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3 Zusammenfassung

Tregs (regulatorische T-Zellen) sind eine T-Zellsubpopulation, die eine zentrale Rolle
in der Kontrolle und Begrenzung von inflammatorischen Reaktionen spielt.
AulRerdem sind sie an der Entwicklung der zentralen und peripheren Toleranz
beteiligt. Eine beeintrachtigte Treg Funktion kann mit  chronischen

Entzindungsprozessen oder Autoimmunerkrankungen assoziiert sein.

iTregs (induzierbare Tregs) differenzieren sich im peripherem Gewebe und kdnnen
dabei unterschiedlichen Bedingungen wie z.B. (zum Beispiel) niedrigen
Sauerstoffbedingungen  (Hypoxie),  pro-inflammatorischen  Zytokinen  oder
Nahrstoffmangel ausgesetzt sein. Diese Faktoren kdnnen die Differenzierung der
iTregs beeintrachtigen, indem sie den Metabolismus der Zellen verandern und/oder

HIF-1a (Hypoxie induzierbaren Faktor 1a) stabilisieren.

Versuche in der Maus haben gezeigt, dass eine HIF-1a Stabilisierung in naiven T-
Zellen die Differenzierung von iTregs hemmt. Die Rollen von HIF-1a in humanen

iTregs ist hingegen noch nicht eindeutig erforscht.

In dieser Arbeit wurden humane naive T-Zellen in iTreg polarisierenden Bedingungen
untersucht. Im Mittelpunkt stand die Frage, ob die HIF-1la Stabilisierung durch
unterschiedliche Stimuli die Polarisierung der iTregs beeinflusst. Des Weiteren wurde
der Einfluss der HIF-1a Expression auf das metabolische Profil der iTregs untersucht.
Zur Stabilisierung von HIF-1a wurden drei unterschiedliche Ansatzpunkte verwendet.
Das pro-inflammatorische Zytokin IL(Interleukin)-13, ein chemischer HIF-1a
Stabilisierer (DMOG, Dimethyloxalylglycin) und ein Inhibitor der B-Oxidation (Etx

(Etomoxir)) wurden ausgetestet.

Es konnte gezeigt werden, dass HIF-1a in humanen iTregs durch die drei Stimuli
stabilisiert werden konnte. Wéhrend alle drei Stimuli HIF-1o. in humanen iTregs
stabilisierten, hatten sie einen unterschiedlichen Einfluss auf das metabolische Profil
der iTregs. Etx und DMOG reduzierten die mitochondriale Respiration der iTregs. IL-
18 hatte trotz der HIF-1a Stabilisierung lediglich einen geringen Einfluss auf den

iTreg Metabolismus.

Um die Unterschiede der verschiedenen Stimuli deutlicher herauszuarbeiten, wurden

die aktivierten Signalkaskaden untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die HIF-
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1a Stabilisierung durch IL-18 von mTORC1 (mammalian target of Rapamycin
Complex 1) abhangig war. Wohingegen der mTORC1-Signalweg keine Rolle in der
HIF-1a Induktion durch DMOG und Etx spielte.

Zusammenfassend deuten die Daten darauf hin, dass die mitochondriale Respiration
sowie die HIF-1a Stabilisierung einen entscheidenden Einfluss auf die Regulation der
humanen iTreg Differenzierung haben. In Abhéngigkeit des umgebenden Milieus
kénnen demzufolge ganz unterschiedliche Stimuli Gber verschiedene Kaskaden die
Differenzierung von iTregs beeinflussen und somit in die Regulation entztndlicher

Reaktionen eingreifen.
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4 Einleitung

4.1 Das Immunsystem

Alle Organismen sind aufReren Einflissen und Gefahren ausgesetzt. Zum Schutz
gegen Pathogene hat sich im Laufe der Evolution das Immunsystem entwickelt.
Einfache Abwehrmechanismen wie die physikalische Barriere der Haut, extreme pH-
Werte z. B. im Magen-Darm-Trakt und die Sekretion von Enzymen wie Lysozym in
der Tranenflissigkeit, verhindern das Eindringen potentieller Pathogene in den
Organismus. Ist diese Barriere Gberwunden greifen komplexere Abwehrsysteme, die
in das angeborene und das adaptive Immunsystem unterteilt werden. Beide Systeme

zeichnen sich durch einen humoralen und einen zellularen Anteil aus [1].

Das angeborene Immunsystem ist flr die schnelle Reaktion auf ein Pathogen
verantwortlich, es reagiert innerhalbo von Minuten. Das Erkennen von
Fremdbestandteilen erfolgt Uber konservierte, ubiquitare Strukturbestandteile der
Pathogene [2]. Zum humoralen Teil zahlt das Komplementsystem. Wichtige Zellen
des angeborenen Immunsystems sind: Mastzellen, NK-Zellen (Naturliche
Killerzellen), Makrophagen, Neutrophile, Basophile, Eosinophile Granulozyten und
DCs (Dendritische Zellen).

Das adaptive Immunsystem interagiert mit dem angeborenen Immunsystem, es
bildet eine antigenspezifische Immunantwort und kann ein immunologisches
Gedéachtnis ausbilden. Humorale Bestandteile des adaptiven Immunsystems sind die
von Plasmazellen gebildeten Antikdrper. Der zellulare Anteil des adaptiven
Immunsystems sind T- und B-Zellen. T-Zellen kénnen weiter in zytotoxische T-Zellen
mit dem Oberflachenmarker CD8 (cluster of differentiation) und in T-Helferzellen mit
dem Oberflachenmarker CD4 unterteilen werden. Die Spezifitat fur unterschiedliche
Antigene des adaptiven Immunsystems wird Uber eine breite Variabilitdt von B-
Zellrezeptoren bzw. (beziehungsweise) Antikdrpern und den TCR (T cell receptor)

garantiert [1].

Im Zuge einer effektiven Immunantwort interagieren die Anteile des Immunsystems
miteinander Uber direkte Zellinteraktionen und Mediatoren wie Zytokine [2]. Eine
wichtige funktionelle Verbindung der Systeme stellen dabei die T-Zellen dar.
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4.2 Die T-Zellen

T-Zellen entstehen im Knochenmark aus lymphatischen Vorlauferzellen und wandern
im unreifen Zustand in den Thymus ein. Im Thymus erfolgt die weitere Reifung der T-
Vorlauferzelle unter anderem durch Interaktion mit Thymuszellen [3]. Nach einer
positiven und negativen Selektion entstehen CD4* oder CD8* T-Zellen, die nach
weiteren Entwicklungsschritten den Thymus in die Peripherie verlassen kénnen [1].
Naive, nicht aktivierte oder T-Gedachtniszellen zirkulieren im lymphatischen Gewebe
und Blutsystem. Ihr metabolisches Profil ist an diesen Zustand angepasst [4]. Ihre
Energiegewinnung dient der Aufrechterhaltung der Zellgrundfunktionen, wie dem
lonentransport und der Integritat der Zellmembranen [5]. Den Uberwiegenden Antell
des ATPs (Adenosintriphosphat) gewinnen sie durch oxidative Phosphorylierung, B-
Oxidation und den TCA (tricarboxylic acid cycle). Die Glut-1 Expression der Zellen ist
gering, was die Glukoseaufnahme aus dem extrazellularen Raum beschrankt [6]
(Abb. 4.1). Infolge der T-Zellaktivierung im Zuge einer immunologischen Reaktion
andern sich die Anspriiche und energetischen Anforderungen der T-Zelle schlagartig
[6],[7]. Aktivierte T-Zellen muissen sich schnell teilen, wachsen und ihre
Effektorfunktionen  ausuben.  Stoffwechselwege wie der Glutamin- und
Glukosemetabolismus werden hierbei hochreguliert und die Energiegewinnung tber
B-Oxidation und den TCA verlieren an Bedeutung [6]. Die Abhangigkeit vom
Glukosemetabolismus wird durch die starke Hochregulierung der Expression von
Glut-1 auf der Zelloberflache deutlich [7]. Die Umstellung des Metabolismus im Zuge
der T-Zellaktivierung ist essentiell und wird unter anderem durch den
Transkriptionsfaktor c-myc herbeigefihrt [7]. c-myc reguliert die Expression von Glut-
1, der Laktatdehydrogenase A, der Hexokinase 2 und des Glutamin Transporters
[8],[9]. Die bedeutenden Energiegewinnungswege nach der T-Zellaktivierung sind die
Glykolyse und die Glutaminolyse [10] (Abb. 4.1). Die Umstellung des metabolischen
Profils ist bedeutungsvoll, damit T-Zellen im Rahmen eines Entziindungsvorgangs

ihre jeweilige Funktion effektiv austiben kdnnen.

Der Mechanismus der Aktivierung der T-Zellen erfolgt z.B. im Zuge einer
inflammatorischen Reaktion auf ein Antigen durch Interaktion mit Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems. Um auf die unterschiedlichsten
Gefahren der Umwelt reagieren zu konnen, muss eine hohe Diversitdt der

Antigenspezifitat vorliegen. In T-Zellen wird diese Diversitat unter anderem durch die
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genetische Rekombination auf DNA (Desoxyribonukleinsaure)-Ebene der TCR-
Untereinheit garantiert. Der TCR besteht aus zwei Untereinheiten, dessen
hypervariable Bereiche die Epitope fragmentierter Antigene erkennen [11]. Die
prozessierten Antigene werden von allen kernhaltigen Zellen auf MHC-I (major
histocompatibility complex) Molekilen und von speziellen APCs (antigene presenting
cells) auf MHC-II Molekilen prasentiert [1]. CD4* T-Zellen interagieren mit
fragmentierten Antigenen, die auf MHC-1I Molektlen préasentiert werden, wohingegen
CD8" T-Zellen Proteine auf MHC-I Molekulen identifizieren [12]. Durch das Erkennen
der prozessierten Antigene im Kontext des jeweiligen MHC Molekils wird der TCR
aktiviert [1]. Die vollstandige Aktivierung der T-Zellen ist ein komplexer Prozess der
neben der TCR-Aktivierung, ko-stimulierende Signale durch andere Immunzellen und
Rezeptoren, sowie stimulierende Zytokine, wie z.B. IL-2 erfordert [1]. Die Aktivierung
der T-Zellen fuhrt zur Signalweiterleitung mittels des TCR-Korezeptors CD3 und
Aktivierung intrazellularer Signalwege. Eine zentrale Rolle spielt die Aktivierung des
NF-kB- (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) und des
NFAT-(nuclear factor of activated T cells)-Signalwegs, die die Proliferation,
Differenzierung und Zytokinproduktion der jeweiligen T-Zelle férdern [13].

Naive T-Zelle IAktivierte T-Zelle

Zytokinrezeptor I 0':0..
® ..
| Glut-1

Zytokinrezeptor

Glukose-6P Glukose-6P
I Laktat

I ‘\ Laktat v L

NAD v Glykolyse

Glykolyse
Protein- &
Membran
synthese

v

Pyruvat + NADH + ATP Pyruvat + NADH + ATP

Fettsduren und
Aminosauren

Fettsduren und
Aminosauren

Abb. 4.1 Umstellung des T-Zellmetabolismus nach der TCR Stimulierung. Naive T-Zellen
gewinnen ihre Energie hauptséchlich tber den TCA. Die niedrige Glut-1 Expression und die
Zytokinstimulation unterstiitzen dieses metabolische Profil. Nach der Aktivierung der T-Zelle wird der
Metabolismus auf die glykolytischen Stoffwechselwege umgestellt. Die Glut-1 Expression sowie die
der glykolytischen Enzyme werden hierbei hochreguliert. Fett- und Aminoséauren werden nicht in den
TCA eingeschleust, sondern zur Proteinbiosynthese und Membransynthese verwendet (nach Barbi et
al., 2013).
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Im Rahmen einer Entzindungsreaktion interagieren CD4" T-Zellen mit
unterschiedlichen Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems, um

diese zu aktivieren, zu inhibieren oder zu rekrutieren [14].
4.3 Die Rolle von CD4* T-Zellen wahrend der Entziindung

Es existieren unterschiedliche CD4* Subpopulationen, die im Rahmen einer
Entzindung unterschiedliche Aufgaben Ubernehmen [1]. Die Einteilung der CD4*
Subpopulation erfolgt anhand der Zytokinproduktion und der Expression von
bestimmten Transkriptionsfaktoren [1], (Abb. 4.2). Nach Aktivierung der T-Zelle tber
den TCR und weiterer ko-stimulierender Signale wird die Differenzierung der T Zellen
hauptsachlich durch Zytokine beeinflusst [15]. Klassischerweise galt diese
Differenzierung der einzelnen CD4* T-Zellsubpopulationen als dauerhaft. Aktuell wird
die Differenzierung der Subpopulationen als ein plastischer Prozess verstanden. Die
Produktion der Zytokine und Transkriptionsfaktoren der einzelnen Subpopulationen

kann transient vorkommen und ist abhangig von dem umgebenden Milieu [15].

Obwohl der Ubergang zwischen den CD4* Subpopulationen flieRBend ist, hat die
Einteilung in die Subpopulationen weiterhin Bestand. Wie bei der Aktivierung der T-
Zellen spielt auch fir die Funktion der Subpopulationen das metabolische Profil eine
entscheidende Rolle [16]. Eine wesentliche Bedeutung in der Unterstitzung der
zellularen Immunantwort spielen Thl Zellen (T-Helferzellen). Fur ihre Polarisation
wird IFN-y (Interferon) und IL-12 benétigt und als linienspezifische
Transkriptionsfaktor gilt T-bet [17]. Thl Zellen produzieren IFN-y und sind an der
Eradikation von intrazellularen Erregern beteiligt. Wahrend des entzindlichen
Prozesses, interagieren Thl Zellen insbesondere mit Makrophagen und NK-Zellen
[18]. Fir eine effektive Immunantwort muss das humorale System des spezifischen
Immunsystems aktiviert werden. An dieser Aufgabe sind Th2 Lymphozyten beteiligt.
Th2 Zellen wirken an der Aktivierung von B-Zellen mit und kdénnen dber die
Zytokinproduktion einen Antikorper-Isotypenwechsel in den B-Zellen herbeifiihren.
AulBerdem unterstitzen Th2 Zellen die Eradikation von extrazellularen Pathogenen
und die Abwehr von Parasiten Uber die Interaktion mit Eosinophilen Granulozyten.
Fur die Th2 Zelldifferenzierung und die Expression des spezifischen
Transkriptionsfaktors GATA-3 (GATA bindendes Protein 3) wird IL-4 bendtigt
[15],[18]. Eine weitere Subpopulation, die die humorale Immunantwort unterstitzt,

sind die follikularen CD4* Zellen. Sie wurden in Lymphfollikeln nachgewiesen und
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sind an der Reifung von B-Zellen beteiligt. Fur die follikularen T-Zellentwicklung ist
IL-6 erforderlich, follikulare T-Zellen produzieren IL-21 und exprimieren den
Transkriptionsfaktor Bcl-6 (B cell ymphome 6 protein) [1]. Eine wichtige Verbindung
zwischen dem adaptiven und dem angeboren Immunsystem stellen die Th17 Zellen
dar. Sie sind definiert durch die Produktion von IL-17A und IL-17F [19],[20]. Th17
Zellen exprimieren den zelllinienspezifischen Transkriptionsfaktor RORyt (retinoid-
related orphan nuclear receptor yt) [18]. In der Dynamik einer Entziindungsreaktion
entstehen Th1l7 zu einem fruhen Zeitpunkt [1]. Th17 Zellen differenzieren sich in
Anwesenheit von IL-6, TGF-B (transforming growth factor —3) und IL-1 [19],[21],[22].
IL-23 spielt eine Rolle in der Aufrechterhaltung des Th17 Zellprofils [21]. Th17 Zellen
sind an der Abwehr von extrazellularen Pathogenen beteiligt [23]. Das IL-17 Signal
unterstitzt das pro-inflammatorische Milieu, indem die Produktion von
inflammatorischen Mediatoren in Fibroblasten und Epithelzellen induziert wird [23].
Diese Mediatoren stimulieren die Granulopoese und fuhren zur Rekrutierung von
Neutrophilen Granulozyten [24]. Neben der Initiation der frihen Immunantwort
unterstitzen Th17 Zellen die B-Zellaktivierung und damit die humorale Immunantwort.
In Makrophagen und DCs wird sowohl die Thl polarisierende Zytokinproduktion
induziert als auch die B-Zellen Aktivierung, Proliferation und Homdostase Uber den
IL-17 Rezeptor direkt beeinflusst [25]-[27]. Fur die Funktion und Polarisation von
Th17 Zellen ist die aerobe Glykolyse erforderlich [28].

