold Change ("°FC)

berechnet (Formel 5).
(KTHO (25)
_1 *
KTyl 9
Formel 5

Sind weder die Bedingungen fir einen positiven- (Formel 2), noch einen negativen Fold

Change (Formel 4) erfullt, dann wird der Wert Null ausgegeben. Die Fold Changes wurden
so fur alle Probe Sets in den sieben Einzelvergleichen (siehe Abb. 7) ermittelt.

Um Aufschluss darlber zu geben, ob die Aktivierung des Notch Signalweges zu einer
Polarisation von Tp0-Zellen fuhrt, die mit einem der untersuchten Effektor-Subsets
vergleichbar ist, bzw. welchen Einfluss die Notch Modulation in den verschiedenen Subsets
hat wurden in der Folge Gruppenvergleiche der Transkriptome (Kapitel 3.11.1 und 3.11.2)
durchgefihrt.
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3.11.1. Gruppenvergleiche Notch modulierter Ty0-Zellen mit Ty1-, Ty2-

oder Ty17-polarisierten Zellen

Abfrage nach Transkripten, die sowohl durch Notch in Ty0-Zellen, als auch durch eine Ty1
Polarisation reguliert werden. Hierzu wurde ein Gruppenvergleich der Einzelvergleiche 1 und
2 (siehe Abb. 7) durchgeflhrt.

Gruppenvergleich Ty1 Polarisation (Einzelvergleiche 1 und 2, siehe Abbildung 7)
Ist eine der folgenden Bedingungen erfillt:

NTy04p — Value < 0,05

NTy0g5 p — Value < 0,05 KTy04 p — Value < 0,05
KTy1l,p —Value < 0,05 KTy0p p —Value < 0,05
KTylg p —Value < 0,05 KTy;0,
>1,0
NTy04 _ 10 NTy0,
KT,0, ' KTy0,4
>1,0
NTy0, - 10 NTy0p
KT,0, — KTy0p
>1,0
NTy0p NT,0,
—=10
KTy0y4 4 KTy,0p - 10
NT.0 oaer = 41,
HYB > 1’0 NTHOB
KTy0p KTy0,
>1,0
KTyls 10 KTy1,
KT,0, ' KTy0,4
>1,0
KTy1, - 10 KTy1g
KTy 05 — KTy0p
>1,0
KTylp 10 KTy1,
KTy0, — KTy0p
KT,1 KT..1 =10
2 >10 H-B
KTy0p

Formel 6
Dann wird der Wert 1 ausgegeben, es handelt sich also um ein Transkript das sowohl durch

Notch Aktivierung in Ty0-Zellen, als auch durch Ty1 Polarisation reguliert wird. Ist dies nicht
der Fall dann wird der Wert 0 ausgegeben. Dies wurde des Weiteren fiir steigende Fold
Change cut-offs 21,5; 22,0; 22,5 und 23,0 durchgeflhrt. Hierfir wurde der Wert 1,0 durch

den entsprechenden cut-off in Formel 6 modifiziert.

Diese Gruppenvergleiche wurden nach dem gleichen Schema fir Ty2 und Ty17
Polarisierung durchgefuhrt. Fir die Ty2 Polarisierung, wurde in Formeln 6 die
Einzelvergleiche 1 und 3 (siehe Abbildung 7) verwendet und fur Ty17 Polarisierung die

Einzelvergleiche 1 und 4.
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In einem weiteren Gruppenvergleich wurde nach Transkripten gesucht, die nur unter einer
Polarisationsbedingung so reguliert sind, wie durch die Notch Aktivierung in T0-Zellen. Am
Bespiel der exklusiven Ty1 Polarisation (*Ty1), &ndert sich die Abfrage (Formel 6)

folgendermalen:

Gruppenvergleich *Ty1 Polarisation

NTy04p — Value < 0,05

NTy0g5 p — Value < 0,05 KTy04 p — Value < 0,05
KTyl p —Value < 0,05 KTy0p p — Value < 0,05

KTHpr_Value < 0,05 KTHOA
=10

NT404 _ 10 NT50,

KTy0, — KTy0,4
=10

NTy0,4 - 10 NTy0p

KT,0p ~ 7’ KTy0p
=10

NTyO0p _ 10 NT,0,

KT,0, ~— KTy0p
=10

NTy0p NT,0p

=10

KTy0p KTy,0,4
=10

KTy1, KTy1,

>1,0 oder

KTy0y4 KTy,0,4
— =10

KTyls 10 KTy1g

KTy0p5 — KTy0p
— =10

KTylp - 10 KTy1,

KT,0, ~— KTy0p
— =10

KTylp 10 KTy1,

KT,05 Ergebnis der Einzelvergleiche 3 und 4
Ergebnis der Einzelvergleiche 3 und 4 Formel 2 —5 fir Ty2 und Ty17 Zellen
Formel 2 —5 fur Ty2 und Ty17 Zellen KTy24 > 1

KTy2¢ <1 KTy04
KTy0g KTy174
KTul7g _ KTy,04
KTy0g4
Formel 7

Die Abfrage in Formel 7 identifiziert Transkripte, die durch Notch Modulation von Ty0-Zellen
und durch Ty1 Polarisierung gleichermalien reguliert werden, aber nicht durch Ty2, oder
Tu17 Polarisierung. Sind alle Argumente in der Menge links oder rechts in Formel 7 erfllt, so
ist die Ausgabe dieser Abfrage 1, ansonsten wird der Wert 0 ausgegeben. Auch hier wurden
steigende Fold Change cut-offs bis FC 23,0 gesetzt. Fur die Ermittlung der Transkripte, die
exklusiv in Ty2-Zellen (*Tn2), oder in Ty17-Zellen (*Tu17) gleich reguliert sind wie in Notch

modulierten Ty0-Zellen, wurden die obigen Bedingungen entsprechend angepasst.
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3.11.2. Gruppenvergleiche zwischen verschiedenen Notch modulierten
T-Helfer-Subsets

Auf Transkriptomebene kann die Modulationen der T-Helfer-Zellen durch den Notch
Signalweg durch die Betrachtung der Einzelvergleiche 1, 5, 6 und 7 fur T40-, Ty1-, Ty2- und
Tu17-Zellen (siehe Abbildung 7) untersucht werden. Basierend auf den Einzelvergleichen 1
(Notch Modulation von Ty0-Zellen), 5 (Notch Modulation von Tu1-Zellen), 6 (Notch
Modulation von Tu2-Zellen) und 7 (Notch Modulation von Ty17-Zellen) kénnen
unterschiedliche Gruppenvergleiche angestellt werden. Insgesamt wurden 15 verschiedene
Gruppenvergleiche durchgefiihrt, die dafiir verwendeten Abfragen lassen sich in vier
Untergruppen einteilen. Transkripte, die nur in einem Subset, in zwei Subsets, in drei
Subsets, oder in allen Subsets auf die gleiche Weise durch den Notch Signalweg reguliert
werden. In der Folge wird jeweils eine Abfrage fir jede dieser Untergruppen dargestellt.
Formel 8 beschreibt Transkripte, die nur in Ty0-, Ty1-, Ty2-, oder Ty17-Zellen durch Notch
moduliert sind, am Beispiel von Ty1-Zellen.

Gruppenvergleich NOtChTH1, beschreibt exklusiv in Tpy1-Zellen durch den Notch
Signalweg regulierte Transkripte. Dies ist gegeben, wenn entweder die Bedingung fir ein
hoch- (Formel 8 links), oder runter- (Formel 8 links) reguliertes Transkript erflllt sind. Ist dies

der Fall so wird der Wert 1 ausgegeben, ansonsten der Wert 0.

NTy1l,p —Value < 0,05 KTy1l,p —Value < 0,05
NTylgp — Value < 0,05 KTylg p — Value < 0,05
NTy1 KTyl
72 >10 P24 >10
KTy1, NTy1,
NTy1 KTyl
4 510 > 1,
KTylg NTy1p
NTy1 KTy1
2 >1,0 15>,
KTy, NTy1,
NTy1 KTy1
"B > 1,0 - >1,0
KTHlB oder NTHlB
Ergebnis der Einzelvergleiche Ergebnis der Einzelvergleiche
1,6 und 7, Formel 2 — 5 1,6 und 7, Formel 2 — 5
fir Ty0,Ty2 und Ty17 Zellen fir Ty0,Ty2 und Ty17 Zellen
NTyO0 NTyO0
HYQ <1 HYY > —1
KTy04 KTy0gy
NTy24 < NTy24
KTy2g4 KTy2g4
NTy174 NTy174
KTy174 KTy174

Formel 8
Auch fur diese Gruppenvergleiche wurden steigende Fold Change cut-offs bis FC 23,0

gesetzt. Die Abfragen wurden fiir die Gruppenvergleich N*"T.0, "'T,2 und N“"T,17

entsprechend modifiziert.
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Danach wurden mit einer Abfrage Transkripte identifiziert, die in zwei Subsets durch den
Notch Signalweg reguliert werden (Ty0+1, Ty0+2, T40+17, Ty1+2, Ty1+17 und T42+17). Bei
positiver Beantwortung der Anfrage wurde der Wert 1 ausgegeben, bei einer negativen
Beantwortung der Wert 0. Formel 9 zeigt den Gruppenvergleich fir die gleiche Modulation
durch den Notch Signalweg in T0- und Ty1-Zellen (V*"T0+1).

NTyl,p —Value < 0,05

KTyl,p —Value < 0,05

NTylg p — Value < 0,05 KTylg p —Value < 0,05
NTy04p — Value < 0,05 KTy04 p — Value < 0,05
NTy0g5 p — Value < 0,05 KTy0g5 p — Value < 0,05

NTula 5 10 KTula 5 10

KTHlA NTHlA

NTula 5 10 KTula 5 10

KTylp NTylp

NTule 5 10 KTule 5 10

KTHlA NTHlA

NTule 5 10 KTule 5 10

KTylp NTylp

NTHOA 5 1 KTHoa 5 10

KTHO04 oder NTHO4

NTH04 5 1 KTH0a 5 1 0

KTHOB NTHOB

NTHOB 5 1 KTw08 1

KTy0y4 NTyO,4

NTwO8 5 1 0 KTuos 5 10

KTHOB NTHOB

Ergebnis der Einzelvergleiche Ergebnis der Einzelvergleiche
6und 7, Formel 2 — 5 6und 7, Formel2 —5

fir Ty2 und Ty17 Zellen fir Ty2 und Ty17 Zellen

NThH2g NThH2g -1

KTy2g KTh2g

KTy17g KTy17g

Formel 9
Auch hier wurden steigende Fold Change cut-offs von FC 21,0 bis FC 23,0 gesetzt. Die

Abfragen fir die restlichen Gruppenvergleiche (Ty0+2, T0+17, Ty1+2, Ty1+17 und Ty2+17)
zur Identifizierung Notch modulierter Transkripte unter zwei Polarisationsbedingungen

wurden entsprechend modifiziert.
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Hiernach wurde mit einer Abfrage nach Transkripten, die in drei Subsets durch den Notch
Signalweg reguliert werden (T0+1+2, T40+1+17, T40+2+17, Ty1+2+17) gesucht.

Am Beispiel des Gruppenvergleichs “"T,0+1+2 muss eine der folgenden

Bedingungen erfillt sein

NTy1l,p —Value < 0,05

KTyl,p —Value < 0,05

NTylg p —Value < 0,05 KTylg p —Value < 0,05
NTy04p — Value < 0,05 KTy04p — Value < 0,05
NTy05 p — Value < 0,05 KTy05 p — Value < 0,05
NTy2,p —Value < 0,05 KTy2,p —Value < 0,05
NTy25 p — Value < 0,05 KTy25 p —Value < 0,05
NTy1 KTy1
H 41,0 "A>1,0
KTy1, NTy1l,
NTy1 KTy1
2 >10 T2>1,0
KTylg NTylg
NTy1 KTyl
72> 1,0 72 >10
KTy1, NTy1l,
NTy1 KTy1
72 >1,0 "2 >1,0
KTylp NTylp
NTy0 KTy0
—H4510 —A 4510
KTy0,4 NTy0,
NTy0 KTy0
—"4510 oder —"4510
KTy0p NTyO0p
NTy0 KTy0
—H2B>10 —H2B510
KTy0,4 NTy0,4
NT4O0 KTy0
B0 —1E>10
KTy0p NTy0p
NTy2 KTy2
H4 51,0 2> 1,0
KTy2, NTy2,
NTy2 KTy2
T2 >1,0 2>10
KTy2gp NTy2p
NTy2 KTy2
2> 1,0 2 >10
KTy2, NTy2,
NTy2 KTy2
2> 1,0 2 >10
KTy2g NTy2g
Ergebnis des Einzelvergleichs 7 Ergebnis des Einzelvergleichs 7
Formel 2 —5 fur Ty17 Zellen Formel 2 — 5 fiir Ty17 Zellen
NTy174 NTy174
KTy174 KTy174

Formel 10
Wie zuvor beschrieben, wenn eine der Bedingungen (Formel 10) erfillt ist, dann wird der

Wert 1 ausgegeben, andernfalls der Wert 0. Auch hier wurden steigende Fold Change
cut-offs bis FC 23,0 gesetzt. Die Abfragen fiir die restlichen Gruppen wurden entsprechend

modifiziert.
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AbschlieBend wurden die Transkripte ermittelt, die unter allen Polarisationsbedingungen
durch den Notch Signalweg reguliert werden. War eine der Bedingung (Formel 11) erfullt, so

wurde fir dieses Transkript der Wert 1 ausgegeben, ansonsten der Wert 0.

NTy1l,p —Value < 0,05

KTyl p —Value < 0,05

NTylg p — Value < 0,05 KTylg p —Value < 0,05
NTy04p — Value < 0,05 KTy04 p — Value < 0,05
NT,0p p — Value < 0,05 KTy0p p —Value < 0,05
NTy2,4p —Value < 0,05 KTy2,p —Value < 0,05
NTy25 p — Value < 0,05 KTy2 Bp —Value < 0,05
NTy17,p — Value < 0,05 KTy17,p — Value < 0,05
NTy175 p — Value < 0,05 KTy17g5 p — Value < 0,05
NTy1 KTy1
— 4510 —12>10
KTy1, NTy1,
NTy1 KTy1
P24>10 H2>10
KTy1s NTy1p
NTy1 KTy1
HB o 1 HIB o 1
KTy1, NT41,
NTy1 KTy1
HIB o 1 HIB o 1
KTy1, NT,1,
NTy,0 KT,0
2210 12>,
KT,0, NT,0,
NTy0
4>y, K19 - 1
KT,05 NT405
NT40 oder KT40
HOB o g HOB o
KT40, NT,0,
NTy0
HOB o 1 KTy0p >1
KT,05 NT,0
NTy2 KTy, 2
2210 2>,
KTy2, NT,2,
NTy2 KTy?2
A5 —H4 590
KTy25 NTy25
NTy?2 KTy?2
THB S 9 18> 10
KTy2, NT,2,
NTy2 KTy?2
—18 > 1,0 s 2 1,0
KTy2; NT,25
NTy17 KTy17
— 51,0 e 2 1,0
KT,17, NT417,
NTy17 KTy,17
ZH'A >1,0 —H'A >1,0
KTy17; NTy17;
NT,
W75 ' KTy175 |
KTy17, NTy17,
NTy1 KTy17
"8 > 1,0 —12>10
KTy1s NTy17;

Formel 11

Auch hier (Formel 11) wurden erneut steigende Fold Change cut-offs bis FC =3,0 gesetzt.
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3.11.3. Vergleich IL-10 sekretierender und nicht-sekretierender Notch
modulierter Ty1-Zellen

In einem weiteren Experiment wurden Transkriptome IL-10-sortierter Ty1-Zellen mit und

ohne Notch Modulation miteinander verglichen. Als Transkripte, die dem

IL-10-Expressionsprofil folgen, wurden solche identifiziert, die die unten beschriebene

Bedingung (Formel 12) erfillen.

NTHllLlo—p —Value < 0,05

NTH 11L10+ p - Value < 0,05 KTH 11L10—p - Value < 0,05
NTy1 NTyljp10-

H-*-IL10+ > 3 H-IL10 >3
NTH11L10— oder NTH11L10+
NTH11L10+ > 3 KTH11L10— > 3
KTH11L10— - NTH11L10+ -

NTy1,104 > 46,58 NTy1,10- > 46,58

KTyl,,10- > 46,58

Formel 12
Da die Transkriptome dieses Experiments nur als Einzelwerte vorlagen wurde das

durchschnittliche Hintergrundsignal 45,58, als weiterer Grenzwert verwendet. So wurden nur
die Transkripte eingehender untersucht, deren Signalintensitdten diesen Grenzwert

Uberschritten. Fur die weitere Einschrankung wurde ein Fold Change cut-off bei 3 gesetzt.
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3.11.4. Vergleich IL-22 sekretierender und nicht-sekretierender Ty17

Notch modulierter Zellen

Fir die vergleichende Transkriptomanalyse IL-22™- und IL-22"-Zellen, die als Quadruplikate

vorlagen wurde die folgende Abfrage fir hoch- (Formel 13 links), oder runterregulierte

(Formel 13 rechts) Transkripte verwendet:

NTH17IL22_A+ P — Value < 0,05
NTH17IL22 B+ p - Value < 0,05
NTH17IL22 C+ p - Value < 0,05
NTH17IL22_D+ p - Value < 0,05
NTy17
1171122 A+ 1,0
NTy171122 A-
NTy17
—H_2zA% > 10
NTy171122 B-
NTy17
2O H-7IL22 At >1,0
NTH17[122_ c-
NTy17
1171122 A+ 1,0
NTy17j122 p-
NTy17
—H_Mz2Bt > 10
NTy171122 A-
NTy17
1171122 B+ 1,0
NTH171122 B-
NTy17
H171L22 B+ 1,0
NTy171122 c-
NTy17
H I1L22_B+ 2 1’0
NTy17j122 p-
NTy17
H171L22 C+ 1,0
NTy171122 A-
NTy17
H171122 C+ 1,0
NTy171122 B-
NTy17
HL/1L22 C+ > 1,0
NTH17[122_ c-
NTy17
1171122 ¢+ 1,0
NTy17j122 p-
NTy17
H171L22 D+ 1,0
NTy171122 A-
NTy17
H171L22 D+ 1,0
NTH171122 B-
NTy17
H171L22 D+ 1,0
NTy171122 c-
NTy17
HL/1L22 D+ > 1’0
NTy17j122 p-

oder

NTH171L22_A— P — Value < 0,05
NTH17IL22 B— p - Value < 0,05
NTH17IL22 C—- p - Value < 0,05
NTH17IL22_D— p - Value < 0,05
NTy17
2O H-7IL22 At <1,0
NTyp171122 A-
NTy17
—H-fmzz A+ o 1,0
NTy171122 B-
NTy17
2T H-7IL22 At <1,0
NTH17[122_ c-
NTy17
H171122 A+ 1,0
NTy17j122 p-
NTy17
HL/1L22 B+ < 1’0
NTyp171122 A-
NTy17
1171122 B+ 1,0
NTH17[122 B
NTy17
H171L22 B+ 1,0
NTy171122 c-
NTy17
HL/1L22 B+ S 1’0
NTy17j122 p-
NTy17
H171L22 C+ 1,0
NTyp171122 A-
NTy17
H171122 c+ 1,0
NTy171122 B-
NTy17
HL/1L22 C+ < 1’0
NTH17[122_ c-
NTy17
1171122 ¢+ 1,0
NTy17j122 p-
NTy17
H171L22 D+ 1,0
NTyp171122 A-
NTy17
H171L22 D+ 1,0
NTH17[122 B
NTy17
H171L22 D+ 1,0
NTy171122 c-
NTyx17
HL/1L22 D+ < 1’0
NTy17j122 p-

Formel 13
Die IL-22 negativen und IL-22 positiven Populationen Notch modulierter Ty17-Zellen wurden

mit Hilfe eines IL-22 Sekretions Assay (Kooperation mit Miltenyi Biotec) voneinander
getrennt.
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3.12. In silico siRNA Design

Die cDNA Sequenzen fir IL-10, STAT4, c-Maf, Blimp-1, Evi1, Etv5, Fli1 und Satb1 wurden in
den siRNA Selection Server des Whitehead Institutes hochgeladen und jeweils 5
verschiedene Sequenzen selektiert. Fir das siRNA Muster wurden die vorgeschlagenen
Sequenzen verwendet [58-60]. Als Filterkriterien wurden die folgenden Limitierungen
gebraucht:

1. 30-70 % GC-Anteil
2. Weniger als 7 aufeinanderfolgende GCs in einer Reihe

3. Hochstens 4 gleiche aufeinanderfolgende Basen in einer Reihe.

Aus der Auswahl der vorgeschlagenen siRNAs wurden praferenziell die gewahlt, die einen
negativen AG-Wert aufweisen und innerhalb der CDS-Region, nicht in unmittelbarer Néhe
zur Transkriptionsstartseite, liegen. Anschliellend wurden durch eine Blast-Suche siRNA
Sequenzen herausgefiltert, die nicht mehr als 16 Basen Ubereinstimmung mit einer
Off-Target Sequenz haben. AnschlieBend wurde in silico die Faltung der verbliebenden
siRNAs berechnet und die gunstigsten Strukturen [61] ausgewahlt. Die so selektierten cDNA
Sequenzen, die das Target der siRNA darstellen, sind in Tabelle 7 aufgefihrt. Die daraus
resultierende siRNA aus Sense und Anti-sense Strang wurde von der Firma IBA synthetisiert
und zur Stabilisierung der siRNA [62] chemisch modifiziert. Hier exemplarisch fir siRNA#1

fur c-Maf dargestellt:

cDNA: GGG ACG CCT ACA AGG AGA AAT AC
sense: mMGmGG ACG CCU ACA AGG AGdA dAdAmU
anti-sense: mCmCC UGC GGA UGU UCC UC U U UdA

Abbildung 9
cDNA und modifizierte sense und anti-sense Strange der verwendeten siRNAs (IBA).
Beispiel siRNA#1 fur c-Maf. m: methyliert, d: Desoxyribose

Auf diese Weise wurden insgesamt 40 verschiedene siRNAs fiir 8 unterschiedliche

Zieltranskripte generiert, die in Tabelle 7 aufgelistet sind.
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Zieltranskript Kirzel | cDNA Target-Sequenz Quelle
A1 ATCCTGCTTTCAAGCTCATATTG
A2 GAGAGCAATTGTGTCTGTTAAAG
IL-10 A3 AACCTTCTCGATGTCTAATAATT IBA
A4 CTCGAGCCTGTTCAACAATGTGA
A5 TTGAGGAGCTCTTGTTTGAAAAG
B1 AAGTGCAGTACTGGGAGTAAAGG
B2 AAGGCGTCCATTGACAAGAATGT
STAT4 B3 ACCAGCTTCAGAACTGCTTTACC IBA
B4 CGCTGCAAGAAATGCTTAATAGT
B5 GTGCAGATGACAGAACAAGATAC
C1 GGGACGCCTACAAGGAGAAATAC
C2 CAGCTAGCCACCTTGTTAAATGC
c-Maf C3 CTGGACATGTATGGTATAATTAT IBA
C4 CATGTGCTTGCAACTTAAATATA
C5 AGGGACTGACATCCTGTCTTAGA
D1 ATCAGGGTGCCTTTAGCAAATTG
D2 GAGGCAAAGACTCACTATATATA
Blimp-1 D3 TGGCCATTCTTTGTAGATAATTT IBA
D4 CAGTAGGAGTGCAGGAATTAATG
D5 TTGGTGTTCAAGGTGTAATAAAG
E1 ATCTGGCTTCGATAACTAATAAG
E2 CAGACCCACTCCCTTCTTCATGG
Evi1 E3 GACCCGCTTGAAGCTTTGAAAGA IBA
E4 CAGTGCCATCCAGTCCATAAGCC
ES CAGCACTACGTCTTCCTTAAATA
F1 GAGGCCAGGAGAGCCGTTACTCA
F2 CAGCCGAGCCGTCACCATAAGTA
Etvd F3 CTGCCTGATTGACAGGAATTTGC IBA
F4 AACTGGCTAGAGATTTATTTGTT
F5 CCCTGCCGAGCTGCGTATATTCT
G1 AAGGCAGGATGTTTATAATCTTA
G2 GACGGGCAGAGGATTAAATAACA
Fli1 G3 CAGAAGGCAACTAACTGTATAAA IBA
G4 CATGCCCAAACAAGATCTGTTTA
G5 GAGGAGCATGGAACAATAATATG
H1 GAAGGGAGCACAGACGTTAATGC
H2 CACCACCGGTATTTCCTAACAAC
Satb1 H3 AACCCGCCACACTAGTCTTTGGA IBA
H4 AAGGAGGAGCACGCGGAATTTGT
H5 TTGGAAGGTGGTACAAACATTTC
Tabelle 7

Sequenzen verwendeter siRNAs. Fir die Targets IL-10, STAT4, c-Maf, Blimp-1, Evi1, Etv5,
Fli1 und Satb1.

Das Einbringen der siRNA in die Zellen erfolgte mittels Nucleofection™. Verwendet wurde
das folgende Kit der Firma Lonza.

Nucleofection™ von murinen T-Zellen

Medium Quelle Katalognummer

Mouse T Cell Nucleofector™ Kit - das Supplement wird vor
der Nucleofection™ frisch dazu gegeben

Lonza | VPA-1006
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3.12.1. siRNA Transfektion mit dem Nucleofector™ System von Amaxa

flir Einzeltransfektionen

Die Zellen werden durch Elektroporation in zellspezifischem Medium mit Hilfe des

Nucleofector™ Systems von Amaxa transfiziert.

Maximal werden 1*10° Zellen in einer einzelnen Kivette in 100 pl erganztem
Nuclofections™Medium mit 500 pMol siRNA transfiziert.

Vorbereiten:
Das RPMI Medium wird im Wasserbad vorgewarmt.

Dem Nucleofections™Medium (2,25 ml) wird das gesamte Erganzungsmedium (0,5 ml)
zugesetzt. Die zu transfizierenden Zellen werden gezahlt und auf eine geeignete Zellzahl
eingestellt (maximal 1*10”/Nucleofection™). Die Zellen werden zentrifugiert und der GroRteil

des Mediums abgenommen und in eine frische Zellkulturplatte Gberfiihrt.
Der Amaxa Nucleofector™ wird eingeschaltet und das Programm X-001 eingestellt.

Die Transfektionsprozedur muss mdglichst schnell durchgefihrt werden, um die
Aufenthaltszeit der Zellen im Nucleofections™Medium zu verkiirzen, die folgenden Schritte

werden fur jeden Transfektionsansatz einzeln durchgefihrt:

Entfernung des restlichen Uberstandes der Zellen.

Lésen der Zellen im erganzten Nucleofections™Medium mit siRNA.

y
2

3. Uberfihrung der Suspension in die Transfektionskivette.

4. Die Kuvette wird in den Amaxa Nucleofector™ gestellt und das Programm gestartet.
5

500 pl vorgewarmtes RPMI Medium werden auf die Zellen in der Kuvette gegeben

und die Suspension anschlieRend mittels Plastikpipette aus der Kivette entfernt und

mit dem alten Uberstand in der neuen Zellkulturplatte vereinigt.
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3.12.2. Nucleofection™ voraktivierter Ty1-Zellen nach Transfektion mit

konstitutiv aktivem Notchsignal fiur einzelne siRNA-Nucleofectionen™

Wie bereits zuvor beschrieben (Kapitel 3.1 und 3.2), werden pro Ansatz 2,5x10° naive
T-Zellen (CD25CD4*CD62L") mit 1x10 subletal bestrahlten APZs (MHCII*) in Ty1-Medium
kultiviert. Diese nach 24 Stunden retroviral mit dem Notchplasmid transfiziert. Nach weiteren
24 Stunden werden die gesamten Zellen eines Ansatzes (2,5x10° naive T-Zellen und 1x10’
APZs) auf zwei Nucleofections™ansatze aufgeteilt und gemaR der oben beschriebenen
Prozedur (Kapitel 3.12.1) behandelt. Fur die Bestimmung der Knock-down Effizienz wurde
an Tag 3 ein Teil der Zellen entnommen, die mRNA isoliert und per gPCR die relative
Expression des Zieltranskriptes der siRNA bestimmt. An Tag 5 wurde der Uberstand (nach
Restimulation) und erneut die mRNA (vor Restimulation) der Zellen isoliert. An Hand der
mRNA wurde die relative Expression von IL-10 auf transkriptioneller Ebene bestimmt und im
Uberstand mittels ELISA die sekretierte Proteinmenge analysiert. Die in Vorversuchen

bestimmten Knock-down Effizienzen der siRNAs sind in Tabelle 10 (Kapitel 4.3) dargestellt.
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3.12.3. Transfektion voraktivierter Ty1-Zellen im Screen (96-Lochplatte)

Voraktivierung:
Plattenbeschichtung:
* Verwendet wurden sterile ELISA 96-Lochplatten mit Flachboden und Deckel.
e Beschichtung mit 5 ug/ml aCD3 + 1ug/ml rmDLL4 in PBS.
Kultur:
+ 5x10°/Well Naive (CD4'CD62L*) T-Zellen wurden in den beschichteten Platten
ausgesat.
* Dem Medium wurden 1 pg/ml aCD28 und 10 ng/ml rmIL-12 zugefugt.
* Nach 48h wurden die Zellen auf neue Platten transferiert.
Nucleofection™ der voraktivierten Ty1-Zellen
* siRNA Nucleofection™ an Tag 5 der Kultur
2x10° Zellen pro Nucleofection™ fiir 40 verschiedene siRNAs oder Kontrolle
* Nucleofizierte™ T-Zellen ruhten einen weiteren Tag in zuvor verwendetem Medium
* An Tag 6 Restimulation mit PMA/lonomycin und Brefeldin A (6h)

Durchflusszytometrische Analyse von IFN-y und IL-10 in fixierten Zellen
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3.12.4. Transfektion Naiver T-Zellen im Screen (96-Lochplatte)

Plattenbeschichtung:
e Sterile ELISA 96-Lochplatten mit Flachboden und Deckel wurden verwendet.
* Beschichtung mit 5 yg/ml aCD3 + 1ug/ml rmDLL4 in PBS.
Nucleofection™:
+ 2x10° Naive (CD4'CD62L*) T-Zellen pro Ansatz wurden mit 40 verschiedenen
siRNAs oder der Kontrolle nucleofiziert™.
Kultivierung:
* Die Zellen ruhten in frischem RPMI Medium fur 20 Stunden.
* Umsetzen der Zellen auf die beschichteten Platten und Zugabe von 1 pg/ml aCD28
und 10 ng/ml rmIL-12.
* Nach 48 Stunden erneutes Umsetzen der Zellen auf unbeschichtete Platten
* An Tag 5 wurden die Zellen mit PMA/lonomycin und Brefeldin A restimuliert (6h).

