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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zytokine der common-y (yc) Rezeptorfamilie sind essenziell fur die Differenzierung von
T-Zellen und spielen eine zentrale Rolle bei der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen. Die Verfugbarkeit des yc-Rezeptors (CD132) flr assoziierte
Rezeptorketten beeinflusst malRgeblich die Funktionen von T-Zellen Angeregt durch
die Beobachtung einer erhdhten yc-Expression auf CD4+ T-Zellen bei Patienten mit
Typ-1-Diabetes (T1D) durch Seyfarth et al. (7), untersuchte diese Studie die
Auswirkungen unterschiedlicher yc-Expressionen in aktivierten naiven T-Zellen. Der
Fokus lag dabei auf den Common-y-Zytokinrezeptoren fur IL-7 und IL-2, die eine

wesentliche Rolle in der Autoimmunantwort von T-Zellen spielen.

Um die Auswirkungen der yc-Expression auf die T-Zellfunktion zu untersuchen, wurde
die yc-Expression in menschlichen primaren naiven T-Zellen mittels lentiviraler
Transduktion mit small hairpin (sh)RNAs und yc-cDNA moduliert. Drei shRNA-
Varianten mit unterschiedlicher Hemmungskraft (sh468,sh590 &sh653) und eine
cDNA-Variante wurden identifiziert und verwendet. Die yc-cDNA fuhrte zu einer
Erhdhung der yc-Expression um etwa 30%. Sh468 zeigte den starksten Effekt auf die
yc-Expression mit einer mittleren Hemmung von 83%. Sh590 hemmte die yc-
Expression um etwa 73%, wahrend sh653 die geringste Hemmung der yc-Expression
mit 52% aufwies. Aufgrund der erheblichen negativen Auswirkungen auf die T-Zell-
Uberlebensfahigkeit in vitro wurden Zellen mit sh468-induzierter niedriger yc-
Expression nicht fir weitere Untersuchungen herangezogen Um die unterschiedlichen
yc-Expressionsniveaus widerzuspiegeln, erhielten die mit cDNA transduzierten T-
Zellen die Bezeichnung "yc-high", die mit sh653 transduzierten T-Zellen die
Bezeichnung "yc-medium-low" und die mit sh590 transduzierten T-Zellen die
Bezeichnung "yc-low". Anschlielend wurden die T-Zellen mit unterschiedlicher yc-
Expression hinsichtlich ihrer Effekte auf den Phanotyp und deren Funktion nach

Aktivierung analysiert.

Zunachst wurde die Expression der yc-, IL-2Ra- und IL-7Ra-Kette in aktivierten nicht
modulierten T-Zellen untersucht. Die yc- und IL2Ra-Ketten zeigten in den ersten

Tagen einen starken Anstieg der Expression, der danach schnell wieder abnahm. Fur
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Zusammenfassung

IL7Ra wurde ein schneller Abfall der Expression bis Tag 1 festgestellt, gefolgt von
einer stetigen erneuten Expression. Eine Restimulation am Tag 3 flhrte zu einer
vorubergehenden Verringerung der IL7Ra-Expression, die sich jedoch danach erholte.
Die Modulation der T-Zellen zeigt, dass eine hohe yc-Expression (yc-high) eine
signifikant erhohte Expression der IL-2Ra Kette sowie eine erhdhte Re-Expression der
IL-7Ra Kette nach der Aktivierung induziert. Die Hemmung der yc-Expression flhrte
zu einer unterschiedlichen Beeinflussung des T-Zell-Phanotyps: yc-low T-Zellen
wiesen eine signifikant geringere Expression von IL-2Ra und IL-7Ra sowie eine
beeintrachtigte Proliferation auf. Im Gegensatz dazu zeigten yc-medium low T-Zellen
keine signifikant veranderte Expression von IL-2Ra und IL-7Ra, wiesen jedoch
ebenfalls eine beeintrachtigte Proliferation auf. Darlber hinaus sezernierten yc-high T-
Zellen signifikant hohere Konzentrationen von Effektor-Zytokinen wie IFN-y und IL-6
und zeigten eine erhdhte Phosphorylierung des Signaltransduktors und Aktivators der
Transkription 5 (STAT5) sowie eine vermehrte Phosphorylierung von pSTAT1 und
pSTAT3 nach der Aktivierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten. SchlieRlich wurde
eine schnellere Transition hin zu einem CD45RO-positiven Effektor-/Gedachtnis-
Phanotyp, bei CD4+ yc-high T-Zellen beobachtet.