Ebenso bedeutend wie die Initiierung einer Immunantwort, ist das Beenden und die
Beschrankung der inflammatorischen Reaktion, damit durch den Prozess kein
Schaden entsteht. Eine wichtige CD4* Subpopulation, die an der Begrenzung von
immunologischen Prozessen beteiligt ist, sind die Tregs. Humane Tregs sind
charakterisiert durch die Expression von CD4, CD25 und den Transkriptionsfaktor
FOXP3 (Forkhead-Box-Protein P3), dessen DNA-Lokus in humanen Tregs spezifisch
demethyliert ist [29],[30]. Die Gruppe der FOXP spielen allgemein eine Rolle in der
Regulation des Zellzyklus und der Apoptose [31]. Die Proteine besitzen eine
monomere DNA-Bindungsdomane und fungieren als Genexpression aktivierende
Transkriptionsfaktoren [32]. FOXP3 wird nicht ausschliel3lich in Tregs exprimiert,
sondern ebenfalls in aktivierten humanen T-Zellen transient hochreguliert [33].
Zudem existieren FOXP3  T-Zellen mit regulatorischen Funktionen [1],[33]. Die
FOXP3* Tregs werden unterteilt in nTregs (naturlich Tregs) und iTregs. nTregs
differenzieren sich bereits wahrend der positiven Selektion im Thymus [34],[35]. Eine
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hoch affine MHC:TCR Interaktion fihrt in nTregs zu einer konstanten FOXP3
Expression [36]-[38]. iTregs differenzieren im peripherem Gewebe aus naiven CD4*
T-Zellen bzw. Tcons (konventionelle T-Zellen) [39]. Fur die iTreg Differenzierung
werden die Zytokine IL-2 und TGF-3 bendtigt [40].

|
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Abb. 4.2 Die Rolle von CD4* Zellen wahrend der Inflammation. Naive T-Zellen differenzieren nach
der Aktivierung durch APCs in unterschiedliche Subpopulationen. Die T-Effektorzellen (Thl, Th2,
Th17) aktivieren und unterstiitzen Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems. Der Pool
der Tregs ergibt sich aus iTregs und nTregs, die bereits bei niedrigen IL-2 Konzentrationen
proliferieren. Sie inhibierenden die Funktion der CD4* Zellen auf multiplen Ebenen. Erstens durch
einen proliferativen Vorteil wahrend der Differenzierung, zweitens durch Hemmung der APCs, drittens
durch inhibitorische Zytokine und viertens durch Zelllyse der Effektorzellen.

Um einen entzindlichen Prozess einzudammen, supprimieren Tregs die Aktivitat und
klonale Expansion von naiven und Teffs (Effektor T-Zellen) [34]. Aulerdem
inhibieren Tregs die Effektorfunktion von DCs, B-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen,

um die inflammatorische Immunantwort zu beenden und einzuschréanken [41],[42].
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Bisher sind vier verschiedene Mechanismen bekannt, durch die Tregs andere Zellen
supprimieren (Abb. 4.2), [43].

Aktivierte Tregs produzieren die Zytokine IL-10, TGF-f und IL-35, um andere
Immunzellen zu hemmen. IL-10 bremst die Differenzierung von Thl und Th2 Zellen
durch das Herunterregulieren von MHC-II und CD80/CD86 Molekllen auf APCs. IL-
10 vermittelt auRerdem eine Hemmung der Produktion von pro-inflammatorischen
Zytokinen und fuhrt im Allgemeinen zu einer verminderten T-Zellproliferation und B-
Zell Differenzierung [44]. TGF-B hemmt besonders die Proliferation von Lymphozyten
[45]. Eine besonders wichtige Rolle spielen IL-10 und TGF-3 bei der Begrenzung der
Immunantwort im Zuge von chronischen Infektionen (z.B. mit Mycobacterium
tuberculosis), bei allergischen Reaktionen oder bei chronisch entzindlichen
Organerkrankungen [44],[46]-[49]. IL-35 unterstutzt die maximale inhibitorische
Kapazitat von Tregs [50].

IL-2 ist ein wichtiger Proliferationsfaktor fur T-Zellen. Im Gegensatz zu naiven T-
Zellen oder Teffs, exprimieren Tregs die a-Untereinheit des IL-2 Rezeptors konstitutiv
[1]. Dadurch werden sie bereits bei niedrigen IL-2 Konzentrationen zur Proliferation
stimuliert [51]. Zusatzlich wird diskutiert, dass Tregs IL-2 ,verbrauchen“ und es so
nicht mehr als Proliferationssignal fir andere Zellen dienen kann [1]. Eine weitere
wichtige Rolle spielt das von Tregs freigesetzte Adenosin. Adenosin hemmt die
Proliferation von Teffs direkt und indirekt durch die Modulation der Zytokinproduktion

zugunsten von anti-inflammatorischen Zytokinen [52],[53].

Des Weiteren modulieren Tregs die Reifung und Funktion von DCs. Tregs
exprimieren CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4) und interagieren damit mit
CD86/CD80, welches auf DCs exprimiert wird [1]. Durch CD86/CD80 der DCs wird
ein wichtiges ko-stimulierendes Signal in der Aktivierung von Immunzellen vermittelt
[1]. CTLA-4 reguliert diese ko-stimulierenden Molekilen auf DCs herunter und
blockiert sie, wodurch Teffs weniger effizient aktiviert werden kénnen und die

Rekrutierung von Immunzellen an den Entziindungsort eingeschrankt wird [54]-[56].

AulRerdem wird eine Treg vermittelte Zelllyse diskutiert. Die genauen Mechanismen
und die Bedeutung der direkten Zellyse fur die Treg Funktion sind noch nicht
eindeutig geklart. Eine Granzym B-abhangige Inhibierung der B-Zellproliferation

konnte allerdings in Ko-Kulturexperimenten nachgewiesen werden [57]. Des
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Weiteren fuhrte eine Granzym-B Defizienz in vitro zu einer verringerten

inhibitorischen Funktion von murinen Tregs [58].

Eine gestorte oder verminderte Treg Funktion kann dazu fuhren, dass ein
inflammatorischer Prozess nicht effektiv kontrolliert werden kann und spielt eine
Rolle in der Pathophysiologie von chronischen Entziindungsprozessen und der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen. Mutationen im FOXP3 Gen fihren zu
einer defekten Treg Entwicklung und kdénnen von syndromalen Erkrankungen
begleitet sein (z.B. vom IPEX-Syndrom (Immundysregulations, Polyendokrinopathie,
Enterophathie X chromosomales Syndrom)) [59]. Erste Symptome dieses Syndroms
treten typischerweise bereits in der perinatalen Periode mit unterschiedlich stark
ausgepragten Autoimmunphdnomenen auf [59]. Des Weiteren kann es zu multiplen
chronischen Entziindungen kommen, die mit einer enorm gesteigerten Produktion
von pro-inflammatorischen Zytokinen einhergehen [60]. Die zentrale Bedeutung von
Tregs im Zuge von Autoimmunerkrankungen und chronischen inflammatorischen
Prozessen wird deutlich, wenn man die Haufigkeit und Funktion der Tregs der
betroffenen Patienten untersucht. Ein verringerter Anteil an Tregs oder eine
verminderte Funktionalitdt der Tregs konnte unter anderem in Patienten mit
Systemischem Lupus Erythematodes, Diabetes mellitus Typ 1, Multiples Sklerose,
Aplastischer Anamie oder Graft-versus-host-Reaktionen nachgewiesen werden [61]—
[63].

Faktoren, die die Treg Funktion und Entwicklung beeinflussen, kdnnten folglich eine
ursachliche Rolle in der Pathophysiologie von Autoimmunerkrankungen und
chronischen Entziindungsprozessen spielen. Mdglicherweise koénnte Uber die
Beeinflussung dieser Faktoren die Entstehung oder Aufrechterhaltung des

Entziindungsprozesses verandert werden.
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4.4 Die Beeinflussung der regulatorischen Immunantwort

Die regulatorische Immunantwort wird durch das Zusammenspiel vieler Faktoren
beeinflusst. Sie kann im Wesentlichen vom inflammatorischen Milieu, dem
Zellmetabolismus, dem  Angebot an Nahrstoffen und  durch die

Sauerstoffbedingungen des Gewebes beeinflusst werden.
4.4.1 Der Einfluss von IL-1B wahrend der Entziindungsreaktion

Das inflammatorische Milieu beeinflusst unter anderem die Differenzierung von
iTregs. Hierbei bestimmen insbesondere die Anwesenheit und Zusammensetzung
der Zytokine die Polarisation. Ein essentielles pro-inflammatorisches Zytokin, des
frihen entzindlichen Prozesses ist IL-13 [21],[64]. Im Zuge einer akuten Entziindung
wird durch die Stimulation von TLR (toll like receptor), mit Endotoxinen die Bildung
von IL-13 Vorlaufermolekulen induziert. Nach lysosomaler Modifikation wird IL-1(3
exozytotisch von Immunzellen sekretiert [65]. Der Rezeptor fur IL-1B Typ 1 befindet
sich auf nahezu allen Korperzellen, seine Aktivitdt wird durch einen Antagonisten
reguliert [66]. Das IL-1B Rezeptorsignal wird intrazellular Gber den NF-kB-Signalweg
vermittelt [67]. Der IL-1B Rezeptor Typ 2 bindet IL-1B8 ohne das Signal intrazellular
weiterzuleiten und tragt damit zur Begrenzung des inflammatorischen Signals bei
[66]. IL-1B als ein wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin spielt eine Rolle im Zuge
des septischen Schocks, in der Pathophysiologie von Diabetes mellitus Typ 1 und
multiplen inflammatorischen Erkrankungen wie z.B. der Juvenilen ldeopathischen
Arthritis [68]. Durch die IL-1B Rezeptoraktivierung in Endothelzellen kommt es zur
Stimulierung der Prostaglandin E2 Synthese, was unter anderem eine Erhéhung der
Korperkerntemperatur herbeiftihrt [66]. In Neuronen des Hypothalamus bewirkt IL-13
die Ausschittung des Cortocotropin Releasing Hormons [68]. Des Weiteren
vermittelt IL-13 die CD14 Expression auf Makrophagen und Monozyten [66]. CD14
spielt eine wichtige Rolle in der entziindlichen Reaktion insbesondere in der Abwehr
von bakteriellen Erregern [66]. IL-13 verstarkt zudem die Reifung und Freisetzung
von Neutrophilen Granulozyten [66]. Auf3erdem fordert IL-13 die IL-6 Produktion und
unterstitzt die Differenzierung und IL-17 Produktion von Th17 Zellen [69]. Flr Tregs
hat IL-1B eine wesentliche Bedeutung. IL-18 hemmt die Proliferation der iTregs und
fuhrt zu einer Differenzierung von nTregs in FOXP3  Zellen [61]-[63],[70]. Diese
Ergebnisse weisen auf einen negativen Einfluss von IL-18 auf FOXP3* Tregs im

Verlauf des entziindlichen Prozesses hin.
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Neben dem pro-inflammatorischen Milieu bestimmt das metabolische Profil die

Funktion und Differenzierung von Tregs.
4.4.2 Die Bedeutung des metabolischen Profils fur Tregs

Die CD4* Subpopulationen haben ein unterschiedliches metabolisches Profil,
welches durch die Expression diverser Faktoren bestimmt wird [71]. In der
Proliferation und im Metabolismus von T-Zellen nimmt mTOR eine zentrale Rolle ein.
MTOR ist eine Kinase, die aus den zwei Untereinheiten, mMTORC1 und mTORC2,
besteht. mTOR wird in den CD4* Subpopulationen unterschiedlich stark exprimiert.
In aktivierten Teffs wird mTOR exprimiert und unterstitzt unter anderem die
Hochregulierung des glykolytischen Metabolismus [72]. In Tregs hingegen wird
MTOR nur gering bzw. oszillierend exprimiert, was die geringe Bedeutung des
glykolytischen Metabolismus in den Tregs unterstreicht [7]. Tregs gewinnen ihre
Energie hauptsachlich tGber die B-Oxidation [7]. Im Gegensatz zu mTOR, wird die
AMPK (Adenosinmonophosphat aktivierte Proteinkinase) in Tregs stark exprimiert [7].
AMPK wird hauptséachlich Gber das ADP/ATP (Adenosindiphosphat/ATP) Verhaltnis
in den Zellen reguliert. Die AMPK Stabilisierung fuhrt zur Aktivierung der B-Oxidation
und hemmt die Lipidsynthese. AMPK fihrt zu einer Reduktion der Expression von
Glut-1 auf der Zelloberflache von Tregs und limitiert damit die Glukoseaufnahme in
die Zelle [73]. AulRerdem ist AMPK der ,Gegenspieler* von mTORC1 und unterdrickt
dessen Aktivierung [74].

Es konnte gezeigt werden, dass das metabolische Profil nicht nur zellspezifisch
unterschiedlich ist, sondern zusatzlich die T-Zellfunktion und Differenzierung
beeinflusst [28],[73]. Die Inhibition glykolytischer Stoffwechselwege in naiven CD4*
Zellen fuhrte zur verstarkten Treg Differenzierung und verringerte die Thl7
Polarisierung [4],[28],[75]. Th17 Zellen sind besonders abhangig von glykolytischen
Stoffwechselwegen, daher kommt es schon zu Beginn ihrer Differenzierung zur
Stabilisierung der glykolytischen Gene [28],[40]. In vivo fiihrte das Uberangebot von
Glukose und die erhghte Glut-1 Expression in T-Zellen zu einer praferenziellen
Entwicklung von Teffs [73]. Dagegen fiuhrte die Inhibition der B-Oxidation zur
verringerten iTreg Differenzierung, wahrend das Uberangebot an Lipiden die
Differenzierung von Tregs fordert und die von Teffs verringert [73]. So kann Uber die
Beeinflussung des metabolischen Profils und des Nahrstoffangebots die Treg

Differenzierung direkt induziert oder gehemmt werden.
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Die Sauerstoffkonzentration spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation des
Metabolismus und hat einen bedeutenden Effekt auf das Nahrstoffangebot.
Zusatzlich zum Metabolismus, haben niedrige Sauerstoffkonzentrationen (Hypoxie)

ebenfalls einen direkten Einfluss auf die iTreg Differenzierung.
4.4.3 Die Rolle von HIF-1a wahrend der Entzindungsreaktion

In lymphatischen und entzundeten Geweben herrschen niedrige
Sauerstoffkonzentrationen von ungefahr 0,5-4,5% vor, an diese Bedingung missen
sich T-Zellen anpassen konnen [28],[67],[76]. Unter niedrigen Sauerstoff-
konzentrationen werden unterschiedliche Regulationsmechanismen aktiviert, eine
besondere Bedeutung hat dabei HIF-1. HIF-1 gehoért zu den Helix-Loop-Helix-
Transkriptionsfaktoren [77]. HIF-1 besteht aus zwei Untereinheiten. Wahrend die (3-
Untereinheit konstitutiv exprimiert wird, wird die a-Untereinheit unter normoxischen
Bedingungen abgebaut [77]. Die a-Untereinheit wird durch von pVHL (Hippel Lindau
Protein) gebunden und darauf folgend von Eisen(ll)- und Oz-abhangigen PHD
(Prolylhydroxylasen) fur die Ubiquitinierung markiert [78]. Die Ubiquitinierung fuhrt
zum proteasomalen Abbau von HIF-1a [78]. Die Aktivitat der PHD wird durch
niedrige Sauerstoffkonzentrationen, einen verringerten Eisen(ll)-gehalt, erhdhte
Stickoxid-Konzentrationen, durch ROS (reactive oxygen species) oder Metabolite
des TCA eingeschrankt [79],[80]. Asparaginhydroxylasen ermoglichen die
Assoziation HIF-1 mit Ko-aktivatoren [79],[80]. Des Weiteren wird HIF-1a
translational durch IL-1B und Adenosin sowie transkriptional Gber NF-kB oder NFAT

Aktivierung und Lipopolysaccharid Stimulierung induziert [81]-[84].

Als Transkriptionsfaktor ist HIF-1a an der Regulation von unterschiedlichen Genen
beteiligt. Die Genprodukte von HIF-1a spielen eine Rolle in der Angiogenese, der
Zellproliferation, dem Zelliberleben, der Erythropoese, der Eisen- und

Energiehomoostase sowie dem Metabolismus [77],[85].

Besonders der Metabolismus wird von HIF-1a auf multiplen Ebenen beeinflusst.
Durch die erhéhte Transkription von Glut-1 kann vermehrt Glukose in die Zelle
aufgenommen werden [85]. Zudem wird die Pyruvatdehydrogenase-1 hochreguliert,
wodurch die Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA und dadurch die Aktivitat des
TCA verringert wird [85]. Zusatzlich wird die oxidative Phosphorylierung durch die
HIF-1a Stabilisierung verringert [86]. AufRerdem werden glykolytische Enzyme
induziert, wie unter anderem die Laktatdehydrogenase, die Hexokinase 2, Enolase 1,
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Glukose-6-Phosphat-lsomerase [28],[87]. Folglich verringert die HIF-1a Stabilisierung
die mitochondriale Respiration und Fettsauresynthese und steigert die anaerobe

Glykolyse.

HIF-1a spielt zudem eine wichtige Rolle in der Modulation von inflammatorischen
Signalen. Zum einen wird HIF-1a neben hypoxischen Signalen durch
inflammatorische Signale stabilisiert, zum anderen beeinflusst die HIF-1a Induktion
den entzindlichen Prozess und spielt eine wesentliche Rolle in der Differenzierung,
der Funktion und der Entwicklung von CD4* T-Zellen [88]. Die Induktion des
entzundlichen Signals durch HIF-1a wird unter anderen uber die Differenzierung von
Thl7 Zellen vermittelt [50]. Hypoxie fuhrt in T-Zellen zu einer moderaten HIF-1a
Induktion, wohingegen die TCR-Stimulierung und inflammatorische Zytokine wie IL-6
HIF-1a starker stabilisieren [28],[89]. Die Stimulierung des TCR fuhrt tUber den
PIBK/mMTOR (Phosphoinositid-3-Kinasen) Signalweg zur HIF-1a-Stabilisierung. Die
HIF-1a-Stabilisierung durch IL-6 hingegen, wird Uber STAT3 (signal transducer and
activator of transcription) vermittelt und fuhrt zu einem stabilen und lang anhaltenden
HIF-1a Signal [28]. Neben dem Mechanismus des proteasomalen Abbaus kommt der
transkriptionellen Stabilisierung von HIF-1a in T-Zellen eine besondere Bedeutung zu
[90].