Durchflusszytometrische Analyse von IFN-y und IL-10 in fixierten Zellen
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3.13. Behandlung Notch modulierter Ty1-Zellen mit Erk-Inhibitor (PD
184,352)

Tu1 polarisierte Zellen wurden gemaf Kapitel 3.4 retroviral mit Notch moduliert. An Tag 5

werden die Zellen geerntet und gemaf dem folgendem Protokoll behandelt

Vorbereitung: 15 ml Falcons werden mit 3 ml Fixierpuffer (vor Licht schiitzen) aus

dem Kuhlschrank genommen und aufgewarmt.
15 ml Falcons mit 3 ml Permeabilisierungspuffer Il (vor Licht schiitzen)

kurz vor Gebrauch gekuhilt.

Erk-Inhibitor

Zellen wurden gezahlt und auf 1*10° Zellen/ml eingestellt

1 ml der Zellsuspension werden in eine Vertiefung einer 24-Lochplatte Uberfuhrt
Der Erk-Inhibitor wird mit entsprechender Konzentration fir 30 Minuten mit den Zellen
bei 37 °C inkubiert

PMA/lonomycin wird zu den Zellen gegeben und fur weitere 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert

200 pl der Zellsuspension werden in Eppis Uberfihrt und zentrifugiert

50 ul des Fixierpuffers werden dazu gegeben und fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert
2x waschen

50 pl Permeabilisierungspuffer Il werden zu den Zellen gegeben und fir 30 Minuten
bei 4 °C inkubiert.

2x waschen

Die Zellen wurden in 50 ul PBS/BSA suspendiert

Farbung mit 5 pl anti-pErk.

Anschlielend Durchflusszytometrische Analyse
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3.14. Vorbereitung einer Arbeitslosung des AhR-Liganden FICZ fir die in
vitro Modulation von T-Helfer-Zellen

FICZ (100 pg Feststoff) wird in 7,024 ml DMSO geldst.

Dies entspricht einer Konzentration von 50 pyM.

Die Vorratslésung kann bei -80 °C einen Monat aufbewahrt werden.

Verwendete Konzentrationen:

500 nM: 10 pl Vorratslésung /ml Medium
100 nM: 2 pl Vorratslésung /ml Medium
10 nM: 1:10 Verdinnung der Vorratsldsung in DMSO

2 yl der Verdinnung /ml Medium
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3.15. Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte der durchgefiihrten Experimente, die zuvor
normiert wurden. Der Standardabweichung entspricht dem SEM (standard error of the
mean). Die Uberprifung der statistischen Signifikanz erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-U
Tests fur parameterfreie nicht gleichverteilte Werte. Der zu erreichenden Signifikanzwerte
betrugen, 5% (* p<0,05), 1% (** p<0,01) und 1%. (*** p<0,001). Die Berechnungen wurden
mit Hilfe von Microsoft Excel und GraphPad Prism 5 durchgefihrt.
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3.16. Verwendete Materialien und Gerate

Puffer

3.16.1. Medien und
RPMI 1640 Medium — Invitrogen/Life Technologies
FCS 10%

Penicillin 100 U/mi

Streptomycin 100 pg/ml
2-Mercaptoethanol 50 uM

DMEM Medium — Invitrogen/Life Technologies

Sigma

PAA Laboratories

PAA Laboratories

Invitrogen/ Life Technologies

FCS 10% Sigma

Penicillin 100 U/ml PAA Laboratories
Streptomycin 100 pg/ml PAA Laboratories
2-Mercaptoethanol 50 uM Invitrogen/ Life Technologies
LB Medium

Trypton 10¢ Oxoid

Hefeextrakt 59 Invitrogen/Life Technologies
NaCl 10¢ Merck

add 1 Liter bidest. H,O

SOCS Medium

Trypton 20g Oxoid

Hefeextrakt 59 Invitrogen/Life Technologies
NaCl 10 mM Merck

KCI 2,5mM Merck

MgCl, 10 mM Merck

MgSO4 10 mM Merck

Glukose 20 mM Sigma

add 1 Liter bidest. H,O

PBS; pH 7,2

NaCl 137 mM Merck

KCI 2,7 mM Merck

KH,PO, 1,5 mM Merck

Na;HPO,4 x 2 H,0 8,0 mM Merck

PBS/BSA; pH 7,2

PBS
bovine serum albumin

PBS/BSA/Azid; pH 7,2

| 0,5% (w/v)

| PAA Laboratories

PBS/BSA
NaN3

| 0,02% (W/v)

| Merck
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Erythrozyten Lysis Puffer (EL-Puffer); pH 7,5

KHCO3; 0,01 M Merck
NH,4CI 0,155 M Merck
EDTA 0,1 mM Sigma
2x HBS pH 7,05 £ 0,05

HEPES pH 7,05 50 mM Merck
KCI 10 mM Merck
Dextrose 12 mM Merck
NaCl 280 mM Merck
Na,HPO, 1,5 mM Merck

CaCl-Losung 1,25 M

CaCl, | 1,25 M | Merck

Saponin 5% (w/v) gelost in PBS/BSA/Azid (Stamml6sung)

Saponin | 50 g/l | Merck

Saponin 0,5% (w/v) gel6st in PBS/BSA/Azid (Arbeitslosung)

Saponin | 59l [ Merck

Formaldehyd 4% (v/v) in PBS

Formaldehyd 37% | 54 ml | Merck
ad 500 ml PBS

10x TBE

Tris-Base 0,9M Sigma
Borsaure 0,9M Merck
EDTA,; pH 8,0 2 mM Sigma

Tween 20 0,05% (v/v) in PBS

Tween 20 [ 1 ml | Sigma
ad 2000 ml PBS

IL-10 ELISA Beschichtungspuffer

ELISA Coating Buffer Powder wird in 11 dest. H,O geldst und

anschlieBend steril filtriert (0,22 uM) eBioscience

IL-22 ELISA Beschichtungspuffer

10x PBS ELISA Coating 1:10 mit dest. H,O

. eBioscience
Buffer verdinnen

ELISA Probenverdﬁnnungsmittel

5x Assay dilluent | 1:5 mit dest. H,O verdinnen | eBioscience
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IL-10/IL-22 ELISASubstratlosung, Tetramethylbenzidin (TMB) L6sung

TMB L6sung wird unverdunnt eingesetzt | eBioscience

IL-10/IL-22 ELISA Abstopplosung, 12,5% H.SO,
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3.16.2. Primer und Bedingungen fur quantitative PCR
Zielgen SEQUENZ (5‘—3°) l\(llgI\Cnl)z Temp. (°C) Produktlange
m

0 e e e smu 0T zmaw
vacz L SSCACRSMCICTCCCTITC — 4y o0 e
e EASSOSRCTOTIACCACOMS — oy e or
e LSCISIONCTICISCSICISS — s w0z
o LACTIOISRCTICCTISA — 2 w9 20009
vt LASCHOCCTIGGOACIOROA — 5y gc  zuon
o EICCHOIASASIOOTIS 4y mc  worp
prr LASCIICISSTOMMOSA— 2omn wc oo
v L ASCACCICRCCCIOICTT — snv 0 200
e T
i LSCISIOSTIOASIEA — s w0 a7
wiot ESASCHCTICSTISISONS! — oy ssc zon
o GATOCORSACSRCCITEST sy w0 oo
sinp1 £ SCCSSCSICTICISTIN — 1 w00 e
T, CASTSCMISICISIOONS o w0 o
gl T SCCIGMOGSTONGTO, — 2omm w0 oo
Lin EICASMCCCCTAATE — oy oz
2 ESSISCTOCTITCSIONS — omu w00 e
i LCICAOCOMCISIONCT s w0 weets
o I R
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Primer und Bedingungen fur quantitative PCR (Fortsetzung)

Zielgen Sequenz (5‘—3) MgCl, Temp. Produktlange

(mM) _ (C)
rops £ ORSUOIOVACCOSIS — 2smi_wc 1oove
w2 COSICICHISSCATONGT oy 5o o7
sTars [ IUCTIOSSTOOMAMCSRS — 5y e raaie
1 L DASCARCATSCSACAA w00 ot
o L ISCIMOTCCSCMAISCS sy w0 2o
e L SOCCIIICCTICACCA — sow o500zt
o[, SCTRCCOMIINICE— 5mu s0c1asin
o GACCTIONSCIOONNTIE o w00 1o
star L ISSTCAMIISOMEACET — 2omw w00 119t
Tabelle 8

Primer fur quantitative PCRs. Die Transkription der Ziel Gene wurde mittels eines

Forward-(F)-

und eines

Reaktionsbedingungen quantifiziert.

Reverse-(R)-Primers

unter

den

verschiedenen
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3.16.3.

Maus spezifische Antikorper

Spezifitat

| Klon

| Isotyp

| Fluorochrom

| Quelle

aktivierende Antikorper fur murine T-Zellen

CD3 145-2C11 IgG1, K - BD Bioscience

CD28 37.51 1gG2, A\ - BD Bioscience

blockierende Antikdrper

IL-4 11B11 ratigG1 - DRFZ

IL-12 C17.8 ratigG2a - DRFZ

IFN-y AN18.17.24 | ratlgG - DRFZ

Antikdrper fur FACS Analyse und Sortierung

IL-10 JES5-16E3 lgG2b, K PE eBioscience

IFN-y XMG1.2 IgG1, K PE-Cy™7 BD Bioscience

IL-17 TC11- ratigG1, PE Biozol
18H10.1

IL-22 (murin/human) | IL22JOP ratlgG2a, k | APC eBioscience

IL-22 1H8PWSR ratlgG1, K PE eBioscience

IL-2 JES6-5H4 ratlgG2b, k | eFluor®450 eBioscience

TNFa MP6-XT22 ratigG1 APC-Cy™7 BD Bioscience

IL-4 11B11 ratigG1 Cy5 DRFZ

CD4 RM4-5 lgG2a, K Pacific Blue™ BD Bioscience

CD4 GK1.5 IgG2b, k PerCP Biozol

CD160 CNX46-3 ratlgG2a,k | PE eBioscience

CD62L MEL14 ratigG2a PE DRFZ

CD25 pC61.5 ratigG1, A Cy5 DRFZ

LIVE/DEAD® Fixable | fluorescent Anregung 405 nm

Aqua Dead Cell Stain | reactive dye - Emission 526 nm | Invitrogen

Kit

pERK1/2 20A mouselgG1 | Pacific Blue™ BD Bioscience

Tabelle 9

Mausspezifische Antikdrper zur Aktivierung, Blockierung und Anféarbung verschiedener Ziele.

3.16.4. Rekombinante Zytokine
Zytokin Quelle
rmiL-2 R&D
Systems
rmiL-12 R&D
Systems
rmiL-4 R&D
Systems
rmIL-6 R&D
Systems
rmiL-23 R&D
Systems
rhTGF-B1 R&D
Systems
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4.1. Kostimulatorische Signale sind entscheidend fiur die Auspragung

der Notch Modulation von T-Helfer-Zellen

Der Notch Signalwegs steuert viele Differenzierungsschritte in verschiedenen Zellarten. In
vorangegangenen Publikationen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der
Notch Signalweg, insbesondere vermittelt durch den Liganden Delta-like-4, zur starken
Anhebung der Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 in Ty1-Zellen flhrt [52,
53]. In Ty0- und Ty2-Zellen war dieser Effekt nicht zu sehen [54]. Damit konnte sowohl in
vivo, als auch in vitro, gezeigt werden, dass die Aktivierung des Notch Signalweges eine
starke Modulation der Eigenschaften von Ty1-Zellen zur Folge hat. Andererseits wird durch
etliche Veroéffentlichungen proklamiert, dass der Notch Signalweg, an sich, im Stande ist die
Polarisation von T-Helfer-Zellen zu steuern. So ist die Differenzierung von Ty1- [47, 63, 64]
und Ty17- [65, 66] Zellen mit der Aktivierung des Notch Signalweges uber die
Delta-like-Liganden assoziiert, wohingegen die Aktivierung Uber Jagged-Liganden zur
Differenzierung in Richtung T42-, [47, 67] und regulatorischen [68, 69] T-Helfer-Zellen fihren
kann. Diese Kontroverse, auf welche Weise die Regulation der verschiedenen
Effektor-T-Helfer-Zellen tUber den Notch Signalweg von Statten geht [31, 32, 42, 50, 54],
sollte in dieser Arbeit auf transkriptonellem Level eingehender betrachtet werden. Es stellten
sich die Fragen, welche Effekte direkt durch den Notch Signalweg, unabhangig von anderen
Stimuli, reguliert werden, und welche Modulationen sich durch die Integration aus Notch
Aktivierung und kostimulatorischen Differenzierungssignalen ergeben? Um dies eingehender
untersuchen zu kénnen, wurden unterschiedlich polarisierte Effektor-T-Helfer-Zellen in vitro
generiert und mit einem Kkonstitutiv aktiven Notch3 transfiziert. Der zeitliche Ablauf des
Versuches ist in Abbildung 10 dargestellt. Neben Notch3 wurde, durch den gleichen Vektor
vermittelt, GFP in den Zellen exprimiert, sodass mittels FACS selektiv Zellen mit Aktivierung
des Signalweges herausgefiltert werden konnten. In Abbildung 11 A ist, am Beispiel
modulierter Ty1-Zellen, die Sortierstrategie und in Abbildung 11 B die schematische

Auflistung der generierten Zellen mit und ohne konstitutiv aktivem Notchsignal dargestellt.
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Praparation der Lymphknoten Analyse der
und der Milz GFP-sortierten
Zellen nach 5h
Restimulation
Transfektion mit PMA/lonomycin

R, !

Tag O 1 2 3 4 5

Naive T-Zellen
CD4'CD62L"'CD25

sublethal bestrahlte MHCII'CD4 (APZs)
Polarisation unter T,0/T,,1/T,2/T,17 Konditionen

>

Abbildung 10

Experimenteller Ablauf der Notch-Modulation von Ty0-, Ty1-, Ty2- und Ty17- Zellen in vitro.
Die Zellen wurden nach 24 Stunden retroviral mit einem GFP exprimierenden Kontroll-, oder
GFP exprimierenden Notch-Plasmid, das zusatzlich die intrazellulare Domane von Notch3
exprimiert, transfiziert.

Durch FACS Sortierung wurden die in vitro modulierten T-Helfer-Zellen mit und ohne Notch
Aktivierung isoliert (Abbildung 11A, Modulierte Ty1-Zellen). Die FACS Sortierung, lebender
CD4'GFP" Zellen, erfolgte entsprechend dem Beispiel in Abbildung 11A, fiir T40-, Ty1-, Th2-

und Ty17-Zellen (schematische Darstellung Abbildung 11B).

Kontrolle Notch31ZD B Kon. Notch
THO @ © cp4
65.7% 62.9% A
' T.1 o @
H {
T2 [ @] @
7,17 [ [@][ @
—>GFP

Abbildung 11

Sortierschema der modulierten T-Helfer-Zellen. (A) Sortierung CD4"GFP* Zellen mit (N3I1ZD -
Notch) und ohne (Kontrolle — Kon.) konstitutiv aktives Notch Signal am Beispiel modulierter
(mit N31ZD) und nicht-modulierter (Kontrolle) Ty1-Zellen. Die Zellen wurden an Tag 5 mit
PMA/lonomycin restimuliert. Die oben abgebildeten Populationen wurden zuvor auf lebende
(PJ) Lymphozyten selektiert. (B) Sortierschema flir die verschiedenen Notch modulierten
und nicht modulierten T-Helfer-Zellen, die unter Ty0-, Ty1-, T42- und Ty17-Bedingungen
kultiviert wurden.
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Die Transkriptomanalyse erfolgte mittels dem GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array von
Affymetrix (Kapitel 3.10). Die so generierten Daten wurden zunachst in Einzelvergleichen
(Abbildung 12A und Abbildung 15A) ausgewertet (Kapitel 3.11).

4.1.1. Die Aktivierung des Notch Signalwegs in Ty0-Zellen fuhrt zu einem

diffusen Expressionsprofil aus Ty1-, Ty2- und Ty17-Zellen.

Zunachst wurde ermittelt, inwiefern die Notch Modulation von nicht-polarisierten Ty0-Zellen,
ein Genexpressionsprofil induziert, das einer Ty1- (Stimulation mit rekombinantem IL-12),
Th2- (Stimulation mit rekombinantem IL-4), oder Ty17- (Stimulation mit rekombinantem IL-6,
IL-23 und TGF-B) Polarisation zu zuordnen ist. Die verwendeten Kulturbedingungen sind im
Kapitel 3.2 aufgeflhrt. Hierzu wurden die in Abbildung 12 dargestellten Einzelvergleiche,
mittels Gruppenvergleichen (Kapitel 3.11.1), der Transkriptome von Ty1-, Ty2-, Ty17- und
Notch modulierten Ty0-Zellen, mit Kontrolle modulierten Ty0-Zellen, kombiniert (Formel 6).

Kon. Notch Abbildung 12
1 Notch Modulation von Tp0-Zellen im Vergleich zu Ty1-, Th2-
TO @ CD4 und Ty17-polarisierten Zellen. Die schematisch dargestellten
; A Einzelvergleiche (1-4) wurden in  Gruppenvergleichen
2 o
T1 @ kombiniert: Ty1 (1+2), Ty2 (1+3) und Ty17 (1+4), um heraus zu
H finden, welcher Polarisation, die Modulation von Ty0-Zellen
—3] durch den Notch Signalweg am ehesten entspricht. (n=2)
T2 @ @
Zunachst wurden die Einzelvergleiche (1-4) mit steigendem
T 7 Q@ @ Fold Change cut-off berechnet und die signifikant regulierten
Transkripte herausgefiltert (siehe Kapitel 3.11, Formel 2 und 4).

—>GFP
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Abbildung 13 zeigt die Anzahl regulierter Transkripte fir die Einzelvergleiche 1-4 mit

steigendem Fold Change cut-off.

s [ Je|[ @] Abbildung 13

[ | Bei Erhohung des
Grenzwerts (Fold Change)
fir die Einzelvergleiche
nimmt die Anzahl der
regulierten Transkripte
kontinuierlich ab. (n=2)

8000+

4000+

Anzahl regulierte Transkripte

O A% 0 12 oS O A2 0 12 oS
Fold Change cut-off

Die Betrachtung der Anzahl regulierter Transkripte in Abhangigkeit des gesetzten Fold
Changes fur die Einzelvergleiche verdeutlicht, dass umso starker sich die Kulturbedingungen
der verglichenen Zellen voneinander unterscheiden, desto mehr Transkripte werden
signifikant differentiell reguliert. In Vergleich 1 unterscheiden sich die Zellen darin, dass sie
mit und ohne Aktivierung des Notch Signals kultiviert wurden. In Vergleich 2 werden Zellen
miteinander verglichen, die unter Ty0- (aktivierende AK: aCD3, aCD28, blockierende AK:
alL-4, alFN-y, alL-12 und rIL-2) und Ty1- (aktivierende AK: aCD3, aCD28, blockierende AK:
alL-4, rlL-2 und rIL-12) Bedingungen kultiviert wurden. In Vergleich 3 werden Ty0- und Ty2-
(aktivierende AK: aCD3, aCD28, blockierende AK: alFN-y, alL-12 und rlL-4) Zellen
miteinander verglichen. In Vergleich 4 werden Ty0-Zellen Ty17 (aktivierende AK: aCD3,
aCD28, blockierende AK: alL-4, alFN-y, rlL-6, rIL-23 und rTGF-B) kultivierten Zellen
gegenuber gestellt. Fur die Analyse gleich regulierter Transkripte unter verschiedenen
Bedingungen wurde die Menge regulierter Transkripte eines Einzelvergleichs, mit der Menge
regulierter Transkripte eines weiteren Einzelvergleichs herangezogen und deren
Uberlappung bestimmt. In Abbildung 14 ist dies am Beispiel von Vergleich 1+4 gezeigt fiir

einen Fold Change cut-off von 2,0.

80



Ergebnisse

_ A Menge der Transkripte, die durch Notch in
Vergleich 1 M THO-Zellen reguliert wird.

Menge der Transkripte, die durch Notch in

Vergleich 4 . .
Ty17-Zellen reguliert wird.

B

Abbildung 14

Darstellung gleich regulierter Transkripte als Uberlappung von zwei Mengen am Beispiel von
Notch modulierten Ty0-Zellen (Vergleich 1) und Ty17 polarisierten Zellen (Vergleich 4) fur
einen Fold Change cut-off von 2,0.

Bildet man die Schnittmenge gleich regulierter Transkripte aus zwei Einzelvergleichen, so
kann in der Folge die Uberlappung als Teil der Menge (A), oder der Menge (B) dargestellt
werden. Je nachdem wie viele differentiell regulierte Transkripte innerhalb eines
Einzelvergleichs identifiziert werden konnten, unterscheiden sich die Darstellungsformen A
und B recht stark voneinander. In Abbildung 15 sind die beiden Darstellungen einander
gegeniiber gestellt. In der Darstellungsform A gibt es groRere Uberlappungen des
Vergleichs 1 mit Ty2 (Vergleich 3) und Ty17 (Vergleich 4) polarisierten Zellen, wohingegen in

der Darstellungsform B Uberlappungen mit T,1-Zellen (iberwiegen.
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Abbildung 15

Vergleichende Analyse Subset-spezifischer Genexpressionsprofile mit Notch modulierten
nicht polarisierten T-Helfer-Zellen (Tw0). (A) Die Gesamtflache entspricht allen in Vergleich 1
Dunkel dargestellt ist die jeweilige
Uberlappung mit Ty1- (Vergleich 2), Ty2- (Vergleich 3), bzw. Ty17- (Vergleich 4) Zellen.
(B) Die Gesamtflache entspricht der Anzahl regulierter Transkripte aus Vergleich 2 (Ty1), 3
(Tw2), oder 4 (Ty17). Dunkel dargestellt ist wiederum die Uberlappung mit den regulierten
Transkripten aus dem Vergleich 1. (C) Die Anzahl der gleich regulierten Transkripte
zwischen Notch modulierten Ty0-Zellen und Ty1-, Ty2-, bzw. Ty17-Zellen, entsprechend den

gefundenen differentiell
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Vergleicht man die Schnittmengen aus Abbildung 15 A so wird deutlich, dass es etliche
Transkripte gibt, die in den Gruppenvergleichen 1+2 (Ty1), 1+3 (Tw2) und/oder 1+4 (Tu17)
vorhanden sind. Daher wurden abschlieRend die Transkripte betrachtet, die nur in einem der
Gruppenvergleiche zu finden sind (Kapitel 3.11, Formel 7 Ty1*, Tu2* und Ty17*). Dies ist in
Abbildung 16 dargestellt.

CPHBDDD
kein FC1,5 FC 2,0 FC 25 FC 3,0
Grenzwert

Abbildung 16

Transkripte die nur in einem Gruppenvergleich (Ty1* (violett), Tn2* (tlrkis), Tu17* (orange))
gleich reguliert sind, wie in Notch modulierten Ty0-Zellen. Bei steigendem Fold Change
cut-off bis 3,0. (n=2)

In den Gruppenvergleichen 1+2 (Tpy1), 1+3 (Tu2) und 1+4 (Ty17) zeigt sich, dass die
Aktivierung des Notch Signalweges in Ty0-Zellen zu einem Expressionsprofil fuhrt, das
Ahnlichkeiten mit allen hier untersuchten Subsets aufweist. Die Uberlappung Notch
modulierter Transkripte in Ty0-Zellen mit Ty17-polarisierten Zellen ist hierbei am starksten
ausgepragt (Abb. 15). Betrachtet man die durch Notch in T0-Zellen regulierten Transkripte
etwas differenzierter und schaut sich ausschlieRlich die modulierten Transkripte an, die
exklusiv in Ty1*, Ty2*, oder Ty17* Zellen auf die gleiche Weise reguliert sind (Abb. 16), wie in
Notch modulierten Ty0-Zellen, so sieht man, dass es eine Verschiebung der Schnittmengen
gibt. In Abbildung 15 gibt es groRere Schnittmengen mit Ty2- und Tu17-Zellen, als mit
Tu1-Zellen und in Abbildung 16 gréRere mit Ty1-Zellen. Fur den restriktivsten Fold Change
cut-off (3,0) ist wiederum die gréBte Ubereinstimmung mit Ty17-Zellen zu sehen (Abb. 16).
Die quantitative Betrachtung der Transkriptome zeigt, dass die Aktivierung des Notch
Signalweges in nicht-polarisierten Ty0-Zellen, zu keiner klaren praferentiellen Polarisation in
Richtung Ty1-, Tu2-, oder Ty17-Zellen flhrt. Eine Aktivierung des Notch Signalweges in
THO-Zellen induziert vielmehr ein Expressionsprofil, das sowohl mit T417- und Tn2-Zellen, als
auch mit Ty1-Zellen Uberlappt (Abb. 15+16). Um die quantitativen Beobachtungen auch
qualitativ unterstitzen zu kénnen, wurden anschlieRend einige charakteristische Zytokine
und Transkriptionsfaktoren analysiert, von denen ein Subset-spezifisches Expressionsmuster
in den verschiedenen T-Helfer-Zellen zu erwarten war, und deren Expression mit Notch

modulierten nicht-polarisierten Ty0-Zellen verglichen.
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4.1.2. Die Modulation von Ty0-Zellen durch den Notch Signalweg filihrt zu einer
Erhohung der Ty17-spezifischen Zytokine IL-17A und IL-22

Die analysierten Effektor Subsets: Ty1, Tu2 und Ty17 (Kapitel 1.3.3 Abb. 4) haben deutliche
Unterschiede in ihrem Zytokinexpressionsprofil. Es stellte sich die Frage, ob der Notch
Signalweg in der Lage ist eines dieser Zytokinexpressionsprofile in Ty0-Zellen zu induzieren.
In Abbildung 17 ist zu sehen, dass die Notch Modulation einen unterschiedlich starken
Einfluss auf die Expression von Zytokinen in Ty0-Zellen hat. Die Aktivierung flhrt zur
Reduktion der IFN-y, TNF-qa, IL-13, IL-9 und TGF-B Expression, wohingegen die Expression
von IL-10, IL-17A und IL-22 erhoht ist. Somit wird durch die Aktivierung des Notch

Signalwegs ein Ty17-ahnliches Zytokinexpressionsprofil in Ty0-Zellen induziert.
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Abbildung 17

Signalintensitat verschiedener, von T-Helfer-Zellen sekretierter, Zytokine. Es sind jeweils die
Signale der Kontroll Zellen (weilRe Balken), den Notch modulierten Zellen (schwarze Balken),
gegenuber gestellt. Die Balkenpaare entsprechen den jeweiligen Kulturbedingungen unter
denen die T-Helfer-Zellen (v.l. nach rechts) T40, Tu1, Tu2 und Tu17 stimuliert wurden. (n=2)

Bei den betrachteten Zytokinen (Abb. 17) sieht man eine charakteristische
Expressionsverteilung zwischen den untersuchten T-Helfer-Subsets. In Ty1-Zellen werden
die Zytokine IFN-y und TNF-a (Abb. 17, obere Reihe) starker exprimiert, als in T42- und
Tu17-Zellen. In Ty2-Zellen werden die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 (Abb. 17, mittlere Reihe)
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am starksten exprimiert. IL-10 (Abb. 17, obere Reihe) wird sowohl von Ty2-, als auch von
Tu1-Zellen stark exprimiert. In Ty17-Zellen haben die Signaturzytokine IL-17A und IL-22 die
starkste Signalintensitadt (Abb. 17, untere Reihe). Somit besitzen die untersuchten
T-Helfer-Zellen auf Zytokinebene das erwartete Subset-spezifische Expressionsmuster, was
verdeutlicht, dass die jeweilige in vitro Polarisation erfolgreich war. Wirden in Abbildung 17
ausschliel3lich nicht-polarisierte Ty0-Zellen mit und ohne Notch Modulation betrachtet
werden, so kdnnte man schlussfolgern, dass die Aktivierung des Notch Signalweges zur
Induktion von Tw17-Zellen fuhrt, beurteilt man jedoch den Einfluss der Notch Modulation
unter Berlcksichtigung aller untersuchten Subsets, so wird deutlich, dass es gravierende,
kostimulationsabhangige Unterschiede gibt. Auf diese Weise betrachtet zeigt sich
insbesondere fir IL-10, bzw. IL-22, dass beide Faktoren in nicht polarisierten Ty 0-Zellen
durch Notch hochreguliert sind, doch dass deren Expression noch weitaus starker in
modulierten Ty1-, bzw. Ty17-Zellen ist. Das lasst vermuten, dass Notch an sich, einen
weitaus weniger starken direkten Einfluss auf das Genexpressionsprofil hat, sondern die
Modulation hauptsachlich Gber Integration der Kostimulatorischen Signale verlauft. Vergleicht
man CD4'GFP* Notch modulierten T-Helfer-Zellen der verschiedenen Subsets mit den
Kontroll Plasmid transfizierten T-Helfer-Zellen des gleichen Subsets (Abb. 17), so werden die
verschiedenen Zytokine unterschiedlich stark und mitunter mit abweichender Tendenz in den
analysierten Subsets moduliert. Fur die weitere Beurteilung, welchen Einfluss der Notch
Signalweg auf die Polarisation in Ty0-Zellen hat, wurde in der Folge die
Expressionsverteilung Subset-spezifischer Transkriptionsfaktoren (Abb. 18) in Ty0-, Ty1-,
Th2- und Ty17-Zellen mit und ohne Notch Modulation betrachtet.
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4.1.3. Die Transkriptionsfaktoren Thet (Ty1), Gata-3 (Th2) und RoRyT (Tu17)

werden nicht durch den Notch Signalweg in Ty0-Zellen moduliert

Zunachst wurde der Einfluss der Notch Modulation auf die Expression der
Subset-spezifischen Transkriptionsfaktoren, Tbx21 [70] (Tn1-Zellen), Gata-3 [71] (Tu2-Zellen)
und RoRyT [72] (Tw17-Zellen), in Ty0-Zellen untersucht (Abb. 18). Neben diesen
Schlusseltranskriptionsfaktoren wurden des Weiteren die Transkriptionsfaktoren FoxP; [73]
(regulatorische T-Helfer-Zellen (Treg)), Eomes [74] (CD8" zytotoxische T-Zellen), Bcl6 [75,
76] (follikulare T-Helfer-Zellen) und Blimp-1 [77, 78] (terminale Differenzierung von T-Zellen),
sowie die durch den T-Zell-Rezeptor aktivierten Transkriptionsfaktoren Nfat [79] und
Nfkb [80] betrachtet. Zusatzlich wurde analysiert, ob die Notch Modulation von Ty0-Zellen, zu
einer Veranderung der Expression der Transkriptionsfaktoren Stat1, Stat4, Stat5a, Stat5b
(aktiviert in Ty1 polarisierten Zellen [81]), AhR (Treg [82], Tr1- [83] und Ty17-Zellen [84]) und
c-Maf (erhéhte Expression in Ty2- [85], Tr1- [83] und Ty17-Zellen [86]) fiihrt. In Abbildung 18
sind die durchschnittlichen Signalintensitaten der oben genannten Faktoren in T40-, Ty1-,
Tu2- und Ty17-Zellen, mit und ohne Notch Modulation aufgefiihrt.
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Abbildung 18

Signalintensitat verschiedener T-Zell spezifischer Transkriptionsfaktoren. Es sind jeweils die
Signale der Kontrollzellen (weilRe Balken), den Notch modulierten Zellen (schwarze Balken),
gegenuber gestellt. Die Balkenpaare entsprechen den jeweiligen Stimulationsbedingungen
unter denen die T-Helfer-Zellen (v.l. nach rechts) Ty0, Ty1, Ty2 und Ty17 kultiviert wurden.
(n=2)

Die Expression der Schlusseltranskriptionsfaktoren, der T-Helfer-Subsets Ty1 (Tbx21), Ty2
(Gata-3) und Ty17 (RoRyT), die in der Literatur ausfihrlich beschrieben sind, wird durch den
Notch Signalweg in Tn0-Zellen nicht signifikant moduliert (Abb. 18, obere Reihe). Auf
diesem Level ist keine préaferentielle Polarisation, durch den Notch Signalweg, in Richtung
eines der Effektor-T-Helfer-Subsets, in Ty0-Zellen ersichtlich. Vergleicht man die Expression
dieser Transkriptionsfaktoren innerhalb der untersuchten Effektor Subsets (Tnu1, Tw2 und

Tu17) miteinander, so ist zu erkennen, dass unabhangig von der Aktivierung des Notch
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Signalwegs, Tbx21 am starksten in Ty1-Zellen, Gata-3 am starksten in Ty2-Zellen und
RoRyT am stéarksten in Ty17-Zellen exprimiert wird. Dies unterstreicht, dass es sich bei den
in vitro polarisierten T-Helfer-Zellen, wie bereits fir deren Zytokinexpression gezeigt werden
konnte (Abb. 17), um die jeweiligen Effektor Subsets (Tu1, Tu2 und Ty17) handelt. Wie zuvor
gezeigt (Kapitel 4.1.1) fihrt die Aktivierung des Notch Signalwegs in Ty0-Zellen zu keiner
eindeutigen Polarisation in Richtung eines der untersuchten Subsets (Tu1, Tu2, Tu17).
Obwohl man eine signifikante Steigerung der IL-17A und IL-22 Expression (Abb. 17) in Notch
modulierten Ty0-Zellen sieht und die groite Ubereinstimmung im Vergleich mit Ty17-Zellen
(Abb. 15, Gruppenvergleich 1+4) zu finden ist, ist der Notch Signalweg nicht in der Lage die
Expressionslevel von IL-17A (Abb. 17 untere Reihe) und RoRyT (Abb. 18 oberste Reihe) auf
das Niveau von Ty17 polarisierten Zellen zu heben. Einzig die Expression von IL-22 wird
durch den Notch Signalweg (auch polarisationsunabhangig) auf das Niveau von Ty17-Zellen
angehoben (Abb. 17, IL-22 Expression in Kontroll (weilRe Balken) modulierten Ty17-Zellen)
Ausschlaggebend dafiir kénnte die Notch vermittelte Erhéhung des Arylhydrocarbon
Rezeptors (AhR) in Ty0-Zellen sein. In den Kapiteln 4.6 und 4.7 wird ein mdgliches
Zusammenspiel des Notch Signalwegs und des AhR eingehender beleuchtet. Neben den
nicht-modulierten Schlisseltranskriptionsfaktoren ist die Notch vermittelte Modulation von
c-Maf und Blimp-1 besonders hervorzuheben. Insbesondere im Hinblick auf die durch Notch
gesteigerte IL-10 Expression in Ty1-Zellen, spielen c-Maf und Blimp-1 eine tragende Rolle
(Neumann et. al., submitted).