Die Studie zeigt, dass eine verstarkte yc-Expression die Expression von IL-2Ra und
IL-7Ra auf aktivierten naiven T-Zellen deutlich erhdht und signifikante Auswirkungen
auf die T-Zell-Differenzierung und die Produktion von Effektor-Zytokinen hat. Dartuber
hinaus kommt es zu Veranderungen in den Zytokinsignalkaskaden.

Dies unterstreicht die Bedeutung der Regulation der yc-Expression fur die T-Zell-
Funktion und yc-vermittelte Signalwege bei Autoimmunerkrankungen, wie Typ-1-
Diabetes (T1D). Fruhere Studien hatten bereits eine erhdhte yc-Expression und ein
verandertes yc/IL-2Ra-Verhaltnis in T-Zellen von T1D-Patienten gezeigt. Die
vorliegende Studie bestatigt diese Befunde und deutet darauf hin, dass eine
Dysregulation von yc diese Veranderungen verursacht. Weitere Untersuchungen sind

erforderlich, um die Auswirkungen auf regulatorische T-Zellen zu verstehen.

VI



Summary

Summary

Common gamma chain (yc) receptor cytokines are essential for T cell differentiation
and play a central role in the pathogenesis of autoimmune diseases. The availability of
the yc receptor (CD132) for associated receptor chains significantly influences the
functions of T cells. Motivated by the observation of increased yc expression on CD4+
T cells in patients with type 1 diabetes (T1D) by Seyfarth et al. (1), this study
investigated the effects of different yc expressions in activated naive T cells. The focus
was on the common yc cytokine receptors for the cytokines IL-7 and IL-2, which play

an important role in the autoimmune response of T cells.

To investigate the effects of yc expression on T cell function, yc expression in human
primary naive T cells was modulated using lentiviral transduction with small hairpin
(sh)RNAs and yc-cDNA. Three shRNA variants with different inhibitory effects (sh468,
sh590 & sh653) and one cDNA variant were identified and used. The yc-cDNA resulted
in an approximately 30% increase in yc expression. Sh468 showed the strongest effect
on yc expression with an average inhibition of 83%. Sh590 inhibited yc expression by
about 73%, while sh653 showed the least inhibition of yc expression at 52%. Due to
the significant negative effects on T cell survival in vitro, cells with sh468-induced low
yc expression were not used for further studies. To reflect the different yc expression
levels, the T cells transduced with cDNA were designated "yc-high", those transduced
with sh653 were designated "yc-medium-low", and those transduced with sh590 were
designated "yc-low". The T cells with different yc expressions were then analyzed for

their effects on phenotype and function after activation.

First, the expression of the yc, IL-2Ra, and IL-7Ra chains was examined in activated
non-modulated T cells. The yc and IL2Ra chains showed a strong increase in
expression in the first few days, which then declined rapidly. For IL7Ra, a rapid
decrease in expression was observed until day 1, followed by a steady re-expression.
Restimulation on day 3 led to a temporary decrease in IL7Ra expression, which
however recovered thereafter. Modulation of the T cells showed that high yc
expression (yc-high) induces significantly increased expression of the IL-2Ra chain as

well as increased re-expression of the IL-7Ra chain after activation. Inhibition of yc
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expression led to a differential effect on T cell phenotype: yc-low T cells showed
significantly lower expression of IL-2Ra and IL-7Ra as well as impaired proliferation.
In contrast, yc-medium-low T cells did not show significantly altered expression of IL-
2Ra and IL-7Ra, but also showed impaired proliferation. In addition, yc-high T cells
secreted significantly higher concentrations of effector cytokines such as IFN-y and IL-
6 and showed increased phosphorylation of signal transducer and activator of
transcription 5 (STAT5) as well as increased phosphorylation of pSTAT1 and pSTAT3
after activation at different time points. Finally, a faster transition to a CD45RO-positive

effector/memory phenotype was observed in CD4+ yc-high T cells.