In vielen Zellen sorgt HIF-1a flr eine anabole Stoffwechsellage und eine Umstellung
auf glykolytische Stoffwechselwege. Wahrend der essentiellen Aktivierung der
aeroben Glykolyse im Zuge der T-Zellaktivierung spielt HIF-1a jedoch eine
untergeordnete Rolle [10]. Allerdings hat HIF-1a einen wesentlichen Einfluss auf die
Stabilisierung und die Aufrechterhaltung des glykolytischen metabolischen Profils in
Th17 Zellen [4],[91].
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4.5 Eigene Fragestellung

HIF-1a ist ein wichtiger Sensor fur die Umgebung der Zelle und spielt eine zentrale
Rolle im Rahmen einer Entziindungsreaktion. Im Zuge der Entziindungsreaktion
kann HIF-1a durch niedrige Sauerstoffkonzentrationen und pro-inflammatorische
Signale stabilisiert werden und ist intrazellular in hohen Konzentrationen vorhanden.
HIF-1a beeinflusst die Expression bestimmter Gene und kann den Metabolismus der
entsprechenden Zelle an die Bedingungen anpassen. Zusatzlich unterstitzt HIF-1a
die pro-inflammatorische Reaktion durch unterschiedliche Mechanismen. Hier sind
vor allem Tregs ein interessanter Ansatzpunkt. In murinen Zellen wird HIF-1a als
negativer Regulator der Treg Differenzierung diskutiert und gilt als nicht vereinbar mit
einer stabilen FOXP3 Expression [28],[40],[91]. Unter physiologischen Bedingungen
kénnte Uber eine HIF-1a Expression die Treg vermittelten Auflésung der Entziindung
verhindert werden. Pathologisch konnte eine gestorte Balance in der HIF-1a
Stabilisierung zu einer anhaltenden, chronischen Entziindungsreaktion fuhren. Der
Einfluss von HIF-1a auf humane Tregs wurde bisher wenig untersucht. Daher ist es
wichtig die Rolle von HIF-1a in der Differenzierung von Tregs und die vermittelten

Effekte auf den Entziindungsprozess genauer zu erforschen.

Neben der Hypothese, dass HIF-1a durch unterschiedliche Stimuli in humanen
iTregs stabilisiert werden kann, sollte untersucht werden, welche Signalwege Uber
HIF-1a Expression in humanen iTregs aktiviert werden. Des Weiteren stand die
reziproke Beeinflussung von HIF-1a und dem metabolischen Profil im Fokus der

Analysen.
Die konkreten Ziele der Arbeit waren:

e die Induktion oder Stabilisierung von HIF-1a in humanen iTregs durch
unterschiedliche Stimuli zu untersuchen

e den Einfluss von HIF-1la auf die iTreg Differenzierung und die
Zytokinproduktion der iTregs zu untersuchen

e den Einfluss von HIF-1a auf das metabolische Profil der iTregs zu analysieren
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Ein besseres Verstandnis in der Rolle von HIF-1a in der Differenzierung und Balance
der T-Zellantworten koénnte zur Aufklarung der Entstehung oder Erhaltung
chronischer Entziindungen fihren. Letztendlich kdnnte HIF-1a oder ein abhangiger

Signalweg neue Therapieansatze bieten, um eine solche Reaktion zu beeinflussen.
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5 Material

5.1 Gerate

AutoMACSPro
Blotapparatur Mini Trans-Blot Cell

Benchtop analyzer LSR 1l
Brutschréanke (37°C, 5% CO,)
Forma Series 11 3131

Typ: BB6220
myTEMPMini H2200-H

Cell Sorter FACS (Fluorescence-activated

cell sorting) Aria lll

Elektrophoresekammer Mini-Protean Tetra

Heizblock PCH-2
Imagingsystem Fusion FX7
Magnetriihrer, RMO
MoFloLegancy
pH-Meter MP220
Sicherheitswerkbanke

EN 12469

SterilGard Hood Class IIA/B3
Vakuumpumpe Laboport
Vortex Schittler REAX 2000

Zentrifugen
Centrifuge 5417R

Megafuge 2.0 R
Multifuge 3 S-R
XFe24 Extracellular Flux Analyzer

5.2 Verbrauchsmaterialien

24-, 96 well- Platten

Blotpapier

5. Material

Miltenyi Biotec, AnnAuburn, CA, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

BD Bioscience, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MS, USA

Heraeus Instruments GmbH,Hanau
Benchmark Scientific, Edison NJ, USA
BD Bioscience, USA

Bio-Rad Labratories GmbH, Minchen
Grants-Instruments Ltd, Shepreth, GB
Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell
Gerhardt GmbH, Kdningswinter
Beckman Coulter, Brea, CA, USA
Mettler Toledo, Giel3en

Clean Air Techniek B.V.,Woerden, NL
Baker Company, Stanford, ME, USA
KNF neoLab, Heidelberg

Heidolp Instruments GmbH,
Schwalbach

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau

SeahorseBioscience, Kopenhagen,
DK

Greiener Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Schleicher & Schuell, Dassel
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Gelkdmme: Mini Protean 3 (1,0 mm)

Glasplatte: Mini Protean 3 (1,0 mm)

MACS-(Magnetig cell seperation) Saulen LS

Neubauer Z&hlkammer
Nitrocellulosemembran Protean
Pipetten Eppendorf Reference 10,100,
1000 pl

Pipettenspitzen Biosphere filter tips, 10
100, 1000 pl

Roéhrchen (12,15, 50 mL)

XF24 Zellkulturplatten

XF24 Kalibrationsplatten

5.3 Chemikalien und Reagenzien:

1,4-Dithiothreitol (DTT)
Acylamid/Bisacrylamid
Anti-CD3/anti-CD28 Dynabeads
Ammoniompersulfat (APS)
Brefeldin A

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin
CD4-Isolation Kit 11
CellTak
CompBeads
Anti-Mouse Ig, K
Anti-Rat Ig, K
DMOG (Dimethyloxalylglycine)

Fixation/permeabilization Buffer
Glycerol

Glycin

Etx (Etomoxir)

5. Material

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

MiltenyiBiotec, AnnAuburn, CA, USA
Hassa Laborbedarf, Lubeck
Whatman Inc, Florham Park, NJ, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

SeahorseBioscience,
DK

SeahorseBioscience, Kopenhagen,
DK

Kopenhagen,

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
BioRad labratories GmbH, Miinchen
Invitrogen, Grand Island, NY, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
MiltenyiBiotec, AnnAuburn, CA, USA
BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA
BD Bioscience, USA

Cayman Chemical Company,
AnnArbor, MI, USA

eBioscience, San Diego, CA, USA
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
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Durchflusszytometrie Antikdrper
CD3-PE
CD8-FITC
CD25-APC
CD127-PE
FOXP3- €660
Glut-1-AlexaFluor700
HIF-1a

Zenon af488 labeling Kit

IL-17-PE

IFN-y-PECY7

Cell Tracker violet

LIVE/DEAD auqua

Fixable Dead Cell Stain Kit

Ki67-PerCP-Cy5.5
Ficoll-Pague PLUS
FKS (Fetales Kalberserum)
Humanes IgG
KCL (Kaliumchlorid)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa)
Medium

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium)

XF Assay Medium

XF Calibrant

X- vivo 15 serum free media
Methanol
Monensin
NaCl (Natriumchlorid)
Natriumhydrogenphosphat- Mono-
Hydrat (NaH2PO4 x H20)
N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylen-
diamin (TEMED)

5. Material

ebioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA
BeckmanCoulter, Fullerton, CA, USA
ebioscience, San Diego, USA

R&D Systems, Boston, MA, USA

Cayman chemicals, AnnArbor, MI,

USA

Life Technology, Grand Island, NY,
USA

ebioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA

Invitrogen, Grand Island, NY, USA
BD Bioscience, USA

GE Healthcare,Fairfield, CT, USA
GE Healthcare,Fairfield, CT, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Life Technology, Grand Island, USA

SeahorseBioscience, Kopenhagen,
DK
SeahorseBioscience, Kopenhagen,
DK

Lonza, Basel, CH

Merck KGaA, Darmstadt
eBioscience, San Diego, CA, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
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Permeabilization Buffer
PMA(Phorbol-12-myristat-3-acetat)
PX-478

Rapamycin

Rattenserum

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Super Signal West Femto

Titriplex Il Ethylen-
diamintetraessigsaure (EDTA)
Tris (hydroxymethyl)aminomethan

Tris-HCI
Trockenmilchpulver
Trypanblau (0,4%)
Tween-20

Vacutainer CPT Rohrchen
Western-Blot Antikdrper
B-Actin

HIF-1a

c-Rel

pp70

Anti-Kaninchen

Anti-Maus

Zytokine
IL-18
IL-2

IL-6
IL-23
TGF-B

5. Material

eBioscience, San Diego, CA, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
MedKoo Bioscience, NC, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MS, USA

Merck KGaA, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen

Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

BD Bioscience, USA

Cell Signaling Technologies, Danvers,
MA, USA

Cell Signaling Technologies, Danvers,
MA, USA

Cell Signaling Technologies, Danvers,
MA, USA

Cell Signaling Technologies, Danvers,
MA, USA

Cell Signaling Technologies, Danvers,
MA, USA

Cell Signaling Technologies, Danvers,
MA, USA

Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA

bereitgestellt von: National Institutes
of AIDS Research and Reference
Reagent Program, Bethesda, MD

MiltenyiBiotec, AnnAuburn, CA, USA
R&D Systems, Boston, MA, USA
MiltenyiBiotec, AnnAuburn, CA, USA
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B-Mercaptoethanol
XF-mito stress test kit

5. Material

Sigma-Alderich, St. Louis, MO, USA
SeahorseBioscience Kopenhagen, DK

XF-glycolysis stress test kit SeahorseBioscience Kopenhagen, DK

5.4 Puffer und Lésungen

Blockpuffer (5%)
Blotpuffer

Elektrophoresepuffer (5x%)
Lysispuffer
MACS-Puffer

PBS (Phosphatgepufferte
Salzlésung)

Sammelgel (4%)

Sammelgelpuffer
TBS-Puffer (10 x)
Trenngel (10%)

Trenngelpuffer
T-TBS-Puffer

5.5 Software

5 g Trockenmilchpuler, 100 mL T-TBS-Puffer

3 g Tris, 14,4 g Glycin, 200 mL Methanol, ad 1 L
destilliertes Wasser

15 g Tris, 72 g Glycin, 5 g SDS, ad 1 L destilliertes
Wasser, pH 8,3

3,94 g Tris-HCL, 40 mL Glycerol, 8 g SDS, 20 mL DTT (1
M), Bromphenolblau, ad 200 mL destilliertes Wasser, pH
7,2

500 ml PBS, 2,5 g BSA, 2 ml 0,5 M EDTA.

80 g NaCl, 2 g KCI, 11,5 g Na2HPO4 12xH20, 2 g KH2PO4,
ad 1 L destilliertes Wasser, pH 7,2

3,2 mL H20, 1,25 mL Sammelgelpuffer, 0,5 mL Acrylamid,
50 uL 10 % SDS-Lésung, 5 uL TEMED, 25 uL10 % APS-
LOsung

30 g Tris, ad 500 mL destilliertes Wasser, pH 6,8
24,2 g Tris, 80 g NaCl, ad 1 L destilliertes Wasser, pH 7,6

245 mL H20, 1,25 mL Trenngelpuffer, 1,25 mL
Acrylamid/Bisacrylamid, 50 yL 10% SDS-Ldsung, 2,5 uL
TEMED, 10 % APS-L6sung

90,5 g Tris, ad 500 mL destilliertes Wasser, pH 8,8

100 mL TBS (10x), 1 mL Tween-20, ad 1 L destilliertes
Wasser

BiolD Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell
FACSDiva software version 6.1.2 BD Bioscience, USA
FlowJow 7.6.2 TreeStar, Ashland, OR, USA

GraphPad Prism 6.0

XF Software

GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA

SeahorseBioscience Kopenhagen, DK
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6 Methoden

6.1 Die Zellpraparation
6.1.1 Die CD4* Zellisolation aus peripheren mononuklearen Blutzellen

Gesunde Blutspender wurden durch das Hoxworth Blood Center (Cincinnati, OH)
und durch die Klinik fur Infektiologie und Mikrobiologiein Libeck rekrutiert. Die PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) Isolation erfolgte mittels Ficoll oder mit Hilfe von
Vacutainer Rohrchen.

PBMC-Isolation mittels Vacutainer-Réhrchen: Nach der Blutabnahme, wurden die

Rohrchen bei 1650 g bei RT (Raumtemperatur) 13 min zentrifugiert. Das Plasma von
zwei Vacutainer-Réhrchen wurde in ein 50 mL Roéhrchen Uberfuhrt und mittels
MACS-Puffer aufgefullt und 10 min bei 1200 rpm (Umdrehungen pro Minute) bei 4 °C

zentrifugiert.

PBMC-Isolation mittels Ficoll: 20 mL Blut wurde mit 15 mL PBS in einem 50 mL
Rohrchen vermischt, mit 10 mL Ficoll unterschichtet und bei 2300 rpm bei 22 °C 25

min ohne Bremsen und Beschleunigung zentrifugiert. Die PBMCs wurden von der
Ficoll-Interphase mittels Transferpipette vorsichtig aufgenommen, mit 40 mL PBS

gewaschen (Zentrifugation: 1200 rpm/ 4 °C/ 10 min).

Im Folgenden ist das Protokoll identisch flir beide Isolationsarten: Nach einem
weiteren Waschschritt mit 30 mL MACS-Puffer (Zentrifugation: 1000 rpm/10

min/4 °C) wurde die Zellzahl mittels Neubauer- Zahlkammer bestimmt.

Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer: eine 1:10 Verdlinnung der
Trypanblau:Zellsuspension wurde hergestellt und 10 pyL davon in die Neubauer-
Zahlkammer gegeben. Tote Zellen konnten von vitalen durch ihre blaue Farbe
unterschieden werden, da Trypanblau durch die Zellmembran toter Zellen diffundiert.
Nach der folgenden Formel wurde aus den gezahlten Zellen die Zellzahl in der
Zellsuspension pro Gro3quadrat bestimmt: Zellen/mL= (gezéhlte Zellzahl x
Verdinnnungsfaktor) / (104 ml).

Die Zellen wurden in 30 yL MACS-Puffer je 107 Zellen resuspendiert. Es wurde 3,3
uL je 107 Zellen Biotin Antibody-Cocktail hinzugegeben und anschlieRende die Zellen
bei 4 °C fur 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von 6,6 yL anti-Biotin MicroBeads je
107 Zellen, wurden die Zellen fir weitere 15 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend
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wurden die Zellen mit 15 mL MACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation: 10 min/300
g/4 °C) und anschliel3end in 2 mL MACS-Puffer resuspendiert. Nachdem die MACS-
Saulen je mit 3 x 1 mL MACS-Puffer gespult wurde, wurden die Séule dreimalig mit 2
mL der Zellldsung beladen. Die Bestimmung der CD4* Zellzahl erfolgte mittels
Neubauer-Zahlkammer.