AbschlieBend kdénnen wir festhalten, dass die Modulation von T40-Zellen durch den Notch
Signalweg zu keiner praferentiellen Polarisation, in Richtung eines der untersuchten Effektor
Subsets (Tu1, Tu2, Tu17), flhrt. Zumindest sehen wir keine eindeutige Verstarkung der
Expression eines spezifischen Transkriptionsfaktors, da die durch den Notch Signalweg
modulierten Faktoren in Ty0-Zellen (Abb. 18) sowohl mit Ty1- (Stat4), Ty2- (c-Maf), Ty17-
(AhR, c-Maf), terminaldifferenzierten- (Blimp-1), als auch mit regulatorischen T-Zellen
(FoxP3, AhR) assoziiert werden koénnen. Im folgenden Kapitel (4.1.4) wurde daher, die
Auswirkung, der Notch Modulation, innerhalb der verschiedenen untersuchten
T-Helfer-Subsets analysiert, um den integrativen Effekt der Notch Modulation auf

Kostimulatorische Signale betrachten zu kénnen.
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4.1.4. Die Aktvierung des Notch Signalwegs fiihrt zur unterschiedlich starken

Modulation der Expressionsprofile in T40-, Ty1-, Ty2- und Ty17-Zellen

Der Notch Signalweg ist entscheidend fir die Entwicklung von Zellen in den
unterschiedlichsten Kompartimenten [87]. Es ist daher nicht Uberraschend, dass die Anzahl
regulierter Transkripte innerhalb der Vergleiche (Abb. 19A+B) verschiedener
T-Helfer-Subsets (Tw0, Tu1, Tu2, Tu17) mit und ohne Aktivierung des Signalweges sich stark
unterscheiden. So moduliert Notch die Expression von 7418 Transkripten in Ty0-(Anhang ),
9533 Transkripten in Ty1-(Anhang Il), 9291 Transkripten in Tu2-(Anhang Ill), und 11187
Transkripten in Ty17-Zellen (Anhang [V). Schaut man sich als nachstes an, welche
Uberlappungen (Abb. 19 C) es zwischen den regulierten Transkripten der verschieden
polarisierten Zellen gibt, so wird deutlich, dass die Mehrheit der Transkripte zur Gruppe |
gehdrt (Abb.19 C und D). Die Einteilung der Uberlappungen (Abb. 19) in unterschiedliche
Gruppen ergibt sich wie folgt: Transkripte, die nur in einem (Gruppe 1), zwei (Gruppe Il), drei
(Gruppe Ill), oder allen (Gruppe 1V) betrachteten T-Helfer-Subsets durch Notch reguliert sind.
Insgesamt konnten 23029 Transkripte identifiziert werden, deren Expression in mindestens
einem T-Helfer-Subset (Abb. 19) durch Aktivierung des Notch Signalwegs moduliert wird. Die
Kriterien und Algorithmen fir die verschiedenen Abfragen sind in Kapitel 3.11 erlautert. Die
Einzelvergleiche (Notch gg. Kontrolle) sind als Ellipsen in einem Venn-Diagramm dargestellt
(Abb. 19 B und C).
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Abbildung 19

Einfluss der Notch Modulation unter verschiedenen Polarisationsbedingungen. (A)
Schematische Darstellung der Transkriptomvergleiche. (B) Verteilung aller regulierten
Transkripte in den unterschiedlichen T-Helfer-Subsets: Tn0, Ty1, Tu2 und Ty17 (von oben
nach unten). Fir jeden Einzelvergleich ergeben sich acht Uberlappungsmdglichkeiten mit
den restlichen Einzelvergleichen. (C) Darstellung und Unterteilung der verschiedenen
Uberlappungsméglichkeiten, der durch Notch in den einzelnen T-Helfer-Subsets
beeinflussten Transkripte. (D) Anteil der verschiedenen Uberlappungen an allen, durch
Notch, in den hier untersuchten Subsets, regulierten Transkripten. (n=2)

Aus dieser Analyse wird deutlich, dass lediglich 4,1 % (940) der regulierten Transkripte
polarisationsunabhangig, direkt durch den Notch Signalweg reguliert werden (Abb. 19 D,
Gruppe V). Der Hauptteil (56,9 %) wird polarisationsspezifisch (Abb. 19 D, Gruppe 1)
reguliert, was dafur spricht, dass der Effekt der Notch Modulierung in T-Helfer-Zellen starker
durch Integration der kostimulatorischen Signale wirkt, als durch direkte Notch vermittelte
Genexpression. Etwas mehr als ein Drittel der modulierten Transkripte, die in den Gruppen
Il und Il zu finden sind (Abb. 19 C und D), werden weder polarisationsabhangig, noch
unabhangig reguliert. Eine moégliche Erklarung dafiir kénnten die HES-Gene sein, die direkt
durch den Notch Signalweg reguliert werden, und deren eigene Expression oszilliert [88],
sodass hier sekundar Effekte auftreten, die weder als polarisationsabhdngig noch
unabhéangig identifiziert werden kdénnen. Um zunachst die Anzahl signifikant regulierter
Transkripte, direkt abhangig von Notch, oder polarisationsabhangig moduliert durch Notch,
weiter eingrenzen zu kénnen, wurden aufsteigende Grenzwerte, fir die in Abbildung 19 B

dargestellten Vergleiche, gesetzt.
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4.1.5. Der Anteil Subset-spezifisch regulierter Transkripte in Notch modulierten

T-Helfer-Zellen nimmt mit steigendem Fold Change cut-off zu

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel gezeigt werden konnte, werden mehr als die Halfte
der Notch modulierten Transkripte Subset-spezifisch reguliert (Kapitel 4.1.4, Abb. 19 D -
Gruppe 1). Um differenzieren zu kénnen, ob es sich bei diesen Transkripten um stark, oder
schwach differentiell regulierte Transkripte handelt, wurden in der Folge steigende Fold
Change cut-offs gesetzt und erneut analysiert, inwiefern es Uberlappungen unter
verschiedenen Polarisationsbedingungen gibt. In Abbildung 20 A sind noch einmal die
moglichen Uberlappungen der Einzelvergleiche (Abb. 19 A) am Beispiel von Notch
modulierten Tu1-Zellen dargestellt. Die Abfragen (Kapitel 3.11.2) wurden fir alle 15
maoglichen L"Jberlappungen der vier verschiedenen Transkriptomvergleiche (Tpy0, Ty1, Ty2
und Ty17 jeweils Notch gg. Kontrolle) modifiziert und fur funf unterschiedliche Fold Change
cut-offs bis 3,0 durchgefuhrt (Abb. 20 B).

91



Ergebnisse

A Uberlappungen des Ty1-Transkriptomvergleiches (Notch gg. Kontrolle) mit den
entsprechenden Transkriptomvergleichen unter Ty0, T2 und Ty17 Kulturbedingungen

Tr1+Tw17 (1)

T1+ THO
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+Twl7 (Il
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Abbildung 20
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Der prozentuale Anteil der direkt durch den Notch Signalweg regulierten Transkripte bleibt

bei Einfuhrung eines Fold Change Grenzwertes relativ konstant (Abb. 20 B). Eine Ausnahme

stellen die nicht polarisierten T-Helfer-Zellen (Ty0) dar. Die Subset-spezifisch regulierten

Transkripte nehmen bis zu einem Fold Change cut-off von 2,5 zu, bei einer weiteren
Anhebung des Grenzwertes auf 3,0, jedoch deutlich ab (Abb. 20 B, Tx0). In Notch
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modulierten Ty0-Zellen werden fast 2/3 der stark regulierten Transkripte (FC 3,0) auch, in
mindestens einem anderen Subset, durch den Notch Signalweg in die gleiche Richtung
reguliert (Abb. 20 B). In Ty1-, Ty2- und Ty17-Zellen, die durch den Notch Signalweg
moduliert werden nimmt der Anteil der Subset-spezifisch regulierten Transkripte mit
steigendem Fold Change Grenzwert stark zu (Abb. 20 B). Die Anteile der Transkripte, die in
zwei, oder drei Subsets gleich reguliert sind nehmen hingegen deutlich ab. Das
veranschaulicht, dass der Effekt der Notch Modulation zu einem kleinen Teil darin besteht,
direkt auf die Transkription verschiedener Gene zu wirken, und zu einem weitaus gréReren
Teil darin, andere Stimuli, die die Genexpression beeinflussen kdnnen, zu integrieren. Da wir
in nicht-polarisierten Ty0-Zellen weniger, zu integrierende, Stimuli haben, erklart dies auch,
weshalb wir weniger Subset-spezifisch regulierte Transkripte finden, als in Ty1-, Ty2-, und
Tu17-Zellen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Notch Modulation nicht polarisierter T-Helfer-Zellen nicht
per Se zu einer praferentiellen Polarisation in Richtung eines der untersuchten Subsets Ty1,
Tu2, oder Ty17 fihrt (Kapitel 4.1.1-3), sondern vielmehr die Genexpression in den
verschiedenen Subsets, durch das Zusammenspiel der Notch Aktivierung und der
vorhandenen Stimuli, individuell verandert wird. Besonders hervorzuheben ist die Notch
vermittelte Modulation der Zytokine IL-10 und IL-22 unter Ty1-, bzw. Ty17-polarisierenden
Bedingungen (Kapitel 4.1.2, Abb. 17).

Obwohl in einem geringen Mafle auch in Ty0- und Tu17-Zellen eine Notch vermittelte
Anhebung der IL-10 Expression zu sehen ist, so ist sie doch weitaus starker ausgepragt in
Tu1-Zellen (Abb. 17). Um die Modulation der IL-10 Expression durch den Notch Signalweg in
Tu1 polarisierten Zellen weitergehend zu untersuchen und gegebenenfalls noch andere
Faktoren zu identifizieren, die direkt an dieser Regulation beteiligt sind, haben wir uns in der
Folge die Transkriptome IL-10 produzierender (IL-10") und nicht produzierender (IL-10°)
Tu1-Zellen angeschaut. Der Fokus lag hierbei auf Transkriptionsfaktoren, die durch den

Notch Signalweg induziert, bzw. reguliert werden (Kapitel 4.2).

AulRerdem wurde innerhalb dieser Genexpressionsanalyse, das, zur IL-10-Familie
dazugehorige Zytokin IL-22, als direktes Notch Ziel identifiziert (Kapitel 4.1.2, Abb. 17). Im
Gegensatz zu IL-10 hat IL-22 keinen direkten Einfluss auf die Lymphozyten, sondern wirkt
modulierend auf das Gewebe. Es wird kontrovers diskutiert, ob IL-22 dabei eine
entziindungsférdernde, oder hemmende Rolle einnimmt. Auf der einen Seite férdert IL-22
wahrend einer Infektion wichtige Abwehr- und Schutzfunktionen der Epithelzellen, wie
Steigerung der Schleimabsonderung [89, 90], Erneuerung und Reparatur des Gewebes [91,
92], Produktion anti-mikrobieller Proteine [93-95] und Ausschiattung von Zytokinen und

Chemokinen zum Dirigat der Entziindung [96-98], auf der anderen Seite kdnnen eben diese
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Entzindungsférderung und Steigerung der Zellproliferation pathologische Ausmale
annehmen, wenn sie nicht hinreichend kontrolliert werden [37]. Die Notch vermittelte
Modulation der IL-22 Expression wurde in der Folge eingehender in Ty1-, Ty17-, und
Th22-Zellen untersucht (Kapitel 4.6-8). Insbesondere im Hinblick auf die kooperative Wirkung
des Notch- und AhR-Signalweges [31, 99].
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4.2. Vergleichende Transkriptomanalyse IL-10 sekretierender und

nicht-sekretierender Notch modulierter Ty1-Zellen

Die Expression von IL-10 ist ein entscheidender Faktor, um einer dysregulierten
Immunantwort, wie sie bei Allergien, Autoimmunitat, und chronischen Entzindungen auftritt
(Kapitel 1.3.4, Abb. 5), entgegen zu wirken. In der Literatur sind bereits einige
Transkriptionsfaktoren beschrieben, die die Expression von IL-10 in unterschiedlichen Zellen
positiv beeinflussen kdnnen. Wir konnten bereits zeigen, dass, in Abhangigkeit eines STAT4
Signals in Ty1-Zellen, die Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 durch Notch
drastisch gesteigert werden kann [53]. Dennoch verfiigen nicht alle Zellen, die innerhalb
einer Kultur, sowohl ein Notch-, als auch ein STAT4-Signal erhalten haben, Uber die
Kapazitat IL-10 zu exprimieren. Wir wollten daher wissen, worin sich die Transkriptome
IL-10-produzierender-(IL-10%)- und nicht-produzierender-(IL-107)-Zellen, die ansonsten unter
identischen Bedingungen generiert wurden, unterscheiden. Um dies eingehender zu
untersuchen wurden Ty1-Zellen in vitro generiert und £Notch Aktivierung kultiviert. An Tag 5
wurden dann mit Hilfe eines IL-10 Sekretions Assay die IL-10"-Zellen sortiert (Kapitel 3.8).

AnschlieBend wurden die Transkriptome (Kapitel 3.11.3) der sortierten Zellen analysiert.

Unter Ty1 Bedingungen kultivierte Zellen

Kontrolle (GFP) Notch (GFP)

8,5% 30,2%

Abbildung 21

Sortierung IL-10"- und IL-10"-Ty1-Zellen mittels IL-10 Sekretions Assay (IL-10-SA). Naive
T-Helfer-Zellen wurden in vitro fur 5 Tage unter Ty1 Bedingungen Kaultiviert, nach 24 Stunden
Kultur wurden die Zellen retroviral transfiziert, entweder mit Kontroll-(links), oder
Notchplasmid (rechts). An Tag 5 wurden die restimulierten Zellen sortiert.
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4.2.1. Identifizierung Notch modulierter Transkriptionsfaktoren mit einem IL-10

spezifischen Expressionsmuster in Ty1-Zellen

Beim Vergleich der Transkriptome der sortierten Zellen, konnten insgesamt 8442 Transkripte
identifiziert werden, die dem Expressionsprofil von IL-10 folgen (Kapitel 3.11.3). Durch das
Setzen eines Fold Change Cut-Offs von 3,0 wurde die Anzahl auf 33 Transkripte
eingegrenzt. Unter den 33 differentiell exprimierten Transkripten konnten sieben Transkripte,

als Transkriptionsfaktoren identifiziert werden (Abb. 22).

IL-10 Expression in Ty1 Zellen | I ]|

8000

= —> IL-10
C
[0} .
< 4000 Evit
®
5 | I i c-Maf
(%)
0 I
IL-10° IL-10"  unsortiert Satb1
Blimp-1
[ Kontrolle | Notch
Abbildung 22
Transkriptomvergleich IL-10*- und IL-10-Zellen.
(A) Es wurden 33 Transkripte identifiziert, die in Notch Etvd
modulierten Ty1-Zellen dem Expressionsprofil von IL-10
folgen, und bei denen die Vergleiche | und Il einen Fold
Change von 3 oder hdher ergaben.
(B) In der Heatmap sind neben den Vergleichen | und Il
auch noch die entsprechenden Vergleiche fir
nicht-IL-10-sortierte (Ill) Ty1-Zellen dargestellt. Die Fli1
hochregulierten Transkriptionsfaktoren Evi1, c-Maf,
Satb1, Blimp-1, Etv5, und Fli1 sind auch in den nicht
IL-10-sortierten Zellen (lll) héher exprimiert, wenn sie Tof7

durch den Notch Signalweg moduliert wurden. Der
Transkriptionsfaktor Tcf7 ist in allen drei Vergleichen
reduziert.

Die untersuchten Transkriptome IL-10%- und IL-10"-Populationen von Ty1-Zellen, die
entweder mit dem Notch-, oder dem Kontrollplasmid transfiziert wurden (Abb. 22), lagen
jeweils als Einzelwerte vor. Um mdglichst wenig falsch positive Transkripte fiur die
weiterfuhrenden Untersuchungen zu haben wurde neben dem Fold Change cut-off, auch ein
Grenzwert fur die Signalintensitat gesetzt (Kapitel 3.11.3). Der Grenzwert 46,58 entspricht

der durchschnittlichen Signalintensitat aller Signale auf den gemessenen Chips des IL-10
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Sekretionsexperiments. Wie schon zuvor erwdhnt galt unser Hauptaugenmerk den
Transkriptionsfaktoren, da die bereits gezeigten Daten (Kapitel 4.1.2, Abb. 17) darauf
hinweisen, dass Notch nicht allein fiir die Produktion von IL-10 verantwortlich ist. Auch wenn
der Notch Signalweg zu einer signifikanten Erhéhung der IL-10 Expression in nicht-
polarisierten (Ty0) Zellen fihrt, so ist dieser Effekt in Notch modulierten Ty1-Zellen
wesentlich starker (Kapitel 4.1.2, Abb. 17). Die differentiell regulierten Transkripte (Abb. 22
B) wurden in der Folge mit Hilfe der Gene Ontology website analysiert [100]. Die Faktoren
Evi1, c-Maf, Satb1, Blimp-1, Etv5, Fli1 und Tcf7 konnten mit GO:Terms (Gen
Ontologie:Begriffen), die den Begriff ,Transcription tragen, assoziiert werden (Tab. 10). Eine

Beschreibung der GO:Terms findet sich im Abkulrzungsverzeichnis.

Gen Evil | c-Maf | Satb1 | Prdm1 | Ety5 | Fli1 | Tef7

/GO:Term (Blimp1)
G0:0000122 N N N

G0:0000981

G0:0003700 N

G0:0005667

G0:0006351

\/
N N N
G0:0006355 N

P P e P P

G0:0006357

G0:0006366

2|2
2|2 2|2 2|2

G0:0010628*

G0:0044212 N N

G0:0045892

\/
G0:0045893 N N
G0:0045944 N N

Tabelle 10

Notch modulierte Faktoren in IL-10*-Ty1-Zellen, die mit GO:Terms assoziiert sind, die das
Wort ,Transcription enthalten. Eine Ausnahme ist GO:0010628*. Dieser Begriff steht flr den
biologischen Prozess: positive Regulation der Genexpression.

In der Folge wurden vor allem die, durch Notch Modulation, verstarkten
Transkriptionsfaktoren (Abb. 22 B) Evi1, c-Maf, Satb1, Blimp-1, Etv5 und Fli1 eingehender
untersucht. Zunachst wurde die Expression dieser Faktoren, durch real time PCR, in
IL-10"- und IL-10"-Ty1-Zellen, mit und ohne Notch Modulation, verifiziert (Kapitel 4.2.2).
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4.2.2. Quantifizierung Notch modulierter Transkriptionsfaktoren in IL-10

sortierten Ty1-Zellen

Notch Modulation von Ty1-Zellen fihrt zu einer starken Erhéhung der IL-10 Expression (Abb.
21). Dennoch besitzen nicht alle Notch modulierten Ty1-Zellen die Fahigkeit IL-10 zu
exprimieren. Im vorrangegangenen Kapitel konnten durch den Transkriptomvergleich IL-10-
produzierender- und nicht-produzierender Ty1-Zellen die Transkriptionsfaktoren Evi1, c-Maf,
Satb1, Fli1, Blimp-1 und Etv5, als durch den Notch Signalweg erhdhte Transkripte
identifiziert werden (Abb. 22). Eine Quantifizierung dieser Faktoren (Abb. 23), durch real-time
PCR, zeigt eine spezifische Erhéhung der mRNA Expression in IL-10 positiven Ty1-Zellen,

und jeweils die starkste Expression in Notch modulierten IL-10 positiven Ty1-Zellen.

0,03 I =3 0,16 -
- — N —
0,02 I | 0,12 | |
Evi1l 0,08 Fli1
0,01 I 0,04 i
0 - Bl EE =N 0 . . ! ||
*kk — |—**|
5 0,2 — 0,09 ok —
O - —
2 o045 1
g 0,06
0 0,1 c-Maf Blimp-1
(0]
2 0,05 I 0,03 I
s a 0
o 0 = BN = = 0 lm = = =
2,25 . |_*| 0,04 I | ** II
I I *k%*
1,5
Satb1 0,02 Etvs
0,75
, m RN , m AN
Kontrolle Notch Transfektion Kontrolle Notch
- + - + IL-10 Produzenten - + - +
Abbildung 23

Quantifizierung der Transkriptionsfaktorexpression mittels real-time PCR. Die relative
Expression, der zuvor identifizierten Transkriptionsfaktoren ist in IL-10*-Ty1-Zellen erhdht
und wird durch den Notch Signalweg weiter verstarkt. (n=3)
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Die Expressionsverteilung der Transkriptionsfaktoren aus dem Transkriptomvergleich IL-10*-
und IL-10"-Zellen (Kapitel 4.2.1, Abb. 22) konnte mittels quantitativer PCR bestatigt werden
(Abb. 23). Die Transkriptionsfaktoren Evi1, Fli1, c-Maf, Blimp-1, Satb1 und Etv5 sind alle
signifikant in IL-10 positiven Ty1-Zellen erhdht (Abb. 23) und deren Expression wird durch
Aktivierung des Notch Signalweges in IL-10-sortierten und nicht-sortierten Ty1-Zellen erhoht
(Kapitel 4.2.1; Abb. 22).

Als nachstes stellte sich die Frage, inwieweit diese Beobachtung biologisch relevant ist. Um
dies eingehender zu beleuchten wurde zunachst in silico der murine IL-10-Promotor nach
putativen Bindungsstellen fur die identifizierten Transkriptionsfaktoren durchsucht. Hierbei
wurde auch der Transkriptionsfaktor Tcf7 berlcksichtigt, dessen Expression durch

Aktivierung des Notch Signalweges reduziert ist (Kapitel 4.2.1, Abb. 22).
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4.2.3. Blimp-1 und c-Maf binden in konservierten nicht-codierenden Sequenzen

oberhalb des Transkriptionsstartpunktes des IL-10 Gens

Zunachst wurde das murine IL-10 Gen betrachtet. Hierfir wurde der Matlnspector, der
Genomatix Software Suite verwendet [101]. Analysiert wurden putative Bindungsstellen flr
die zuvor identifizierten Transkriptionsfaktoren (Kapitel 4.2.1, Abb. 22) in einem Bereich von
1000 Basenpaaren ober- und unterhalb des Transkriptionsstartpunkts (TSS - transcription
start site) des IL-10 Gens. Zusatzlich wurden die putativen Bindungsstellen fir das Notch
response element Rbpjk und flir STATs (signal transducers and activators of transcription)
mit angezeigt (Abb. 24).

muriner IL-10 Promotor

e B — B — 80— — -'~HGEC~- M- -5 — &
1005P WY Ropik [ STATs |~ oMat | Bimp-1 [ Evit W Ews | Fit [ satot2700bp | Ter7

) downstream TSS ("

Abbildung 24

Darstellung des murinen IL-10-Promotors mit putativen Bindungsstellen, fir die zuvor
identifizierten Transkriptionsfaktoren. Adaptiert vom Matlnspector der Genomatix Software
Suite, putative Bindungsstellen der, in Notch modulierten IL-10*-Ty1-Zellen, signifikant
erhéhten Transkriptionsfaktoren.

Mit Ausnahme des chromatinremodulierenden Faktors Satb1, verfigen alle analysierten
Transkriptionsfaktoren (Rbpjk, STATs, c-Maf, Blimp-1, Evi1, Etv5, Fli1 und Tcf7) Uber
putative Bindungsstellen im Bereich von 1000 Basenpaaren ober- und unterhalb des TSS im
murinen IL-10 Gen (Abb. 24). Als nachstes wurden mittels rVista 2.0 [102] evolutionar
konservierte Regionen (ECR - evolutionary conserved region), zwischen Mensch und Maus,
innerhalb dieser Region (siehe Abb. 24) um den TSS analysiert. Als Parameter der Analyse
wurden die ,Core ECR®“Einstellungen [103] Ubernommen. Bei Verwendung dieser
Einstellung werden Sequenzbereiche mit einer Identitdt = 77 % und einer minimalen Lange
von 350 Basen, als evolutionar konserviert identifiziert. Der auf diese Weise analysierte
Bereich ist in Abbildung 25 dargestellt. Regionen, die die ,Core ECR"-Einstellungen erfullen,

sind rot markiert.
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ECR Browser on Mouse {mm10) http:fecrbrowser.deode.org 2,000 bps ene or position (chrN:from-t
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Abbildung 25

Sequenzabgleich des murinen und humanen IL-10-Gens. Dargestellt ist der Sequenzbereich
analog zu Abbildung 24. Rot markierte Bereiche beschreiben die evolutionar konservierten
Regionen.

Innerhalb des konservierten Bereichs, binden die Transkriptionsfaktoren Tcf7, c-Maf und
Blimp-1 (v.L.n.r.). Innerhalb der Notch modulierten IL-10*-Ty1-Zellen ist die Tcf7 Expression
reduziert (Kapitel 4.2.1; Abb. 22) und die Expression von c-Maf und Blimp-1 signifikant
erhoht (Kapitel 4.2.1; Abb. 22, 23). Sowohl fir c-Maf [31, 41, 83, 86, 104-106], als auch
Blimp-1 [78, 107, 108], konnte in unterschiedlichen Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems gezeigt werden, dass sie an der Regulation der IL-10 Expression beteiligt

sind.