The study shows that enhanced yc expression significantly increases the expression
of IL-2Ra and IL-7Ra on activated naive T cells and has significant effects on T cell
differentiation and effector cytokine production. In addition, changes in cytokine
signaling cascades occur. This underlines the importance of regulation of yc
expression for T cell function and yc-mediated signaling pathways in autoimmune
diseases such as type 1 diabetes (T1D). Previous studies have already shown
increased yc expression and an altered yc/IL-2Ra ratio in T cells from T1D patients.
The present study confirms these findings and suggests that dysregulation of yc
causes these changes. Further studies are needed to understand the effects on

regulatory T cells.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1  Das humane Immunsystem

Das humane Immunsystem spielt eine entscheidende Rolle beim Schutz des
Menschen vor Krankheiten und Infektionen. Traditionell wird das Immunsystem in
zwei Hauptkomponenten unterteilt: das angeborene und das adaptive
Immunsystem.

Das angeborene Immunsystem, bestehend aus Haut, NK-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen, fungiert als erste Abwehrlinie gegenuber Pathogenen (2, 3).
Diese Komponenten ermoglichen eine schnelle und unspezifische Reaktion
gegenuber einer Vielzahl von Krankheitserregern und fremden Substanzen.

Das adaptive Immunsystem, reprasentiert durch B- und T-Zellen, spielt eine
SchlUsselrolle bei der Entwicklung spezifischer Immunantworten. Diese Antworten
werden zu einem spateren Zeitpunkt aktiviert und richten sich gezielt gegen
Pathogene (4).

Durch die enge Koordination zwischen dem angeborenen und dem adaptiven
Immunsystem wird eine umfassende und effektive Immunantwort sichergestellt, die

den Organismus vor einer Vielzahl potenzieller Bedrohungen schutzt.

1.2 T-Zellen

T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle im adaptiven Immunsystem, indem sie
ein immunologisches Gedachtnis entwickeln und so zu einer langanhaltenden
Immunitat beitragen. Die T-Zellen werden anhand der Oberflachenmolekile CD8
oder CD4 in zwei Gruppen unterteilt (5). Zu Beginn werden sogenannte Thymozyten
im Thymus gebildet und durchlaufen dort eine positive und negative Selektion. Die
Thymozyten, die diese Selektion Uberstehen, werden in die Peripherie entlassen
und als naive T-Zellen bezeichnet. Naive T-Zellen hatten noch keinen
Antigenkontakt und  zeichnen  sich  durch  ihr  Expressionsmuster
CD45RA+/CD45R0O- auf ihrer Zelloberflache aus. Sobald T-Zellen auf ihr
spezifisches Antigen treffen, verandert sich das Expressionsmuster zu CD45RA-
/CD45RO+, wie es bei praaktivierten T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen zu sehen ist

(6). Neben dem veranderten Expressionsmuster andern sich auch die funktionellen
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Eigenschaften der T-Zellen. Naive T-Zellen exprimieren hauptsachlich das Zytokin
IL-2, wahrend aktivierte T-Zellen ein breites Spektrum an Zytokinen produzieren und
aussenden.

Die CD8 T-Zellen im Immunsystem spielen eine entscheidende Rolle, indem sie
Antigene durch ihre T-Zellrezeptoren erkennen, die von anderen Zellen Uber das
MHC-I-Molekul prasentiert werden. Nach der erfolgreichen Antigenerkennung
durchlaufen die CD8 T-Zellen eine Reihe von Prozessen, darunter Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung zu Effektor-T-Zellen. Diese Effektor-T-Zellen
verwenden zytotoxische Molekule, um die Erreger zu zerstoren.