6.1.2 Die Zellsortierung der Tcons (CD8 CD4*CD25CD127Mdh)

Die CD4* Zellen wurden in 300 pL PBS mit 2% FKS resuspendiert. Die
entsprechenden Antikdrper fur die Zellsortierung wurden zugegeben und die Zellen
30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert (Tabelle 1). Nach der Inkubation wurden die
Zellen mit 10 mL 4 °C kaltem PBS mit 2% FKS gewaschen und fur die Zellsortierung
in 1 mL PBS mit 2% FKS pro 10° Zellen tberfihrt. Die Zellsortierung erfolgte durch
den ,Cell Analysis Core” der Universitat zu Libeck. Als Zielpopulation wurden Tcons
als CD8CD4*CD25CD127"sh Zellen definiert. Entsprechende Kompensationen
wurde von 0,25 x 109 Zellen in 100 puL PBS mit 2% FKS mittels ungefarbter Kontrolle
und Einzelfarbungen jeder Farbe mit der entsprechenden Antikdrpermenge
durchgefuihrt. Manuelle Nachkompensation erfolgte mit Hilfe der FACSDiva Software.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Antikérper fiir die Zellsortierung

Extrazellularer Mengenangabe pro 108 Zellen
Durchflusszytometrie Antikdrper

CD8-FITC 8 L
CD25-APC 20 L
CD127-PE 10 L

6.1.3 Die Treg/Th17 Polarisation

Nachdem die Zellzahl der Tcons mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurde,
wurden die Zellen mit Violet Tracker gefarbt. Dazu wurden die Zellen in PBS
verdiinnt (108 Zellen/1 mL PBS) und 1 L der -entsprechend der Herstelleranleitung
der Violet Tracker Farbung gelosten- Farbeldsung je 106 Zellen dazugegeben und 30
min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. 1% FKS wurde nach der Inkubation zugegeben
und die Zellen anschliel3end mit 30 mL PBS gewaschen (Zentrifugation: 10 min/300

g/4 °C). Die Zellen wurden in x-vivo 15 Medium suspendiert, 0,25 x 10° Zellen je
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1000 pL Medium. Die Aktivierung der Zellen erfolgte mittels anti-CD3/anti-CD28
Dynabeads in einem 1:1 Verhaltnis Bead:Zellen. Fur die iTreg-Polarisation wurden
folgende Zytokine zugefugt IL-2 (100 U/mL), TGF-B (1 ng/mL) und fir die Th17
Polarisation IL-13 (100 ng/mL), IL-6 (20 ng/mL), TGF- (1 ng/mL), IL-23 (100 ng/mL).
Die Zellen wurden 6 Tage unter Normoxie (21% Sauerstoff) in 24 well-Platten
inkubiert. Jedem well wurden 0,25 x 108 Zellen in 1 mL Medium zugefligt. An Tag 3
der Inkubation wurden die Zytokine und das Medium erneuert. Als Kontrolle dienten

aktivierte Tcons ohne Zytokinstimulation.
6.1.4 Die HIF-1la Stabilisierung wéahrend der iTreg/iTh17 Polarisation

DMOG (100 uM) wurde zur chemische HIF-1a Stabilisierung in zwei Modalitaten
zugefugt. Die DMOG-Kontrolle: DMOG kont.: DMOG wurde an den Tagen 0,2,3,4
und 6 hinzugegeben. DMOG spéat: Zugabe von DMOG an den Tagen 4 und 6. PX-
478 (10 uM) wurde zur Inhibierung von HIF-1a an den Tagen 0,3 und 6 hinzugefugt.
IL-18 (100 ng/mL) wurde in die iTreg-Polarisation an den Tagen 0 und 3
hinzugegeben. Eine weitere Kondition ergab sich aus der kombinierten Stimulation
von IL-1B und PX-478. Etx (200 uM) wurde zur Inhibierung der B-Oxidation an den
Tagen 1 und 4 hinzugegeben. Stimulationen wurden an den Treg, Th17 polarisierten
und unpolarisierten Zellen durchgefiihrt. Rapamycin wurde zur mTORC1-Inhibition in

der Konzentration von 25 yM an den Tagen 0, 3 und 6 hinzugefugt.
6.2 Analyse
6.2.1 Die durchflusszytometrische Analyse

Die Farbung fur die Antikdrper-vermittelte Durchflusszytometer Analyse erfolgte an
Tag 6 der Polarisation. Die Zellen wurden 5 h mit 1 pg/mL lonomycin und 10 ng/mL
PMA inkubiert, nach einer Stunde wurden die Zellen zusatzlich mit 10 pg/mL
Brefeldin und Monensin fur 4 h in einer 1:1000 Verdinnung stimuliert. Anschlie3end
wurden die Proben je mit 1,5 mL PBS gewaschen (Zentrifugation: 300 g/5 min/RT).
Nachdem die Zellzahl bestimmt wurde und die Zellen erneut im gleichen Verfahren
gewaschen wurden, wurden sie fur den Farbevorgang in eine 96 well-Platte in 200
ML PBS Uberfuhrt. Die extrazellularen Antikérper wurden pro Probe dazugegeben
(Tabelle 2) und die Proben 30 min abgedeckt bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden
zweimalig mit jeweils 200 uL PBS 2% FKS gewaschen und der Uberstand mit der
Vakuumpumpe abgenommen (Zentrifugation: 1200 rpm/4 °C/4 min). Nach der
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Zugabe von 200 pL Fix/Perm Puffer wurden die Zellen 1 h abgedeckt im Kihlschrank
inkubiert. Nach zweimaligen Waschen mit jeweils 200 uL PBS (Zentrifugation: 2000
rom/4 °C/4 min), wurden die Proben in 200 pyL Perm Puffer gewaschen und
anschlieRend in 50 yL Perm Puffer versetzt mit 4% Rattenserum 15 min abgedeckt
im Kuhlschrank inkubiert. Die intrazellularen Antikorper wurden direkt in den Perm
Puffer gegeben (Tabelle 2). Der HIF-1a Antikérper wurde zuvor mit AlexaFluor488
entsprechend der Herstellerangaben markiert. Die Inkubationszeit fir die
intrazellularen Antikorper betrug 60 min abgedeckt bei 4 °C. Nach zweimaligen
Waschen mit 200 yL Perm Puffer, wurden die Zellen in 300 pL kaltem PBS in die
FACS-Analyse Rohrchen uberfuhrt und mit Hilfe des Cell Sorter FACS Aria Il im
,Cell Analysis Core“ der Universitat zu LUbeck durchgefuhrt. Entsprechende
Kompensationskontrollen wurden mit Hilfe von CompBeads gema&lR der Instruktionen
der Herstellerangaben durchgefihrt. Manuelle Nachkompensation erfolgte mittels
FACSDiva Software und die Auswertung mit Hilfe der FlowJow Software. Dubletten

und tote Zellen wurden aus der Analyse ausgeschlossen.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendete Durchflusszytometrie Antikorper

Extrazellularer Mengenangabe pro 106 Zellen
Durchflusszytometrie Antikorper

Glut-1-AlexaFluor700 5uL
Live/Dead 2,5 uL, einer 1:10 Verdinnung
Intrazellularer Mengenangabe pro 108 Zellen

Durchflusszytometrie Antikorper

HIF-1a-ZenonAlexaFluor488 0,5 ug
FOXP3-e660 4 uL
IL-17A-PE SuL
Ki67-PerCP-Cy5.5 5 UL
IFN-y-PECY7 5 uL

Die Gating-Strategie zur Ermittlung der FOXP3* Zellen erfolgte mittels
Negativkontrolle durch die unpolarisierten Zellen (Abb. 6.1). Unterschiedliche TGF-$3
Konzentrationen wurden ausgetestet und da keine Unterschiede in der Haufigkeit der
FOXP3* Zellen an Tag 6 bei TGF-B Konzentrationen von 1 ng/mL, 2 ng/mL und 5
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ng/mL festzustellen waren, wurde die TGF-B von 1 ng/mL fir die Experimente
verwendet (Abb. 6.2, Abb. 6.3).

unpolarisiert iTreg Polarisation

31.6 %

FOXP3

Abb. 6.1 Darstellung der Gating-Strategie der FOXP3+ Zellen. Als Negativkontrolle dienten jeweils
unpolarisierte aktivierte Tcons mit derselben Stimulation. In den unpolarisierte aktivierte Zellen
exprimierten ungefahr 3-5% der Zellen transient FOXP3, in den iTreg polarisierten waren es in
demselben Gate 30-60% der Zellen.

EMO 1 ng/mL TGF- 2 ng/mL TGF-8 5 ng/mL TGF-8

200K <

1,05%

FOXP3

Abb. 6.2 Austestung unterschiedlicher TGF-B Konzentrationen. TGF-p Konzentrationen wurden in
den Konzentrationen 1 ng/mL, 2 ng/mL und 5 ng/mL der iTreg Polarisation hinzugefiigt. Die Definition
der FOXP3+ Zellen wurde anhand einer FMO (fluorescences minus one) bestimmt. Die Analyse
erfolgte mittels Durchflusszytometrie an Tag 6 der Polarisation.
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Abb. 6.3 Austestung unterschiedlicher TGF-B Konzentrationen. TGF- Konzentrationen wurden in
den Konzentrationen 1 ng/mL, 2 ng/mL und 5 ng/mL der iTreg Polarisation hinzugefligt. Die Definition
der FOXP3* Zellen wurde anhand von FMOs bestimmt. Die Analyse erfolgte mittels
Durchflusszytometrie an Tag 6 der Polarisation. (A-B) FOXP3 Histogramm von Tcon Zelle und iTreg
Zellen mit unterschiedlichen TGF- Konzentrationen (C) Haufigkeit der FOXP3*und FOXP3- Zellen

der iTreg Polarisation mit unterschiedlichen TGF- Konzentrationen. CD25 MFI (Mean fluorescence
intensity) der FOXP3* und FOXP3- Zellen an Tag 6 der Polarisation, analysiert mittels
Durchflusszytometrie (n=3; **p<0,01).

6.2.2 Die Probengewinnung fur die Western Blot Analyse

Nach 1, 3 und 6 Tagen Inkubation in iTreg Polarisationsbedingungen wurde die
Zellen eines wells einer 24 well-Platte geerntet und bei 300 g, 5 min zentrifugiert und

200 pL Lysispuffer pro Probe zugegeben. Bis zur weiteren Analyse wurden die
Proben bei -20 °C gelagert.

6.2.3 SDS-Page

Die Proteine wurden mittels SDS-Page entsprechend ihrer Molekularmasse

aufgetrennt. Ein 10%-iges Trenngel und ein 4%-iges Sammelgel wurden gegossen.

Die Proteine der Proben wurden bei 95°C fir 5 min denaturiert. Die polymerisierten
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Gele wurden mit jeweils 20 pyL der Proben pro Geltasche beladen. 7 pL eines
Molekulargewichtsmarkers dienten als Standard. Eine Spannung von 70 V wurde fir
15 min und anschlieRend eine von 200 V fir 55 min angeschlossen, so dass die

Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse aufgetrennt wurden.
6.2.4 Die Western Blot Analyse

Mit der Methode des Nass-Blots wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Zum Transfer auf die Membran wurde eine Spannung von 75 V fir 1,5 h
angelegt. Nach dem Transfer wurde die Membran fir 1 h bei RT mit Blockpuffer auf
dem Schiittler inkubiert, so dass die unspezifischen Bindungen blockiert wurden. Die
Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte tber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler.
Die Primarantikorper (Tabelle 3) wurden in jeweils 10 mL Blockpuffer verwendet.
Nach der Inkubation wurden die Membranen zweimalig mit 10 mL T-TBS gewaschen
und jeweils 15 min bei RT auf dem Schuttler aufbewahrt. Die Zugabe der
Sekundarantikdrper (Tabelle 3) erfolgte jeweils in 10 mL T-TBS. Die sekundéren
Antikdrper waren mit HRP (horseradish peroxidase) gekoppelt. Nach erneutem
zweimaligen Waschen mit T-TBS gemal? der geschilderten Prozedur, erfolgte die
Zugabe eines Luminol-haltigen Substrats nach Anleitung des Herstellers. Die
Detektion des Signals erfolgte mittels automatisierten Fusion FX7 Systems. Die
weitere Auswertung der Signalintensivitat erfolgte mittels BiolD Software. Die

Proteinmenge wurde auf das 3-Aktinsignal der jeweiligen Probe normalisiert.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Westernblot- Antikorper

Priméarantikorper Verdunnung
Anti-HIF-1a (monoklonaler Maus-Antikdrper) 1:500
Anti-B-Aktin (polyklonaler Kanninchen-Antikorper) 1:2000
Anti-c-rel-Antikdrper (monoklonaler Maus-Antikdrper) 1:1000
Anti-pp70 (monoklonaler Maus-Antikérper) 1:1000
Sekundéarantikdrper Verdinnung
Anti-Maus Antikorper (polyklonal) 1:4000
Anti-Kanninchen Antikdrper (polyklonal) 1:4000
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6.3 Die Analyse des Metabolismus
6.3.1 Die Analyse der mitochondrialen Respiration

Die Messung der mitochondrialen Respiration wurde mittels XF¢24 Extracellular Flux
Analyzer unter Verwendung des mito-stress test Kits durchgefthrt.

Am Tag vor dem Experiment.

Beschichtung der XF 24well-Platte: 1,4 mL Natrium-Bicarbonat Puffer (0,1 M) und 17
uL CellTak wurden vermischt und 50 pL pro well hinzugefiigt. Nach 20-minttiger

Inkubation folgte eine zweimalige Spulung mit 500 pL sterilem destilliertem Wasser.

Anschlie3end musste die Platte unter der Werkbank vollstandig trocknen.

Isolation der Tcons: Die Tcons wurden wie in Kapitel 6.1.1 und 6.1.2 beschrieben
aus Frischblut isoliert und 400 000 Zellen in 450 yL DMEM ohne FKS uberfuhrt, Treg
oder Th17 Zytokine wurden in den entsprechenden Konzentrationen zugefligt. Die
Stimulation der Zellsuspension fand mit DMOG, IL-1B, Etx oder PX-478 in den
entsprechenden Konzentrationen statt. 450 yL DMEM ohne FKS wurde in die

.Background-wells* pipettiert und die Zellsuspension in die entsprechenden wells der
XF24 well-Platte zugegeben. Die Platte wurde zentrifugiert: 40 g ohne
Beschleunigung und Bremse, dabei musste der Zentrifugationsvorgang gestoppt
werden, sobald 40 g erreicht wurde. Die Platte wurde um 180° gedreht und der
Vorgang bei 80 g wiederholt. Die Zellen wurden 24 h bei 37 °C, 5% COz2 inkubiert.

Vorbereitung der Kalibrationsplatte: Nachdem in jedes der XF Kalibrationsplatte 1 mL

XF Kalibrationsmedium zugefigt wurde, wurde die Platte 12 h bei 37 °C ohne CO:2

inkubiert.
Am Tag des Seahorse Experiments

Nachdem das XF Assaymedium (100 mL Seahorse Medium, 1 mL 100 mM
Na*Pyruvat und 2,5 mL 180 g/L D-Glucose) auf 37°C erwadrmt wurde, wurde der pH
auf 7,4 +/- 0,1 eingestellt. Die vorbereiteten Zellen wurden zweimalig mit 600 pL
Seahorsemedium gewaschen, wobei 50 yL pro Platte belassen wurden und das
Medium zwischen den Waschschritten mit der Vakuumpumpe abgenommen wurde.
Die Zellen wurden 1 h bei 37°C ohne CO: inkubiert. Die Substanzen des ,mito stress
test® wurden in 75 yL des XF Assaymediums gelost und gemaf der Anleitung in Port
A, B oder C pipettiert (Port A: Oligomycin (1 uM), Port B: FCCP (Carbonylcyanid-p-
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trifluoromethoxyphenylhydrazon) (0,9 uM) und Port C: Antimycin A/Rotenone (je 1
MM)). Nach der Kalibration, konnte der Assay gestartet werden. Im Zuge des ,mito-
stress test“ wurde die OCR (oxygen consumption rate) bestimmt (Abb. 6.4). Die
basale Respiration ist definiert als die OCR vor der Stimulation. Die OCR post
Oligomycin Stimulation gilt als Protonenleck. Aus der Differenz von Protonenleck und
BR (basal respiration) kann die ATP Produktion errechnet werden. Die maximale
Respiration wird nach der FCCP Stimulation erreicht und die SC (spare capacity)
errechnet sich aus der Differenz von MR (maximal respiration) und BR. Pro Versuch
wurden pro Kondition funffach Bestimmungen durchgefuhrt.

Besonderheit der Etx- und IL-1p- Stimulation: Die Etx Stimulation erfolgte 6 h vor den
Waschschritten und die Stimulation wurde 1 h vor dem Assay aufgefrischt. Fur die IL-
1B-Stimulation wurden die Zellen 48 h mit anti-CD3/anti-CD28 Beads voraktiviert,

bevor sie 6 h mit IL-1 stimuliert wurden.

Antimycin A/
Oligomycin FCCP Rotenon

too ¢

Reserve
Kapazitat

ATP
Produktion

Basale
Respiration

Sauerstoffverbrauch
(pMoles/min)

Protonen Leck

ZEIT (Minuten)

Abb. 6.4 Schematische Darstellung des , mito stress test“ zur Ermittlung der mitochondrialen
Respiration. Aufgetragen ist der Sauerstoffverbrauch der Zellen gegen die Zeit.

6.3.2 Die Analyse der glykolytischen Kapazitat

Die Zellvorbereitung ist identisch mit der beim ,mito stress test® mit Ausnahme
einiger Besonderheiten. Das XF Assaymedium wurde ohne Zusatz von Glukose
zubereitet und der pH-Wert des erwadrmten Mediums wurde auf 7,35 +/- 0,01
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eingestellt. Pro Port in 75 yL Medium wurden folgende Substanzen zugefigt: Port A:
2 mM Glukose, Port B: 1 yM Oligomycin und Port C: 2 mM 2-Desoxy-D-Glukose (2-
DG). Wahrend des Assays wurde die ECAR (extracellular acification rate) bestimmt,
wobei die glykolytische Kapazitdt als ECAR nach Glukose und Oligomycin
Stimulation definiert ist (Abb. 6.5).

Glukose Oligomycin 2-DG

poov Y

Glykolytische
Reserve

Azidifikation
(mpH/min)

Glykolyse

ZEIT (Minuten)

Abb. 6.5 Schematische Darstellung des "glcolytic stress test" zur Ermittlung der zelluléaren
Glykolyse mittels extrazellularer Azidifikation. Aufgetragen ist die Anderung des pH-Werts des

Mediums gegen die Zeit.

6.4 Die Daten Analyse

Zur statistischen Analyse wurde die GraphPad Prism 6,0 Software verwendet. Der
Vergleich der unbehandelten und behandelten Konditionen erfolgte mittels
abhangigem zweiseitigem, gepaarten t-Test. Bei mehrfaktoriellen Analysen wurde
der ANOVA-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf a= 0,05 festgelegt,
dementsprechend wurden Ergebnisse ab einem p < 0,05 als signifikant angesehen.
Bei der Auswertung wurde der abhéngige t-Test verwendet, aul3er wenn in den
Abbildungsunterschriften der ANOVA als statistisches Verfahren gekennzeichnet ist.
Wenn nicht anders benannt sind die Daten in den Abbildungen im Ergebnisteil
dargestellt als Mittelwert, die Fehlerbalken zeigen den SEM (standard error of the

mean).
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7 Ergebnisse

Humane iTregs kdnnen im peripheren Gewebe aus naiven und bereits differenzierten
T-Zellen entstehen. Im Folgenden werden Faktoren untersucht, die die humane in
vitro iTreg Differenzierung uber eine HIF-1a Stabilisierung beeinflussen. Daftr
wurden naive Tcons 6 Tage unter iTreg polarisierenden Bedingungen inkubiert und

die Anzahl der FOXP3* iTregs analysiert.
7.1 Der Einfluss von IL-1B auf die HIF-1a Stabilisierung in iTregs

Um zu untersuchen, ob IL-1B zur Induktion von HIF-1a in iTregs fuhrt, wurden Tcons
6 Tage unter Treg Polarisationsbedingungen in Ab- und Anwesenheit von IL-1B

inkubiert.