In der Folge wurden die hochregulierten Transkriptionsfaktoren in Notch modulierten
IL-10*-Ty1-Zellen eingehender untersucht. Hierfir wurden siRNAs fir IL-10, STAT4, c-Maf,
Satb1, Fli1, Blimp-1, Evi1 und Etv5 generiert, um herauszufinden, welchen Einfluss der
Knock-down dieser Faktoren, auf die IL-10 Expression in Notch modulierten Ty1-Zellen hat.
Neben dem siRNA vermittelten Knock-down wurde des Weiteren versucht,
Uberexpressionsplasmide fiir die verschiedenen Transkriptionsfaktoren zu generieren
(Kapitel 4.4, Uberexpression von c-Maf), und einen konditionellen Knock-down in  M&usen,
mittels Anwendung des Cre loxP Systems, zu etablieren (Kapitel 4.4 konditioneller Knock-out

von Blimp-1). Zunachst werden wir uns den getesteten siRNAs (Kapitel 4.3) widmen.
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4.3. siRNA Knock-down von Transkriptionsfaktoren, die in Notch

modulierter Ty1-Zellen verstarkt exprimiert werden

Die Mdglichkeiten ein Defizit von Transkriptionsfaktoren in einem zellularen System zu
untersuchen sind haufig durch das Fehlen geeigneter genetisch-modifizierter Zellen
begrenzt. So fihrt in vielen Fallen der Knock-out von Transkriptionsfaktoren zu einer
Entwicklungsstérung von Zellpopulationen, kompletter Organe, oder verlduft sogar
embryonal letal [109]. Hier bietet die Nucleofection™ von Zellen, mit stabilisierter siRNA,
eine gute Moglichkeit, einen spezifischen Knock-down dieser Faktoren auf transkriptioneller
Ebene in vitro durchzuflihren [62]. Mittels siRNA sollte daher untersucht werden, inwieweit
die IL-10 Expression in Notch modulierten Ty1-Zellen von den zuvor identifizierten
Transkriptionsfaktoren, mit IL-10-spezifischem Expressionsmuster, abhangt. Dazu wurden in
silico fur jedes Transkript 5 verschiedene stabilisierte siRNAs generiert (Kapitel 3.12, Tab. 7).
In Kapitel 3.12 sind auch die Selektionskriterien fur die siRNA-Sequenzen ausflihrlich
beschrieben. Zunachst wurden in Vorversuchen die verschiedenen siRNAs auf ihre
Knock-down Effizienz getestet (Tabelle 11).
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siRNA Ziel

Nummer

Knock-down

getestet in

IL-10

81,7 %

49,8 %

72,4 %

51,4 %

54,5 %

c-Maf

47,9 %

55,0 %

83,8 %

59,1 %

89,3 %

Satb1

72,9 %

90,7 %

67,0 %

84,0 %

88,2 %

Tu2-Zellen

Fli1

98,4 %

98,8 %

98,8 %

99,9 %

99,7 %

Blimp-1

Kein
Knock-down

Tu17-Zellen

Stat4

78,2 %

92,4 %

84,2 %

73,6 %

80,6 %

Etvs

Kein
Knock-down

23,8 %

31,9%

QB WIN=2OARWIN2|ORWINI2ORWIN2IORWINI2ORWIN_,ORWINI=

Kein K-d

Tu1-Zellen

Tabelle 11

Knock-down Effizienz der getesteten siRNAs. Ty1-, Tu2-, oder Ty17-Zellen wurden mit den
oben genannten siRNAs nucleofiziet™ und der Knock-down der entsprechenden
Zieltranskripte, im Vergleich zu Zellen, die mit unspezifischer siRNA (SC) behandelt wurden,

analysiert.

Die siRNA gegen den Transkriptionsfaktor Evi1 konnte nicht erfolgreich in einem der

Vorversuche untersucht werden, da das Expressionslevel in T-Zellen ohne Aktivierung des

Notch Signalweges unterhalb der Detektionsgrenze lag, und eine Quantifizierung mittels

real-time PCR nicht gelang.
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4.3.1. Verminderung der IL-10 Expression durch Knock-down Notch

modulierter Transkriptionsfaktoren in Ty1-Zellen

Mit Hilfe der vorangegangenen Transkriptomanalysen konnten Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden, die ein IL-10-spezifisches Expressionsmuster, in Notch modulierten
Tu1-Zellen, zeigen (Abb. 22, Kapitel 4.2.1). Durch den Einsatz chemisch modifizierter
siRNAs gelangen robuste Knock-downs etlicher dieser Faktoren in behandelten
T-Helfer-Zellen (Tab. 11). In der Folge sollte der siRNA-vermittelte Knock-down dieser
Faktoren, auf die Fahigkeit Notch modulierter Ty1-Zellen IL-10 zu exprimieren, untersucht
werden. Zunachst wurden, samtliche in silico identifizierten siRNAs (Kapitel 3.12, Tab. 7),
innerhalb eines Screens, betrachtet. In Zusammenarbeit mit Andrej Mantei und Lonza
wurden hierfur voraktivierte, bzw. naive T-Helfer-Zellen mit dem 96-well Shuttle™ System
(Lonza) nucleofiziert™ (Kapitel 3.12.3 und 3.12.4). Die Aktivierung der Zellen und des Notch
Signalweges erfolgte mit aCD3 und rmDLL-4 beschichteten Platten (Kapitel 3.12.3 und
3.12.4). Der Read-out, fur den verwendeten Screen, war die durchflusszytometrische
Analyse der IFN-y und IL-10 Expression auf Einzelzellebene. Diese erfolgte nach
Restimulation der Zellen mit PMA/lonomycin und Brefeldin A (Kapitel 3.12.3 und 3.12.4).
Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede der IFN-y und IL-10 Expression auf
Einzelzellebene, zwischen Zellen, die mit unspezifischer (SC) und spezifischer siRNA
behandelt wurden, gemessen werden. Auch der Knock-down, der zuvor in einzeln
nucleofizierten™ Zellen gezeigt werden konnte (Tab. 11), lie3 sich innerhalb des Screens
nicht nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Daraufhin wurde von diesem Ansatz Abstand genommen und in einzeln nucleofizierten™
Zellen, erneut versucht, ob ein Knock-down Notch modulierter Transkriptionsfaktoren in
Tu1-Zellen zu einem Rickgang der IL-10 Expression fuhrt. Hierfir wurden naive
T-Helfer-Zellen unter Ty1 polarisierenden Bedingungen kultiviert, der Notch Signalweg nach
24 Stunden durch Retrovirale Transfektion (Kapitel 3.4) aktiviert und die verschiedenen
Transkriptionsfaktoren nach weiteren 24 Stunden durch Nucleofection™ mit siRNA
ausgeknockt (Abb. 26). Es wurden ausschlieBlich die siRNA Sequenzen fir die
unterschiedlichen Zieltranskripte mit der hochsten Knock-down-Effizienz verwendet
(Tab. 11). Die Knock-down-Effizienz innerhalb des Versuchs wurde erneut 24 Stunden nach
Behandlung, mit der entsprechenden siRNA, analysiert und schlieBlich die Kapazitat der
Zellen IL-10 zu produzieren an Tag 5 auf mMRNA- und Protein-Ebene analysiert. Die mRNA
Expression wurde vor, und die Protein Expression vor und nach Restimulation der Zellen mit
PMA/lonomycin untersucht. Auf diese Weise wurde der Knock-down von IL-10, STAT4,

Satb1, Fli1 und c-Maf in Notch modulierten Ty1-Zellen betrachtet. Die Transkriptionsfaktoren
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Etvd und Blimp-1 wurden in den folgenden siRNA Versuchen nicht weiter inspiziert, da die

Effizienz des Knock-downs zu gering ausfiel, bzw. nicht erfolgreich war (Tab. 11).

Praparation der Lymphknoten MRNA und ELISA
und der Milz mit und ohne
Transfektion Restimulation mit PMA/
Nucleofection lonomycin fur 5h.

MRNA fur KD-Test

! ! !

Tag O 1 2 3 4 5

>

Naive T-Helferzellen

CD4'CD62L'CD25
sublethal bestrahlte MHCII'CD4 (APZs)
Polarisation unter T,;,1 Konditionen

Abbildung 26

Versuchsaufbau fur den siRNA  vermittelten Knock-down Notch  modulierter
Transkriptionsfaktoren in Ty1-Zellen. Naive T-Helfer-Zellen (CD4*CD62L*CD257) wurden in
vitro zu Ty1-Zellen polarisiert und nach 24 Stunden retroviral transfiziert. Nach weiteren 24
Stunden wurde entweder eine unspezifische siRNA [1], oder eine siRNA gegen einen durch
Notch induzierten Transkriptionsfaktor in die Zelle mittels Nucleofection™ eingebracht. Der
Knock-down wurde an Tag 3 an Hand der isolierten mRNA ermittelt. An Tag 5 wurde
wiederum mRNA (vor Restimulation) aus den Zellen isoliert und die Uberstdnde zur
Bestimmung der sekretierten Proteinmenge (vor und nach Restimulation) gesammelt.

Auf diese Weise (Abb. 26) wurden die Transkriptionsfaktoren Satb1, Fli1 und c-Maf mittels
siRNA ausgeknockt und der Einfluss auf die IL-10 Expression in Notch modulierten
Ty1-Zellen ermittelt (Abb. 27 C-E). Zusatzlich wurden IL-10- und STAT4-spezifische siRNAs

in Notch modulierten Ty1-Zellen, als Positivkontrollen, verwendet (Abb. 27 A und B).
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Abbildung 27

Der siRNA-vermittelte Knock-down von Transkriptionsfaktoren (TF), deren Expression durch
den Notch Signalweg in Ty1-Zellen verstarkt ist, fuhrt zur signifikanten Reduktion der IL-10
Expression. Zellen wurden an Tag 2 entweder mit unspezifischer (weile Balken), oder
TF-spezifischer siRNA nucleofiziert™. Die Effizienz des Knock-downs (linke Spalte A-E)
wurde 24 Stunden nach Nucleofection™ der Zellen bestimmt. Die Expression von IL-10
wurde an Tag 5 auf mRNA-, (mittlere Spalte A-E) und Proteinebene (rechte Spalte A-E)
bestimmt. Es wurden spezifische siRNAs gegen (A) IL-10 (n=3), (B) STAT4 (n=3), (C) Satb1
(Doppelwerte eines Versuchs), (D) Fli1 (n=2) und (E) c-Maf (n=4) verwendet. Die Werte
wurden normiert auf Zellen, die mit unspezifischer siRNA (SC) behandelt wurden.
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Wie in Abbildung 27 (linke Spalte) zu sehen ist, fihrt die Behandlung der Notch modulierten
Tu1-Zellen mit spezifischer siRNA gegen IL-10 (A), STAT4 (B) und c-Maf (E) zu einer
75%igen Reduktion der mRNA Expression dieser Faktoren im Vergleich zu Zellen, die mit
unspezifischer siRNA (SC) behandelt wurden. Der, durch siRNA vermittelte, Knock-down
von Satb1 (C) und Fli1 (D) ist schwacher und liegt bei 50%. Die Knock-down-Effizienz wurde
jeweils 24 Stunden nach Nucleofection™ bestimmt. Fir IL-10 wurde der Knock-down der
mRNA an zwei Zeitpunkten bestimmt. 24 Stunden (Abb. 27 A, linke Spalte) und 72 Stunden
(Abb. 27 A, mittlere Spalte) nach Nucleofection™. Dies zeigt, dass auch an Tag 5 der
Knock-down des Zieltranskriptes IL-10 weiterhin stabil ist (>60%). Die Auswirkung auf die
mRNA Expression von IL-10 und die Proteinkonzentration von IL-10 im Uberstand ist in der
mittleren Spalte, bzw. rechten Spalte (Abb. 27) zu sehen. Durch den, siRNA-vermittelten,
Knock-down von IL-10 (Abb. 27 A) konnte die Funktionalitdt der gewahlten Methode bestatigt
werden. Dass die Reduktion eines Transkriptionsfaktors durch siRNA auch weiterfihrenden
Einfluss auf die Expression der IL-10 Expression in Notch modulierten Ty1-Zellen hat, konnte
mit dem Knock-down von STAT4 (Abb. 27 B) gezeigt werden. In der Literatur wurde bereits
fir STAT4 Defiziente Ty1-Zellen beschrieben, dass das STAT4 Signal essentiell fur die
Notch induzierte Anhebung der IL-10 Expression in diesen Zellen ist [53]. Die hier
dargestellten Ergebnisse unterstreichen, dass neben STAT4 (Abb. 27 A), auch ein
Knock-down der Transkriptionsfaktoren Satb1 (Abb. 27 C), Fli1 (Abb. 27 D) und c-Maf
(Abb. 27 E) an Tag 2 (Abb. 26) zu einer signifikanten Reduktion der IL-10 Expression sowohl
auf mMRNA- (Abb. 27 mittlere Spalte), als auch auf Proteinebene (Abb. 27 rechte Spalte), an
Tag 5 fuhrt.

Die Konzentration des IL-10 Proteins im Uberstand wurde mittels ELISA (Kapitel 2.6), vor
und nach Restimulation mit PMA/lonomycin, bestimmt. Die abgebildeten
Proteinkonzentrationen von IL-10 (Abb. 27 rechte Spalte) beziehen sich auf Messungen vor
der Restimulation. Wie in Abbildung 28 am Bespiel von IL-10 zu sehen ist, bewirkt die
Restimulation mit PMA/lonomycin einerseits eine Erhéhung der IL-10 Proteinkonzentrationen
und andererseits eine deutliche Schwachung, des siRNA-vermittelten Knock-down Effekts,
auf die Reduktion der IL-10 Proteinkonzentration (Abb. 28).

Abbildung 28

IL-10 Proteinkonzentration im Uberstand nach
Restimulation mit PMA/lonomycin. Zellen wurden entweder
30 mit unspezifischer siRNA (SC), oder IL-10 spezifischer

ns siRNA behandelt. (n=3) ns : nicht signifikant
15 O sc

B L0

IL-10 Protein im
Uberstand [ng/ml]

107



Ergebnisse

Dass die Restimulation der Zellen mit PMA/lonomycin zu einem Ruckgang des siRNA-
vermittelten Knock-downs auf Proteinebene fiihrt (Abb. 28) ist ein moglicher Grund dafiir,
dass (wie zuvor beschrieben) innerhalb des Screens kein Effekt auf die IFN-y und IL-10

Expression auf Einzelzellebene, nach Behandlung mit siRNA, gemessen werden konnte.

Es stellte sich nun die Frage, welche anderen Optionen es gibt, den Effekt der Notch
modulierten Transkriptionsfaktoren, auf die induzierte IL-10 Expression in Ty1-Zellen, auch
auf Einzelzellebene eingehender untersuchen zu kdnnen. Aus der Literatur ist bekannt, dass
die Fahigkeit einer Zelle, das anti-inflammatorische Zytokin IL-10, zu exprimieren, mit der
Expression sowohl von c-Maf, als auch Blimp-1 zusammenhangt [31, 41, 78, 83, 86, 104-
108]. Zudem konnte in Kapitel 4.2.1 gezeigt werden, dass Blimp-1 und c-Maf die einzigen
Transkriptionsfaktoren sind, die, basierend auf der Gen Ontologie Analyse, direkt mit dem
biologischen Prozess der positiven Regulation der Genexpression assoziiert werden kénnen
(Tab. 10). Darlber hinaus konnte in Kapitel 4.2.3 gezeigt werden, dass beide
Transkriptionsfaktoren, Blimp-1 und c-Maf, putative Bindungsstellen in konservierten nicht-
codierenden Sequenzen oberhalb des TSS im IL-10-Gen besitzen (Abb. 24 und 25). Bei der
Betrachtung mdglicher Interaktionen zwischen diesen Faktoren sind wir darauf gestof3en,
dass Notch modulierte Ty1-Zellen, die mit c-Maf spezifischer siRNA behandelt wurden, einen

signifikanten Rickgang der exprimierten Blimp-1 mRNA aufweisen (Abb. 29).

_ Abbildung 29
rel. Blimp-1 mRNA Der Knock-down von c-Maf in Notch modulierten
Expression Tu1-Zellen, fihrte zu einem signifikanten Rickgang der
Blimp-1 mRNA Expression. Normiert auf Zellen, die mit
100% * unspezifischer (SC) siRNA behandelt wurden. (n=4)
50% 0 sc
B c-Maf
0% —

Dieser aullerst interessante Zusammenhang zwischen der Aktivierung des Notch
Signalweges, der Expression von c-Maf, Blimp-1 und IL-10 in Ty1-Zellen, wurde daraufhin
eingehender analysiert. Um dieses Phanomen genauer untersuchen zu kdénnen wurden
einerseits Mause generiert, deren CD4-Population defizient fur Blimp-1 ist und andererseits,
in Kooperation mit Genentech, der Transkriptionsfaktor c-Maf retroviral Uberexprimiert. Das
c-Maf Uberexpressionsplasmid (c-Maf+/+) codiert ausschlieRlich den translatierten Teil des

Transkriptes von c-Maf.
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4.4. Blimp-1 ist limitierender Faktor fur die gesteigerte IL-10 Expression

in Notch und c-Maf modulierten Ty1-Zellen

Eine Aktivierung des Notch Signalweges in Ty1-Zellen fuhrt sowohl zur Induktion der c-Maf-,
als auch der Blimp-1-Expression. Fur c-Maf konnte bereits im vorherigen Kapitel gezeigt
werden, dass ein siRNA vermittelter Knock-down zur Reduktion der IL-10 Expression auf
mRNA- und Proteinebene fiihrt. Die Rolle von Blimp-1 konnte mittels siRNA Nucleofection™
nicht geklart werden, da die von uns verwendete siRNA zu keinem verlasslichen Knock-
down des Blimp-1 Transkriptes flhrte. Da Blimp-1 als entscheidender Faktor, sowohl in T
[107], als auch in Effektor-T-Zellen [78, 108], fir die Regulation der IL-10 Expression
beschrieben ist, wurden Blimp-1""xCD4°"*"' Mause generiert, um testen zu kénnen welchen
Einfluss Blimp-1 auf die Expression von IL-10 in Ty1 polarisierten Zellen hat. Sowohl in vitro,
als auch in vivo sehen wir in Blimp-1 defizienten Ty1-Zellen eine stark verminderte IL-10
Expression auf Einzelzellebene (Abb. 30). Fur die in vitro Analyse wurden Wildtyp, oder
Blimp-1 defiziente naive T-Helfer-Zellen polyclonal aktiviert, und unter Ty1 polarisierenden
Bedingungen Kkultiviert (Kapitel 3.2) und schlieBlich an Tag 5 mit PMA/lonomycin und
Brefeldin A restimuliert, bevor ihre  Zytokinexpression (IFN-y und IL-10)
durchflusszytometrisch gemessen wurde. Fir die in vivo Analyse wurden naive
T-Helfer-Zellen aus Wildtyp oder Blimp-1""xCD4°*"! Mausen isoliert und in Rag2” Mause
gespritzt. Dieser Transfer fiihrte zur Ausprégung einer Kolitis in den Rag2” Mausen. Nach
Einsetzen der Kolitis wurden die transferierten Zellen erneut aus der Milz und den
Lymphknoten der Tiere isoliert und die Zytokinexpression (IFN-y und IL-10) der Zellen nach
Restimulation mit PMA/lonomycin und Brefeldin A mittels Durchflusszytometer gemessen.
Besonderer Dank an dieser Stelle gebihrt Christian Neumann, der die in vivo Daten zur
Verfigung gestellt hat.
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Abbildung 30

Verlust der IL-10 Expression in Blimp-1 Defizienten CD4" Ty1-Zellen in vitro (Kultivierung
naiver T-Helfer-Zellen unter Ty1 polarisierenden Bedingungen) und in vivo (isolierte T-Zellen
nach Aktivierung im Transferkolitis Modell). Vor der Analyse am Durchflusszytometer wurden
die Zellen fur 5 Stunden mit PMA/lonomycin restimuliert.

Diese Beobachtung warf die Frage auf, ob der Verlust der IL-10 Expression in Blimp-1
defizienten Zellen durch die Uberexpression der intrazelluldaren Doméne von Notch3, bzw.
durch c-Maf wieder hergestellt werden kann (Abb. 31). Hierfir wurden Blimp-1 defiziente
Zellen in vitro unter Ty1 polarisierenden Bedingungen kultiviert und nach 24 Stunden die
intrazelluldre Doméane von Notch3 (Notch), bzw. c-Maf (c-Maf+/+) retroviral Uberexprimiert.
Das Experiment wurde analog zum, in Abbildung 10 (Kapitel 4.1) beschriebenen,
Versuchsaufbau durchgefihrt.
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Abbildung 31

Uberexpression des Kontrollplasmides, der intrazellularen Doméane von Notch3 (Notch), oder
c-Maf (c-Maf+/+) in Wildtyp und Blimp-1 defizienten Ty1-Zellen. Blimp-1 ist der limitierende
Faktor fiir die, durch Notch (A und C Mitte) und c-Maf+/+ (A und C rechts) verstarkten, IL-10
Expression in Ty1-Zellen. Die Expression von IFN-y wird durch das Fehlen von Blimp-1 nicht
beeinflusst (A und B). Angezeigt ist die IFN-y und IL-10 Expression fir lebende CD4*GFP"
Zellen nach Restimulation mit PMA/lonomycin. Die Zellen wurden an Tag 5 fir 5 Stunden
restimuliert. (n=3)

Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen zeigte, dass in Blimp-1 defizienten
Tu1-Zellen, die Steigerung der IL-10 Expression, sowohl durch Notch, als auch c-Maf+/+
Modulation, limitiert ist. (Abb. 31 A und C). Die Expression von IFN-y wird durch die
Abwesenheit von Blimp-1 nicht beeinflusst (Abb. 31 A und B). Um genauer untersuchen zu
kénnen inwieweit sich die Expression von IL-10, Blimp-1 und c-Maf in den verschiedenen

Ansatzen auf Ebene der mRNA Expression unterscheidet, und welchen Einfluss die
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Restimulation der Zellen, auf die Expression von IL-10 hat, wurden lebende CD4"GFP*
Zellen FACS sortiert und die mRNA Expression anschlielfend mittels real-time PCR
bestimmt. Die FACS sortierten Zellen wurden nicht restimuliert. Auf Ebene der mRNA wird
deutlich, dass die Expressionsunterschiede von IL-10 in WT und Blimp-1 defizienten CD4
Zellen (Abb. 32) ohne Restimulation,
Restimulation mit PMA/lonomycin, auf Proteinebene der Fall ist. Abbildung 32 zeigt die
mRNA Expression von IL-10 (A), Blimp-1 (B) und c-Maf (C).

noch wesentlich starker sind, als dies nach

Abbildung 32

A mRNA Expression von IL-10 (A), Blimp-1 (B)
0,150 IL-10 und c-Maf (C) in WT (weiRe Balken) und

hx hx hx Blimp-1 defizienten CD4" (schwarze Balken)

Tu1-Zellen mit  Notch oder c-Maf+/+
Modulierung. In WT Zellen (weile Balken) ist
die relative mRNA Expression von (A) IL-10
und (B) Blimp-1 gegeniber den Blimp-1
defizienten Zellen (schwarze Balken) signifikant
0,000 —=—-— erhoht. Blimp-1 Expression ist in den

B defizienten Zellen (B schwarze Balken) nicht

0,100

0,050

0,009 Blimp-1 detektierbar (n.d.)
S *kk —_— —_— (C) Die c-Maf Expression ist in c-Maf+/+
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Vergleicht man die IL-10 Proteinexpression (Abb. 31 C) nach Restimulation, und mRNA
Expression ohne Restimulation (Abb. 32 A), so wird deutlich, dass die Beeintrachtigung der
Notch- und c-Maf-vermittelten Verstarkung der IL-10 Expression in Ty1-Zellen auf mRNA-

Ebene ohne Restimulation wesentlich starker ausgepragt ist.

Zusatzlich sehen wir in Blimp-1 defizienten Zellen, dass die endogene c-Maf Expression

nach Uberexpression von c-Maf+/+ signifikant reduziert ist (Abb. 32 C). Die endogen
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exprimierte c-Maf mRNA und die mRNA des c-Maf Uberexpressionsplasmides (c-Maf+/+)
werden durch die verwendeten Primer flr die Quantifizierung (Kapitel 3.16.2, Tab. 8)
unterschieden. Das c-Maf Uberexpressionsplasmid codiert nur den translatierten Bereich der
c-Maf Sequenz, die hier verwendeten Primer binden jedoch innerhalb des nicht-translatierten
Bereichs, sodass bei der gPCR ausschlieRlich endogene c-Maf Expression detektiert wird.
Somit konnte gezeigt werden, dass die Erhdhung der c-Maf Expression, durch c-Maf selbst
in Blimp-1 defizienten Ty1-Zellen, gestort ist (Abb. 32 C).

Die hier gezeigten Ergebnisse machen deutlich, dass die Verstarkung der IL-10 Expression
in Ty1-Zellen sowohl durch Notch, als auch durch c-Maf, vermittelt werden kénnen (Abb. 31
und 32). Dariiber hinaus unterstreichen die Ergebnisse, dass Blimp-1 den limitierenden
Faktor fir die Verstarkung der IL-10 Expression, durch Notch und c-Maf, in Ty1-Zellen
darstellt (Abb. 31 A und C, Abb. 32 A und B).

Das folgende Kapitel (3.5) nimmt Bezug auf Arbeiten von Saraiva et. al. [40]. Die Arbeiten
beschreiben, dass die Starke des T-Zell-Rezeptor Signals die Expression von IL-10 in
Tu1-Zellen beeinflussen kann. So wird gezeigt, dass ein starkes T-Zell-Rezeptor-Signal in
Tu1-Zellen, eine Verstarkung des MAPKinase-Signalweges zur Folge hat, die wiederum in
Abhangigkeit von STAT4, zu einer Erhéhung der IL-10 Expression in diesen Zellen fihrt.
Ferner wird eine Korrelation zwischen erhéhter c-Maf und IL-10 Expression diskutiert. Da fur
die Notch induzierte IL-10 Expression in Ty1-Zellen, ebenfalls eine Abhangigkeit von STAT4
gezeigt wurde [53], stellte sich die Frage, inwieweit die Notch Modulation der IL-10

Expression in Ty1-Zellen mit der Aktivierung des MAPKinase-Signalwegs zusammenhangt.
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4.5. Die Inhibition der ERK Aktivierung in Notch modulierten Ty1-Zellen

fuhrt zu einer Reduktion der Zytokinexpression von IL-10 und IL-2

Neben den verschiedenen Transkriptionsfaktoren, die fur die Induktion der IL-10 Expression
beschrieben sind, wird in der Literatur auch der Einfluss der T-Zell-Rezeptor-Signal-Starke
als Faktor diskutiert, der dartuber entscheidet, ob eine T-Zelle IL-10 exprimiert, oder nicht. Es
wurde gezeigt, dass die Erhohung der IL-10 Expression mit einem starkeren
T-Zell-Rezeptor-Signal einhergeht [40]. Ein entscheidender Signalweg, der Uber den
T-Zell-Rezeptor angeschaltet wird, ist die MAPK Kaskade, die zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Erk fuhrt. Im finalen Schritt der Kaskade wird der Transkriptionsfaktor
Erk zu pErk phosphoryliert, und somit aktiviert. In den hier beschriebenen in vitro
Experimenten wird diese Phosphorylierung wahrend der Restimulation mit PMA/lonomycin
stark induziert (Abb. 33). Daraus ergab sich die Fragestellung, inwiefern eine Aktivierung des
Notch Signalweges diese Phosphorylierung beeinflusst und welche Auswirkungen dies auf
die Expression von IL-10 in Notch modulierten Ty1-Zellen hat. Um diese Fragen zu
beantworten, wurden Notch modulierte Ty1-Zellen in vitro generiert und mit einem
pErk-Inhibitor behandelt. Der verwendete Inhibitor PD 184,352 (Alexis Biochemicals) wurde
in einem Konzentrationsbereich von 0,1-25 uyM eingesetzt. Der Inhibitor wurde direkt vor der
Restimulation mit PMA/lonomycin (PMA/lono) an Tag 5 zu den Zellen gegeben. Fir die
intranukleare Farbung von pErk wurden die Zellen fur 15 Minuten restimuliert, fir die
intrazelluldre Farbung der Zytokine erfolgte die Restimulation Uber 5 Stunden (Kapitel 3.13).
Zunachst wurde die Phosphorylierung von transfizierten Zellen verglichen, die entweder mit
dem Kontroll-, oder Notch-Plasmid behandelt wurden (Abb. 33).

Probe GeoMean
unstimuliert 751

Kontrolle 2126
Notch 2344

Abbildung 33
Farbung von pErk in Notch-, und Kontroll-Plasmid modulierten
Tn1-Zellen nach Restimulation. (n=2)

Die intranukledre Farbung von pErk ergab keinen Unterschied der Fluoreszenz Intensitat
(GeoMean) zwischen Notch-, und Kontroll-Plasmid transfizierten Ty1-Zellen nach
Restimulation mit PMA/lonomycin. Die anschlielfenden Versuche wurden daraufhin

ausschlief3lich in Notch modulierten Ty1-Zellen durchgefihrt.
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In der Folge wurden Notch modulierte Ty1-Zellen, vor der Restimulation mit PMA/lonomycin,
mit einem Erk-Inhibitor behandelt und anschlieRend die Anzahl Uberlebender-, pErk-, IFN-y-,
IL-2-, und IL-10-positiver Zellen bestimmt und mit restimulierten Zellen verglichen, die nicht
mit Inhibitor behandelt wurden (Abb. 35). Zunachst ist in Abbildung 34, sowohl die
gemessene Erk-Phosphorylierung in Abhangigkeit der eingesetzten Inhibitor Konzentration
(A) in einem Histogramm gezeigt, als auch auf Einzelzellebene, die pErk-Farbung in einem
(B) Dot Plot dargestellt.

A B kein Inhibitor 10 uM Inhibitor
93,22 0,29 10,20 0,03
pErk
6.11 0,38 198,97 0.81
—> pErk ungefarbt
Probe Abbildung 34
i RE | Inhibitor Abhangigkeit der Erk-Phosphorylierung von der eingesetzten
* - Inhibitor Konzentration. (A) Das Histogramm zeigt den
; 01' W Ruckgang der Erk-Phosphorylierung mit steigender Inhibitor
" 2’5 “M Konzentration. (B) Reprasentativer Dot Plot der pErk-Farbung
" 1’0 “M restimulierter Zellen, ohne (links) und mit (rechts) Inhibitor
B 25 EM Vorbehandlung (10 uyM). Die Zellen wurden fir 15 Minuten

restimuliert. (n=2)

Die steigenden Erk Inhibitor Konzentrationen zeigen, dass bereits bei 2,5-10 pM die
maximale Blockierung der Phosphorylierung erreicht ist (Abb. 34 A und B). Fir die in
Abbildung 35 dargestellten Daten wurden die mit Inhibitor behandelten Zellen uber 5
Stunden restimuliert, um somit auch die Auswirkung auf das Uberleben der Zellen und ihre
Zytokinexpression sichtbar machen zu kénnen. Die durchflusszytometrische Analyse der

pErk-Expression erfolgte wie zuvor nach 15 Minuten Restimulation mit PMA/lonomycin.
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Einfluss steigender Konzentration des verwendeten Erk Inhibitors auf das Uberleben der
Zellen, die Frequenz pErk positiver Zellen und die Zytokinexpression (IFN-y, IL-2 und IL-10)
im Vergleich zu Zellen ohne Inhibitor. Notch modulierte Ty1-Zellen wurden nach 5 Tagen in
Kultur mit Erk Inhibitor Konzentrationen von 0-25 uM behandelt und anschlielend mit
PMA/lonomycin und Bref A restimuliert. Die Erk-Phosphorylierung wurde nach 15 Minuten
(ohne Bref A), und die Zytokinexpression nach 5 Stunden, Restimulation gemessen. Die
Ergebnisse sind auf restimulierte Zellen ohne Inhibitor Behandlung normiert. (n=2)

In Abbildung 35 wird deutlich, dass die Behandlung der Zellen mit steigender Erk Inhibitor
Konzentration keinen Einfluss auf das Uberleben der Zellen hat und auch die Expression von
IFN-y nicht verandert wird. Ab einer Inhibitor Konzentration von 2,5 yM, bei dieser ist die
Phosphorylierung von Erk bereits aufgehoben, nimmt die Frequenz IL-2- und IL-10-positiver
Zellen, im Vergleich zu restimulierten Zellen ohne Inhibitor Behandlung, deutlich ab. Fur
IL-10-positive Zellen ist die Frequenz, bei einer verwendeten Inhibitor Konzentration von 25

MM, abermals reduziert.