CD4 T-Zellen erkennen prasentierte Fremdpeptide iber MHC-II-Molekiile (7). Nach
der Erkennung des Antigens konnen naive CD4-T-Zellen verschiedene
Differenzierungswege einschlagen und Untergruppen von Effektorzellen bilden.
Diese Effektorzellen setzen unterschiedliche immunologische Molekile frei und
erfillen verschiedene immunologische Funktionen. Die bedeutendsten CD4-
Untergruppen sind TH1, TH2, TH17 und TFH, die ihre Zielzellen aktivieren, sowie
regulatorische T-Zellen (Treg), die das Ausmalf einer Immunaktivierung begrenzen
(8). Ein Teil der entstandenen Effektor-T-Zellen entwickelt sich zu Gedachtnis-T-
Zellen, wahrend die Mehrheit der T-Zellen eliminiert wird. Bei einer erneuten
Konfrontation mit dem spezifischen Antigen werden die Gedachtnis-T-Zellen
reaktiviert, begleitet von einer beschleunigten Proliferation. Dies fuhrt zu einer
effizienteren Eliminierung des Erregers im Vergleich zur ersten Infektion (9). Zwei
der wichtigsten Molekule in der T-Zell-Entwicklung sind die Zytokine Interleukin-2

und Interleukin-7, welche im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen.

1.2 Selbsttoleranz und Autoimmunitat

Das Immunsystem, ein komplexes Netzwerk aus Zellen und Organen, stellt die
erste Verteidigungslinie des Kdrpers gegen eindringende Pathogene, Toxine und
andere Fremdsubstanzen dar. Seine einzigartige Fahigkeit liegt in der prazisen
Unterscheidung zwischen "Selbst" und "Nicht-Selbst": kdrpereigene Strukturen
werden toleriert, wahrend Eindringlinge eliminiert werden. Im Zentrum dieses fein
abgestimmten Abwehrsystems steht die Selbsttoleranz, ein Mechanismus, der
verhindert, dass sich das Immunsystem gegen den eigenen Korper richtet (10).

Diese fundamentale Toleranz wird in den primaren lymphatischen Organen,
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Thymus und Knochenmark, etabliert. Hier werden Lymphozyten, die Vorlauferzellen
der Immunabwehr, auf ihre Selbstreaktivitat getestet (77, 72). Im Thymus erhalten
die Lymphozyten von spezialisierten Zellen wie medullaren Thymusepithelzellen,
dendritischen Zellen und Makrophagen Antigenprasentationen (712). Lymphozyten,
die korpereigene Peptide mit hoher Affinitdt binden, werden durch negative
Selektion eliminiert. So wird sichergestellt, dass autoreaktive Zellen, die
falschlicherweise korpereigene Strukturen angreifen koénnten, aus dem
Immunsystem entfernt werden. Versagt der Mechanismus der Selbsttoleranz,
kommt es zur Autoimmunitat: Das Immunsystem wendet sich gegen den eigenen
Korper und attackiert kdrpereigene Zellen und Gewebe. Dies kann eine Vielzahl von
Autoimmunerkrankungen auslosen, die durch autoreaktive T-Lymphozyten und
Autoantikorper im Blut charakterisiert sind (9, 13). Die genauen Mechanismen, die
zum Verlust der Selbsttoleranz fihren, bleiben trotz intensiver Forschung noch
weitgehend ungeklart. Die Behandlung von Autoimmunerkrankungen zielt meist
darauf ab, die Uberschiellende Immunreaktion zu unterdricken. Immunsuppressiva
oder anti-inflammatorische Medikamente kommen zum Einsatz, um die Symptome
zu lindern. Weltweit leiden schatzungsweise 100 Millionen Menschen an mehr als

80 verschiedenen Autoimmunerkrankungen (714).