Die Stabilisierung von HIF-1a durch IL-1p wurde mittels Western Blot Analysen
untersucht und konnte ab Tag 3 nachgewiesen werden (Abb. 7.1A und B). An Tag 1
und 2 der Inkubation konnte kein Anstieg des HIF-1a Levels nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Anhand von Durchflusszytometrie Analysen wurde der HIF-1a
MFI in der FOXP3* Population der iTregs an Tag 6 bestatigt. Die statistische Analyse
der Intensitat der HIF-1a Expression in der Population der FOXP3* Zellen zeigte
einen signifikanten Anstieg der HIF-1a Expression durch IL-1f in den iTregs (Abb.
7.1C). Das HIF-1a Signal konnte nur aufrechterhalten werden, wenn die IL-1B

Stimulation kontinuierlich tiber 6 Tage stattfand.
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Abb. 7.1 Die Induktion von HIF-1a durch IL-1B in iTregs. A) Reprasentativer Western Blot an Tag 3
der iTreg Polarisation B) Densitometrische Auswertung der Western Blot Ergebnisse an Tag 3 der
Inkubation. Die HIF-1a Werte wurden auf die unstimulierten iTregs normalisiert. Die Proteinbeladung
wurde anhand der B-Aktin Expression normalisiert (n=6). C) Durchflusszytometrie Analyse der HIF-1a
Expression an Tag 6 der iTreg Polarisation in den FOXP3* Zellen ohne und mit IL-13 Stimulation

(n=12; *p<0,05).

Im Folgenden wurde der Einfluss des mTORCL1-Signalwegs im Zuge der IL-1p

vermittelten HIF-1a Induktion untersucht. IL-1p fuhrte zur Induktion von mTORC1 in
iTregs an Tag 3 der Polarisation (Abb. 7.2A und C). Die mTORC1 Aktivierung wurde

mittels Detektion der p70S6 Kinase (im Folgenden als pp70 bezeichnet) einem

Schlisselenzym des mTORC1-Signalwegs analysiert [1].
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Abb. 7.2 Der Einfluss des mTORC1 Signalwegs auf die IL-1p vermittelte HIF-1a Induktion. pp70
Proteinexpression an Tag 3 der iTreg Polarisierung unter Stimulation mit IL-1p und/oder Rapamycin
mittels Western Blot Analyse. A) Reprasentativer pp70 Western Blot an Tag 3 der Inkubation. B)
Densitometrische Analyse der relativen pp70 Expression der iTregs ohne und mit Rapamycin
Stimulation (n=3). C) Densitometrische Analyse der relativen pp70 Expression in iTregs ohne und mit
IL-13 Stimulation (n=3). D) Représentative HIF-1loo Western Blot Tag 3 der Inkubation. E)
Densitometrische Analyse der relativen HIF-1o Expression in iTregs plus IL-1B Stimulation mit und
ohne Rapamycin (n=3). Die densitometrischen Analysen wurden auf iTregs ohne Stimulation und
unter Berlcksichtigung der p-Aktin Expression der jeweiligen Probe normalisiert (*p<0,05,
*%%p<0,001).

Um zu zeigen, dass die mTORC1-Aktivierung eine direkte Rolle in der IL-1B
vermittelten HIF-1a Induktion spielt, wurde IL-13 mit dem mTOR Inhibitor Rapamycin
kombiniert. Rapamycin fuhrte zur Inhibiton von mTORC1 (Abb.7.2B) und
verhinderte die IL-1p vermittelte HIF-1la Induktion (Abb.7.2D und E). Es konnte
gezeigt werden, dass die HIF-1la Stabilisierung durch IL-18 tUber den mTORC1

Signalweg vermittelt wird.
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Als ein weiterer wichtiger Signalweg der HIF-1a Induktion durch IL-1p wurde der NF-
kB-Signalweg beschrieben. Die iTreg Stimulation durch IL-1B zeigte keine erhéhte

Expression von c-rel, einem Protein des NF-xB Komplexes (Abb. 7.3).
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Abb. 7.3 Einfluss der IL-1p Stimulation auf die c-rel Expression in iTregs. A) Reprasentativer c-
rel Western Blot Versuch an Tag 3 der Polarisation. B) Densitometrische Analyse der relativen c-rel
Expression in iTregs ohne und mit IL-13 (n=4). Die densitometrischen Analysen wurden auf iTregs
ohne weitere Stimulation und unter Berilicksichtigung der B-Aktin Expression der jeweiligen Probe
normalisiert (ns=nicht signifikant).

7.2 Der Einfluss von IL-1f auf die Polarisierung von iTregs

Um zu untersuchen, ob die IL-13 vermittelte HIF-1a Stabilisierung einen Einfluss auf
die iTreg Polarisierung hat, wurde die Anzahl an CD4*FOXP3* Zellen an Tag 6 der
Polarisation zwischen den unpolarisierten T-Zellen, iTregs und iTregs unter
Stimulation mit IL-13 verglichen. Die unpolarisierten Zellen zeigten eine geringe
transiente FOXP3-Expression, wahrend es in den iTreg polarisierten Zellen zu einem
deutlichen Anstieg von FOXP3* Zellen kam. IL-1f fuihrte bei dieser Stimulation zu
einer deutlichen Reduktion der FOXP3* Zellen (Abb. 7.4).
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Abb. 7.4 Inhibition der iTreg Polarisation unter IL-1p Stimulation. Durchflusszytometrie Analyse
an Tag 6 der iTreg Polarisation zur Bestimmung von FOXP3* Zellen. Anzahl der FOXP3* Zellen in
Prozent ohne und mit IL-1f (n=12; *=** p<0,0001).

Die Aktivierung der iTregs mit anti-CD3/anti-CD28 Beads fuhrte zu einer erhdhten
Expression des IL-1 Rezeptors (Abb. 7.5). Eine Live/Dead sowie eine Ki67 Farbung
wurde eingesetzt, um zu Uberprifen, dass die Reduktion der FOXP3* Zellen nicht
durch eine verminderte Vitalitat oder Proliferation der Zellen herbeigefuhrt wurde
(Abb. 7.6). Unter IL-1p Stimulation wurde die Vitalitdt und Proliferation der iTreg nicht
beeintrachtigt (Abb. 7.6).
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Abb. 7.5 Expression des IL-1 Rezeptors. Durchflusszytometrie Analyse des IL-1 Rezeptors an den
Tagen 1, 2, 3 und 6 in anti-CD3/anti-CD28 Beads aktivierten T-Zellen: Tcon= ohne Zytokine, iTreg=
mit IL-2 und TGF-B, iTreg + IL-1p= mit IL-2, TGF-p und IL-1p3. Dargestellt ist der IL-1R MFI in den
Zellen (n=6). Experimente durchgefuhrt von Cesar Ruenda.
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Abb. 7.6 Vitalitdt und Proliferation der iTregs unter IL-1B Stimulation. Durchflusszytometrie
Analyse der A) vitalen Zellen und B) des Ki67 MFI an Tag 6 der iTreg Polarisation mit und ohne IL-1§
Stimulation (n=12; ns= nicht signifikant).

Um zu Uberprifen, ob die Inhibition der iTreg Differenzierung direkt von der HIF-1a
Expression abhangig ist, wurden die iTregs mit dem HIF-1a Inhibitor PX-478
inkubiert. Die Anzahl der FOXP3* Zellen wurde durch alleinige PX-478 Stimulation
nicht beeinflusst (Abb. 7.7A). Die Kombination von PX-478 und IL-1f fuhrte dazu,
dass der IL-1B-Effekt auf die iTreg Differenzierung aufgehoben wurde (Abb. 7.7B).
Durch die Kombination von IL-18 und PX-478 konnte nachgewiesen werden, dass

die Inhibition der iTreg Differenzierung abh&ngig von HIF-1a ist.
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Abb. 7.7 Einfluss der HIF-1a Inhibition auf die iTreg Differenzierung unter IL-18 Stimulation. A)
Anzahl der FOXP3* Zellen an Tag 6 ohne und mit PX-478 mittels Durchflusszytometrie Analyse
(n=12). B) Anzahl der FOXP3* Zellen unter IL-18 Stimulation an Tag 6 ohne und mit PX-478 mittels
Durchflusszytometrie Analyse (n=12; ns= nicht signifikant, *p<0,05).
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Der Einfluss von mTORC1 auf die IL-1p und HIF-1a vermittelte Inhibition der iTreg

Differenzierung wurde mittels mMTORCL1 Inhibition durch Rapamycin tGberpruift.
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Abb. 7.8 Einfluss der mTORCL1 Inhibition auf die iTreg Differenzierung unter IL-1f Stimulation.
Durchflusszytometrie Analyse der FOXP3* Zellen an Tag 6. A) Anzahl der FOXP3* Zellen unter iTreg
Bedingungen in Prozent ohne und mit Rapamycin (n=5). B) Anzahl der FOXP3* Zellen unter iTreg
Bedingungen plus IL-1f in Prozent ohne und mit Rapamycin (n=5; ns= nicht signifikant, *p<0,05).

Die mTORCL1 Inhibition hatte keinen Einfluss auf die iTreg Differenzierung (Abb.

7.8A). Die Kombination von mTORC1 Inhibition und IL-1 machte die Inhibition der
IL-1B vermittelten iTreg Differenzierung riickgangig (Abb. 7.8B).

Es konnte nachgewiesen werden, dass IL-1p HIF-1a mTORC1-abhangig induziert

und die iTreg Differenzierung durch die HIF-1o. und mTORCL1 Induktion inhibiert wird.
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7.3 Der Einfluss von DMOG auf die HIF-1a Stabilisierung in iTregs

Um den Einfluss von HIF-1a auf die iTreg Differenzierung zu untersuchen, wurde
HIF-1a mittels chemischer Stimulation stabilisiert. Fur die HIF-lo Stabilisierung
wurde DMOG verwendet. DMOG inhibiert den Abbau von HIF-1a indem PHD-
Enzyme gehemmt werden [92],[93].
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Abb. 7.9 Einfluss von DMOG auf die HIF-1a Expression in iTregs. Die HIF-1a Expression nach
DMOG Stimulation wurde mittels Western Blots (A-C) und Durchflusszytometrie (D-E) analysiert. ,spat.
DMOG*“ = Beginn der DMOG Stimulation an Tag 3 der Polarisation, ,kont. DMOG* = kontinuierliche
DMOG Stimulation. A) Représentativer HIF-1o Western Blot des Versuchs an Tag 3 der Polarisation
B-C) Densitometrische Auswertung der HIF-1o Expression von 6 unabhéngigen Versuchen an Tag 3
(B) und Tag 6 (C) der iTreg Polarisation. Die Werte sind normalisiert auf die p-Aktin Werte sowie die
Expression von HIF-1a der iTregs (n=6). D-E) Durchflusszytometrie Analyse des HIF-1a. MFI an Tag 6
in den FOXP3* Zellen (Normalisiert auf die unstimulierten iTregs) ohne und mit kontinuierlicher bzw.
spater DMOG Stimulation (n=6; ns= nicht signifikant, *p<0,05; ** p<0,01).
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Die HIF-1la Stabilisierung in iTregs durch DMOG wurde mittels Western Blot
untersucht. Ab Tag 3 der Stimulation war die HIF-1a Stabilisierung nachweisbar
(Abb. 7.9A,B und C). Zusatzlich konnte HIF-1a mittels Durchflusszytometrie Analyse
an Tag 6 in der FOXP3* Zellpopulation nachgewiesen wurde (Abb. 7.9D). Die HIF-
la Stabilisierung konnte bei einer kontinuierlichen DMOG Stimulation an Tag 3 bis
Tag 6 nachgewiesen werden (Abb. 7.9D). Fur eine dauerhafte HIF-1a Stabilisierung
war eine konstante DMOG Stimulation notwendig, so fuhrte eine an Tag 4 der
Polarisation begonnen DMOG Stimulation zu keinem stabilen HIF-1a Signal (Abb.
7.9E). Die Inhibition von HIF-1a durch PX-478 konnte ebenfalls mittels Western Blots
gezeigt werden (Abb. 7.9A).

7.4 Der Einfluss von DMOG auf die Polarisierung von iTregs

Im Folgenden wurde der Einfluss der DMOG Stimulation auf die iTreg
Differenzierung untersucht. Die kontinuierliche DMOG Stimulation fuhrte zu einer
Reduktion der Anzahl der FOXP3* Zellen an Tag 6 der Polarisation (Abb. 7.10A).
Eine spate DMOG Stimulation, begonnen an Tag 4 der Inkubation zeigte keinen
Einfluss auf die iTreg Differenzierung (Abb. 7.10B). Die Vitalitat der iTregs in
Kombination mit DMOG wurde mittels Live/Dead und Ki67 Farbung an Tag 6 der
Polarisation nachgewiesen (Abb. 7.11). Die Vitalitat der iTregs war durch DMOG
nicht signifikant beeintrachtigt, die kontinuierliche DMOG Stimulation fihrte zu keiner

signifikanten Anderung der Ki67 Expression (Abb. 7.11).
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Abb. 7.10 Einfluss der DMOG Stimulation auf die iTreg Differenzierung. Durchflusszytometrie
Analyse an Tag 6 Uber die Anzahl der FOXP3* Zellen. A) Anzahl der FOXP3* Zellen in Prozent ohne
und mit kontinuierlicher DMOG Stimulation (n=12). B) Anzahl der FOXP3* Zellen in Prozent ohne und
mit spater DMOG Stimulation (n=12; ns= nicht signifikant, *#**p<0,0001).
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Abb. 7.11 Vitalitdt und Proliferation der Tregs unter DMOG Stimulation. Durchflusszytometrie
Analyse der A) vitalen Zellen und des B) Ki67 MFI der FOXP3* Zellen an Tag 6 der iTreg Polarisation
ohne und mit DMOG Stimulation. Die DMOG Stimulation fand kontinuierlich statt (kont. DMOG) oder
wurde an Tag 4 der Polarisation begonnen (spat. DMOG) (n=12; ns= nicht signifikant).

Durch eine chemische HIF-1o Stabilisierung konnte die iTreg Differenzierung

gehemmt werden.
7.5 Der Einfluss von Etx auf die HIF-1a Stabilisierung in iTregs

Der Metabolismus hat Einfluss auf die iTreg Differenzierung. Es wurde untersucht, ob
eine Inhibition der B-Oxidation zu einer Induktion von HIF-1laa und zu einer
Beeintrachtigung der iTreg Polarisation fuhrt. Zur Hemmung der B-Oxidation wurde
Etx, ein irreversibler Inhibitor der Carnithin-Palmityltransferase, verwendet. Die
Anwendung von Etx verhindert den Transfer von langkettigen Fettsauren ins

Mitochondrium und inhibiert so die Energiegewinnung mittels 3-Oxidation [73].

Die Stimulation von Etx fuhrte zu einem HIF-1a Signal, das ab Tag 3 der Stimulation
nachweisbar war (Abb. 7.12).

46



7. Ergebnisse

A B
2.5
E *
E 2.0+ T
-
| 1.54
N ~ HIF-1a =
B-Aktin 21
e
-+ Etx & *°]
0.0~

I
iTreg iTreg + Etx

Abb. 7.12 Einfluss von Etx auf die HIF-1a Expression in den iTregs. A) Reprasentativer Western
Blot Versuch an Tag 3 der Polarisation ohne und mit Etx Stimulation. B) Analyse des HIF-1o MFI an

Tag 6 der iTreg Polarisation in den FOXP3* Zellen ohne und mit Etx Stimulation untersucht mittels
Durchflusszytometrie Analyse (n=6; * p<0,05).

Die mTORCI1-Aktivierung wurde untersucht, um zu analysieren, ob die Etx
Stimulation ahnlich wie IL-1p zu einer mTORC1 Aktivierung fuhrte. Es konnte keine
Aktivierung des mTORC1-Signalwegs nachgewiesen werden (Abb. 7.13A und B).
Eine Veranderung der Aktivierung des NF-kB-Signalwegs (analysiert durch eine c-rel

Expression) konnte durch die Etx Stimulation nicht herbeigefiihrt werden (Abb.
7.13C).
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Abb. 7.13 Einfluss von Etx auf die mTORC1 und c-rel Stabilisierung. A) Reprasentativer Western
Blot Versuch an Tag 3 der Polarisation ohne und mit Etx Stimulation. B-C) Densitrometrische
Auswertung von vier unabhangigen Versuchen. Die Werte wurden auf die p-Aktin Werte normalisiert
sowie die Expression von pp70 und c-rel der iTregs (n=4; ns=nicht signifikant).