Die Versuche zeigen, dass, in Notch modulierten Ty1-Zellen, die Zytokinexpression von
IL-10 von der Erk-Phosphorylierung abhangig ist. Da wir jedoch auch eine Reduktion der
IL-2 Expression in diesen Zellen sehen, ist fraglich, ob die Starke der Restimulation, die
letztendlich zur Erk-Phosphorylierung fuhrt, exklusiv fur die Zytokinexpression von IL-10
verantwortlich gemacht werden kann, wie es zuvor beschrieben wurde [40]. Daruber hinaus
konnte kein Einfluss der Notch Aktivierung auf die pErk Aktivierung beobachtet werden
(Abb. 33).
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4.5.1. Die Aktivierung von Erk und die Aktivierung des Notch Signalweges,
haben unterschiedlichen Einfluss auf die Expression von IL-2 und IL-10 in
Tu1-Zellen

In Kapitel (4.4 Abb. 31 C und Abb. 32) konnte gezeigt werden, dass Blimp-1 der limitierende
Faktor, fur die Anhebung der IL-10 Expression in Notch modulierten Ty1-Zellen, ist.
Aulerdem flhrt die Notch induzierte Steigerung der Blimp-1 Expression in Tu1-Zellen
(Kapitel 4.4, Abb. 32 B), zu einer Reduktion der IL-2 Expression (Abb. 36). In Abbildung 36
ist dariber hinaus zu sehen, dass die Blimp-1 bedingte Repression von IL-2 [110, 111] in

Notch modulierten Blimp-1 defizienten Ty1-Zellen schwéacher ist.

Abbildung 36
IL-2 In Notch modulierten Wildtyp Ty1-Zellen ist der
S « Anteil IL-2-positiver Zellen reduziert. Dieser Effekt
£ 1007 . .' ist in Blimp-1" Notch modulierten Tu1-Zellen
N go{ — schwacher ausgepragt. (n=3)
T
g_ 60+ Die IL-2 Expression ist in Notch modulierten Wildtyp
-E 40- Ty1-Zellen reprimiert. Diese Repression ist in
o
;>. 20- Blimp-1  defizienten  Zellen vermindert. Der
X 0 reprimierende Effekt von Blimp-1 auf die Expression
fontrolle Noteh ontrolle Noteh  von 1L-2 [110, 111], die auch einen wichtigen
WT Blimp1

Aspekt der Autoregulation von IL-2 darstellt [110,

112, 113], konnte bereits beschrieben werden.

Somit fuhrt die Aktivierung des Notch Signalweges in Abhangigkeit von Blimp-1 zu einer
Erhdéhung der IL-10 (Kapitel 4.4) und einer Verringerung der IL-2 Expression (Abb. 36) in
Tu1-Zellen, wohingegen die Aktivierung von Erk zu einer Erhéhung beider Zytokine flhrt
(Kapitel 4.5, Abb. 35). Berlcksichtigt man, dass die Aktivierung des Notch Signalweges
keinen Einfluss auf die Starke der Erk Aktivierung hat (Kapitel 4.5, Abb. 33), und Notch
spezifisch, und gegensatzlich, die Expression von IL-10 und IL-2 durch Induktion der Blimp-1
Expression moduliert, wohingegen die Aktivierung von Erk zu einer allgemeinen Erhéhung
der Zytokin Expression beitragt (Kapitel 4.5, Abb. 35), l1asst dies den Schluss zu, dass die
Notch Modulation von Ty1-Zellen nicht durch Veranderung der pErk Aktivierung

hervorgerufen wird.

Es ware interessant, sich im Zusammenhang mit der Starke des T-Zell-Rezeptor Stimulus
auch die Expression von c-Maf und Blimp-1 auf mRNA Ebene in verschiedenen

T-Helfer-Subsets naher anzuschauen.
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In dem sich anschlieRenden Teil der Ergebnisse (Kapitel 4.6) wird auf verschiedene Arbeiten
eingegangen, die den Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR), als wichtigen Faktor der IL-10
Regulation in Treg [82, 99, 114] und Tr1-Zellen [83, 99] beschreiben. Hinzu kommt, dass
AhR als regulierender Transkriptionsfaktor fur die IL-22 Expression [31, 32, 41, 115] in Ty17-
[84, 116], und Tu22-[117]-Zellen beschrieben wird, und IL-22 eines der am starksten
regulierten Zieltranskripte des Notch Signalwegs, unabhangig von der T-Zell-Polarisation, ist
(Kapitel 4.1.2, Abb. 17). Daher stellte sich die Frage, ob die Aktivierung des Notch
Signalweges in Ty1-Zellen, neben IL-10, auch zur Erhéhung der IL-22 Expression auf
Einzelzellebene fihrt, und ob diese Erhéhung unabhangig von der Expression des

Arylhydrocarbon Rezeptors geschieht.
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4.6. Die Expression von IL-10 und IL-22 in Notch modulierten Ty1-Zellen
ist unabhangig von der Expression des Arylhydrocarbon Rezeptors
(AhR)

In den Vergleichenden Genexpressionsanalysen von Transkriptionsfaktoren (Kapitel 4.1.3,
Abb. 18) wurde der Arylhydrocarbon Rezeptor (AhR), ein in der Toxikologie ausflihrlich
beschriebener Regulator [118, 119], als eines der Zieltranskripte des Notch Signalweges in
modulierten Ty0-, Ty1- und Ty17-Zellen identifiziert (Kapitel 4.1.4, Abb. 19 C, Gruppe Ill). Der
Transkriptionsfaktor gewinnt an zunehmender Bedeutung auch fiir die Immunologie [120]. So
ist beschrieben, dass der AhR firr die Regulation von IL-10 [31, 32, 41] in Tr1-Zellen [83, 99]
und Treg [82, 99, 114] und flur die Regulation von IL-22 [31, 32, 41, 115] in Ty17-[84, 116],
und Ty22-[117]-Zellen eine wichtige Rolle spielt. Zunachst sollte geklart werden, wie sich die
simultane Stimulation des Notch Signalweges und die Aktivierung des Arylhydrocarbon
Rezeptors auf die Expression von IL-10 und IL-22 in Ty1-Zellen auswirkt. Als erstes
betrachten wir die Signalintensitat des AhR in IL-10"- und IL-10"-Tx1-Zellen, mit und ohne
Aktivierung des Notch Signalweges (Abb. 37).

= 1.600 AhR

@ 1.200 Abbildung 37

g 800 Die AhR Expression ist in Notch modulierten
= 400 Ty1-Zellen stark induziert. Die Erhdhung im
S B e Vergleich von IL-100 mit IL-10" Notch
n 0 modulierten Ty1-Zellen (FC<1,4) ist jedoch

IL-10-|IL-10+IL-10-|IL-10+ recht schwach.

Kontrolle Notch

Die Expression des Arylhydrocarbon Rezeptors wird zwar in Notch modulierten Ty1-Zellen
stark induziert, jedoch wird er unabhangig von der IL-10 Sekretion der Zellen exprimiert. Um
zu testen, ob die Notch Modulation von Ty1-Zellen dennoch zu einer AhR-vermittelten
Steigerung der IL-10 Expression fuhrt, wurde in der Folge die synergistische Aktivierung
beider Faktoren betrachtet. Zusatzlich wurde der Einfluss auf die IL-22 Expression in Notch
modulierten Ty1-Zellen untersucht. Dazu wurden, analog zum Versuchsaufbau (Kapitel 3.4),
Th1-Zellen retroviral mit N31ZD-, oder einem Kontroll-Plasmid transfiziert und zusatzlich der
AhR Uber den AhR-Liganden 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) stimuliert.

119



Ergebnisse

Die Aktivierung des AhR Uuber den Liganden FICZ (Kapitel 3.14) fihrt zu einer
konzentrationsabhéngigen Steigerung der Cyp1A1 Expression [121, 122], die auch in
T-Zellen zu sehen ist (Abb. 38).

Abbildung 38
c 0.154 o Einfluss der Stimulation des AhR durch den
S —_— AhR [] Liganden FICZ auf die Expression eines seiner
o 0.10- H— Zielgene Cyp1a1 in Ty1-Zellen. Es wurden 10,
2 Cyp1al BB 00" ung 500 nM des AhR-Liganden FICZ
3 0.05- verwendet. Die relative Expression von AhR
= und Cyp1lal wurde durch quantitative PCR
= 0.00- ermittelt. (n=2)

il FICZ
Somit konnte zunachst gezeigt werden, dass der AhR auch in Ty1-Zellen, ohne Aktivierung
des Notch Signalweges exprimiert wird und er durch den eingesetzten Liganden FICZ
aktiviert werden kann (Abb. 38). Als nachstes wurden in vitro Ty1 polarisierte Zellen, in An-,
und Abwesenheit eines aktiven Notch Signals + Ahr-Ligand FICZ (100 nM an Tag 0)
generiert (Kapitel 3.4). Die Expression von IL-10 und IL-22 wurde mittels FACS nach
Restimulation auf Einzelzellebene an Tag 5 betrachtet. Die Zellen wurden zuvor fur 5
Stunden mit PMA/lonomycin, unter Zugabe von Brefeldin A, restimuliert. Die Ergebnisse sind

in Abbildung 39 in Form von Dot Plots dargestellt.
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Kontrolle Notch Kontrolle Notch
54.9% 2.7% 10.6%| | 0.2% 0.1% || 1.1% 0.5%

0.3% 0.1% o 10.2%
FICZ 2.4% 12.6%] [0.4% 0.1% |[0.8% 0.9%
0.4% | [13:2% 0.1% 0.6% | 12 10.7%
IFN-y IL-17
L) IL-10 T—) IL-22
Abbildung 39

Synergistischer Effekt, der Aktivierung des Notch Signalwegs bei gleichzeitiger Stimulation
des Arylhydrocarbon Rezeptors, auf die Expression von IFN-y, IL-10, IL-17 und IL-22 auf
Einzelzellebene in Ty1-Zellen. Die Expression der Zytokine wurde an Tag 5 nach
Restimulation gemessen. (n=2)

Die Aktivierung des Notch Signalweges fuhrte sowohl zur Steigerung der IL-10-, als auch der
IL-22-Expression in Ty1-Zellen (Abb. 37). Bei gleichzeitiger Stimulation des AhR mit dem
Liganden FICZ wird lediglich die Expression von IL-10 in Notch modulierten Ty1-Zellen leicht
erhoht (von 10,7% auf 12,7%). Die mit Kontrollplasmid transfizierten Zellen exprimierten nur
sehr geringe Level IL-10 und nahezu kein IL-22 (Abb. 39), unabhangig von der Stimulation
mit dem AhR-Liganden FICZ. Um sicher zu stellen, dass die Expression der Zytokine IL-10
und IL-22 in Notch modulierten Tu1-Zellen unabhangig von der Expression des
Arylhydrocarbon Rezeptors ist, wurde die Uberexpression der intrazellularen Doméne von
Notch3 in AhR-defizienten (Ahr°) Zellen wiederholt und die Expression von IFN-y, IL-10 und
IL-22 erneut auf Einzelzellebene betrachtet (Abb. 40). Die Ahr°-Mause wurden uns

freundlicher Weise von Prof. Dr. Charlotte Esser zur Verfigung gestellt [123].
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Analog zu dem zuvor beschriebenen Versuchsaufbau wurden naive T-Helfer-Zellen aus
Wildtyp, bzw. Ahr°-Mausen isoliert (3.1) und in vitro unter Ty1 Polarisierenden Bedingungen
kultiviert und mit Kontroll-, bzw. Notchplasmid nach 24 Stunden transfiziert (Kapitel 3.4).
Nach finf stindiger Restimulation der Zellen mit PMA/lonomycin unter Zugabe von
Brefeldin A an Tag 5, konnte auf Einzelzellebene festgestellt werden, dass die Aktivierung
des Notch Signalweges, auch in den Ahr°-Zellen, zur Erhéhung der IL-10 und IL-22
Expression in Ty1-Zellen fuhrt (Abb. 40).

Kontrolle Notch Kontrolle Notch
WT 14.0 35.4 85.0 . 92.5
D 131 33.3
Ahr
IFN-y IFN-y
L) IL-10 T—) IL-22
Abbildung 40

Retrovirale Uberexpression des N31ZD-Plasmids in Wildtyp (WT) und Ahr-defizienten (Ahr®)
Ty1-Zellen. Die Zellen wurden an Tag 5 mit PMA/lonomycin restimuliert und die Expression
von IFN-y, IL-10 und IL-22 auf Einzelzellebene gemessen. (n=2)

Die Untersuchungen an Notch modulierten Ahr® Ty1-Zellen (Abb. 40) zeigen, dass die
Expressionserhdhung des Zytokins IL-10, weitestgehend unabhangig von der Stimulation
des Arylhydrocarbon Rezeptors ist. Fur IL-22 sehen wir nahezu eine Verdoppelung der
Expression (Abb. 40: 1,4% in Ahr® und 2,4% in WT), die wir in den Kontroll modulierten
Zellen nicht sehen. Die deutlichen Frequenzunterschiede (Abb. 39 und 40) fihren wir auf
einen Wechsel der FCS-Charge zuruck, wie in laborinternen Tests bestatigt werden konnte
(Daten nicht gezeigt).
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Um eventuelle Synergien zwischen dem Notch Signalweg und dem Arylhydrocarbon

Rezeptor, insbesondere fir die Regulation der IL-22 Expression [115], genauer untersuchen

zu kénnen haben wir uns in der Folge eingehender Notch modulierten Ty17- und Tu22-Zellen

gewidmet (Kapitel 4.7). In Notch modulierten Ty17-Zellen ist die Expressionerhéhung von

IL-22 zwar geringer, als in Ty0- und Ty1-Zellen, allerdings ist die absolute Expression

wesentlich starker, wie in Abbildung 41 zu sehen ist. Der prozentuale Anteil IL-22

expremierender Zellen (Kontrolle) ist in Ty0-, Ty1- und Ty2-Zellen vernachlassigbar.

IL-22

8000, .
6000

4000{ o
2000 gy’

01 2 17
T-Helfer-Subset

* FC [|Kontrolle [|Notch

Signal Intensitat

Abbildung 41

IL-22 Expression in Ty0-, Ty1-, Ty2-
und Ty17-Zellen £ Notch Aktivierung.
Der Fold Change (FC) gibt an um
welchen Faktor die Signal Intensitat
in den Notch modulierten Zellen
starker ist. Die hochste
Signalintensitat findet sich in Notch
modulierten Ty17-Zellen. (n=2)

123



Ergebnisse

4.7. Notch Modulation fuhrt zur Erhohung der Zytokinexpression von
IL-22, auf mMRNA- und Proteinebene, in Ty17- und Ty22-Zellen

IL-10 und IL-22 gehdren der gleichen Zytokinfamilie an, dennoch unterscheiden sie sich
mafgeblich durch ihre Wirkweise. IL-10 wirkt vor allem auf Zellen des Immunsystems,
wohingegen IL-22, Signale an Epithelzellen, die den IL-22 Rezeptor exprimieren, weiter gibt.
Intestinale Epithelzellen, Hepatozyten und Keratinozyten sind bereits beschriebene IL-22
Ziele [31, 36, 37]. Hierbei wird die Rolle von IL-22 kontrovers diskutiert, da es sowohl
Publikationen gibt, die IL-22 als entziindungsférdernd beschreiben, als auch Publikationen,
die zeigen, dass IL-22 das Gewebe wahrend einer Immunantwort schutzt.
Immunpahologische Beispiele lassen sich in Psoriasis Modellen [124], bei der Bek&dmpfung
intestinaler Parasiten [125] oder in einem Modell Kollagen-induzierter Arthritis [126] finden.
Protektive Eigenschaften wurden in diversen Infektionsmodellen des Lungen-[98, 127] und
Intestinal Gewebes [89, 128] fir IL-22 beschrieben.

IL-10 und IL-22 werden nur sehr selten von einer Zelle gleichzeitig exprimiert [32, 86]. Einer
der entscheidenden Faktoren hierfir ist das Zytokin TGF-3, das ein wichtiger Faktor fir die
Generierung von Ty17-Zellen ist. In diesen konnte gezeigt werden, dass TGF-B einerseits die
Expression von IL-10 begunstigt und andererseits die Expression von IL-22 unterdruckt. In
den hier durchgefiihrten Transkriptomanalysen konnte festgestellt werden, dass die
Aktivierung des Notch Signalweges in Ty0-, Ty1-, Ty2- und Ty17-Zellen zu einem drastischen
Anstieg der IL-22 Expression fuhrt (Kapitel 4.1.2, Abb. 17). Fur Ty1-Zellen konnte dieses
auch auf Einzelzellebene gezeigt (Kapitel 4.6, Abb. 39 und 40) werden. Im vorangegangenen
Kapitel konnte zudem gezeigt werden, dass die IL-22 Expression auch unabhangig vom
Vorhandensein des Arylhydrocarbon Rezeptors in Notch modulierten Ty1-Zellen moglich ist
(Abb. 40). Um diese Untersuchungen auch auf Ty17-Zellen auszuweiten, wurde zunachst in
Notch modulierten Ty17-Zellen geschaut, inwieweit die Notch induzierte Steigerung der IL-22
Expression abhangig vom AhR ist. Dazu wurden Ty17-Zellen aus naiven Wildtyp- und
AhrP-Zellen generiert, indem sie unter Ty17 Bedingungen kultiviert wurden und der Notch
Signalweg mittels Notchplasmid Transfektion eingeschaltet wurde (Kapitel 3.4). Die mRNA
wurde an Tag 5, nach FACS-Sortierung auf lebende CD4"GFP™* Zellen, aus diesen isoliert
und anschlieend mittels gPCR die IL-22 Expression quantifiziert (Abb. 42).
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Es ist eine extreme Ahr-unabhangige Steigerung der IL-22 mRNA Expression in den

untersuchten in vitro Kulturen (Abb. 42) zu sehen.

Abbildung 42

0.6- IL-22 Die Expression der IL-22 mRNA in Notch

' modulierten Ty17-Zellen ist ca. 1000fach
o 03_.- - Kontrolle [ €SNt gegentber den Kontrollen. Diese
A T ek Erhohung ist unabhangig vom
g 0.0010+ — Notch [l Arylhydrocarbon Rezeptor. (n=3)
x
L 0.00051
o

0.0000- T [ T I

Nun stellte sich die Frage, ob sich die Expression von IL-22 auch in einem anderen, |L-22
exprimierenden Subset, unabhangig von der Expression des Arylhydrocarbon Rezeptors,
durch Aktivierung des Notch Signalweges, verstarken lasst. Um diese Frage zu beantworten
wurde in der Folge, der Einfluss der Notch Modulation auf die Expression von IL-22 in Ty17-
und Ty22-Zellen betrachtet, dies wiederum in An- und Abwesenheit des Arylhydrocarbon
Rezeptors. Hierzu wurden naive (CD4*CD62L*CD25°) T-Helfer-Zellen in vitro unter Ty17 und
Th22 polarisierenden Bedingungen kultiviert und nach 24 Stunden retroviral mit konstitutiv
aktivem Notch, oder einem Kontrollplasmid transfiziert (Kapitel 3.4) und anschlieRend nach
Restimulation mit PMA/lonomycin die Zytokinexpression auf Einzelzellebene an Tag 2, 3, 4
und 5 analysiert. Ein weiterer wichtiger Aspekt war die kinetische Betrachtung der IL-17 und
IL-22 Expression. In Abbildung 43 (Kapitel 4.7.1) ist exemplarisch die Zytokinexpression an
Tag 5 dargestellt.
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4.7.1. Steigerung und Stabilisierung der IL-17 und IL-22 Proteinexpression in
Tu17-Zellen durch Integration von TGF-B- und AhR-Signalen durch den
Notch SignalwegWie schon fir Ty1-Zellen gezeigt (Kapitel 4.6, Abb. 40), fihrt die

Aktivierung des Notch Signalweges in Ty17- und Ty22-Zellen zur drastischen Erhéhung der

IL-22 Expression, dies auch unabhangig von der Expression des AhR, wobei der

Kooperative Effekt von Notch und AhR in diesen Zellen (Abb. 43) wesentlich starker ist, als

in Ty1-Zellen (Kapitel 4.6, Abb. 40).

Abbildung 43
Wildtyp (WT) und Ahr-defiziente
(AhrP) Zellen wurden unter Ty17
oder Th22 Bedingungen
kultiviert und nach 24 Stunden
mit  Notch-, oder einem
; Kontrollplasmid transfiziert.
IL-17- 353 IL-17- 17.4 Gezeigt sind die Zytokin
IL-22: 0.8 IL-22: 0.1 Expressionen von IL-17 und
poon IL-22 auf Einzelzellebene, die
Zellen wurden an Tag 5 mit
PMA/lonomycin unter Zugabe
von Brefeldin A fur finf Stunden
restimuliert, gezeigt sind

IL-17: 9.0 IL-17:13.8 lebende CD4*GFP*  Zellen.
IL-22: 1.3 IL-22: 1.2 (n=2)

Kontrolle WT

Tul7

Th22

Notch

In Anwesenheit von TGF-B (in
Ty17-Zellen) ist der kooperative
Effekt von Notch und AhR

IL-17: 51.1 IL-17- 416 deutlich starker ausgepragt, als
IL-22: 67.8 IL-22: 20.2

Tul7

in Abwesenheit von TGF-f, wie

es bei Ty22-Zellen der Fall ist
IL-17

(Abb. 43) Neben der

Tu22 P i T '
H ’ induzierenden und
IL-17: 9.6 IL-17: 18.4 IL-22

IL-22: 40.3 IL-22: 21.6 stabilisierenden Wirkung durch

Notch auf die IL-22 Expression,
ist auch die Expression von IL-17 in den Notch modulierten Ty17-Zellen hdher als in den
dazu gehorigen Kontrollen. Wie schon in Kapitel 4.1.2 gezeigt werden konnte fihrt die
Aktivierung des Notch Signalweges in Ty0-Zellen zu einer signifikanten Erhéhung der mRNA
Expression von IL-22 und IL-17A (Abb. 17) an Tag 5. Betrachtet man die mMRNA Expression
von IL-17 und IL-22 in Noch modulierten Ty17-Zellen (Kapitel 4.1.2, Abb. 17) und die Zytokin
Expression auf Einzelzellebene zum selben Zeitpunkt (Abb. 43), und vergleicht diese mit den
jeweiligen Kontrollplasmid transfizierten Zellen, so wird deutlich, dass Notch die IL-17

Proteinexpression stabilisiert und die IL-22 mRNA- und Proteinexpression stark induziert und
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ebenfalls stabilisiert. Die induzierende und stabilisierende Wirkung von Notch auf die
Proteinexpression von IL-17 und IL-22 ist besonders pragnant in Notch modulierten
Tu17-Zellen in Anwesenheit des AhR (Abb. 44 A und B WT Ty17-Zellen).

>

WT Ahr® Abbildung 44
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Die Aktivierung des Notch Signalweges fuhrt in Anwesenheit von TGF-§ zu einer Steigerung
der IL-17 Expression (Abb. 44 A oben). Werden die Zellen ohne TGF-B unter Ty22
Polarisationsbedingungen kultiviert, exprimieren sie generell weniger IL-17, dessen
Expression durch Aktivierung des Notch Signalweges auch nicht wieder erhdht werden kann
(Abb. 44 A unten). Anders verhalt es sich mit der Expression von IL-22 (Abb. 44 B). Hier
fuhrt die Aktivierung des Notch Signalweges sowohl unter Ty17, als auch unter Ty22
Bedingungen zu einer starken Erhéhung des IL-22-Levels (Abb. 44 schwarze Kreise).
Vergleicht man die mit Kontrollplasmid behandelten Zellen (Abb. 44 B weil3e Kreise), so sieht
man, dass in Anwesenheit von TGF-B (Ty17) die Zellen nicht in der Lage sind IL-22 zu

exprimieren. Dies bestatigt bereits publizierte Experimente, wonach die Repression der IL-22
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Expression durch TGF-B vermittelt wird [86]. Kommt es allerdings zur Aktivierung des Notch
Signalweges, so wird die TGF-B vermittelte Repression aufgehoben, was jedoch in
Abwesenheit des Arylhydrocarbon Rezeptors, abgeschwacht ist (Abb. 44 B oben).
Verglichen mit den Experimenten in Ty1-Zellen (Kapitel 4.6, Abb. 39 und 40), sieht man in
Tu17-Zellen, einen starkeren Einfluss des Arylhydrocarbon Rezeptors auf, die Notch
induzierte, IL-22 Expression. Eine der Mdglichkeiten wie es zu einem Cross-Talk zwischen
diesen Faktoren kommen konnte wird in der Literatur beschrieben [115]. Es konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung des Notch Signalweges in CD4" Zellen zur Sekretion von
endogenen, nicht identifizierten, AhR-Liganden fuhrt, die wiederum in der Lage sind den AhR
zu stimulierten und somit die IL-22 Expression zu steigern. Um dies genauer zu analysieren,
wurden transfizierte und nicht-transfizierte Zellen innerhalb einer Kultur betrachtet (Kapitel
4.7.2, Abb. 45).
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4.7.2. Die Sekretion eines endogenen Liganden des AhR ist nicht maRgeblich

fur die Expression von IL-22 in Notch modulierten Ty17- und Ty22-Zellen

Wir haben auch diese Mdoglichkeit der Notch vermittelten, AhR-abhangigen Modulation, der
IL-22 Expression in Ty17- und Ty22-Zellen betrachtet. Dazu wurden in Abbildung 45 (Notch
Modulation) und 46 (Kontrollplasmid) die Zytokinproduktion der GFP*- und GFP-Fraktion der
gleichen Kultur, an Tag 5 nach Restimulation, miteinander verglichen.

GFP*

WT AhrP
GFP Tu17 Tu17
L) CD4
IL-17
T—) IL-22

AhrP
Tu22 el Tu22

Abbildung 45

Vergleich der GFP*- und GFP - mit Notchplasmid transfizierten Ty17- und T22-Kulturen von
WT- und Ahr®-Zellen. Dargestellt sind, lebende, CD4*GFP* und CD4'GFP", an Tag 5 mit
PMA/lonomycin, unter Zugabe von Brefeldin A, flir 5 Stunden restimulierte Zellen. Angefarbt
sind die Zytokine IL-17 und IL-22. (n=2)

Betrachtet man die Zytokinexpression der GFP*- und GFP -Fraktionen gesondert, so wird
deutlich, dass die IL-22 Expression auf Zellen, mit intrazellularem Notch Signal (GFP),
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beschrankt ist. Wirde die maRgebliche Regulation Uber einen sekretierten Faktor erfolgen,
der den AhR stimuliert, so dirfte, zumindest in den GFP” Wildtyp Zellen, die IL-22 Expression
nicht so stark abgeschwacht sein (Abb. 45 links). Neben der Integration der
unterschiedlichen Signale durch den Notch Signalweg kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass transfizierte Zellen gegenuber nicht-transfizierten Zellen einen Vorteil haben,
da GFP*-Zellen ein generell hdheres Zytokinexpressionsniveau aufweisen, als GFP™-Zellen.
Dies wird besonders bei Betrachtung der Kontrollplasmid behandelten Zellen in Abbildung 46
deutlich.

GFP*

GFP" -

GFP AhrP

Ti17 . Ti17
L)CD4 T

WT ) Ahr®
Th22 - Th22

Abbildung 46

Vergleich der GFP* und GFP™ mit Kontrollplasmid transfizierten T417 und Tp22 Kulturen von
WT- und Ahr®-Zellen. Dargestellt sind, lebende, CD4*GFP* und CD4'GFP", an Tag 5 mit
PMA/lonomycin, unter Zugabe von Brefeldin A, flir 5 Stunden restimulierte Zellen. Angefarbt
sind die Zytokine IL-17 und IL-22. (n=2)
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In Abbildung 45 und 46 sieht man, dass die GFP negativen Zellen im Allgemeinen einen
niedrigeren Aktivierungsstatus haben. Bei Verwendung des Kontrollplasmides (Abb. 46) sind
die Verhaltnisse zwischen den Frequenzen von IL-177-, IL-22"- und IL-177IL-22*-Zellen, im
Vergleich der GFP*- und GFP -Fraktion, relativ konstant. Da dies, in den mit Notch Plasmid
transfizierten Zellen, nicht der Fall ist (Abb. 45), kann davon ausgegangen werden, dass es
sich bei der Notch vermittelten IL-22 Expressionssteigerung um einen intrinsischen Effekt

handelt, der nicht per Se durch Sekretion eines AhR-Liganden stattfindet.

Resumierend kénnen wir festhalten, dass die Expression von IL-22 direkt an ein aktives
Notch Signal innerhalb der Zelle gekoppelt ist. Nichtsdestotrotz verbleibt ein Teil der IL-22
Expression, der AhR-abhangig ist, da die GFP” WT-Zellen eine héhere Expression von IL-22
aufweisen, als die dazugehdrigen Ahr®-Zellen (Abb. 45). Die Ergebnisse schlieRen nicht aus,
dass die Aktivierung des Notch Signalweges zur Expression eines endogenen AhR-Liganden
fuhrt, und dartber die IL-22 Expression beglnstigt wird, der Hauptteil der IL-22 Induktion

geschieht jedoch innerhalb der Zelle, vermittelt durch die intrazellulare Domane von Notch.

Interessant ware in der Folge, die genauere Betrachtung und Aufschlisselung, inwieweit die
Signalwege von Notch, dem Arylhydrocarbon Rezeptor, vorhandene STATs und TGF-( bei
der Regulation von IL-17 und IL-22 zusammen spielen. Um die Regulation der Notch
vermittelten IL-22 Expression in Ty17-Zellen genauer beschreiben zu kdnnen, wurde analog
zu IL-10 in Notch modulierten Ty1-Zellen, in Kooperation mit Ebioscience und Miltenyi
Biotec, an der Etablierung eines IL-22 Sekretions Assay gearbeitet (Abb. 47), der es
ermoglichte auf Transkriptomebene einen direkten Vergleich von IL-22°- und IL-22"-Zellen

durchfuhren zu kénnen (Kapitel 4.8).