1.3 Diabetes Mellitus Typ 1

Typ-1-Diabetes (T1D) ist eine Autoimmunerkrankung, die durch die Zerstérung der
pankreatischen Beta-Inselzellen (Betazellen) gekennzeichnet ist. Die Uberwiegende
Mehrheit der T1D-Patienten entwickelt die ersten klinischen Symptome im
Kindesalter, und der symptomatische Krankheitsbeginn geht mit einem massiven
Rickgang der Betazellfunktion einher (etwa 10 % der verbleibenden C-Peptid-
Serumspiegel) . Im unvermeidlichen Krankheitsverlauf nimmt die Betazellfunktion
stetig ab, was bei der Mehrheit der T1D-Patienten zu niedrigen (oft nicht
nachweisbaren) C-Peptid-Serumspiegeln fihrt. Tiermodelle und genetische Studien
verdeutlichen die wichtige Rolle autoimmunbasierter Mechanismen bei T1D. T-
Zellen sind zentrale Effektoren in der Krankheitsentstehung, und infiltrierende
autoreaktive T-Zellen charakterisieren die Entziindung der Pankreasinseln, die fir
die Zerstorung der Betazellen verantwortlich ist. Die Haufigkeit von T-Zellen, die

spezifisch fur Betazell-Epitope sind, ist bei Patienten jedoch gering, und neuere
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Studien deuten auf eine generell abweichende Effektorzellantwort bei T1D hin.
Chronisch aktivierte T-Zellen wurden bei kirzlich diagnostizierten T1D-Patienten
gefunden, aber die genaue Rolle und Bedeutung dieser T-Zellen in der
Krankheitsentstehung bleibt unklar. Aktivierte T-Zellen hatten Gedachtnis-
Effektorphanotypen und waren tberwiegend IFN-y-produzierende TH1-Zellen, aber
auch TH17-Zellen und TH1/TH17-Zellen wurden gefunden. Insbesondere TH1-
Zellen sind zentral fur die Krankheitsentstehung, aber die Ursache fur die
chronische Aktivierung bleibt unklar. T1D-assoziierte genetische Varianten weisen
auf eine moglicherweise beeintrachtigte Regulation aktivierter Effektorzellen hin.
Regulatorische T-Zellen (Tregs) haben das Potenzial, pathogene Effektorzellen zu

hemmen, aber eine beeintrachtigte Treg-Funktion wurde bei T1D festgestellt.

1.3 Die gemeinsame Gamma-Kette (yc)

Die Common Gamma-Kette (yc), auch bekannt als CD132, ist eine essenzielle
Untereinheit der yc-Rezeptorfamilie, die fur die Signaltransduktion verschiedener
Zytokine wie IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21 verantwortlich ist und eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung und dem Uberleben von T-Zellen spielt.

Die yc wurde ursprunglich als Teil des IL-2-Rezeptors (IL-2R) identifiziert. Spater
fand man bei der Untersuchung der Krankheit X-chromosomal vererbter schwerer
kombinierter Immundefizienz (X-SCID) heraus, dass die yc neben dem IL-2
Rezeptor auch andere Rezeptoren beeinflusste. Bei Patienten mit X-SCID wurden
Mutationen im IL2RG-Gen, das fur die Kodierung von yc verantwortlich ist,
festgestellt. Diese Mutationen fihren dazu, dass die Patienten weder T- noch NK-
Zellen exprimieren kdnnen, was darauf hinweist, dass yc eine entscheidende Rolle
bei der Entwicklung und dem Uberleben dieser Zellen spielt (15). Im Gegensatz
dazu zeigen andere Mutationen, die zu einer IL2-Defizienz fihren, nur verminderte
T-Zellantworten, jedoch keine Veranderungen in den Mengen an T- und NK-Zellen.
Daraus lasst sich schlieBen, dass die Mutationen nicht nur den IL-2R betreffen,
sondern auch andere Rezeptoren beeinflussen kdnnten (716). Diese Annahme
wurde in weiteren Studien verfolgt und bestatigt. Die dabei identifizierten
Rezeptoren wurden als yc-Rezeptorfamilie zusammengefasst und sind alle
Mitglieder der Typ I-Zytokin-Rezeptor-Familie.(77). Alle Rezeptoren dieser Familie
und deren zugehdrenden Zytokine haben einen wichtigen Einfluss auf das
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Immunsystem und definieren das funktionelle Schicksal von T-Zellen im Rahmen
des adoptiven Zelltransfers.