7.6 Der Einfluss von Etx auf die Polarisierung von iTregs

An Tag 6 der Polarisation der iTregs wurde der Einfluss von Etx auf die iTreg
Differenzierung analysiert. Etx fuhrte zu einer Reduktion der FOXP3* Zellen (Abb.
7.14A). Die Proliferation der iTregs in Kombination mit Etx wurde mittels Ki67
Farbung an Tag 6 der Polarisation nachgewiesen (Abb. 7.15). Eine Kombination von
PX-478 und Etx fuhrte zu einer Beeintrachtigung der Vitalitat und Proliferation. Aus
diesem Grund konnte die Kombination nicht weiter analysiert werden. Die Addition
von Rapamycin zu der Etx Stimulation fuhrte nicht zu einer veranderten Anzahl der
FOXP3* Zellen (Abb. 7.14B).
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Abb. 7.14 Der Einfluss von Etx auf die iTreg Polarisation. Durchflusszytometrie Analyse an Tag 6
Uber die Anzahl der FOXP3* Zellen. Es wurde die Anzahl der FOXP3* Zellen anhand von
unpolarisierten Zellen definiert. A) Anzahl der FOXP3* Zellen in Prozent ohne und mit Etx Stimulation
(n=6) B) Anzahl der FOXP3* Zellen in Prozent mit Etx und Rapamycin Stimulation (n=6; ns= nicht
signifikant, * p<0,05).
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Abb. 7.15 Expression von Ki67 in iTregs unter Etx Stimulation. Durchflusszytometrie Analyse des
Ki67 MFI an Tag 6 der iTreg Polarisation mit und ohne Etx Stimulation (n=6; ns= nicht signifikant.).
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7.7 Der Einfluss der HIF-1a Induktion auf die Zytokinproduktion der iTregs

Das HIF-1a Level der iTregs wurde mit dem von iTh17 und Tcon Zellen verglichen,
um die unterschiedliche Expression in den beiden T-Zellsubpopulationen zu
untersuchen. Die Analyse des HIF-1la Levels mittels Durchflusszytometrie
durchgefihrt. iTregs wiesen ein hoheres HIF-1a Level als Tcons auf (Abb. 7.16A).
Im Vergleich zu iTh17 Zellen war das HIF-1a Level in iTregs allerdings geringer (Abb.
7.16B).
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Abb. 7.16 HIF-1a -Expression in Tregs im Vergleich zu Tcons und Th17 Zellen. A) HIF-1a. MFI an
Tag 6 der Inkubation in aktivierten Tcons und iTregs B) HIF-1la MFI an Tag 6 der Inkubation in
aktivierten iTregs und iThl7 Zellen mittels Durchflusszytometrie Analyse untersucht. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde das Gate auf die gesamten Zellen gelegt (n=6; * p<0,05, ** p<0,01)

Um nachzuweisen, ob eine induzierte HIF-1o Expression in iTregs zu einer pro-
inflammatorischen  Zytokinproduktion und damit zu einem verdnderten
inflammatorischen Profil fuhrte, wurde die Zytokinproduktion der iTregs in Folge der
HIF-1a Stabilisierung analysiert. Der Einfluss von IL-13, DMOG und Etx wurden

untersucht.
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Abb. 7.17 Anzahl der IL-17+ Zellen nach HIF-1a Stabilisierung. Durchflusszytometrie Analyse der
Anzahl der IL-17* Zellen an Tag 6 der Polarisation. Vergleich von A) IL-1B (n=6) B) DMOG (n=6) und

C) Etx Stimulation (n=4; ns=nicht signifikant).

Die Anzahl der IL-17* Zellen wurde durch die HIF-1a Induktion nicht signifikant
verandert (Abb. 7.17).
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Abb. 7.18 Zytokinproduktion der iTregs nach HIF-1a Stabilisierung. Durchflusszytometrie Analyse
der A) IL-5, B) IL-2, C) TNF-a und D) IFN-y Produktion in den iTreg polarisierten Zellen an Tag 6 der
Polarisation jeweils bei DMOG, IL-18 oder ohne zuséatzliche Stimulation. (n=5; ns=nicht signifikant; *
p<0,05). Statistische Analyse mittels ANOVA. Experimente durchgefuhrt von Cesar Ruenda.

Die HIF-1a Stabilisierung fuhrte zu keinem veranderten Zytokinprofil der iTregs (Abb.
7.17, Abb. 7.18). Lediglich die IFN-y Produktion wurde durch IL-1B signifikant

gesteigert. Die Inhibition des IFN-y-Rezeptors fuhrte nicht zu einer verdnderten

Differenzierung der iTregs [94].
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Abb. 7.19 Zytokinproduktion der FOXP3* Population im Vergleich zur FOXP3" Population unter
Treg Polarisationsbedingungen. Durchflusszytometrie Analyse der IL-2, TNF-q, IL-5, IL-17 und IFN-
y Produktion in FOXP3* im Vergleich zu FOXP3- Zellen unter iTreg polarisierenden Bedingungen
Zellen an Tag 6 (n=6; ns=nicht signifikant; * p<0,05). Experimente durchgefiihrt von Cesar Ruenda.

Des Weiteren wurde die Zytokinproduktion der FOXP3* Population im Vergleich zur
Zytokinproduktion der FOXP3" Population der Zellen an Tag 6 der Treg Polarisierung
untersucht. Die Populationen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der
Produktion von TNF-q, IL-5, IL-17 und IFN-y (Abb.7.19). Die IL-2 Expression war in
den FOXP3* Zellen signifikant niedriger, als in den FOXP3- Zellen (Abb.7.19).

7.8 Der Einfluss der HIF-1a Induktion in Tcons und FOXP3- Zellen

Um zu untersuchen, ob der Einfluss der HIF-1a Induktion iTreg spezifisch ist, wurde
der Einfluss der unterschiedlichen HIF-1a induzierenden Stimuli in Tcons und
FOXP3- Zellen untersucht.

7.8.1 Die HIF-1a Expression in FOXP3 Zellen

Die kontinuierliche Stimulation der Zellen mit DMOG fuhrte ebenfalls in den FOXP3-
Zellen unter iTreg Polarisierung an Tag 6 zu einer Induktion von HIF-1a (Abb. 7.20A).
Die Stimulation der Zellen mit IL-1p, Etx oder PX-478 fuhrte zu keiner Veranderung
der HIF-1a Expression in den FOXP3- Zellen (Abb. 7.20B, C und D).
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Abb. 7.20 HIF-1a Expression in FOXP3" Zellen. A)-D) Der HIF-1a MFI an Tag 6 der Inkubation in
den FOXP3- Zellen inkubiert unter iTreg Konditionen untersucht mittels Durchflusszytometrie Analyse.
Die Zellen wurden stimuliert mit A) kontinuierlich DMOG, B) IL-1p, C) PX-478 und D) Etx (n=6;

ns=nicht signifikant, * p<0,05).

7.8.2 Die HIF-1a und FOXP3 Expression in Tcons

Die Stimulation von aktivierten Tcons mit DMOG, IL-1p und Etx fuhrte an Tag 6 der

Inkubation zur keiner signifikanten Veranderung der HIF-1o und FOXP3 Expression

(Abb. 7.21, Abb. 7.22).
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Abb. 7.21 HIF-1a Stabilisierung in Tcons. A)-C) Der HIF-1oo MFI an Tag 6 der Tcons untersucht
mittels Durchflusszytometrie Analyse. Die Zellen wurden stimuliert mit A) kontinuierlich DMOG, B) IL-
1B, C) Etx (n=6; ns=nicht signifikant).
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Abb. 7.22 FOXP3 Expression in Tcons. A)-C) Der FOXP3 MFI an Tag 6 der Tcons untersucht
mittels Durchflusszytometrie Analyse. Die Zellen wurden stimuliert mit A) kontinuierlich DMOG, B) IL-

1B, C) Etx (n=6; ns=nicht signifikant).
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7.9 Der Einfluss der HIF-1a Induktion auf den iTreg Metabolismus

Die HIF-1a Stabilisierung spielt eine wesentliche Rolle in der Adaptation des
Zellmetabolismus. Um die Unterschiede im Stoffwechsel der HIF-1a Stabilisierung,
IL-18 Stimulation und Inhibierung der B-Oxidation differenzierter zu analysieren,

wurde die mitochondriale Respiration der iTregs untersucht.
7.9.1 Die mitochondriale Respiration

Die Stabilisierung von HIF-1a durch kontinuierliche DMOG Stimulation fuhrte zu einer

Reduktion der mitochondrialen Respiration an Tag 1 der Polarisierung (Abb. 7.23).
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Abb. 7.23 Einfluss von DMOG auf die mitochondriale Respiration. Die Analyse erfolgte nach 24-
stundiger Aktivierung der Zellen mit anti-CD3/anti-CD28 Beads sowie ohne und mit 24 h Vorinkubation
mit DMOG A) Ergebnis der OCR von 3 unabhangigen mito-stress test Versuchen, dargestellt sind die
12 Messpunkte Uber die Zeit (n=3). B) OCR dreier unabhangiger Experimente (n=3; **p<0,01,
***n<0,001, ****p<0,0001).
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Da der IL-1B8 Rezeptor im Zuge der Zellaktivierung auf den Tregs hochreguliert wird,
wurden die Zellen 48 h mit antiCD3/anti-CD28 Beads aktiviert (Abb. 7.5). Die
mitochondriale Respiration nach IL-18 Stimulation wurde an Tag 3 der iTreg
Polarisation untersucht. Die IL-13 Stimulation fuhrte lediglich zu einer geringen, aber
signifikanten Abnahme der Reservekapazitat und der maximalen Respiration der
iTregs (Abb. 7.24).
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Abb. 7.24 Einfluss von IL-1B auf die mitochondriale Respiration. Die Analyse der mitochondrialen
Respiration erfolgte nach 48-stindiger Aktivierung der Zellen mit anti-CD3/anti-CD28 Beads mit und
ohne IL-18 Stimulation A) Ergebnis der OCR von 3 unabhdngigen mito-stress test Versuchen,
dargestellt sind die 12 Messpunkte Uber die Zeit (n=3). B) OCR dreier unabhangiger Experimente
(n=3; ns= nicht signifikant, **p<0,01).

Die mitochondriale Respiration der iTregs wurde nach Inhibition der B-Oxidation
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der B-Oxidation die
mitochondriale Respiration in ahnlicher Weise wie die DMOG Stimulation

58



7. Ergebnisse

beeinflusste (Abb. 7.25). Die basale Respiration, die ATP Produktion, die maximale
Respiration und die Reservekapazitat wurde durch die [B-Oxidation Inhibition
signifikant reduziert (Abb. 7.25).
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Abb. 7.25 Einfluss von Etx auf die mitochondriale Respiration. Die Analyse erfolgte nach 24-
stiindiger Aktivierung der Zellen mit anti-CD3/anti-CD28 Beads sowie ohne und mit 24 h Vorinkubation
mit Etx A) Ergebnis der OCR von 3 unabhangigen mito-stress test Versuchen, dargestellt sind die 12
Messpunkte Uber die Zeit (n=3). B) OCR dreier unabhangiger Experimente (n=3; * p<0,05; **p<0,01,
***n<0,001).

Um zu untersuchen, ob die Inhibition von HIF-1a einen Einfluss auf die
mitochondriale Respiration hat, wurde der Sauerstoffverbrauch der iTregs nach PX-
478 Stimulation an Tag 1 untersucht. Eine veranderter OCR konnte durch PX-478

nicht nachgewiesen werden (Abb. 7.26).
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Abb. 7.26 Einfluss von PX-478 auf die mitochondriale Respiration. Die Analyse erfolgte nach 24 h
Aktivierung der Zellen mit anti-CD3/anti-CD28 Beads sowie ohne und mit 24 h Vorinkubation mit PX-
478 A) Ergebnis der OCR von 3 unabhangigen mito-stress test Versuchen, dargestellt sind die 12
Messpunkte Uber die Zeit (n=3). B) OCR dreier unabhangiger Experimente (n=3; ns= nicht signifikant).

7.9.2 Die Beeinflussung des Glukosemetabolismus

Um den geringen Einfluss von IL-1B3 auf die mitochondriale Respiration von der HIF-
1a Induktion zu differenzieren, wurde der glykolytische Stoffwechselweg der Zellen
nadher untersucht. Zundchst wurde die Glut-1 Expression  mittels
Durchflusszytometrie Analysen an Tag 6 der iTreg Polarisation nach HIF-1a
Induktion und IL-18 Stimulation untersucht.

Die HIF-1a Induktion durch eine kontinuierliche DMOG Stimulation fuhrten zu einer

signifikanten Erh6hung der Glut-1 Expression (Abb. 7.27B). Interessanterweise
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fuhrte die Stimulation mit IL-18 zu einer deutlichen Reduktion der Glut-1 Expression
auf den iTregs (Abb. 7.27A).
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Abb. 7.27 Glut-1 Expression in iTregs nach HIF-1a Induktion. Durchflusszytometrie Analyse der
Glut-1 Expression an Tag 6 der Polarisation in den FOXP3* iTregs. Verglichen wurde die Expression
von Glut-1 in iTregs mit iTregs unter kontinuierlicher IL-18 (A) oder kontinuierlicher DMOG (B)
Stimulation. Die Ergebnisse wurden auf iTreg normalisiert (n=12; * p<0,05; ***p<0,001).
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Abb. 7.28 Einfluss der HIF-1a Induktion und IL-1B Stimulation auf die glykolytische Kapazitat
der iTregs. Vergleich der glykolytischen Kapazitat von iTreg nach 24 h bzw- 48 h Stimulation mit A)
DMOG oder B) IL-183 (n=3; ns= nicht signifikant, *p<0,05).

Um die Unterschiede der Beeinflussung von IL-13 Stimulation und HIF-1a Induktion
durch DMOG auf die Glut-1 Expression zu differenzieren, wurde die Beeinflussung
des glykolytischen Metabolismus in der friihen iTreg Polarisation untersucht. Mit Hilfe
des XFe24 Analyzers wurde die glykolytische Kapazitat der iTregs nach 24 h bzw. 48
h Stimulation mit DMOG oder IL-13 analysiert (Abb. 7.28). Es konnte gezeigt werden,
dass DMOG Stimulation die glykolytische Kapazitat der iTregs signifikant erhoht,
wahrend IL-1B keinen Einfluss auf die glykolytische Kapazitat hatte (Abb. 7.28).
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8 Diskussion

8.1 IL-1B ist ein wichtiger Inhibitor der iTreg Differenzierung

IL-18 spielt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie von Autoimmunerkrankungen
und chronisch entziindlichen Prozessen. Bei einigen Erkrankungen dient das im Blut
messbare IL-13 als ein Marker fur die Krankheitsaktivitdt der Patienten und eine

spezifische Blockade von IL-1B kann zur Remission der Erkrankung fihren [95]-[97].

Der IL-1B Rezeptor ist erforderlich, um das pro-inflammatorische Signal
weiterzuleiten. Der Rezeptor wird auf Tcons und iTregs nach der Aktivierung tber
den TCR gleichermal3en hochreguliert (Abb. 7.5). Fur iTregs wurde hier zudem
gezeigt, dass dies unabhangig von der Anwesenheit von IL-13 geschieht. An Tag 6
der Polarisation war die Anzahl der FOXP3* Zellen durch eine IL-18 Stimulation
signifikant verringert (Abb. 7.4). Diese Ergebnisse sind im Einklang mit vorherigen
Studien, die zeigen konnten, dass der IL-1Rezeptor auf Tregs stark exprimiert wird
und IL-1B in murinen Tregs die Umwandlung von FOXP3* Zellen in FOXP3 Zellen
herbeiflihrte [64].

Die Daten dieser Arbeit zeigen erstmalig, dass die Inhibition der iTreg
Differenzierung durch IL-18 HIF-1a vermittelt ist (Abb. 7.1). Die IL-1f vermittelte HIF-
1a Induktion wurde bereits in nicht-hamatopoetischen Zellen nachgewiesen, konnte
bislang aber nicht fir CD4* Zellen gezeigt werden [98]. Neben der Stabilisierung von
HIF-1a auf Proteinebenen, konnten eine Induktion von HIF-1a und HIF-1a target
genes auf mRNA Ebene nachgewiesen werden [94]. Der IL-1 Effekt konnte HIF-1a
direkt zugeordnet werden, da er durch HIF-1a Inhibition aufgehoben werden konnte
(Abb. 7.4, Abb. 7.7). Durch Messung der Proliferation und Vitalitdt der iTregs,
stellten wir sicher, dass der Effekt nicht durch Toxizitdt oder Hemmung der
Zellproliferation herbeigefuhrt wurde (Abb. 7.6). Um auszuschliel3en, dass der Effekt
Uber HIF-1B vermittelt wird, wurden die HIF-1B Level in den unterschiedlichen
Konditionen mittels Western Blot gemessen (Daten nicht dargestellt). Es konnte

gezeigt werden, dass HIF-1f3 nicht durch IL-1 stabilisiert wurde [94].

Eine wichtige Erkenntnis der Versuche war aul3erdem, dass die HIF-1a Induktion
durch IL-1B in iTregs mTORC1 vermittelt war (Abb. 7.2, Abb. 7.4). Die negative
Rolle von mTORC1 auf die iTreg Differenzierung konnte bereits in Studien mit
Mausezellen nachgewiesen werden. Dabei konnte die mTORC1 Aktivierung Uber

62



8. Diskussion

unterschiedliche Stimuli erfolgen, wie die TCR-Aktivierung, CD28-Stimulation oder
die Zytokinrezeptor-Stimulation [99]. In Tregs ist der mTORCL1-Signalweg relativ
gering aktiviert. Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass der Signalweg lber
eine oszillierende Aktivitat die Proliferation von Tregs unterstitzt [100]. Im Gegensatz
dazu inhibiert eine dauerhafte mTORC1-Aktivierung die Treg Differenzierung und
Funktion [101],[102]. In dieser Arbeit konnte der negative Einfluss der konstanten
Aktivierung des mTORC1-Signalwegs durch die IL-1B Stimulation in den iTregs
nachgewiesen werden (Abb. 7.2, Abb. 7.4.). Durch die Hemmung des mTORC1
Signalwegs mittels Rapamycin wurde die HIF-1a Induktion durch IL-13 verhindert
(Abb. 7.2). Dieser Versuch zeigt die direkte Abhangigkeit des HIF-1a Signals vom
mTORC1 Signalweg. Uber das HIF-1a Signal hinaus, war auch die IL-1B vermittelte
Hemmung der iTreg Polarisation direkt mMTORC1 abhangig. Durch die Kombination
von IL-1B und Rapamycin, konnten wir nachweisen, dass fur die Inhibition der iTreg
Polarisation durch IL-1B ein mTORCL1 Signal erforderlich ist (Abb. 7.8).