. ' Abbildung 47
_I;_lo}t;l:]zn;ﬁéi:llerte IL-22°1 99.7% Ty17-Zellen wurden mit konstitutiv aktivem
H Notch3 (GFP) transfiziert und an Tag 5 nach
Restimulation mit  PMA/lonomycin  mittels
64.9% Sekretions Assay fur IL-22 sortiert. Von den so
v /0 aufgereinigten Fraktionen IL-22°- und
IL-22°-Zellen wurde anschlieRend die mRNA
isoliert und eine vergleichende
Transkriptomanalyse beider Populationen
durchgefihrt. Fir diese Analyse wurde das
35.1% Agilent-System von Miltenyi Biotec verwendet.
n=4
sekretiertes IL-22 S (n=4)
- o
| > GFP IL-22° 99.7%
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4.8. Der Transkriptomvergleich von CD4'GFP*IL-22" mit CD4'GFP*IL-22

Notch modulierten Ty17-Zellen zeigt eine signifikante Erhohung der

gesamten Genexpression innerhalb der IL-22 positiven Fraktion

Die vergleichende Genexpressionsanalyse verschiedener Zellpopulationen bietet eine gute

Méglichkeit die unterschiedlichen Charakteristika eines Zelltyps auf transkriptioneller Ebene

umfangreich zu analysieren. Die Notch Modulation von Ty17-Zellen fihrt zu einer starken

Induktion des Zytokins IL-22. Dennoch gibt es innerhalb dieser Zellpopulation (GFP*) sowohl
IL-22"- als auch IL-22"-Zellen (Kapitel 4.7.2, Abb. 47). Wir haben diese Zellen mit Hilfe, des

zuvor beschriebenen IL-22 Sekretions Assay (Kapitel 3.8), voneinander getrennt und

anschlieend deren Transkriptome miteinander verglichen (Abb. 48). Neben etlichen

Zytokinen und Oberflachenmolekilen, wurden 4 Transkriptionsfaktoren identifiziert, die das

gleiche Expressionsmuster wie IL-22 aufweisen. Vier unterschiedliche Ansatze Notch

modulierter Ty17-Zellen (A-D) wurden mittels IL-22 Sekretions Assay sortiert, und, die so

separierten Zellpopulationen miteinander verglichen (Kapitel 3.11.4).
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Abbildung 48

Heatmap-Darstellung des Vergleichs
IL-22-negativer und  |L-22-positiver  Notch
modulierter Ty17-Zellen. Beim Vergleich der
IL-22°- und IL-22"-Transkriptome, die mittels IL-22
Sekretions Assay aus 4 verschiedenen Ansatzen
Notch modulierter Ty17-Zellen isoliert wurden,
konnten 97 Transkripte identifiziert werden
(Kapitel 3.11.4), die signifikant differentiell
exprimiert wurden. (n=4)

Neben IL-22 sind weitere sekretierte Faktoren,
wie IL-1a, verschiedene Granzyme, IL-9, IL-13,
IL-24, 1L-31, litifbo und Cxcl3 in IL-22 positiven
Zellen signifikant erhdht. AuBerdem ist die
Expression der Oberflachenmolekile IL-18R,
IL-23R, Cxcr6 und Tnfrsf8 (CD30) in den
IL-227-Zellen starker. Als Transkriptionsfaktoren,
die dem IL-22 Expressionsmuster folgen, konnten
Epas-1, Isl1, Blimp-1 und Eomes herausgefiltert
werden. Insgesamt nur drei Faktoren, die auf
diese Weise identifiziert wurden sind in den
IL-22"-Zellen signifikant schwacher exprimiert,
wobei der Transkriptionsfaktor Eomes einer

dieser Faktoren ist.
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Die Signalintensitat der sekretierten Faktoren IL-22, lltifb, Gzma, Gzmb, Gzmc, IL-9, IL-13,
IL-24, IL-31 und Cxcl3 ist in IL-22" Notch modulierten Ty17-Zellen gegeniiber den IL-22°
Zellen signifikant erhdht.

In Notch modulierten Ty17-Zellen sehen wir, selbst in der IL-22°-Fraktion, die kein IL-22
sekretieren, ein extrem starkes Signal fir IL-22, das um eine weitere Zehnerpotenz starker in

der positiven Fraktion exprimiert wird.

Ein weiterer Faktor dessen Expression nach oben reguliert ist, ist lltifb, dieser Interleukin-10
verwandte, aus T-Zellen stammende induzierbare Faktor, wird in der Literatur auch als
IL-22b beschrieben. lltitb weist sowohl mit IL-10, als auch mit IL-22 Homologien auf und

wurde als ein durch Etomidat in Krebszellen induzierter Faktor beschrieben [129].

Die Granzyme a, b und c werden vor allem in zytotoxischen T-Zellen exprimiert, wurden
allerdings auch schon in Verbindung mit IL-22 beschrieben. In humanen Studien ist gezeigt
das Ty17-Zellen, die sowohl IL-22, als auch Granzym b exprimieren, sehr effizient die
Bluthirnschranke passieren und maRgeblich die Inflammation des zentralen Nervensystems
férdern und an der Eliminierung von neuronalen Zellen beteiligt sind [130]. In einem weiteren
Ansatz, der zeigt, dass in vitro IL-21 in der Lage ist IL-22 in humanen CD8 Zellen zu
induzieren, wird auch beobachtet, dass Granzym b in diesen Zellen stark koexprimiert wird
[131]. In einem bovinen Tuberkulose Modell wurden des Weiteren die Faktoren IL-22 und
Granzyme A als mdgliche Biomarker zur Bestimmung der Infektion beschrieben [132].
AuRerdem konnte eine direkte Abhangigkeit zytotoxischer Faktoren vom Notch Signalweg in
CD8" Zellen gezeigt werden [133].

Zur Expression von IL-9 wissen wir aus vorangegangenen Experimenten, dass die Notch

Modulation von Ty17-Zellen zu einer deutlichen Reduktion dieses Faktors fuhrt (Kapitel
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4.1.2, Abb. 17). Umso erstaunlicher, dass dieses Zytokin, wenn auch recht schwach
exprimiert, in den IL-22"-Zellen signifikant starker exprimiert wird, als in den IL-22"-Zellen.
Obwohl IL-9, vor allem in Ty9-Zellen bereits ausfihrlich beschrieben ist gibt es keine
Hinweise auf IL-9/IL-22 koexprimierende Zellen.

IL-13 konnte in Patienten mit atopischer Dermatitis als Zytokin identifiziert werden, das von
CD8"-Zellen mit IL-22 koexprimiert wird [134].

Ebenfalls flr atopische Dermatitis sind pro-inflammatorische Eigenschaften fir IL-31
beschrieben, sowie eine schwache Expression zusammen mit IL-22 gezeigt [135].

IL-24, neben IL-22 ebenfalls ein Mitglied der IL-10 Zytokinfamilie, ist ahnlich wie IL-22, in
Psoriasis-Modellen als entzindungsférdernd beschrieben. In Bezug auf Psoriasis werden
auch redundante Effekte von IL-24 und IL-19, wiederum ein Mitglied der IL-10 Zytokinfamilie,
diskutiert [136].

Fir das Chemokin Cxcl3 ist gezeigt, dass es stark mit der Expression von IL-22 korreliert, so
haben IL-22 defiziente Tiere, wesentlich niedrigere Level an Cxcl3 verglichen mit
IL-22-kompetenten Tieren [137].

Neben den sekretierten Faktoren haben wir auch vier Oberflachenmolekiile identifiziert, die

in den Notch modulierten IL-227-T17-Zellen signifikant hochreguliert sind.
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Die Signalintensitat der Oberflachenmolekdile IL-23R, IL-18R, CXCR6 und CD30 ist in IL-22"
Notch modulierten Ty17-Zellen gegenlber den IL-22°-Zellen signifikant erhoht.

Da bereits gezeigt werden konnte, das IL-23 zu einer Erhdhung der IL-22-Level fuhrt [32], ist
die signifikante Erhéhung des Signals fur den IL-23 Rezeptor (IL-23R) interessant. Die
IL-22"-Zellen konnten somit ein starkeres Signal Gber IL-23 erhalten, als IL-22"-Zellen.
Aulierdem ist in einem in vivo Modell oraler Infektion mit Toxoplasma Gondii beschrieben,
dass die Immunpathologie IL-23 vermittelt ist und von der IL-22 Expression abhangt [138].
Die Erhohung des IL-18 Rezeptors in IL-22"-Zellen kénnte zu einem Ty1 Bias fiihren, da der
IL-18 Rezeptor vorwiegend auf Ty1-Zellen exprimiert wird [139] und die Stimulation zur
Induktion von Tbx21 [140] fGhrt.

134



Ergebnisse

CXCRE6 ist bereits als ein Marker identifiziert, der in Abhangigkeit von Notch 2 in adulten
RORyt*-Lymphozyten des angeborenen Immunsystems exprimiert ist [141]. Darliber hinaus
ist der Rezeptor an der Lymphozyten Wanderung in Richtung entzindeter Gewebe
beschrieben [142, 143].

Ebenso wie die erhdhte Expression des IL-18-Rezeptors, kdnnte auch die Hochregulierung
von Tnfrsf8 (CD30) zu einem Ty1 Bias in IL-22*-Zellen fihren [144].

Die Moglichkeit einer Ty1-ahnlichen Polarisierung und eventuelle spezifische ,homing“-
Eigenschaften der Zellen sind &uBerst interessant, und sollten auf jeden Fall in sich
anschliefenden Untersuchungen naher betrachtet werden. CXCR6 kdnnte gegebenenfalls
als Oberflachenmarker verwendet werden, um IL-22"- und IL-22-Zellen voneinander zu
trennen, auch ohne Verwendung eines Sekretions Assay, da er signifikant differentiell, und

wesentlich starker exprimiert wird, als andere untersuchte Oberflachenmolekdile.

Unser besonderes Interesse galt, wie auch schon bei den sortierten IL-10 Produzenten

(Kapitel 4.2), der differentiellen Expression von Transkriptionsfaktoren.
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Die Signalintensitat der Transkriptionsfaktoren Epas-1, Isl-1 und Blimp-1 ist in IL-22" Notch
modulierten Ty17-Zellen gegenlber den IL-22"-Zellen stark erhdéht. Der Transkriptionsfaktor
Eomes ist eines der wenigen Transkripte, die in IL-22°-Zellen hdher exprimiert wird, als in
den positiven Zellen.

Epas-1 ist ein durch Sauerstoffmangel induzierter Transkriptionsfaktor, der auch unter dem
Namen Hif2a bekannt ist. Die durch Hypoxie regulierten Transkriptionsfaktoren spielen eine
wichtige Rolle bei der Induktion der Vaskularisierung, die fiir den Organismus eine Variante
darstellt, die Sauerstoffzufuhr im Bereich der Hypoxie zu erhéhen [145]. Interessanterweise
ist fur eine andere Isoform, namlich Hif1a bekannt, dass sie direkt mit Arnt (Hif1B) interagiert
[146]. Arnt, der Arylhydrocarbon Receptor Nuclear Translocator, ist wiederum eng an die
Aktivitat von AhR gekoppelt. Die starke Hochregulation von Epas-1 konnte méglicherweise
ein wichtiger Faktor in IL-22*-Notch modulierten Ty17-Zellen sein, der auch im Stande ist die
Defizienz von AhR zu kompensieren, was erklaren wirde weshalb die Notch Aktivierung

auch in AhrP-Zellen zu einer starken Induktion der IL-22 Expression fiihrt.
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Isl-1 ist ein entscheidender Transkriptionsfaktor fir die Entwicklung des Pankreas, fur die
auch der Notch Signalweg von essentieller Bedeutung ist [147].

Die Expression von Blimp-1 wird, wie schon zuvor gezeigt, unter samtlichen untersuchten
Polarisationsbedingungen durch den Notch Signalweg gesteigert (Kapitel 4.1.3, Abb. 18).
Sowohl in den IL-10 sortierten Ty1-Zellen, als auch in den IL-22 sortierten Ty17-Zellen, ist die
Expression von Blimp-1 innerhalb der positiven Fraktion verstarkt.

Der Transkriptionsfaktor Eomes stellt eine Besonderheit dar, da es einer der wenigen
Transkripte ist, die in IL-22"-Zellen schwé&cher exprimiert werden. Eomes ist ein
entscheidender Transkriptionsfaktor fur die Entwicklung zytotoxischer T-Zellen. Wie bereits
gezeigt wurde fiihrt die Blockade des Notch Signalweges zum Verlust der Eomes Expression
[133]. Erstaunlicher Weise ist in den hier durchgefiihrten Experimenten ein gegenteiliges Bild
(Kapitel 4.1.3, Abb. 18 und Kapitel 4.8, Abb. 51) zu erkennen.

Beim Vergleich der IL-22*- und IL-22"-Transkriptome konnten einige interessante Transkripte
identifiziert werden, die stark differentiell reguliert werden. Zum einen verfigen die Notch
modulierten 1L-22°-Ty17 Zellen (ber ein sehr ungewdhnliches Expressionsprofil von
Zytokinen, und zum anderen sollten die Oberflachenmolekile, insbesondere der fir das
,Homing“ verantwortliche Faktor CXCR6, genauer betrachtet werden. Dies kdnnte dazu
beitragen, die Funktion dieser Zellen besser zu verstehen. Da fir IL-22 sekretierende Zellen
sowohl anti-, als auch pro-inflammatorische Eigenschaften beschrieben sind, scheint der
Wirkungsort der Zellen mafRgeblich dafir zu sein, welche dieser Charakteristika Uberwiegen
[31, 37]. SchlieRlich konnten wir zeigen, dass der Notch Signalweg einen entscheidenden
Faktor fir die Expression von IL-22 in Ty17-Zellen darstellt, inwieweit dies von der
Expression anderer Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise Epas-1 (Abb. 51), abhangt,

muss in weiterfihrenden Experimenten ermittelt werden.
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5.1. Direkte und indirekte Modulation der Genexpression durch den

Notch Signalweg in T-Helfer-Zellen.

In der Literatur werden drei unterschiedliche Modelle propagiert, wie der Notch Signalweg
die Polarisierung einer T-Helfer-Zelle modulieren kann. Diese kdnnen in ein
Liganden-gesteuertes, Zytokin-getriebenes und integrierendes Modell unterteilt werden. Das
Liganden-gesteuerte Modell beschreibt, dass die Polarisation naiver T-Helfer-Zellen in der
Peripherie direkt durch die verschiedenen Notch-Liganden spezifisch induziert werden kann
[46, 67, 148, 149]. Demnach werden Ty1-Zellen durch Delta-Like-Liganden exprimierende
APZs, bzw. Ty2-Zellen durch Jagged-Liganden exprimierende APZs induziert. Es konnte
gezeigt werden, dass APZs praferentiell Jagged-Liganden, bzw. Delta-like-Liganden
exprimieren, wenn sie mit mikrobiellen Stimuli in Kontakt kommen, die eine Ty2-, bzw.
Th1-Immunantwort auslésen. AuRerdem wurde in vitro gezeigt, dass die Uberexpression von
Jagged1, bzw. Delta-like-1 in APZs zur erhéhten Expression der Signaturzytokine IL-4 (Tn2),
bzw. IFN-y (Ty1) in zusammen kultivierten T-Helfer-Zellen fuhrt [46]. Dartber hinaus konnte
in vivo und in vitro experimentell gezeigt werden, dass eine GSI vermittelte Blockade des
Notch Signalweges in Ty1-Zellen zur Aufhebung der Tbet und IFN-y Transkription fuhrt, die
in vitro durch Uberexpression der intrazellularen Doméane von Notch1 wiederhergestellt
werden kann [149], was fur eine Notch vermittelte Polarisation zu Ty1-Zellen spricht. Fir die
Regulation von Gata3, dem Schlisseltranskriptionsfaktor flr Ty2-Zellen, konnte in
ChlIP-Experimenten eine direkte Bindung durch Notch gezeigt werden. Zudem fuhrte die
Uberexpression der intrazelluldren Doméane von Notch1 selbst in Stat6-defizienten
Tu1-Zellen zur Expression von IL-4. Zusatzlich wurde gezeigt, dass in Anwesenheit eines
dominant negativen Koaktivators (dominant negative mastermind-like - DNMAML) des Notch
Signalweges die Expression von IL-4 in neutral polarisierten T-Helfer-Zellen aufgehoben ist
[67]. Das Notch1 in der Lage ist sowohl Ty1-, als auch Ty2-Zellen zu induzieren wird dadurch
erklart, dass die Induktion von Ty1-Zellen nur in Abwesenheit von Gata3 stattfinden kann,
wie durch Uberexpression der intrazelluldren Doméne von Notch1 in Gata3 defizienten
Zellen, an Hand der induzierten IFN-y Expression gezeigt werden konnte [148]. Der grofRte
Schwachpunkt des Liganden-gesteuerten Modells ist, dass nach Abspaltung der
extrazellularen Domane des Notch-Rezeptors der weitere Verlauf des Signalweges,
unabhangig davon, ob er durch Jagged-, oder Delta-like-Liganden aktiviert wurde, gleich ist.
Daher ist es fragwirdig, ob es durch Aktivierung eines Signalweges zur Induktion diametral

unterschiedlicher Entwicklungsprogramme kommen kann.

Diese Diskrepanz wird durch das Zytokin-gesteuerte [55] und integrierende [150] Modell der
Notch vermittelten T-Helfer-Zell-Modulation aufgegriffen. Die Arbeiten bezlglich des Zytokin-

gesteuerten Modells zeigen, dass in vitro weder Delta-like-1, noch Jagged1 in der Lage sind
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Ty1-, bzw. Ty2-Zellen zu induzieren, wenn polarisierende Zytokine blockiert werden. Des
Weiteren ist dargestellt, dass, auch in Abwesenheit eines funktionierenden y-Sekretase
Komplexes und/oder des Transkriptionsfaktors Rbpjk, polarisierende Zytokine fahig sind
Tul-, bzw. Ty2-Zellen zu induzieren. Ein Fehlen des funktionierenden y-Sekretase
Komplexes hatte jedoch eine Verminderung der Proliferation und Zytokinsekretion der Zellen
zur Folge [55]. Diese indirekte Regulation von Ty1-Zellen durch Modulation der Sekretion
von Zytokinen vermittelt Uber den Notch Signalweg wird ebenfalls durch Arbeiten an L. major
infizierten Mausen unterstitzt, die zeigen, dass die IFN-y Sekretion in Abwesenheit der
Rezeptoren Notch1 und Notch2 gestort ist, was zu einer erhdhten Parasitenbelastung und
zur Verschlimmerung der Infektion fuhrt, die unabhangig von dem DNA-bindenden Faktor
Rbpjk ist [49]. Insbesondere die Arbeiten von Ong et. al. [55] widerlegen, das verschiedene
Notch-Liganden Uber ein und denselben Rezeptor fahig sind unterschiedliche
T-Helfer-Subsets zu induzieren. Dariiber hinaus ist auch eine Rolle des Notch Signalweges
in weiteren distinktiven T-Helfer-Zellen, beschrieben. Wie verschiedene Arbeiten zeigen
konnten, ist Notch sowohl an der Regulation von Tgregs [16], TFH-Zellen [151], zytotoxischen
T-Zellen [133], Ty9-Zellen [152], als auch Ty17-Zellen [153] beteiligt. Diese Beobachtungen
kénnen durch das Liganden-gesteuerte Modell nur unzureichend erklart werden.

Das erst kirzlich beschriebene Modell der integrierenden Modulation externer Signale durch
den Notch Signalweg bei der Polarisation unterschiedlicher T-Helfer-Subsets versucht die
zuvor beschriebenen Modelle und Beobachtungen zu vereinen [150]. Mit Hilfe eines
dominant negativen Notch response elements (DNMAML) wurde gezeigt, dass Notch
unabhangig von Zytokinen gleichzeitig Ty1- und Ty2-Zellen reguliert. So war die Expression
sowohl von IFN-y und Tbet (Ty1-Zellen), als auch von IL-4 und Gata3-1a (Tu2-Zellen) in
DNMAML-Zellen vermindert, wenn diese unter neutralen Bedingungen kultiviert wurden.
Daruber hinaus wurde durch die GSl-vermittelte Blockade des Notch Signalweges an
unterschiedlichen Zeitpunkten gezeigt, dass ein anhaltendes Notch Signal nétig ist, um
sowohl Tw1-, als auch Tu2-Zellprogramme aufrecht zu erhalten. Zusatzlich zeigen die
Arbeiten, dass eine Blockade des Notch Signalweges in T-Helfer-Zellen eine Verminderung
der Sensibilitdt auf exogene Zytokine zur Folge hat. So exprimierten T-Helfer-Zellen, die
unter steigender Verdunnung der Ty1-, Tp2-, bzw. Tu17-polarisierenden Bedingungen
kultiviert wurden, signifikant niedrigere Level an IFN-y, IL-4, bzw. IL-17A, wenn gleichzeitig
der Notch Signalweg blockiert wurde. Mechanistisch konnte zudem mit Hilfe von ChIP- und
Luziferase-Assay-Experimenten verifiziert werden, dass die intrazelluldare Domane von
Notch1 und Tbet bei der Transkription von IFN-y zusammen wirken. Das Modell der
Signalintegration vereint die verschiedenen Ebenen, auf denen es zur Modulation einer Zelle
durch den Notch Signalweg kommen kann und wird somit der zuvor beschriebenen

Diversitat und Komplexitat des Signalweges am ehesten gerecht [10, 87, 154, 155]. Auch
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zuvor durchgefiihrte Arbeiten unseres Labors in denen gezeigt werden konnte, dass die
Stimulation des Notch Signalweges durch Jagged1, Delta-like-1 oder Delta-like-4 in
nicht-polarisierten T-Helfer-Zellen zu keiner spezifischen Induktion von IL-4 oder IFN-y
fuhrte, sondern vielmehr die TZR abhangige Aktivierung einer Zelle, unabhangig von Rbpjk,

modulierte, befindet sich im Einklang mit diesem Modell [54].

Die Diskrepanz zwischen den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen beruht vor
allem auf den verschiedenen Herangehensweisen der Modulation des Notch Signalweges

und den sich unterscheidenden experimentellen Aufbauten.

Um die diffizile Rolle des Notch Signalweges in peripheren T-Helfer-Zellen weitergehend zu
beschreiben, wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Faktoren der transkriptionellen
Kontrolle des Liganden-unabhangig-aktivierten Notch3 Rezeptors in verschiedenen
T-Helfer-Subsets unterliegen. Zudem sollte geklart werden, welche dieser Faktoren abhangig
und unabhéngig von vorhandenen Polarisationssignalen in T-Helfer-Zellen reguliert werden.
Mit Hilfe dieser Analysen sollte beantwortet werden, ob die Aktvierung des Notch3
Signalweges in nicht-polarisierten T-Helfer-Zellen (Ty0) zu einer spezifischen Polarisation, in
Richtung Ty1-, Ty2-, oder Ty17-Zellen, fihrt. AuRerdem sollte erforscht werden, welchen
Einfluss die Aktivierung des Notch Signalwegs auf das Genexpressionsprofil in den

unterschiedlich polarisierten Subsets hat.

5.2. Notch Modulation naiver T-Helfer-Zellen fuhrt zu einem atypischen
Expressionsprofil von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren, die

keine eindeutige Ty1-, Ty2-, oder Ty17-Polarisierung aufweisen.

Bei der quantitativen Auswertung konnte zunachst gezeigt werden (Kapitel 4.1.1, Abb. 13),
dass es umso mehr differentiell exprimierte Transkripte im Vergleich zweier Zellpopulationen
gibt, desto starker sich die Differenzierungssignale, unter denen die Zellen kultiviert wurden,
voneinander unterscheiden (verwendete Zytokinsignale der verschiedenen
Kulturbedingungen, siehe Kapitel 3.2). Die Betrachtung von Transkripten, die in Notch
modulierten Ty0-Zellen (Vergleich 1) mit Ty1- (Vergleich 2), Tu2- (Vergleich 3) und/oder
Tu17- (Vergleich 4) Zellen gleich reguliert sind, ergab, dass es die grote Uberlappung mit
Tu17-Zellen gibt (Kapitel 4.1.1, Abb. 15 C), gemessen an der absoluten Zahl differentiell
regulierter Transkripte. Dementsprechend ist auch der Anteil der gleich regulierten
Transkripte (Kapitel 4.1.1, Abb. 15 A) zwischen Notch modulierten Ty0-Zellen und
Tu17-Zellen, bezogen auf die Gesamtmenge in Ty0-Zellen regulierter Transkripte am
grofiten. Bezieht man jedoch die Anzahl differentiell gleich regulierter Transkripte zwischen
Notch modulierten Ty0-Zellen und den verschiedenen Subsets (Ty1, T2, Ty17) auf die
Menge differentiell regulierter Transkripte in den jeweiligen Subsets (Kapitel 4.1.1., Abb. 15
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B), so ist der Anteil der Uberlappung mit Ty1-Zellen am gréRten. Da diese Betrachtung auch
differentiell exprimierte Transkripte einschloss, die beispielsweise in Ty1-, Ty2-polarisierten
Zellen und Notch modulierten Ty0-Zellen gleich reguliert sind, und sich daher nicht eignen
eine eindeutige Polarisierung Notch modulierter T0-Zellen in Richtung von Ty1-, Ty2-, oder
Tu17-Zellen zu bestimmen, wurden im nachsten Schritt ausschlieBlich Transkripte betrachtet,
die nur in einem der untersuchten Subsets (Tu1, Tu2, Tu17) auf die gleiche Weise reguliert
waren, wie in Notch modulierten Ty0-Zellen (Kapitel 4.1.1., Abb. 16). Diese Analyse zeigt,
dass die Mehrzahl der Transkripte, die durch Notch in Ty0-Zellen moduliert werden, auch in
Tu1 polarisierten Zellen zu finden ist. Lediglich die stark differentiell exprimierten Transkripte
(FC > 3,0) sind starker mit einer Ty17-Polarisierung der Zellen assoziiert. Aus diesen
quantitativen Analysen konnte gefolgert werden, dass die Aktivierung des Notch
Signalweges keine praferentielle Polarisierung naiver T-Helfer-Zellen in Richtung Ty1-, Ty2-,
oder Ty17-Zellen zur Folge hat. Um diese Schlussfolgerung auch qualitativ unterstitzen zu
kénnen, wurden anschlieRend gezielt verschiedene Zytokine und Transkriptionsfaktoren
betrachtet fir die eine Subset-spezifische Expression zu erwarten war (Kapitel 4.1.2, Abb. 17
und Kapitel 4.1.3, Abb. 18).

Insbesondere die Analyse der Schlusseltranskriptionsfaktoren zeigte, dass die Aktivierung
des Notch Signalweges in Ty0-Zellen, die Expression von Tbet (Ty1), Gata3 (Ty2) und
RoRyT (Tw17) nicht beeinflusst (Kapitel 4.1.3, Abb. 18). Dahingegen ergab die Auswertung
der transkriptionellen Expression der Zytokine, dass IL-10 (T2 und regulatorische T-Zellen),
IL-17A und IL-22 (Ty17) starker und IFN-y (Tu1), TNF-a (Ty1), IL-13 (Tw2), IL-9 (TH9) und
TGF-B (regulatorische T-Zellen) schwacher in Notch modulierten Tp0-Zellen exprimiert
waren, als in nicht modulierten Ty0-Zellen (Kapitel 4.1.2, Abb. 17). Bezlglich der
Transkriptionsfaktoren konnte festgestellt werden, dass c-Maf (Tw2), FOXP3 (Treg), Blimp-1
(terminaldifferenzierte T-Zellen) und AhR (Treg und Tw17) in den Notch modulierten
ThO-Zellen starker und NfatS schwéacher exprimiert waren im Vergleich zu den Kontrollen
(Kapitel 4.1.3, Abb. 18). Durch diese Kombination der quantitativen und qualitativen Analyse
Notch modulierter Ty0-Zellen konnte gefolgert werden, dass die Aktivierung des Notch
Signalweges in Ty0-Zellen nicht ausreichend ist, um ein Ty1-, Tu2-, oder Ty17-spezifisches
Expressionsprofil zu induzieren. Vielmehr wird der Effekt der Notch Modulierung durch
vorhandene Ko-Stimuli beeinflusst, weshalb in der Folge der Einfluss der Notch Modulierung

innerhalb der betrachteten T-Helfer-Subsets (Ty1, Ty2, Ty17) eingehender untersucht wurde.
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5.3. Die Notch Modulation von T-Helfer-Zellen wird maRgeblich durch

die vorhandenen Umgebungssignale bestimmt.

Es konnte gezeigt werden (Kapitel 4.1.4, Abb. 19 und Kapitel 4.1.5, Abb. 20), dass, sowohl
quantitativ, als auch qualitativ, die mit der Aktivierung des Notch Signalwegs einhergehende
Anderung des Expressionsprofils stark von den vorhandenen Umgebungssignalen abhangt.
Lediglich & %, der modulierten Transkripte wurden unabhangig von den
Polarisationssignalen innerhalb der verschiedenen Kulturen direkt durch den Notch
Signalweg reguliert (Kapitel 4.1.4, Abb. 19 Gruppe 1V), wohingegen uber 50 % der
Transkripte in nur einem Subset reguliert waren (Kapitel 4.1.4, Abb. 19 Gruppe I). Somit sind
fur die Veranderungen der Notch modulierten Transkriptome die vorhandenen
Umgebungssignale maRgeblich, wie es bereits beschrieben werden konnte [53-55]. Die im
vorangegangenen Kapitel (Kapitel 5.2) diskutierte Rolle der Notch Modulierung von
ThO-Zellen unterstreicht, dass die Aktivierung des Notch Signalweges nicht zur
praferentiellen Induktion eines Ty1-, Ty2-, oder Ty17-spezifischen Transkriptionsmusters in
naiven T-Helfer-Zellen fuhrt. Welchen Einfluss aber hat die Notch Modulation auf das
Expressionsprofil der unterschiedlichen Subsets? In der Folge wird die Subset-spezifische
Transkriptionsmodulation durch den Notch Signalweg in Ty1-, Tu2- und Ty17-Zellen naher

diskutiert.