Dennoch wurde bislang keine genaueren Untersuchungen zur yc durchgefihrt, um
ihre Expressionseigenschaften, regulatorischen Mechanismen und zugehorigen
Faktoren eingehend zu erforschen. Es wurde bislang allgemein angenommen, dass
yc kontinuierlich exprimiert wird und als Adapterprotein fungiert, das bei der
Ubertragung von Zytokinsignalen beteiligt ist (77). In den letzten Jahren gab es
jedoch zunehmend Hinweise darauf, dass yc eine wichtige regulatorische und
funktionelle Rolle spielt. In dieser Arbeit liegt der Hauptfokus auf die yc-Rezeptoren
IL-2R und IL-7R bei aktivierten T-Zellen.

IL-9 IL-21

< s \J

» Proliferation und e Th2-und Tho- « Uberleben und s Th17 « Entwicklung von * Th17 & Tfh

differantation von Differenzierung Homdostase von differenzierung Gedéchtnis-CD8-T- differenzierung
T-Zellen * T-Zell-Uberleben naiven und o T-Zell Zellen
» Expansion gedachtnis T- Wachstumsfaktor
regulatorischer Zellen
T-Zellen

Abbildung 1 Die gemeinsamen Signalwege der yc-Zytokin-Familie haben einen Einfluss auf das
funktionelle Schicksal von T-Zellen im Rahmen des adoptiven Zelltransfers. Diese Zytokine, namlich IL-
2, IL4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21, interagieren mit ihren einzigartigen Zytokin-Rezeptoren. Die
Signalwege, die von diesen Rezeptoren ausgehen, fiihren zu vielfiltigen biologischen Ergebnissen, die
wiederum die Differenzierung, Effektorfunktion und Gedachtnisentwicklung von T-Zellen beeinflussen.

1.5.1 Der Interleukin-2 Rezeptor

Der Interleukin-2 Rezeptor (IL-2R) besteht aus den Untereinheiten IL-2Ra (CD25),
IL2-RB (CD122) und yc (CD132), die zusammen eine hohe Affinitdt zu IL-2
aufweisen. Jede dieser Ketten zeigt allein eine geringe bis keine Bindungsaffinitat
zu IL-2 und kann keine eigenstandige Signallbertragung vermitteln (78-20). Erst
durch die Heterodimerisierung von IL-2Rp und yc entsteht eine mittlere Affinitat zu
IL2, die in Kombination mit dem Zytokin ein effektives Signal an die Zelle vermittelt
(21, 22). Die dritte Untereinheit, CD25, ist fur die Bildung eines hoch affinen IL-2R-

5
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Komplexes notwendig (78, 23). Der vollstandige Komplex, der alle Ketten
kombiniert, zeigt die starkste Affinitat zu IL-2 und vermittelt die meisten biologischen
Effekte von IL-2 in vivo (24). Generell wird CD25 nach einer Zellaktivierung schnell
an der Zelloberflache hochreguliert und gilt daher auch als Aktivierungsmarker (25).
Aktivierte T-Zellen, regulatorische T-Zellen (Tregs) (Malek und Bayer, 2004) und
NK-Zellen (Becknell und Caligiuri, 2005) exprimieren hohe Mengen an CD25, und
die Expression des hochaffinen IL-2R ist groRtenteils auf diese Zellpopulationen
beschrankt (26, 27).