Die Verbindung des mTORC1 und HIF-1a Signalwegs, die in der Arbeit
nachgewiesen werden konnte, wurde bereits fir Th17 Zellen beschrieben. mTORC1
ist notwendig fur die HIF-1a Induktion in den Th17 Zellen [91]. Die neue Komponente
dieser Studie besteht in der Verbindung des IL-1p Signals mit mTORC1 und HIF-1a.
Die IL-1B vermittelte HIF-1a Induktion in nicht-hdmatopoetischen Zellen wird NF-«kB-
abhéngig vermittelt [67],[103],[104]. Wir konnten in unseren Versuchen nicht
nachweisen, dass die HIF-1a Induktion durch IL-13 abhangig vom NF-kB Signalweg
stattfand (Abb. 7.3). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die IL-1B vermittelte
HIF-1a Induktion in CD4* Zellen Uber einen anderen Signalweg als in nicht-
hamatopoetischen Zellen vermittelt wird. Die Ergebnisse zeigen, dass &hnlich wie in
Th17 Zellen die HIF-1a Induktion mTORC1 abhangig ist.

8.2 HIF-1a Stabilisierung mittels DMOG und Etx hemmt die iTreg Polarisation

Der negative Einfluss der HIF-1a Stabilisierung auf die iTreg Polarisierung konnte
bereits in vielen Studien mit murinen Zellen nachgewiesen werden. Wir untersuchten
zwei weitere Wege, um eine HIF-1a Induktion in den humanen iTregs herbeizufthren.
Wir wahlten einen klassischen chemischen HIF-1a Stabilisierer DMOG, dessen HIF-
1a induzierendes Potenzial in T-Zellen wir in Vorstudien bereits nachgewiesen hatten
[90],[105]. Auch in den iTregs war es uns mdglich durch kontinuierliche DMOG

Stimulation HIF-1a zu induzieren (Abb. 7.9). Interessanterweise fuhrte eine DMOG
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Stimulation zu Beginn oder Ende der Polarisation nicht zu einem messbaren HIF-1a
Signal (Daten nicht dargestellt). Vergleichbar mit Vorstudien in Mausezellen, hemmte
die HIF-1a Induktion die Polarisierung der human iTregs (Abb. 7.10). Um zu
Uberprufen, dass die Reduktion nicht (ber eine toxische oder
proliferationshemmende Wirkung erfolgte, haben wir die Vitalitat und Ki67
Expression der Zellen gemessen (Abb. 7.11). Mit Hilfe dieser Versuche konnten wir
folglich zeigen, dass die direkte Stabilisierung von HIF-1a auch in humanen iTregs

einen hemmenden Einfluss hat.

Einige Studien beleuchten den negativen Einfluss der Hemmung der 3-Oxidation auf
die iTreg Polarisierung [73],[91]. Wir wollten analysieren, ob diese Hemmung
maoglicherweise ebenfalls HIF-1a vermittelt wird. Um dies zu Uberprifen haben wir
die R-Oxidation mit Etx inhibiert. Der Metabolismus der Zellen stellt sich nach Etx
Gabe auf glykolytische Stoffwechselwege um. Interessanterweise konnten wir
nachweisen, dass HIF-1a durch Etx induziert wird (Abb. 7.12). Um mdogliche
Parallelen zum IL-1B vermittelten HIF-1a Signal zu untersuchen, analysierten wir die
Aktivitat des mTORC1 und NF-kB Signalweg. Im Gegensatz zu IL-1f3 fuhrte Etx zu
keiner erhohten Aktivierung der Signalkaskaden (Abb. 7.13). Wie erwartete wurde
durch Etx die iTreg Polarisierung gehemmt (Abb. 7.14) ohne die Vitalitdt und
Proliferation der Zellen zu beeintrachtigen (Abb. 7.15). Bedauerlicherweise war die
Kombination aus Etx und PX-478 toxisch fur die Zellen, so dass eine HIF-1a
Abhéangigkeit der Hemmung der iTreg Polarisierung durch Etx nicht direkt gezeigt
werden konnte. Die Ergebnisse lassen allerdings den Schluss zu, dass das HIF-1a

Signal fur die Hemmung verantwortlich ist.

Als Schlussfolgerung aus den Experimenten lasst sich zusammenfassen, dass HIF-
1a durch unterschiedliche Stimuli in iTregs induziert werden kann und unabhé&ngig
vom Stimulus zu einer Inhibition der iTreg Polarisation fuihrt. HIF-1a scheint folglich

ein wichtiger negativer Einflussfaktor der humanen iTreg Polarisation zu sein.

Im physiologischen Kontext einer Entziindungsreaktion kdnnte dies bedeuten, dass
HIF-1a als ein wichtiges hemmendes Signal fur die Auflésung einer
Entziindungsreaktion fungiert. Erst wenn die pro-inflammatorischen Signale und
damit auch die HIF-1a Expression wegfallen, ist eine Differenzierung der Tregs
moglich, die anti-inflammatorischen Signale tUberwiegen und die Entzindung wird

unter anderem durch Tregs beendet. Pathophysiologisch ist vorstellbar, dass im
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Rahmen von chronischen Entziindungsprozessen HIF-1a konstitutiv stabilisiert wird,
so dass eine Polarisation der iTregs nicht mdglich ist und das Beenden der
Entztindungsreaktion nicht erfolgen kann. HIF-1a kdnnte folglich die Schlisselrolle in

der Balance der entziindlichen Reaktion spielen.

8.3 HIF-1a Stabilisierung hat keinen Einfluss auf die Zytokinproduktion in
iTregs

Eine IL-18 Stimulation kann in differenzierten nTregs eine IL-17 Produktion
herbeifihren. Dieser Mechanismus konnte sowohl in vivo, als auch in vitro
nachgewiesen werden [64],[106]. Die IL-17-Produktion konnte nur in der Treg
Subpopulation induziert und durch IL-18 Rezeptorantagonisten sowie Hemmung des
NF-kB Signalwegs antagonisiert werden [64]. Des Weiteren soll HIF-1a fur die IL-17
Produktion in Th1l7 notwendig sein [28]. Wie in Abb. 7.17 gezeigt, konnte eine
signifikant erhdhte IL-17 Produktion in den iTregs in dieser Arbeit nicht detektiert
werden, weder durch IL-18, noch durch andere HIF-1a induzierenden Stimuli. Eine
gesteigerte IL-17 Produktion war von Tag 1 bis Tag 6 in den iTregs nicht
nachweisbar, eine Tendenz war allerdings erkennbar. Somit kdnnte eine transiente
IL-17 Produktion aufgetreten sein, die schwierig zu detektieren ist. Die Studien, die
einen Effekt auf die IL-17 Produktion durch HIF-1a herbeifihren konnten,
verwendeten HIF-1a knockout-Modelle oder fugten APCs in die Polarisierungs-
konditionen hinzu [19],[107],[108]. APCs konnten eine Quelle von IL-23 sein [107].
IL-23 stabilisiert und erhalt die IL-17 Produktion in Th17 Zellen [19],[108]. Fur eine
stabile IL-17 Produktion in den iTregs ware eine IL-23 Stimulation mdglichweise
notwendig gewesen. Da die experimentellen Bedingungen, die eine Induktion von IL-
17 zeigen, allerdings so verschieden zu den hier verwendeten Konditionen waren, ist
eine Vergleichbarkeit schwierig. In Vorstudien konnten wir allerdings zeigen, dass
eine HIF-1a Inhibition auch die IL-17 Produktion von humanen Th1l7 Zellen negativ
beeinflusst. Dies geschah ohne Anderung des RORyt Levels [105]. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlieRen, dass eine Verbindung zwischen der HIF-1a Stabilisierung
und der IL-17 Produktion in humanen Thl7 Zellen besteht. Im Gegensatz dazu
konnte dieser Zusammenhang in humanen iTregs nicht bewiesen werden. Allerdings
konnte ein erhéhtes HIF-1a Level in den iThl7 Zellen im Vergleich zu den iTreg
Zellen nachgewiesen werden, was auf eine grofRere Relevanz der HIF-1a Induktion
iniTh17 im Vergleich zu iTregs hindeuten konnte (Abb. 7.16).
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Um zu untersuchen, ob HIF-1a das inflammatorische Profil der iTregs in eine andere
Richtung als die Th17 Polarisation veréndert hatte, wurden die Expression weiterer
Zytokine in den iTregs untersucht. Erstaunlicherweise konnte durch die HIF-1a
Induktion keine Verénderung der Zytokinproduktion der iTregs nachgewiesen werden
(Abb. 7.17, Abb. 7.18). Um die Zytokinproduktion in den einzelnen Subpopulationen
zu untersuchen, wurden die FOXP3* Zellen mit den FOXP3- Zellen verglichen. der
prozentuelle Anteil der Zytokin positiven Zellen war fur die unterschiedlichen Zytokine
in beiden Subpopulationen nicht signifikant verschieden (Abb. 7.19). Lediglich der
Anteil der IL-2* Zellen war in der FOXP3- signifikant erhdéht (Abb. 7.19). Die
veranderte Zytokinproduktion kénnte —vergleichbar zur IL-17 Produktion— transient
aufgetreten oder zu einem spateren oder frilheren Zeitpunkt detektierbar gewesen
sein. Ungeklart bleibt zudem, ob die iTregs trotz gleichgebliebener Zytokinproduktion
ihre Funktionalitat verandert haben. Die reduzierte Haufigkeit der FOXP3* Zellen
weist darauf hin, dass die iTregs ihre regulatorische Funktion quantitativ verandert
haben kénnten (Abb. 7.4, Abb. 7.7, Abb. 7.14). Fur die Analyse der qualitativen
regulatorischen Funktion der iTregs waren Ko-Kulturen mit Effektorzellen notwendig.
Mit Hilfe der Ko-Kultur kbnnte nachgewiesen werden, ob die HIF-1a Induktion in den
iTregs die Hemmung der Funktion der Effektorzellen beeinflusst. Der Nachweis der
Hemmung konnte anhand der Zytokinproduktion der Effektorzellen, sowie der
Differenzierung der Effektorzellen analysiert werden. Auf diese Art und Weise konnte
Uberpruft werden, ob die HIF-1a Induktion in iTregs eine verdnderte Reaktion der
pro-inflammatorischen Immunzellen herbeifihrt und damit die Antwort der

Immunzellen im Rahmen eines inflammatorischen Prozesses weitreichend verandert.

Wir konnten die Relevanz von HIF-1a fur die iTreg Polarisierung nachweisen. Um zu
Uberpriufen, ob dieser Effekt auf iTreg beschrankt ist, untersuchten wir den Einfluss
der HIF-1a Expression in FOXP3- und Tcon Zellen. Uberraschenderweise fiihrte
keiner der Stimuli in den FOXP3- Zellen oder Tcon Zellen zu einer HIF-1a Induktion
(Abb. 7.21, Abb. 7.20). Aktivierte humane Zellen exprimieren transient FOXP3.
Aufgrund dieser Tatsache kdnnte man argumentieren, dass nur die aktivierten Zellen
in Lage sind HIF-1a zu exprimieren und deshalb das Signal in den FOXP3" nicht
detektierbar ist. Allerdings fehlte die HIF-1a Induktion auch in den Tcons, wobei
hierbei das HIF-1a Signal in der gesamten Population also mutmallich auch in den
aktivierten Zellen gemessen wurde (Abb. 7.21). Das HIF-1a Signal konnte in diesen
Populationen ganz fehlen. Wahrscheinlicher erscheint aber, dass das HIF-1a Signal
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in diesen Zellen einer anderen Dynamik unterliegt und mdoglicherweise transient
erfolgt. HIF-1a hat eine sehr kurze Halbwertszeit und kénnte bereits nach kurzer Zeit
wieder abgebaut werden. Es ware moglich, dass das HIF-1a Signal zu einem
friheren Zeitpunkt messbar gewesen ware. Unabhangig von HIF-1a Signal fihrten
die Stimuli nicht zu einer Veranderung des FOXP3 Signals in den Zellen (Abb. 7.22).
Die Ursache dafur kbnnte die geringe Relevanz und/oder Expression von FOXP3 in

diesen Zellen sein oder die andere Dynamik des Signalwegs.

8.4 Die Anderung des Metabolismus durch HIF-1a Induktion ist abh&ngig vom

jeweiligen Stimulus

Zusatzlich zu inflammatorischen Signalen spielt der Zellmetabolismus eine
wesentliche Rolle in der Regulation der iTreg Differenzierung und Funktion. Die
reziproke Interaktion zwischen Metabolismus und Immunsystem wird als
. mmunometabolismus” bezeichnet [109],[110]. Damit wird die Abhangigkeit der
Immunantwort vom metabolischen Profil der Immunzellen beziehungsweise dem
Angebot von Nahrungsbestandteilen beschrieben. Dass der Erndhrungszustand
eines Menschen mit der Funktion des Immunsystem korreliert, deuten
epidemiologische Beobachtungen an. Diese zeigen, dass in westlichen Nationen
Adipositas, Autoimmunerkrankungen,  Tumorerkrankungen und chronische
Entzindungen zunehmen [111]. Weitere Studien konnten nachweisen, dass der
Erndhrungszustand die Proliferation, die Aktivitdt und die Autoreaktivitat von T-Zellen
beeinflussen kann [112],[113]. Ein Beispiel fur eine solche Beeinflussung ist Leptin,
das von Adipozyten und Tregs selbst produziert wird und in Ubergewichtigen
Personen erhoht sein kann [114]. Es spielt eine wesentliche Rolle in der Regulierung
der Nahrungsaufnahme, der Regulation des Koérpergewichts und des
Glukosemetabolismus. Uber den Leptinrezeptor wird die Aktivitat der Teffs
insbesondere der Thl und Thl7 Zellen gefordert und die der Tregs inhibiert
[112],[115]. Es konnte nachgewiesen werden, dass im Fettgewebe adipdser Mause
eine Verringerung der FOXP3* Zellen vorlag [102]. Diese Erkenntnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass der Metabolismus und das Nahrungsangebot die Funktion

und Balance des Immunsystems beeinflusst.

Der Zellmetabolismus kann die Funktion und Differenzierung von T-Zellen zudem
direkt beeinflussen [7],[28],[73]. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der -

Oxidation zur verringerten iTreg Differenzierung fuhrte [7],[73]. Vergleichbar zu den
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vorherigen Daten konnte in dieser Arbeit die Hemmung der iTreg Differenzierung
durch Inhibition der B-Oxidation mittels Etx in humanen iTregs nachgewiesen werden
(Abb. 7.14). Erstmalig konnte gezeigt werde, dass durch die Inhibition der B-
Oxidation in iTregs nicht nur die Differenzierung gehemmt, sondern zuséatzlich HIF-1a
stabilisiert wurde (Abb. 7.12). Im Gegensatz dazu hatte die Induktion von HIF-1a
durch IL-1B nur geringe Auswirkung auf die mitochondriale Respiration der iTregs
(Abb. 7.24). Der glykolytische Metabolismus, der anhand der glykolytischen
Reservekapazitat und der Glut-1 Expression analysiert wurde, wurde durch IL-1 an
Tag 6 nicht verandert (Abb. 7.27, Abb. 7.28). Der geringe Effekt von IL-13 auf den
Zellmetabolismus kdnnte ausreichend sein, um die iTreg Differenzierung zu hemmen.
Es ware allerdings auch mdglich, dass die IL-18 vermittelte Inhibition der iTreg
Differenzierung unabhéngig vom Zellmetabolismus ablauft. Die Bedeutung des
Metabolismus in der frihen iTreg Differenzierung konnte allerdings durch die DMOG
und Etx Stimulation nachgewiesen werden. Beide Stimulantien reduzierten die
mitochondriale Respiration signifikant (Abb. 7.23, Abb. 7.25). Interessanter Weise
konnte die Anderung des iTreg Metabolismus durch DMOG und Etx Stimulation
nachgewiesen werden bevor HIF-1a induziert bzw. stabilisiert wurde (Abb. 7.23, Abb.
7.25). Die Reduktion der mitochondrialen Respiration konnte an Tag 1 der
Polarisation gemessen werden, wahrend ein stabiles HIF-1a Signal ab Tag 3
detektierbar war (Abb. 7.9, Abb. 7.12). Fir eine direkte HIF-1a unabhéangige
Beeinflussung des Metabolismus sprechen Daten, die an Tumorzellen erhoben
wurden. Es konnte nachgewiesen werden, dass sich der Zellmetabolismus durch
DMOG Stimulation vor der HIF-1a Induktion verdnderte [116]. Der Einfluss von
DMOG auf den Metabolismus war unabhangig von der HIF-1a Induktion und
maoglicherweise unter anderen Uber die kompetitive Hemmung der a-Ketogluterat
Dehydrogenase vermittelt. Die Hemmung der mitochondrialen Respiration durch
DMOG fuhrte in den Tumorzellen zu einer kompensatorischen Induktion der
glykolytischen Stoffwechselwege [116].