5.3.1. Notch Modulation von Ty1-Zellen

Dass die Notch Aktivierung zu einer Steigerung der IL-10 Proteinexpression in nicht-
polarisierten-, Ty1- und Ty2-Zellen fihrt [53] und somit, vor allem in Ty1-Zellen, zur IL-10
vermittelten Selbstlimitierung der Immunantwort beitragt [52] konnte bereits gezeigt werden.
Ubereinstimmend mit den in diesen Arbeiten [52, 53] beschriebenen Ergebnissen, sehen wir
ebenfalls eine starke Steigerung der IL-10 mRNA-Expression in Ty1-Zellen. Zuséatzlich
konnten in den hier durchgefiihrten Versuchen eine Notch vermittelte Steigerung der IL-10
mRNA-Expression in Ty0- und Ty17-Zellen dokumentiert werden. Auf mMRNA-Ebene konnte
jedoch keine Steigerung der IL-10 Expression in Ty2-Zellen festgestellt werden, wie sie zuvor
fur die Protein-Expression dokumentiert wurde, was vermuten lasst, dass in Ty2-Zellen der
Notch Signalweg zu einer post-translationalen Steigerung, bzw. Stabilisierung der IL-10
Expression beitragt. Des Weiteren fiihrt die Aktivierung des Notch Signalweges in
Tu1-Zellen zur Expressionssteigerung der Transkriptionsfaktoren, c-Maf, Blimp-1, STAT4
und AhR, und zur Induktion der IL-22 Expression. Diese Beobachtungen werden in den

Kapiteln 5.4 und 5.6 eingehender diskutiert.
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5.3.2. Notch Modulation von Ty2-Zellen

Die Reduktion der IL-13 Expression wurde in vivo in einem allergischen Asthmamodell mit
der Aktivierung des Notch Signalweges korreliert [156]. Diese Arbeit zeigt, dass die in vitro
Behandlung dendritischer Zellen mit rekombinantem Delta-like-4 zur Induktion der
Notch-Liganden Expression von Jagged1, Delta-like-1 und Delta-like-4 in diesen Zellen fiihrt.
Werden diese Zellen dann zusammen mit T-Helfer-Zellen in einem OVA-spezifischen
allergenen Asthmamodell transferiert, so zeigte sich ein signifikanter Rickgang der IL-13
Konzentration in der Lungenflissigkeit der Rezipienten, verglichen mit Mausen denen
dendritische Zellen ohne vorherige Delta-like-4 Behandlung verabreicht wurden [156]. Diese
dokumentierte Korrelation deckt sich mit den hier durchgefiihrten Experimenten, die zeigen,
dass die intrazellulare Domane von Notch3 zur Reduktion der IL-13 Transkription in Ty0-,
Tu1- und Tw2-Zellen fuhrt (Kapitel 4.1.2, Abb. 17). Die Notch3 vermittelte Reduktion von
IL-13 sollte auf jeden Fall innerhalb eines Tn2-spezifischen T-Zell-Modells eingehender
untersucht werden, um die Moglichkeiten der Notch-vermittelten Immunmodulation von
Ty2-Zellen genauer beschreiben zu konnen. Im Zuge dessen konnte auch die zuvor
beschriebene Notch-vermittelte Repression der IL-5 Expression in Ty2-Zellen [157], die in
den hier durchgefiihrten Experimenten auf mRNA-Ebene bestatigt werden konnte,

eingehender analysiert werden.

5.3.3. Notch Modulation von Ty17-Zellen

Die Steigerung der mRNA Expression von IL-17A und IL-22 in Notch modulierten Ty0-Zellen
befindet sich im Einklang mit den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen. Fur die
Proteinexpression von IL-17A konnte bereits in Ty0- und Ty17-Zellen eine Abhangigkeit von
der Aktivierung der intrazellularen Domane von Notch1 gezeigt werden [153]. Diese Arbeit
zeigte ebenfalls eine Abhangigkeit der IL-22 Proteinexpression in Ty17-Zellen von einem
aktiven Notch1 Signal. Ferner wurde in ChIP-Experimenten in humanen CD4" Zellen
verdeutlicht, dass die intrazellulare Domane von Notch1 sowohl innerhalb des RoRyT-, als
auch innerhalb des IL-17-Promotors bindet. Daruber hinaus konnte in einem Luziferase
Assay eine direkte Steigerung der IL-17 Reporteraktiviat durch die intrazellulare Domane von
Notch1 gezeigt werden. In den hier durchgefihrten Experimenten konnte auf mMRNA-Ebene
lediglich eine Steigerung der IL-17A mRNA Expression in Ty0-Zellen und eine
polarisationsunabhangige Steigerung der IL-22 mRNA Expression (Kapitel 4.1.2, Abb. 17)
festgestellt werden, wohingegen die RoRyT mRNA Expression nicht durch Aktivierung der
intrazelluldaren Doméane von Notch3 verandert werden konnte (Kapitel 4.1.3, Abb. 18). Da in
dieser Arbeit jedoch auch eine gesteigerte IL-17 Proteinexpression vermittelt durch die
intrazelluldare Domane von Notch3 in Ty17-Zellen gezeigt werden konnte (Kapitel 4.7.1,
Abb. 43 und 44), liegt die Vermutung nahe, dass es sowohl redundante als auch diskrete
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Effekte gibt, die durch die verschiedenen Notch Rezeptoren, auf transkriptioneller und
post-translationaler Ebene, vermittelt werden. Hinzu kommt, dass die beschriebenen ChlIP-,
und Reporter Assay Experimente in humanen Zellen durchgefihrt wurden [153], sodass
diese Systeme, trotz evolutiondrer Konservierung des Notch Signalweges, nicht ohne

Weiteres eins zu eins miteinander verglichen werden kdnnen.

5.3.4. TH9-Zellen

Bezuglich IL-9, dem Signaturzytokin von Ty9-Zellen ist eine direkte Abhangigkeit vom Notch
Signalweg beschrieben. An Hand von ChIP-Experimenten und einem Luziferase Assay
konnte gezeigt werden, dass es einen synergistischen Effekt zwischen NICD1, Rbpjk und
Smad3, aktiviert von TGF-B, gibt, der dazu beitragt die Expression von IL-9 in T-Helfer-Zellen
zu verstarken [152]. Dass wir in den hier durchgefihrten Experimenten eine starke
Reduktion der IL-9 Transkription in Ty0- und Ty2-Zellen und keine Verdnderung in
Tu17-Zellen sehen, wenn diese durch die intrazellulare Domane von Notch3 moduliert
wurden (Kapitel 4.1.2, Abb. 17), kénnte auf die unterschiedlichen Stimulationen der Zellen
zurlckzufuhren sein. Zum einen unterscheiden sich die verwendeten
Polarisationsbedingungen fur Tu2- und Ty17-Zellen, bzw. fehlt ein Vergleich mit nicht-
polarisierten T-Helfer-Zellen [152] und zum anderen wurde in den hier durchgeflihrten
Experimenten lediglich der Einfluss auf die Notch modulierte Transkription betrachtet, nicht
jedoch eine Veranderung der IL-9 Proteinexpression. Fur die weitere Untersuchung des
Einflusses, der Notch Modulation, auf die IL-9 Produktion in T-Helfer-Zellen ware es
interessant zu analysieren, ob verschiedene Notch Rezeptoren die mRNA- und
Proteinexpression von IL-9, bzw. die Sekretion des Proteins unterschiedlich beeinflussen.
Von besonderem Interesse ist die Frage, ob Notch in Verbindung mit TGF-B in der Lage ist,
auch in Stat6 defizienten Zellen, die IL-9 Expression zu induzieren [158], da STAT6 als

essentiell fir die IL-9 Expression beschrieben wurde.

5.3.5. Treg

Neben Ty9-Zellen ist auch in regulatorischen T-Helfer-Zellen ein Crosstalk zwischen Notch1
und TGF-B beschrieben. Es wurde gezeigt, dass bei GSI vermittelter Blockade des
kanonischen Notch Signalweges es zu einer signifikanten Verringerung der Foxp3'CD25"
regulatorischen T-Helfer-Zellen in der Peripherie kommt [16]. Des Weiteren ist beschrieben,
dass Jag2 zu einer Notch3 abhangigen Expansion von CD4'CD25Foxp3*-T-Zellen fiihrt,
wie in einem NOD-Maus-Modell (NOD - non-obese diabetic) gezeigt werden konnte. Die hier
dokumentierte Anhebung der Foxp3 (Kapitel 4.1.3, Abb. 16) Transkription in Notch3
modulierten Ty0-Zellen wirft die Frage auf, ob Notch unter neutralen Bedingungen Tgregs

induzieren kann, und ob dies durch zusatzliche Gabe von TGF-f verstarkt werden kann. Ein
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interessanter Ansatz hierbei ware die Uberexpression der intrazelluldren Doméne von
Notch3 in Tu0-Zellen mit und ohne rekombinantem TGF-B, bzw. die Uberexpression in

naiven T-Helfer-Zellen unter Treg-polarisierenden Bedingungen.

5.4. Multilaterale Signalintegration in T-Helfer-Zellen durch den Notch
Signalweg

Die Expressionsanalyse Notch modulierter T-Helfer-Zellen zeigt, dass es sowohl Faktoren
gibt, die direkt durch Aktivierung des kanonischen Notch Signalweges verstarkt exprimiert
werden, wie IL-22 (Kapitel 4.1.2, Abb. 17) und Blimp-1 (Kapitel 4.1.3, Abb. 18), als auch
Faktoren, die nur unter bestimmten kostimulatorischen Bedingungen durch den Notch
Signalweg verstarkt werden, wie beispielsweise IL-10 (Kapitel 4.1.2, Abb. 17, verstarkt
exprimiert in Notch modulierten Ty0-, Ty1- und Tp17-Zellen). Auch bei den direkten
Zielgenen des Notch Signalweges (am Beispiel von IL-22 und Blimp-1) zeigt sich, dass diese
unterschiedlich stark, in Abhangigkeit der vorhandenen Kostimuli, transkribiert werden, was
auf einen kooperativen Effekt mit anderen Faktoren hindeutet.

Der evolutionar konservierte Notch Signalweg, der sowohl in Fruchtfliegen, als auch in
héheren Lebewesen, wie dem Menschen, zu finden ist, wurde bereits in etlichen
Publikationen eingehend beschrieben. Obgleich die, durch Zell-Zell-Kontakt ausgeldste,
Signalgebung des kanonischen Notch Signalweges linear und ohne Amplifikation verlauft
und somit einem simplen Mechanismus (Kapitel 1.1, Abb. 1) folgt, ist die Auswirkung der
Aktivierung des Signalweges auf das Genexpressionsprofil einer Zelle duRerst komplex, da
die Transkription von Genen auf mehreren Ebenen reguliert wird [87, 155]. Dies resultiert
zum Einen daraus, dass die Aktivierung von Rbpjk zur Aufhebung der Repression dieses
Faktors fiihrt [159, 160] und zum Anderen daraus, dass Notch die Transkription einer Gruppe
von bHLH-(basic-Helix-Loop-Helix)-Faktoren induziert, die ihrerseits die Expression von
Genen an anderer Stelle reprimieren kdnnen [154]. Darlber hinaus sind eine Vielzahl von
Interaktionen zwischen dem Notch Signalweg mit weiteren Signalwegen der Zelle
beschrieben [87]. Bezlglich der beschriebenen Interaktionen sind vor allem der Crosstalk
von Notch mit Nfkb [161], Wnt/Tcf [109, 155, 162] und STATs [53, 163] in T-Helfer-Zellen
von besonderer Bedeutung.

Notch1 und Nfkb sind entscheidende Transkriptionsfaktoren bei der Entstehung von
Lymphomen. Sowohl Notch1, als auch Nfkb sind in der Lage die Expression des
bHLH-Faktors Hes1 zu induzieren. Hes1 wiederum fihrt zur Repression der Cyld
Expression. Bei Cyld handelt es sich um eine Deubiquitinase [164], die die aktivierenden
Ubiquitinreste entfernt, die an Nfkb gebunden sind. Somit fuhrt Hes1 zur transkriptionellen

Repression der Cyld Expression, was zur Folge hat, dass die Ubiquitin vermittelte
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Aktivierung von NfkB nicht mehr ausreichend durch die Deubiquitinase Cyld reguliert werden
kann, wodurch es zur Hyperaktivierung des Nfkb Signalweges kommt. In einem murinen
Tumortransplantationsmodell konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der
intrazellularen Domane von Notch1 in Zellen des Knochenmarks zur Entstehung von
Lymphomen (CD4'CD8" Zellen) fiihrt, die nach Transfer in bestrahlte Rezipienten, im Blut
und im Knochenmark dieser akkumulieren. Die Entstehung und Akkumulation dieser Zellen
konnte sowohl durch Knock-down von Hes1, als auch durch Uberexpression von Cyld
unterbunden werden. Des Weiteren wurde in einem Reporter Assay gezeigt, dass Hes1
direkt an den Cyld Promotor bindet und dadurch die Expression von Cyld gehemmt wird
[161]. Diese Experimente heben den weitreichenden Effekt der Repression von Genen durch
die Notch induzierten bHLH-Faktoren hervor [154], wie hier [161] am Beispiel von Hes1
gezeigt werden konnte. DarUber hinaus wird an Hand der Interaktion zwischen dem Notch
und Nfkb Signalweges gezeigt, wie die Aktivierung des Notch Signalweges zur Amplifikation

eines weiteren Signalweges flhren kann.

Im Gegensatz dazu werden der Wnt- und Notch Signalweg, die eingehend als Regulatoren
der Somitogenese beschrieben sind, reziprok aktiviert, wobei es zu einer oszillierenden
Expression ihrer Zielgene kommt [155]. Durch Aktivierung des Wnt Signalweges wird die
Phosphorylierung von B-Catenin und dadurch die sukzessive Degradierung des Proteins
durch das Proteasom verhindert. Diese Degradierung wird wiederum durch das Anschalten
des Notch Signalweges begunstigt. Fiur die B-Catenin abhangige Transkriptionsaktivierung
ist Tcf1 ein entscheidender Faktor [109]. Tcf1 wiederum wird durch Notch1 Aktivierung,
induziert durch Delta-like-1, verstarkt exprimiert, wie Mittels Tcf1 defizienten Mausen
festgestellt werden konnte [162]. In dieser Studie wurde ferner mit Hilfe der EMSA-(Electro
mobility shift assay)-Methode gezeigt, dass Rbpjk direkt an Tcf1 bindet, und dass durch ein
aktives Notch Signal die Expression von Tcf1 angeschaltet wird. Tcf1 wiederum fuhrt zur
Repression des Notch Signalweges, sodass eine reziproke Regulation des Wnt- und Notch

Signalweges gesichert ist [165].

STAT-(signal transducers and activators of transcription)-Molekiile sind essentiell fur die
Signalweiterleitung aktivierter Zytokinrezeptoren in Zellen des Immunsystems [166].
Bezuglich der Interaktion von STATs und dem Notch Signalweg konnte in STAT4 defizienten
Tu1-Zellen gezeigt werden, dass die Notch induzierte Steigerung der IL-10 Expression in
Abwesenheit von STAT4 aufgehoben ist. Wobei es keinen Unterschied machte, ob eine
IL-12, oder IL-27 vermittelte Aktivierung von STAT4 vorlag [53]. Eine weitere Studie belegt,
dass die Suppression der endogenen Hes1 Expression zu einer Reduktion von
phosphoryliertem STAT3 fuhrt. Es konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass Hes1 direkt
mit dem STAT3-phosphorylierenden Enzym Jak2 und STAT3 wechselwirkt und somit die
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Phosphorylierung begtinstigt [163]. In den hier durchgefiihrten Experimenten sehen wir, vor
allem fir STAT4, dass Notch die Transkription dieses Faktors in allen untersuchten
T-Helfer-Subsets  beglinstigt (Kapitel 4.1.3, Abb. 18). Die unterschiedlichen
Herangehensweisen machen deutlich, dass auch im Falle der Interaktion zwischen STATs

und dem Notch Signalweg eine Wechselwirkung auf verschiedenen Ebenen stattfinden kann.

Die Komplexitat des Notch Signalwegs wird weiterhin dadurch gesteigert, dass gezeigt
werden konnte, dass neben der frans-Aktivierung von Notch durch seine Liganden auch eine
cis-Inhibition des Signalweges stattfindet, wenn der Rezeptor und ein Ligand von derselben
Zelle exprimiert werden [167]. Des Weiteren erfahrt Rbpjk, das DNA-bindende Response
Element des kanonischen Notch Signalweges, Notch abhangige und unabhangige
Aktivierung [168]. Da die reine Betrachtung der differentiellen Transkription Hinweise bietet,
jedoch keine Ruickschlisse ermdglicht, wie der Notch Signalweg die verschiedenen Faktoren
im Einzelnen moduliert, konzentrierte sich der weiterfuhrende Verlauf dieser Arbeit darauf,
wie Notch die Expression von IL-10 in Ty1-Zellen, und IL-22 in Ty1-, Ty17-, und Ty22-Zellen

beeinflusst.

5.5. Mit IL-10 Expression assoziierte Transkriptionsfaktoren in Notch

modulierten Ty1-Zellen.

Einer der identifizierten Faktoren, die durch Notch, vor allem in Ty1-Zellen, hochreguliert
wird, ist das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 (Kapitel 4.1.2, Abb. 17). Dass dies
praferentiell in Ty1-Zellen geschieht, ist der Aktivierung des STAT4-Signalwegs geschuldet,
wie bereits beschrieben werden konnte [53], dennoch exprimieren nicht alle Notch
modulierten Ty1-Zellen IL-10 (Kapitel 4.2, Abb. 21), weshalb die Notch vermittelte Steigerung
der IL-10 Expression gesondert in IL-10 sortierten Zellen betrachtet wurde (Kapitel 4.2).
Hierbei wurden sieben Transkriptionsfaktoren identifiziert, die ein IL-10-&hnliches
Expressionsprofil haben (Kapitel 4.2). Die identifizierten Transkriptionsfaktoren sind c-Maf,
Blimp-1, Evi1, Fli1, Etv5, Satb1 und Tcf7. Vor allem fir c-Maf, ist in den unterschiedlichen
Zellpopulationen des Hamatopoetischen Systems bereits beschrieben, dass die IL-10

Expression durch diesen Faktor verstarkt wird [32].

5.5.1. c-Maf

Der Transkriptionsfaktor c-Maf wurde urspriinglich als einer der Schlisselfaktoren in
Tu2-Zellen beschrieben, der fir die Regulation von IL-4 verantwortlich ist [85, 169]. Fur
diesen Zelltyp konnte jedoch keine Abhangigkeit der IL-10 Expression von diesem Faktor
nachgewiesen werden. In anderen Zellpopulationen des hamatopoetischen Systems konnte

gezeigt werden, dass die Expression von IL-10 von c-Maf abhangig ist. Dies gilt fir Myeloma
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Zellen [170], Makrophagen [104, 171], Tr1-Zellen, AhR-abhangig [83], und -unabhangig
[105] und Ty17-Zellen [106]. Hier konnte gezeigt werden, dass c-Maf auch direkt die
Expression von IL-10 in Ty1-Zellen steigert (Kapitel 4.3 und 4.4) und die Erhéhung der IL-10
Expression kein Resultat einer unterdrickten Ty1 Polarisierung ist, wie sie auch in der
Literatur beschrieben wurde [85]. Obwohl die Expression des Transkriptionsfaktors Tbet, der
essentiell fir die Ty1 Polarisierung ist, durch die Notch Modulation in Ty1-Zellen signifikant
gesenkt wird (Kapitel 4.1.3, Abb. 18), zeigten die untersuchten Ty1-Zellen keine
Verringerung der Expression von IFN-y (Kapitel 4.1.2, Abb. 17), was als Ty1
Schlusselzytokin beschrieben ist. Was ebenfalls dafiir spricht, dass es sich nicht um eine
Polarisationsumkehrung von Ty1- zu Ty2-Zellen handelt, ist die Beobachtung, dass in den
IL-10 sortierten Zellen Tbet in der IL-10 positiven Fraktion signifikant héher exprimiert wird,
als in der negativen Fraktion. Wirde in den Notch modulierten Ty1-Zellen die erhodhte
Expression von c-Maf zu einer Reduktion der Tbet Expression fiilhren und somit eine Ty2
Polarisierung begunstigen und sukzessive die Expression von IL-10 steigern, so wirde man
eine schwéachere Expression von Tbet in den IL-10 positiven Zellen erwarten (Anhang Il und
V). AuBBerdem konnten wir zeigen, dass c-Maf direkt die Expression von IL-10 in Ty1-Zellen
steigert (Kapitel 4.4, Abb. 31) und dies keinen Einfluss auf die IFN-y Expression hat. Hinzu
kommt, dass die Steigerung der c-Maf Expression keinerlei Einfluss auf die IL-4 (Kapitel
4.1.2, Abb. 17) und Gata3 (Kapitel 4.1.3, Abb. 18) Expression hat, was wiederum gegen
einen T-Helfer-Subset-Switch von Ty1- zu T2-Zellen spricht.

5.5.2. Blimp-1

B-Lymphocyte induced maturation protein 1 ist der transkriptionelle Schlisselfaktor fur die
Entstehung von Plasmazellen. Plasmazellen sind spezialisierte, Antikdrper sezernierende,
terminal differenzierte B-Zellen, die einen wichtigen Bestandteil des Immunologischen
Gedachtnisses darstellen [172, 173]. Neben der Bedeutung fiir die terminale Differenzierung
in B-Zellen spielt Blimp-1 auch in T-Zellen zunehmend eine gréRere Rolle [78, 174-176]. Es
konnte gezeigt werden, dass der Repressor Blimp-1 ebenfalls fur die terminale
Differenzierung von T-Helfer-Zellen verantwortlich ist [76, 77, 177]. Ein entscheidendes
Zielgen, das reprimiert wird, ist das proliferationsférdernde Zytokin IL-2 [110, 113, 178].
Ferner ist beschrieben, dass Blimp-1 als Gegenspieler von Bcl-6 fungiert [76]. Bcl-6
wiederum ist der Schlusseltranskriptionsfaktor follikularer T-Helfer-Zellen (TFH) [75, 179], wie
mittel Bcl6 defizienter T-Zellen gezeigt werden konnte [75]. Zudem war Bcl6 ausreichend, um
TFH-Zellen zu induzieren. Dies konnte experimentell durch Uberexpression dieses Faktors
bestatigt werden [75], wodurch fast ausschliel3lich TFH-Zellen entstanden. Die reziproke
Regulierung der Expression von Bcl-6 und Blimp-1 [76] ist entscheidend an der

Differenzierung von Effektor-T-Helfer-Zellen [179] und regulatorischen Effektor-T-Zellen [107]
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beteiligt. Eine starke Expression von Bcl-6 flhrt zur Repression von Blimp-1, wobei
TFH-Zellen entstehen, die Uber eine erhdhte Proliferationskapazitat verfliigen, jedoch nur
geringe Mengen an Zytokinen sekretieren [177]. Eine erhdhte Expression von Blimp-1
wiederum reprimiert die Expression von Bcl-6. Die hierbei entstehenden Zellen verfigen nur
Uber eine sehr geringe Proliferationskapazitat, wohingegen die Zytokin Sekretion erhdht ist
[177]. Ausserdem konnte eine direkte Abhangigkeit der IL-10 Expression von Blimp-1 in
zytotoxischen T-Zellen, mit Hilfe Blimp-1 defizienter Zellen, gezeigt werden [108].

Die Beobachtung, dass eine Erhéhung der Expression des Repressors Blimp-1 zu einer
Erhéhung der IL-10 Expression in Notch modulierten Ty1-Zellen fihrt, kdnnte dadurch erklart
werden, dass IL-10 durch einen weiteren Repressor reguliert wird, dessen Expression
wiederum der Kontrolle von Blimp-1 unterliegt. Auch wenn dieser Repressor noch nicht
identifiziert ist, so wurde diese Uberlegung bereits in der Literatur diskutiert [78].

Hier konnte gezeigt werden, dass Notch und c-Maf die IL-10 Expression in Ty1-Zellen, in
Abhangigkeit von Blimp-1, steigern (Kapitel 4.4). Zusétzlich wurde in unserer Arbeitsgruppe
in ChIP-Experimenten bestatigt, dass sowohl c-Maf, als auch Blimp-1 das murine IL-10-Gen,
innerhalb der konservierten Region, binden. Ausserdem wurde in einem Luziferase Assay
festgestellt, dass Blimp-1 und c-Maf kooperativ an den IL-10 Promotor binden und zu einer
Erhéhung der IL-10 Expression fihren. Dies spricht dafiir, dass Blimp-1 nicht nur als
Repressor, sondern auch als Aktivator, der Genexpression fungieren kann (Neumann et. al.,
submitted). Des Weiteren wird gezeigt, dass Blimp-1 nicht zu einer Reduktion der IFN-y
Expression in Ty1-Zellen fihrt (Neumann et. al., submitted). Dies steht im Widerspruch zu
zuvor beschriebenen Arbeiten, die zeigen, dass die Ty1 Differenzierung, durch Repression
von Tbet und IFN-y, vermittelt durch Blimp-1, geschwéacht wird. [180-182]. Auch diese
Diskrepanz konnte dadurch erklart werden, dass Blimp-1 nicht per Se als Repressor der
Genexpression wirkt, sondern auch, in Abhangigkeit weiterer Faktoren wie c-Maf, als
Aktivator fungieren kann.

In den hier durchgefiihrten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
N3IZD zur Expressionssteigerung von Blimp-1 in allen untersuchten Subsets flihrte (Kapitel
4.1.3, Abb. 18), gegensatzlich hierzu ist jedoch auch beschrieben, dass T-Helfer-Zellen, die
defizient fur die Notch Rezeptoren 1 und 2 sind, vermehrt Blimp-1 exprimieren und dies dazu
fuhrte, dass weniger follikulare T-Helfer-Zellen gebildet wurden. Im Zuge einer Infektion kam
es in konditionellen Notch1/2” Tieren zu einer gestérten GC-(germinal center)-Bildung, was
einen Abfall der gebildeten IgG1 Antikérpermenge zur Folge hatte [151], und auf einen
Verlust der TFH-Zellen zurlckgefihrt wurde. Es ware &ulerst interessant, ob eine
Uberexpression der intrazellulairen Doméne von Notch in naiven Notch1/2” Zellen den
Verlust der Bildung von TFH-Zellen umkehren kann, um herauszufinden unter welchen

Konditionen Notch zu einer Repression der Blimp-1 Expression fihrt. AuRerdem sind weitere
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Versuche notwendig, um feststellen zu kdénnen in wie weit die Aktivierung eines Notch
Rezeptors, das Fehlen eines anderen kompensieren kann, um die verschiedenen und teils

kontroversen Ergebnisse besser verstehen zu konnen.

5.5.3. Evi1

Evi1 ist ein ausfihrlich beschriebenes Onkogen hamatopoetischer Stammzellen, das in
Verbindung mit dem Immunsystem vor Allem bei der Entstehung von Leukdmie Erwahnung
findet [183]. Interessanterweise ist fir C. elegans das Evi1 Homolog Egl-43, als Ziel, Notch
vermittelter Zelldifferenzierung, beschrieben [184]. Da Evi1 am starksten in Notch
modulierten IL-10 positiven Zellen exprimiert wird, war dieser Transkriptionsfaktor eines der
interessantesten Zielgene fur die Regulation der IL-10 Expression. Um die Rolle der Evi1
Expression auf IL-10 in Notch modulierten Ty1-Zellen zu untersuchen haben wir zum einen
versucht Evi1 mit Hilfe von siRNA auf Transkriptionsebene zu eliminieren, und zum anderen
durch Klonierung in einen Retrovirus dieses Gen zu Uberexprimieren. Der siRNA vermittelte
Knock-Out konnte hier nicht erfolgreich etabliert werden, jedoch zeigten weiterfihrende
Experimente mit einem Evi-1 Uberexpressionsplasmid, dass dies zu einer Erhdhung der
IL-10 Expression in transfizierten Zellen fihrt (Dr. Katrin Neumann, AG Scheffold). Da der
genetische Knock-Out von Evi1 embryonal letal ist [185], ist geplant diesen

Transkriptionsfaktor in konditionellen Knock-Outs eingehender zu untersuchen.

5.5.4. Fli1

Friend leukemia integration-1 ist als ausfuhrlich beschriebenes Onkogen des Ewing
Sarkomas bekannt [186, 187]. Es gibt unterschiedliche Berichte zu Fli1, die mit
Autoimmunerkrankungen zusammenhangen. Fur die systemische Autoimmunerkrankung
Lupus Erythematodes ist Fli1 als einer der Faktoren beschrieben, die zur deregulierten
Entwicklung von Lymphozyten fuhrt, wohingegen fur die systemische Sklerose Fli1 Defizienz
in Fibroblasten und Epithelzellen als mafRgeblicher Ausldéser fiur die histopathologische
Auspragung der Erkrankung aufgezeigt wird [188, 189]. Mit Hilfe von siRNA vermitteltem
Knock-down des Fli1 Transkriptes konnte gezeigt werden, dass der Knock-down von Fli1 in
Notch modulierten Ty1-Zellen eine Reduktion der IL-10 Expression zur Folge hat (Kapitel
4.3.1, Abb. 27 D). Dieser Faktor wurde dennoch nicht naher betrachtet, da keine
konservierte Bindungsstelle innerhalb des untersuchten Bereichs des IL-10-Promotors flr
Fli1 identifiziert werden konnte (Kapitel 4.2.3, Abb. 25). Ferner gelang es nicht Fli1 retroviral
zu Uberexprimieren. Dennoch sollte der Transkriptionsfaktor in weiterfihrenden Versuchen,

insbesondere in Verbindung mit Etv5, eingehender analysiert werden.
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5.5.5. Etv5

Das ets variant gene 5 gehort zu einer der gré3ten bekannten Transkriptionsfaktorfamilien.
Diese Transkriptionsfaktoren sind beteiligt an der Regulation des Zellzyklus, der Proliferation
von Zellen, der zelluldren Differenzierung, der Migration, der Angiogenese, sowie der
Apoptose [190]. In den Ewing Sarkomen treten die ETS Transkriptionsfaktoren haufig als
Fusionsproteine in Verbindung mit Fli1 auf [187]. Weitere Fusionsproteine der ETS Familie
sind fur verschiedene Prostatakrebsarten beschrieben [191]. AuRerdem wurde gezeigt, dass
diese Familie der Transkriptionsfaktoren durch Modulation des Zytoskelett auch maf3geblich
an der Entstehung von Metastasen beteiligt sind [192, 193]. Ferner steuern sie die
embryonale Entwicklung der Arm- und Beinansatze, die neuronale Entwicklung, sowie die
Spermatogenese [194-197]. Bezlglich der Spermatogenese konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass das Fehlen von Etv5 in den Testikeln zu einer erhohten Inflammation fihrt,
wenn in die Testikel Wildtypkeimzellen indiziert werden. Eine Erklarung hierfir ist die
Uberbriickung der Blut-Testikel-Barriere und somit eine Aufhebung der testikularen
immunprivilegierten Zone [196]. Etv5 ist stark, insbesondere in der IL-10-positiven Fraktion,
in Notch modulierten Ty1-Zellen exprimiert (Kapitel 4.2.2, Abb. 23). Bezuglich der IL-10
Expression in diesen Zellen konnte die Ko-regulation von EtvS mit Fli1 von besonderem
Interesse sein. Durch siRNA vermittelten Knock-Down konnte die Frage der Abhangigkeit
der IL-10 Expression von Etv5 in Notch modulierten Ty1-Zellen nicht abschlieRend geklart
werden, da die Behandlung mit der spezifischen siRNA zu einer starken Reduktion der
Uberlebensrate der Zellen fiihrte. Auch die Uberexpression innerhalb eines retroviralen
Vektors gelang nicht.