Die Bildung des IL-2-IL-2R-Komplexes fuhrt zur intrazellularen Signaltransduktion,
die die Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK) und Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K)-Signalwege, die Phosphorylierung des Signaltransduktors und
Aktivators der Transkription 5 (STATS) und die STAT5-abhangige Genregulation
aktiviert (28). Wahrend STATS nach IL-2-Bindung in allen T-Zell-Subpopulationen
ahnlich aktiviert wird, ist der PI3K-Signalweg in CD4+ und CD8+ T-Zellen
unterschiedlich aktiviert und wird in CD4+Foxp3+ Treg aufgrund der hohen

Expression der Phosphatase PTEN in diesen Zellen nicht induziert (29).

1.5.2 Der Interleukin-7 Rezeptor

Der Interleukin-7 Rezeptor (IL-7R) ist ein Heterodimer bestehend aus der IL-7Ra
Kette (CD127) und yc (CD132) (25, 30, 31). Der Interleukin-7 Rezeptor teilt sich
dabei die IL-7Ra Kette mit dem Thymus Stroma-Lymphopoietin (TSLP) Rezeptor,
wahrend die yc mit den Rezeptoren flur Interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-9, IL-15 und IL-
21 geteilt wird (32-35). Dabei unterliegt IL-7Ra einer starken Regulation wahrend
der der T-Zellentwicklung.

IL-7R wird zunachst auf gemeinsamen lymphoiden Vorlauferzellen (CLP) im
Knochenmark induziert. Sowohl hamatopoetische Stammzellen (HSCs) als auch
CLPs konnen wahrscheinlich friihe Vorlauferzellen der T-Zell-Linie erzeugen, die
keine Expression von IL-7Ra aufweisen. In den folgenden Differenzierungsschritten
wird IL-7Ra auf Doppel-Negativen-Thymozyten  exprimiert, was die
Umstrukturierung der T-Zellen-Rezeptor-Gene fordert, dann auf Doppel-Positiven-
Thymozyten herunterreguliert und schlieBlich von Einzel-Positiven-Thymozyten
wieder exprimiert. Diese wandern in die Peripherie und bilden den Pool naiver T-
Zellen (36, 37). Naive, reife T-Zellen bendtigen Signale von selbst-Peptid-MHC-
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Komplexen und IL-7, um zu Uberleben (38). Nach der Aktivierung verlieren die
meisten reifen, antigen-spezifischen T-Zellen die Expression von IL-7Ra. Nur eine
kleine Population von Effektor-T-Zellen behalt IL-7Ra an der Oberflache, was zwar
eine Markierung fur Gedachtnis-T-Zellen darstellt, sie aber nicht direkt in solche
umwandelt. (39). Der IL-7R wird vornehmlich von Zellen mit lymphoider
Abstammung, wie sich entwickelnden B- und T-Zellen, reifen T-Zellen, und
dendritischen Zellen und in geringen Mengen auch von Neuronen und Astrozyten

exprimiert.

1.6 JAK/STAT Signalstransduktion

STAT1 STATS STATS
STAT3 STAT6

STATS

Abbildung 2 Jeder Rezeptor der yc-Zytokin-Familie bildet in Kombination mit der Gamma-Ketten-
Untereinheit einen heterodimeren oder heterotrimeren Rezeptorkomplex. Durch die Bindung der
Zytokine erfolgt die Phosphorylierung von JAK1 und JAK3, was wiederum die Aktivierung von STAT-
Mitgliedern zur Folge hat. Diese aktivierten STAT-Molekiile wandern in den Zellkern und beeinflussen
dort die Expression spezifischer Zielgene.