Die frhen Anderungen des Zellmetabolismus kénnten hauptverantwortlich fur die
Inhibition der iTreg Differenzierung sein und der Zellmetabolismus und/oder die HIF-
1a Induktion kénnten sich reziprok beeinflussen. Die reziproke Beeinflussung des
Metabolismus und des HIF-1a Levels konnte durch die Hemmung des
Lipidstoffwechsels in den iTregs gezeigt werden (Abb. 7.12). Neben der
Verringerung der FOXP3* Zellen an Tag 6 der Polarisation, konnte Uber die
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Verédnderung des Metabolismus HIF-1a induziert werden (Abb. 7.12, Abb. 7.14). Die
HIF-1a Induktion war dabei unabh&ngig von mTORC1 und NF-kB (Abb. 7.13).

Ein weiterer Unterschied der unterschiedlichen Stimuli liegt darin, an welchem Punkt
HIF-1a stabilisiert bzw. induziert wurde. DMOG fiuhrt zu einer Stabilisierung durch
Inhibition des Abbaus von HIF-1a, wahrend fur IL-1B eine transkriptionelle HIF-1a
Stabilisierung beschrieben wurde. Diese Unterschiede konnten einen Einfluss auf die
Wirkung von HIF-1a auf das metabolische Profil und die Funktion der iTregs haben.
Allgemein konnten wir in vorherigen Versuchen nachweisen, dass die
transkriptionelle Aktivierung von HIF-1a in CD4* T-Zellen eine entscheidende Rolle
spielt [90].

Alternativ oder zusatzlich zu dem metabolischen Profil, kdnnte die Inhibition der iTreg
Differenzierung durch HIF-1a durch eine direkte Interaktion zwischen HIF-1a und
FOXP3 vermittelt sein.

Dang et al. schlugen fur diese Interaktion folgenden Mechanismus vor. Die HIF-1a
Stabilisierung fuhrt zu einer Bindung von HIF-1a an FOXP3. Die Interaktion zwischen
HIF-1a und FOXP3 fuhrt dazu, dass FOXP3 vom VHLp erkannt wird. FOXP3 wird
ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut (Abb. 8.1).

Inwiefern die Inhibition von FOXP3 durch HIF-1a durch direkte Interaktion stattfindet,
wurde in dieser Studie nicht untersucht. Es ist denkbar, dass die direkte Interaktion

und die Beeinflussung des iTreg Metabolismus parallel ablaufen kénnen.

Es ware pathophysiologisch denkbar, dass die beiden Mechanismen je nach Kontext
eine unterschiedliche Bedeutung haben. So ware es denkbar, dass in einem
hypoxischen Milieu die Umstellung des metabolischen Profils und die HIF-1a
Stabilisierung sich gegenseitig bedingen, um das Uberleben der Zellen zu
gewahrleisten. Die Zellen, deren Funktion starker von aeroben Stoffwechselwegen
abhangig ist, reagieren vulnerabler auf eine solche Umstellung und werden durch die

HIF-1a Expression in ihrer Proliferation und Differenzierung gehemmt.

Im Rahmen von pro-inflammatorischen Signalen kdénnte der von Dang et al.
beschriebene Vorgang der FOXP3 Degradation von vorrangiger Bedeutung sein. Die
pro-inflammatorischen Signale beeintrachtigen die Treg Differenzierung direkt,
obwohl genug Sauerstoff und Nahrstoffe im umgebenden Milieu vorhanden sind.
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Im pathophysiologischen Vorgang der Entziindung findet anders als in vitro meist
eine Kombination von einer hypoxischen und einer pro-inflammatorischen
Stimulation von HIF-1a statt, so dass FOXP3 durch beide Mechanismen gehemmt

bzw. degradiert werden konnte.

DMOG
Inflammation
Metabolismus

Abbau im Proteasom

Abb. 8.1 Interaktion zwischen HIF-1a und FOXP3. HIF-1a wird Uber unterschiedliche Mechanismen
aktiviert. HIF-1a bindet direkt an FOXP3. FOXP3 wird Uber Ubiquitinierung fir den Abbau im
Proteasom markiert (nach Dang et al.2009; Ub: Ubiquitinin).
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8.5 Bedeutung und Ausblick

Fur die Inhibition der iTreg Differenzierung scheint es unerheblich zu sein, welcher
Stimulus HIF-1a induziert (Abb. 8.1). Die Stimuli haben allerdings unterschiedliche
Einflisse auf die induzierten Signalwege und den Zellmetabolismus. Der
Zellmetabolismus und HIF-1a scheinen sich gegenseitig zu beeinflussen, wobei HIF-
1a ein wichtiger Faktor in der Weiterleitung von entzundlichen und metabolischen
Signalen zu sein scheint. HIF-1a koénnte als spezifischer Angriffspunkt flr die
selektive Beeinflussung der iTreg Differenzierung unter HIF-1a-induzierenden
Bedingungen dienen. In Abwesenheit von inflammatorischen oder anderen HIF-1a
induzierenden Bedingungen fuhrt eine HIF-1a Inhibition nicht zur Veranderung der
iTreg Differenzierung (Abb. 7.4). Diese Erkenntnis macht die selektive Inhibition der
iTreg Polarisation z.B. unter entziindlichen Bedingungen maoglich. Die Inhibition von
HIF-1a konnte darliber hinaus allerdings viele andere Immunzellen negativ
beeinflussen, da HIF-1a eine wesentliche und sehr divergente Rolle in
verschiedenen Immunzellen spielt. Fir die selektive Hemmung in iTregs ist die
Erforschung des genauen Mechanismus der Interaktion von HIF-1a und FOXP3
notwendig, um eine Inhibition von HIF-1a als sichere therapeutische Strategie zu
ermoglichen. Dass Uber die Beeinflussung der iTreg Differenzierung und Proliferation
Autoimmunerkrankungen therapiert werden konnen, konnte in unterschiedlichen

Studien gezeigt werden.

Im Zuge der aktuellen Versuche tber den Einfluss der HIF-1a Stabilisierung auf den
Metabolismus und die Differenzierung von humanen iTregs, bleiben einige Fragen
offen und bieten Ansatzpunkte fur weitere Studien (Abb. 8.2).
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Abb. 8.2 Der Einfluss der HIF-1a Induktion auf die iTreg Differenzierung. Unter iTreg
Polarisationsbedingung wird HIF-1a in naiven T-Zellen nicht hochreguliert und es entwickeln sich
iTregs. Unter HIF-1a induzierenden Bedingungen wird die iTreg Differenzierung gehemmt.

Es stellt sich die Frage welche Funktion die iTregs, die HIF-1a induzieren in einem
entzindlichen Prozess haben. Erfiilllen sie weiterhin suppressive Aufgaben oder
tbernehmen sie eine Effektorfunktion? Es bleibt bislang ungeklart, ob sich durch die
HIF-1a Induktion die suppressive Kapazitat der iTregs verandert hat. Es ware
denkbar, dass die Kapazitat der iTregs die Effektorzellen und die
Entzindungsreaktionen zu inhibieren, reduziert ist. Pathophysiologisch stellt sich die
Frage welche Rolle die HIF-1a Induktion in den iTregs spielt. Die iTregs sind im Zuge
von Entzindungsreaktionen haufig HIF-1a induzierenden Bedingungen ausgesetzt.
Die Inhibition ihrer Entwicklung kénnte ein Anzeichen dafur sein, dass eine

Entziindungsreaktion noch nicht abgeschlossen ist und das Beenden der
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Immunreaktion durch die iTregs noch nicht erforderlich ist. HIF-1a wurde so als
negatives Feedback fur die iTreg Differenzierung fungieren. Die HIF-1a Induktion
kénnte allerdings auch fur die Entstehung von pathologischen Entzindungs-
vorgangen verantwortlich sein und bei der Entstehung von Erkrankungen eine Rolle
spielen. Um die Funktion der iTregs besser darstellen zu kdnnen, ware eine exakte
Charakterisierung der iTregs erforderlich. Obwohl gezeigt werden konnte, dass sich
die Zytokinproduktion der iTregs an Tag 6 der Polarisation nicht signifikant verandert
hatte, wéare eine Analyse der Expression der unterschiedlichen Transkriptions-
faktoren sinnvoll. So kdnnte untersucht werden, ob die iTregs sich in eine andere T-
Zellsubklasse differenziert haben. Um die zentrale Rolle von HIF-1a in der iTreg
Differenzierung weiter herauszuarbeiten, ware es wichtig die Rolle von HIF-1a im
Rahmen von anderen inhibitorischen Signalen der iTreg Differenzierung zu
untersuchen. Moglicherweise ist die Inhibition der iTreg Differenzierung durch andere

Zytokine wie IL-6 und TNF-a ebenfalls HIF-1a vermittelt.

Allgemein spielen pro-inflammatorische Zytokine eine negative Rolle in der
Aktivierung und Proliferation von iTregs [117],[118]. Wichtige pro-inflammatorische
Zytokine sind neben IL-1B IL-6 und TNF-a. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
die Deletion von IL-6 die iTreg Differenzierung unterstitzt, wahrend eine TNF-a
Stimulation die Proliferation und Funktion von Tregs inhibiert [117],[118]. Durch die
Gabe des TNF-a Inhibitors Infliximab konnte die Funktion der Tregs wiederhergestellt
werden und daruber hinaus der Anteil an Tregs im peripherem Blut erh6ht werden
[119]. Auch konnte gezeigt werden, dass IL-6 die Funktion der Tregs und ihre
Polarisierung aus naiven CD4* Zellen im Zuge von entziindlichen Prozessen negativ
beeinflusst [28],[120],[121]. Die IL-6 Stimulation fiihrte neben der Suppression der
iTreg Polarisation zur verstarkten Differenzierung von Thl7 Zellen und damit zur
Beeinflussung der inflammatorischen Antwort. Au3erdem flihrten IL-6 und TNF-a in
nicht-hamtopoetischen und murinen T-Zellen zu einer HIF-1a Induktion [28],[98]. Die
IL-6 und TNF-a vermittelte Hemmung der iTreg Differenzierung kdnnte also ebenfalls
HIF-1a vermittelt ablaufen. Die Rolle von HIF-1a oder die mdgliche Induktion von
HIF-1a in Tregs durch andere pro-inflammatorische Zytokine wurde in Rahmen

dieser Studien nicht untersucht.
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Der Einfluss von HIF-1a auf die T-Zelldifferenzierung kénnte sich auf weitere
Subklassen der CD4* Zellen ausdehnen. Der positive Einfluss von HIF-1a auf die
Th17 Differenzierung wurde bereits in murinen T-Zellen beschrieben. Der Einfluss
von HIF-1a auf die Th1 und Th2 Entwicklung ist allerdings in humanen CD4* Zellen
noch relativ ungeklart. Um ein umfassendes Bild der Rolle von HIF-1a in der
Differenzierung von CD4* T-Zellen zu bekommen, wére diese Untersuchung des

Effekts von HIF-1a in unterschiedlichen T-Zellsubklassen sinnvoll.

Eine weitere ungeklarte Frage ergibt sich aus der gegenseitigen Beeinflussung von
HIF-1a und dem metabolischen Profil. Der Zusammenhang koénnte durch die
Beeinflussung des Metabolismus Uber die Bereitstellung an Nahrungsbestandteilen
im Polarisations-Versuch untersucht werden. Durch die Variation der Glukose- und
Lipidkonzentration im Medium unter HIF-1a-induzierenden und -hemmenden
Bedingungen, kénnte untersucht werden, ob die Hemmung der iTreg Differenzierung
durch HIF-1a direkt vom Metabolismus abhangig ist. Das Entfernen von Glukose
und/oder die hohe Konzentration von Lipiden konnte die Umstellung des
Metabolismus trotz HIF-1a Induktion verhindern und moglicherweise den Einfluss auf

die iTreg Polarisation verandern.
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11.3 Veroéffentlichungen und Kongressbeitrage

IL-1B induced HIF-1a inhibits the differentiation of human FOXP3+ T cells.
Science Reports, 28.03.2017, 7:465

Feldhoff LM, Rueda CM, Moreno-Fernandez ME, Sauer J, Jackson CM, Chougnet CA,
Rupp J.

Differentiation of regulatory Treg (Treg) in the periphery is critical to control
inflammatory processes. Although polarization of inducible Treg (iTreg) often occurs
in an inflammatory environment, the effects exerted by inflammation on human iTreg
differentiation have not been extensively studied. We observed that IL-1( significantly
reduced the frequency of FOXP3+ T cells under iTreg-polarizing conditions.
Mechanistically, we show that IL-1 activated mTORC1 and downstream upregulated
hypoxia inducible factor-1 (HIF-1a) expression. Using specific inhibitors, we
demonstrated that both steps were critical in the deleterious effect of IL-18 on Treg
differentiation. Chemical stabilization of HIF-1a by Dimethyloxalylglycine (DMOG)
also significantly impaired iTreg differentiation. Interestingly, while IL-1B-treated cells
exhibited only minor changes in metabolism, DMOG treatment decreased iTreg
mitochondrial respiration and increased their glycolytic capacity. In conclusion,
exposure to inflammatory stimuli profoundly inhibits human Treg differentiation HIF-
1a dependent, suggesting that targeting HIF-1a could be a strategy to foster iTreg
differentiation in an inflammatory milieu. However, IL-13 deleterious effect does not
appear to be completely driven by metabolic changes. These data thus suggest that
several mechanisms contribute to the regulation of iTreg differentiation, but the timing
and respective requirement for each pathway vary depending on the milieu in which
iTreg differentiate.

Interferon Reqgulatory Factor 4 controls Thl cell effector function and
metabolism

Science Reports, 20. Oktober 2016, 6:35521

Mahnke J, Schumacher V, Ahrens S, Kading N, Feldhoff LM, Huber M, Rupp J,
Raczkowski F, Mittriicker HW.

The transcription factor Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4) is essential for TH2 and
TH17 cell formation and controls peripheral CD8+ T cell differentiation. We used
Listeria  monocytogenes infection to characterize the function of IRF4 in TH1
responses. IRF4-/- mice generated only marginal numbers of listeria-specific TH1
cells. After transfer into infected mice, IRF4-/- CD4+ T cells failed to differentiate into
TH1 cells as indicated by reduced T-bet and IFN-y expression, and showed limited
proliferation. Activated IRF4-/- CD4+ T cells exhibited diminished uptake of the
glucose analog 2-NBDG, limited oxidative phosphorylation and strongly reduced
aerobic glycolysis. Insufficient metabolic adaptation contributed to the limited
proliferation and TH1 differentiation of IRF4-/- CD4+ T cells. Our study identifies IRF4
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as central regulator of TH1 responses and cellular metabolism. We propose that this
function of IRF4 is fundamental for the initiation and maintenance of all TH cell
responses.

Transcription requlates HIF-1la expression in CD4+ T cells.
Immunology and Cell Biology. 07. Juli 2015, 1:109-13
Bollinger T., Bollinger A., Gies S., Feldhoff L., Solbach W., Rupp J.

The transcription factor hypoxia inducible factor-1a (HIF-1a) mediates the metabolic
adaptation of cells to hypoxia and T-helper cell fate. However, HIF-1a regulation in
CD4+ T cells (T cells) remains elusive. Here we observed that depletion of oxygen
(O2less than or equal t02%) alone was not sufficient to induce HIF-1a expression in
T cells. However, when hypoxic T cells were stimulated, HIF-1a was expressed and
this was dependent on nuclear factor-kB- and nuclear factor of activated T cell
(NFAT)-mediated transcriptional upregulation of Hif-1a mRNA. HIF-1a upregulation
could be blocked by drugs inhibiting NF-kB, NFAT or mammalian target of rapamycin
precluding CD4+ T-cell stimulation or translation in T cells, as well as by blocking
transcription. CD3, CD28, phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) or ionomycin-
stimulated T cells did not express HIF-1a under normoxic conditions. In conclusion,
regulation of HIF-1a expression in CD4+ T cells in hypoxia gravely relies on its
transcriptional upregulation and subsequent enhanced protein stabilization.

HIF-1a- and hypoxia-dependent immune responses in human CD4+CD25high T
cells and T helper 17 cells.

Journal of Leukocyte Biology. 2014 August, 96:1-8.
Bollinger T., Gies S., Naujoks J., Feldhoff L., Bollinger A., Solbach W., Rupp J.

The central oxygen sensitive transcription factor HIF-1a has been implicated in the
differentiation of n(T(reg)) and Th17 cells and to orchestrate metabolic changes of
activated T cells. However, data on the functional relevance of HIF-1a and Hox, in
general, for nT(reg)-suppressive activity and T cell function in primary human cells
are still missing. Therefore, we analyzed the effect of Hox and HIF-1a on human
T(res), n(Treg), and Th17 cells. Under Hox, nT(reg)-mediated suppression of T(res)
proliferation, CD25 expression, and secretion of IFN-y were significantly reduced,
whereas expression levels of VEGF, TNF-a, and IL-10 were significantly increased.
In contrast to observations in mice, Thl7 lineage commitment, as determined by
RORyt expression, was not affected by activation or inhibition of HIF-1a expression
using DMOG or YC-1 treatment, respectively. Nevertheless, the secretion of IL-17A
was increased by DMOG and reduced by YC-1 under Th17-skewing conditions in a
dose- dependent manner. In conclusion, Hox and HIF-1la substantially influence
human T cell-mediated immune responses by modulation of nT(reg)-suppressive
function and IL-17A secretion by Th17 cells.
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