5.5.6. Satb1

Das Special AT-rich sequence binding protein 1 ist ein in T-Zellen stark exprimierter
Transkriptionsfaktor, der fur die Organisation und die Zuganglichkeit des Chromatins von
entscheidender Bedeutung ist und starken Einfluss auf die T-Zell Entwicklung hat [198-203].
Neben der transkriptionellen Kontrolle spielen vor allem post-translationale Modifikationen
des Proteins eine wichtige Rolle bei der Regulation der Chromatin Remodulierung durch
diesen Faktor [202]. Insbesondere in Ty2-Zellen reguliert Satb1 die Expression der
spezifischen Zytokine des IL-4 Lokus durch Rekrutierung der Transkriptionsfaktoren c-Maf,
STAT6 und Gata-3 [199, 204]. Besonders interessant bezuglich der T-Zellentwicklung ist ein
moglicher Crosstalk zwischen dem Notch- und Wnt-Signalweg, bei dem Satb1 eine
entscheidende integrative Rolle spielen konnte [162, 205-209]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Satb1 und Foxp3 redundante Effekte fur die Etablierung der transkriptionellen
Signatur regulatorischer T-Helfer-Zellen haben, was mitverantwortlich fir die Expression von
IL-10 sein koénnte [210]. Durch siRNA-vermittelten Knock-Down von Satb1 konnten wir
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zeigen, dass dadurch eine Reduktion der IL-10 Expression in Notch modulierten Ty1-Zellen
erreicht werden kann (Kapitel 4.3.1, Abb. 27 C). Um zu untersuchen wie weitreichend der
Effekt der Eliminierung von Satb1 in Notch modulierten Ty1-Zellen ist, ware es interessant in
weiteren Versuchen die Transkriptome mit und ohne Satb1 Knock-Down in diesen Zellen zu
untersuchen. Insbesondere post-translationale Histonmodifikationen, die fur die Satb1

vermittelte Chromatin Remodulierung beschrieben sind erfordern detailliertere Analysen.

5.5.7. Tcf7

Der T-Zell-spezifische Transkriptionsfaktor Tcf7 ist einer der entscheidenden, Notch
induzierten Faktoren wahrend der friihen T-Zell-Entwicklung im Thymus. [162, 211-221].
Neben dem Notch Signalweg ist der Wnt Signalweg als Regulator der Tcf7 Expression
ausfuhrlich beschrieben [222-224]. In T-Helfer-Zellen der Peripherie wird die Entstehung von
Tu2-Zellen durch die Expression von Tcf7, was wiederum die Expression von GATA-3
fordert, beglnstigt [205, 208, 225]. Ferner konnte in einer humanen Studie, der Tcf7 Gen
Lokus mit der Entstehung von Diabetes Typ | assoziiert werden [226]. Die Studien zur
T-Zell-Entwicklung im Thymus und in der Peripherie zeigen, dass der Notch Signalweg zur
Induktion von Tcf7 fuhrt. Bei der, von T-Zellen ausgehenden, akuten lymphatischen
Leukdmie (T-ALL) kénnte jedoch eine gegensatzliche Kausalitat bestehen. Zum einen ist
bekannt, dass Uber 50% der T-ALL Lymphome durch eine Hyperaktivierung des NOTCH1
Signalweges ausgel6dst werden und zum anderen konnte gezeigt werden, dass T-Zellen von
Tcf7-defizienten Mausen einen T-ALL Phanotyp besitzen [227, 228]. Die akuten
lymphatischen Lymphome sind deshalb von grolem Interesse, da sie auch eine erhéhte
Expression des immunsuppressiven Zytokins IL-10 haben [229]. Es wéare interessant sich
anzuschauen, ob Tcf7 an das IL-10 Gen bindet, und ob eine Uberexpression des
Transkriptionsfaktors Tcf7 zu einer direkten Repression der IL-10 Expression flhrt.

5.6. Blimp-1 ist der limitierende Faktor der Notch und c-Maf vermittelten

IL-10 Expression in Ty1-Zellen.

Durch Uberexpression von c-Maf und Notch konnte in Blimp-1 defizienten Zellen gezeigt
werden, dass die erhdhte IL-10 Expression durch Blimp-1 limitiert wird (Kapitel 4.4). Die
Transkriptionsfaktoren Notch und c-Maf fuhrten auch in den Blimp-1 defizienten Zellen zu
einer Erhdéhung der IL-10 Expression, jedoch war das erreichte Expressionsniveau
wesentlich niedriger, als in Blimp-1 kompetenten Zellen (Neumann et. al., submitted). Es
stellt sich die Frage, ob ein initiales Notch Signal bei Induktion der Immunantwort [52],
letztlich Blimp-1 vermittelt sicherstellt, dass eine Immunantwort terminiert werden kann,
sodass es nicht zur Entstehung einer chronischen Reaktion kommt, bzw. eine autoimmune

Reaktion vermieden wird. In weiterfiihrenden Versuchen sollten zum einen Blimp-1 defiziente
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und kompetente Zellen mit und ohne Notch Modulation eingehender in
Transkriptomvergleich untersucht werden und zum anderen ware interessant, ob auch die
IL-10 Produktion, in vivo durch Notch induziert [52], in der Abwesenheit von Blimp-1 entfallt.
Obwohl wir bereits zeigen konnten, dass Blimp-1 in kooperation mit c-Maf zur
Expressionssteigerung von IL-10 fuhrt (Neumann et. al., submitted), sollte auch die Idee [78],
dass Blimp-1 einen IL-10 Repressor reprimiert und somit die Expression von IL-10
ermoglicht, eingehender untersucht werden. Tcf7 ware hierbei ein interessanter Kandidat
(Kapitel 4.2).

5.7. Modulation der Starke des T-Zell-Rezeptor Signals

Neben den beschriebenen Transkriptionsfaktoren, die zur Erhéhung der IL-10 Expression in
verschiedenen Zellen des Hamatopoetischen Systems flihren [32], wird auch die Starke des
TZR Signals, gemessen an der Aktivitdt des resultierenden Erk-Signals, als maRgeblicher
Faktor diskutiert, der entscheidet, ob eine Immunzelle IL-10 exprimiert, oder nicht [41]. Wir
konnten zeigen, dass die Aktivierung eines Notch Signals nicht zu einer Steigerung der TZR
Starke fihrt, bzw. Inhibierung der Erk-Phosphorylierung nicht durch Uberexpression der
intrazellularen Domane von Notch3 kompensiert werden kann (Kapitel 4.5, Abb. 33). Diese
Inhibition des Erk-Signals fuhrt in unseren Versuchen zu einer Reduktion der IL-2 und IL-10
Expression in Notch modulierten Ty1-Zellen (Kapitel 4.5, Abb. 35). Somit konnten wir zeigen,
dass eine Abschwéachung des TZR-Signals nicht zu einer exklusiven Verringerung der IL-10
Expression flihrt, wie sie zuvor beschrieben wurde [40], sondern auch fiir die IL-2 Expression
von Bedeutung ist. Dass die Notch vermittelte Steigerung von IL-10 in Ty1-Zellen von
Blimp-1 abhangt wird weitergehend auch dadurch gestitzt, dass IL-2 in diesen Zellen
schwacher exprimiert wird, was ebenfalls auf eine Erhéhung der Blimp-1 Expression
zurlckzufuhren ist [110], da dieser Effekt in Blimp-1 defizienten Zellen signifikant verringert
ist (Kapitel 4.5.1, Abb. 36). Interessant in diesem Zusammenhang wére es, sich den Einfluss
der Erk-Aktivierung auf die Expression von c-Maf und Blimp-1 eingehender anzuschauen, da
bereits eine positive Korrelation zwischen Erk-Aktivierung und c-Maf gemacht wurde
[41](Neumann et. al., submitted).

5.8. Notch modulierte IL-10 und IL-22 Expression in Abhangigkeit von
AhR

Ein weiteres Transkript, das wir genauer betrachtet haben ist der Arylhydrocarbon Rezeptor
(AhR), der durch Notch in Ty0-, Ty1- und Ty17-Zellen verstarkt exprimiert wird. Der AhR ist

sowohl fir die Regulation der IL-10, als auch der IL-22 Expression beschrieben [32].
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IL-22 ist eines der am starksten induzierten Gene in Notch modulierten T-Helfer-Zellen,
unabhangig von der Polarisation. Besonders augenfallig war dies in den IL-10 sortierten
Zellen. Sowohl in der IL-10 positiven, als auch in der IL-10 negativen Fraktion der Notch
modulierten Ty1-Zellen werden IL-22, AhR und Cyp1b1 (Zytochrom P450 Oxygenase eines
der AhR Zielgene) exprimiert. Daher haben wir zundchst in Ty1-Zellen die Abhangigkeit der
IL-10 und IL-22 Expression von der AhR Aktivierung betrachtet (Kapitel 4.6). Die, durch
Notch gesteigerte, IL-10 Expression in Ty1-Zellen ist weitestgehend unabhéngig von der
Aktivierung des Arylhydrocarbon Rezeptors, was auch im Hinblick auf das
Expressionsmuster von IL-10 und AhR zu erwarten war. Die IL-22 Proteinexpression war in
Notch modulierten Ty1-Zellen nur sehr schwach ausgepragt und ohne Notch Modulierung
nicht zu detektieren (Kapitel 4.6, Abb.40). In der Folge wurde die IL-22 Expression in Ty17-
und Tp22-Zellen betrachtet (Kapitel 4.7). Zwar ist die Notch vermittelte
Expressionssteigerung in Ty17-Zellen geringer (Kapitel 4.6, Abb. 41) als in Ty0- und

Ty1-Zellen, allerdings ist das absolute Expressionsniveau in Ty17-Zellen am hochsten.

Es konnte gezeigt werden, dass die IL-22 Expression in Notch modulierten Ty17- und
Tu22-Zellen durch die Anwesenheit des Arylhydrocarbon Rezeptors verstarkt wird (Kapitel
4.7, Abb. 43 u. Abb. 44), jedoch nicht vom Arylhydrocarbon Rezeptor abhangt. Hier wird
deutlich, dass es durchaus einen synergistischen Effekt zwischen dem Notch Signalweg und
dem Arylhydrocarbon Rezeptor gibt, die gemeinsam die IL-22 Expression regulieren. Zudem
konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Notch induzierten IL-22 Expressionssteigerung
in Ty17- und Ty22-Zellen um einen intrinsischen Effekt handelt, der in der Notch negativen
Fraktion (GFP") nicht vorhanden ist (Kapitel 4.7.2, Abb. 45). Dies steht im Widerspruch zu
Arbeiten, in denen publiziert ist, dass, vermittelt durch den Notch Signalweg, ein sezernierter
AhR-Ligand maRgeblich fir die Sekretion von IL-22 ist [115]. Diese Arbeiten zeigen jedoch
auch, dass es eine direkte Steigerung der IL-22 Expression durch den Notch Signalweg
sowohl in Ty0-, Ty1-, Ty2-, als auch in Ty17-Zellen gibt. Zudem wird in dieser Arbeit [115]
lediglich die IL-22 mRNA-Expression, nicht aber die Proteinexpression auf Einzelzellebene
betrachtet. So kdnnte es durchaus sein, dass eine optimale IL-22 Expression und Sekretion
nur gewahrleistet ist, wenn sowohl Notch, als auch AhR aktiv sind. Auflerdem zeigen die
Versuche [115], dass eine ndhere Betrachtung der Interaktion von Notch und den aktivierten
STAT-Signalen, wie STAT3 (eingeschaltet durch IL-6) und STAT3/4 (eingeschaltet durch
IL-23) interessant wéare, da STAT3 defiziente Zellen nach Uberaktivierung des Notch
Signalweges weniger IL-22 produzieren, als die entsprechenden Kontrollen. Da bereits
gezeigt werden konnte, dass STAT4 essentiell fir die Notch vermittelte Regulation von IL-10
in Ty1-Zellen ist [53], und dass die Aktivierung des Notch Signalweges zur Stabilisierung von
STAT3 fuhrt [163], liegt die Vermutung nahe, dass die IL-10 Expression in Ty1-Zellen, und

die IL-22 Expression in Ty17- und Tn22-Zellen, auf ahnliche Weise durch Notch stabilisiert
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werden. So wurde der Notch Signalweg in Ty1-Zellen praferentiell zur Intensivierung des
STAT4 Signals fihren, dadurch die c-Maf und Blimp-1 Expression verstarken, die wiederum
eine Anhebung der IL-10 Expression zur Folge hat (Abb. 52), und in Ty17-Zellen zur
Verstarkung des STAT3 Signals flihren, wodurch die IL-22 Expression gesteigert, und die
TGF-B abhangige Repression von [|L-22 [86] kompensiert wird (Abb. 53). Um dies
eingehender untersuchen zu koénnen, ware es interessant die Notch vermittelte
Expressionssteigerung von IL-22 in STAT3-, STAT4- und STAT3/STAT4-defizienten Ty17-
und Ty22-Zellen zu betrachten. Auf diese Weise kdnnte analysiert werden, welchen Anteil
ein STAT3, bzw. STAT4 Signal, an der Notch vermittelten IL-22 Expressionssteigerung in
diesen Zellen, hat. Auch die Rolle von TGF-B im Zusammenspiel mit Notch, aktivierten
STAT-Signalen und dem Arylhydrocarbon Rezeptor fiir die Regulation der IL-17 und IL-22
Expression sollte eingehender untersucht werden. Fir TGF-B und Notch sind bereits
kooperative Funktionen im Bereich der Zelldifferenzierung beschrieben [16, 230] und es gibt
Arbeiten, die zeigen, dass die Stimulation von Ty17-Zellen mit TGF-B zur c-Maf abhangigen
Repression der IL-22 Expression fihren [86]. Ein erster Ansatz um die transkriptionelle
Regulation von IL-22 in Notch modulierten Ty17-Zellen besser verstehen zu kdnnen wurde in
dieser Arbeit mit Hilfe eines Transkriptomvergleichs IL-22 sekretierender und nicht-

sekretierender Zellen unternommen (Kapitel 4.8).
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5.9. Starke Genexpressionsunterschiede zwischen Notch modulierten
IL-22"- und IL-22"-T17-Zellen

Letztendlich wurden die Unterschiede zwischen der IL-22-positiven, und IL-22-negativen
Population innerhalb der Notch modulierten Ty17-Zellen untersucht (Kapitel 4.8). Bei den
vergleichenden Transkriptomanalysen IL-22" und IL-22° Notch modulierter Ty17-Zellen
konnten etliche Zytokine (Kapitel 4.8, Abb. 49), Oberflachenmolekiile (Kapitel 4.8, Abb. 50)
und Transkriptionsfaktoren (Kapitel 4.8, Abb. 51) identifiziert werden, die in IL-22 positiven
Zellen wesentlich starker exprimiert sind. Diese kdénnten Aufschluss uber mdgliche
Unterschiede der biologischen Relevanz IL-22 positiver und negativer Zellen geben. So
wirden IL-22 positive Zellen auf Grund der héheren Expression von CXCR6 wahrscheinlich
frGher das entziindete Gewebe erreichen [142, 143], als IL-22 negative Zellen. Hier kénnte
man mit Hilfe eines Homing-Assay nach Transfer dieser Zellen in verschiedenen
Entzindungsmodellen schauen, inwieweit IL-22 sekretierende Notch modulierte Ty17-Zellen
pro-, bzw. anti-inflammatorisch wirken und wie sich diese im Vergleich zu nicht IL-22
sekretierenden Zellen verhalten. Auch die mit IL-22 zusammen exprimierten Zytokine IL-9,
IL-13, IL-24 und IL-31, sowie die verschiedenen Granzyme (Kapitel 4.8, Abb. 49) sollten in
weiterfihrenden Experimenten eingehender untersucht werden, um die IL-22" Notch

modulierten Ty17-Zellen besser charakterisieren zu kbnnen.

Ein weiteres Augenmerk lag auf den Transkriptionsfaktoren, die zusammen mit IL-22
exprimiert werden. Obwohl der Notch Signalweg in der Lage ist, die mMRNA Expression von
IL-22 in allen untersuchten T-Helfer-Zellen stark zu induzierenden (Kapitel 4.6, Abb. 41), so
ist doch eine robuste IL-22 Proteinexpression auf Notch modulierte Ty17-Zellen beschrankt.
In Anlehnung an die Versuche mit IL-10 sekretierenden Notch modulierten Ty1-Zellen, fur die
gezeigt werden konnte, dass die Expression von IL-10 von c-Maf und Blimp-1 abhangig ist
(Kapitel 4.3 und 4.4), die kooperativ an den IL-10-Promotor binden (Neumann et. al.,
submitted), wurde ein ahnlicher Mechanismus fir die Regulation der IL-22 Expression in
Notch modulierten Ty17-Zellen vermutet. Die Transkriptionsfaktoren Epas-1, Blimp-1 und
Isl-1 wurden in der vergleichenden Transkriptomanalyse als moégliche Kandidaten fir die
Regulation der IL-22 Expression identifiziert (Kapitel 4.8, Abb. 51). Interessanter Weise
werden die Zytokine IL-10 und IL-22 in der Regel nicht von Zellen koexprimiert [32], daher
liegt die Vermutung nahe, dass beide Zytokine Uber einen Transkriptionsfaktor reziprok
reguliert werden. Ferner ist bekannt, dass TGF-$ in Abhangigkeit von c-Maf die Expression
von IL-22 in Ty17-Zellen reprimiert [86]. Zudem konnte gezeigt werden, dass auch die
Blimp-1 Expression durch Stimulation mit TGF-f in Ty1-Zellen reprimiert werden kann
(Neumann et. al., submitted). Dementsprechend kénnte ein reziproker Mechanismus fur die

Expression von IL-10 und IL-22 so aussehen, dass IL-10 kooperativ von c-Maf und Blimp-1
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induziert wird, wohingegen IL-22 von Blimp-1 nur in Abwesenheit von c-Maf induziert werden
kann. Zur weiteren Aufklarung des Mechanismus, wie IL-22 in Ty17-Zellen reguliert wird,
mussen die identifizierten Transkriptionsfaktoren in diesem Setting eingehender untersucht
werden. Mittels ChIP-Experimenten kdnnte so gezeigt werden, ob Epas-1, Blimp-1 und Isl-1
einzeln, oder kooperativ an den IL-22-Promotor binden und dadurch zur Regulation der
Genexpression beitragen. Auch die direkte Rolle des Notch Signalweges an der
Genexpression von IL-22 in den unterschiedlichen T-Helfer-Subsets sollte mittels
ChIP-Experimenten abschlielend geklart werden. Basierend auf den hier und in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen werden folgende Modelle fir die Notch vermittelte Erhéhung der
IL-10 Expression in Ty1-Zellen (Abb. 52) und der IL-22 Expression in Ty17-Zellen (Abb. 53)

vorgeschlagen.

5.10. Die Notch vermittelte Signalintegration erhoht die IL-10 Expression

in Ty1-Zellen und IL-22 Expression in Ty17-Zellen.

Durch Integration der vorhandenen Umgebungssignale tragt der Notch Signalweg
grundsatzlich zur Stabilisierung der jeweiligen Polarisierung eines T-Helfer-Subsets bei
[150]. Insbesondere fiir die Zytokine IL-10 in Ty1-Zellen und IL-22 in Ty17-Zellen konnte
gezeigt werden, dass deren Expression mafgeblich durch ein aktives Notch Signal

gesteigert wird.
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Abbildung 52

Die Notch Modulation von Ty1-Zellen flhrt zur Induktion der Blimp-1-abhangigen, c-Maf
vermittelten, Expressionssteigerung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10.

In Ty1-Zellen wird durch Einschalten des Notch Signalweges die Expression der
Transkriptionsfaktoren c-Maf und Blimp-1 erhdht (Kapitel 4.2.1, Abb. 23) und diese
Transkriptionsfaktoren regulieren, in der Folge kooperativ, die Expression von IL-10 in
Ty1-Zellen (Abb. 52) (Neumann et. al., submitted). In diesen Arbeiten konnte fir Ty1-Zellen
gezeigt werden, dass die Uberexpression sowohl von Notch, c-Maf, als auch Blimp-1 zur
Steigerung der IL-10 Expression fihrt, und dass Blimp-1 den limitierenden Faktor fiir die
Expression von IL-10 in diesen Zellen darstellt.
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Abbildung 53
In Notch modulierten Ty17-Zellen ist die TGF-B-induzierte, c-Maf-abhangige, Repression von
IL-22 gestort, sodass es zu einer starken Steigerung der IL-22 Expression kommt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mRNA Expression von IL-22 direkt durch
Aktivierung des Notch Signalweges (Kapitel 4.1.2, Abb. 17), unabhéngig von den
vorhandenen Umgebungssignalen, induziert wird. Wobei das Expressionsniveau in
Ty17-polarisierten Zellen am hoéchsten war (Kapitel 4.6, Abb. 41). Wie bereits beschrieben
werden konnte, wird die Expression von IL-22 mafRgeblich durch IL-6 und IL-23 induziert
und, abhangig von c-Maf, durch TGF-B reprimiert [86]. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung des Notch Signalweges zu einer starken Erhéhung der IL-22 Proteinexpression,
sowohl in Anwesenheit (Ty17), als auch in Abwesenheit (Ty22) von TGF-B (Kapitel 4.7.1,
Abb. 44), fuhrt. Dies spricht daflr, dass die Modulation durch den Notch Signalweg in einer
Verstarkung des STAT3 Signals resultiert, die in der Lage ist, die TGF-B vermittelte
Repression von IL-22 zu Uberlagern. Zumal bereits eine direkte, Hes-1-abhangige Interaktion
zwischen dem Notch und STAT3 Signalweg gezeigt werden konnte, die das STAT3 Signal
verstarkt [163].

160



Diskussion

Auch wenn abschlielend hier noch kein molekularer Mechanismus fur die Signalintegration
durch Notch in Ty17-Zellen ermittelt werden konnte, der flr die Expressionssteigerung von
IL-22 verantwortlich ist, so verdichten sich doch die Hinweise darauf, dass es ein ahnlicher
Mechanismus ist, wie er bereits flir die Regulation von IL-10 in Ty1-Zellen beschrieben
werden konnte [53](Neumann et. al., submitted) (Abb. 52). Einerseits die Integration des
STAT Signals, STAT4 in Ty1-Zellen [53] und STAT3 in Ty17-Zellen [163], und andererseits
die Steigerung der Blimp-1 Expression in Notch modulierten IL-22"-T;;17-Zellen (Kapitel 4.8,
Abb. 51), als auch in IL-10"-Ty1-Zellen. Somit wirden c-Maf und Blimp-1 zusammen zur
optimalen Expressionssteigerung von IL-10 fihren und Blimp-1 in Abwesenheit von c-Maf
die Expressionssteigerung von IL-22 begunstigen, was auch erklaren wurde, weshalb IL-10
und IL-22 fir gewdhnlich nicht von einer Zelle koexprimiert werden. Eine weitere Méglichkeit
ware, dass IL-10 durch Blimp-1 und c-Maf, und IL-22 durch Blimp-1 und einen Faktor, der mit
c-Maf konkurriert, reziprok reguliert werden. Hier sollten vor allem die mit IL-22
koexprimierten Transkriptionsfaktoren Epas-1 und Isl-1 (Kapitel 4.8, Abb. 51) eingehender
untersucht werden. Auch der Arylhydrocarbon Rezeptor misste in diesem Zusammenhang,
auf eine mdgliche Interaktion mit c-Maf und/oder Blimp-1 in Ty17-Zellen, erneut untersucht
werden. Besonders interessant ware die Betrachtung der Expression von c-Maf, Blimp-1,
Epas-1, Isl-1 und AhR in STAT3 defizienten Ty17-Zellen. Fir diese konnte bereits eine
verminderte IL-22 Expression in Notch modulierten Zellen gezeigt werden [115], die ggf.
durch eine Veranderung der Expression von c-Maf, Blimp-1, Epas-1 Isl-1 und/oder AhR
vermittelt ist. Diese Varianten sollten in sich anschlieBenden Studien genauer untersucht
werden, um abschlielfend einen molekularen Mechanismus fiur die Regulation der IL-22

Expression formulieren zu kédnnen.
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Zusammenfassung

Eine strenge Regulation von Immunantworten ist essentiell, um den Organismus vor der
Entstehung chronischer Entzindungen, Allergien und autoimmunen Reaktionen zu
bewahren. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des
Notch Signalweges, in vivo und in vitro, zur Selbstlimitierung der Immunantwort von
Tu1-Zellen, durch Anhebung der Expression des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10,
fuhrt. Es werden gegensatzliche Hypothesen diskutiert, wie der Notch Signalweg
T-Helfer-Zellen moduliert. Einerseits konnte gezeigt werden, dass Notch die Differenzierung
von Ty1-, Ty2-, Ty17-, bzw. regulatorischer T-Helfer-Zellen induzieren kann und andererseits
gibt es Arbeiten, die dokumentieren, dass Notch Umgebungssignale integriert, wonach
bestimmte Genmuster, wie z.B. IL-10 in Tn1-Zellen, oder IL-22 in Ty17-Zellen, in

Abhangigkeit der zellularen Zusammensetzung induziert werden kénnen.

Daher wurde in dieser Arbeit untersucht welchen Einfluss eine Notch Modulation auf die
Genexpression in unterschiedlichen T-Helfer-Subsets hat, und ob der Notch Signalweg,
unabhéangig von anderen Stimuli, in der Lage ist ein Expressionsprofil zu induzieren, das
dem von Ty1-, Ty2-, oder Tu17-Zellen entspricht. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Veranderung der Genexpression in Notch modulierten T-Helfer-Zellen entscheidend durch
kostimulatorische Signale in den verschiedenen Subsets reguliert wird. Zudem ist dargestellt,
dass die Aktivierung des Notch Signalweges nicht ausreichend ist, um ein Ty1-, Ty2-, oder
Tu17-spezifisches Expressionsprofil, in nicht-polarisierten T—Helfer—Zellen, zu induzieren.
Damit widersprechen die hier gezeigten Genexpressionsanalysen dem Modell, wonach der
Notch Signalweg in der Lage ist distinkte T—-Helfer—Subsets zu induzieren. Die Ergebnisse
sprechen eher dafir, dass Notch die Signalwege, die in Abh&ngigkeit der Zusammensetzung
der zelluldaren Umgebung aktiviert sind, integriert. Dies wird ferner dadurch bekraftigt, dass
nur ein geringer Anteil der differentiell exprimierten Transkripte direkt durch Notch,
unabhangig von den vorhandenen Kostimuli, moduliert wird. Eines der direkten Zielgene, die
identifiziert werden konnten ist IL-22, wobei auch in diesem Fall deutlich wird, dass das
Expressionsniveau abermals durch die Zusammensetzung der Kostimuli unterschiedlich
stark beeinflusst wird. Im Gegensatz zu IL-22, handelt es sich bei IL-10 um kein direktes
Notch Ziel. Die Notch vermittelte Expressionssteigerung von IL-10 in Ty1-Zellen ist demnach

von weiteren Faktoren abhangig.

In der vorliegenden Arbeit wurden c—Maf und Blimp—-1, als Transkriptionsfaktoren
identifiziert, die zusammen mit IL-10 in Notch modulierten Ty1-Zellen koexprimiert werden.
Es konnte experimentell gezeigt werden, dass die Expressionen von Blimp-1 und IL-10,
durch den siRNA-vermittelten Knock-Down von c—Maf in Notch modulierten Ty1-Zellen,
stark reduziert werden, wahrend die direkte Uberexpression von c—Maf in Ty1-Zellen zu

einem drastischen Anstieg beider Expressionen flhrte. Die c—Maf Expression auf der
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Zusammenfassung

anderen Seite war in Blimp-1 defizienten Ty1-Zellen nahezu unverandert, wohingegen die
IL-10 Expression fast vollstéandig aufgehoben war, und auch durch Uberexpression von
Notch, oder c—Maf nicht wieder hergestellt werden konnte. Somit konnte gezeigt werden,
dass die IL-10 Expressionssteigerung in Notch modulierten Ty1-Zellen durch c—Maf

vermittelt wird, und von Blimp-1 abhangig ist.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit untersucht, ob Notch die Expressionen der Zytokine IL-10
in Ty1-Zellen und IL-22 in Ty1-, Ty17- und Ty22-Zellen unabhangig vom Arylhydrocarbon
Rezeptor modulieren kann, da AhR sowohl in Verbindung mit IL-10, als auch IL-22, bereits
als einer der mdglichen Regulatoren, beschrieben werden konnte. In AhR defizienten
T-Helfer-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Notch induzierte Steigerung der IL-10 und
IL-22 Expression in Ty1—-Zellen unabhangig vom AhR ist. Hingegen war die IL-22 Expression
in Ty17- und Tx22-Zellen in Abwesenheit des AhR deutlich reduziert. Dass Notch die
Sekretion eines AhR-Liganden beglnstigt, und somit zur Erhéhung der IL-22 Expression
beitréagt konnte hier nicht festgestellt werden, da eine Steigerung auf Zellen beschrankt war,
die ein intrazelluldres Notch Signal erhalten hatten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bekréaftigen die Idee einer multilateralen Signalintegration durch
den Notch Signalweg in T-Helfer-Zellen. AuRerdem wird durch diese Arbeit deutlich, dass
nur ein Teil dieser Signalintegration durch die differentielle Regulierung der Genexpression
realisiert wird. Fur IL-10 konnte ein Notch induzierter Mechanismus beschrieben werden, der
zeigt, dass die IL-10 Expression in Ty1-Zellen Blimp-1 abhangig und AhR unabhangig ist und

von c-Maf vermittelt wird.
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