Rezeptoren der yc Familie zeichnen sich durch das Fehlen intrinsischer
Proteinkinaseaktivitat in ihren zytoplasmatischen Domanen im Gegensatz zu den
meisten anderen Wachstumsfaktorrezeptoren aus. Daher ist die Bindung der
Januskinase 1 (JAK1) an die Zytokin-spezifischen Rezeptorketten sowie die
Assoziation von Januskinase 3 (JAK3) mit dem yc-Rezeptor von essenzieller
Bedeutung fiir die Ubertragung der durch Zytokine der yc-Familie induzierten
Signale (40, 41).
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Bislang nahm man an, dass die Bindung eines yc-Zytokins zur Vereinigung der
Zytokinrezeptoruntereinheiten fihrt und dadurch die Signaltransduktion in Gang
setzt. Jedoch verdichten sich die Hinweise, dass die Dimerisierung der Rezeptoren
bereits vor der Zytokinbindung erfolgt (42). Diese vorgeformten Rezeptoren I6sen
keine Signaltransduktion aus, da ihre extrazellularen Domanen in einer
konformationsabhangigen Weise gehemmt werden und erst durch die Bindung des
jeweiligen  Zytokins  aktiviert werden. Diese Interaktion 16st eine
Konformationsranderung in den zytoplasmatischen Doméanen der Rezeptoren aus,
wodurch die assoziierten JAK1- und JAK3-Molekule sowohl sich selbst als auch den
Rezeptor phosphorylieren. Anschlieend werden Signaltransduktions- und
Aktivator-Transkriptions-Molekule (STAT) zu den phosphorylierten Rezeptoren
rekrutiert, wo sie ebenfalls durch JAK1 und JAK3 phosphoryliert und folglich aktiviert
werden. Die yc-Familienrezeptoren initiieren vorrangig die Aktivierung von STAT1,
STAT3 und STATS, wobei STATB6 in vergleichsweise geringerem Umfang involviert
ist (43).

Nach Phosphorylierung bilden die STAT-Molekule Dimerstrukturen durch eine
bivalente Interaktion zwischen dem C-terminalen Phosphotyrosin eines Monomers
und der SH2-Domane eines anderen Monomers, was einen zentralen
Mechanismus in der yc-Familienrezeptor-vermittelten Signaltransduktion darstellt.
Das dimerisierte STAT-Molekul migriert anschlieRend in den Zellkern, wo es als
Transkriptionsfaktor agiert und die Expression zahlreicher Gene reguliert, die in
Prozesse wie Zellwachstum, Proliferation und Uberleben involviert sind. Nach
Beendigung der Zytokinstimulation am Ende einer Immunantwort unterliegen die
meisten T-Zellen einem programmierten Zelltod, der als Apoptose bezeichnet wird.
Ein Teil dieser aktivierten T-Zellen bleibt jedoch als Gedachtnis-T-Zellen Uber Jahre
hinweg funktionsfahig (44). Eine konstitutive Aktivierung dieses Signalwegs, sei es
durch genetische Mutationen oder eine verstarkte Expression von beteiligten
Molekiilen, fiihrt zu einer abnormen Proliferation und gesteigertem Uberleben der
T-Zellen (4549, 40).

Ein weiterer wichtiger Signalweg flr T-Zellen ist der Interleukin-6 induzierten
Signalweg, welcher ebenfalls auf den JAK/STAT-Signalweg beruht. IL-6 als ein pro-
inflammatorisches Zytokin spielt im angeborenen und adaptiven Immunsystem eine

wichtige Rolle. IL-6 nimmt eine essentielle Rolle bei der Immunantwort, dem
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Zelliberleben, der Apoptose und der Proliferation von T-Zellen, welche die
Immunantwort regulieren, ein (50-52).

Die intrazellulare Signaltransduktion von IL-6 erfolgt durch Transphosphorylierung
und Aktivierung von Januskinasen, welche wiederum Tyrosin in der intrazellularen
Domane phosphorylieren. Dies |6st die Rekrutierung STAT1 und STAT3 aus,
welche daraufhin phosphoryliert werden. Die phosphorylierten und dimerisierten
STAT-Molekule konnen nun in den Zellkern gelangen und dort in die Transkription
der DNA der jeweiligen Zelle eingreifen (43).

Generell spielt der JAK/STAT-Signalweg eine entscheidende Rolle in der
physiologischen Aktivierung von T-Zellen wahrend der Immunantwort, da die
Signaltransduktion von Zytokinen zur T-Zell-Aktivierung, Differenzierung und
Expansion beitragt (63, 43).

1.7 Regulierung des yc-Rezeptors

Obwohl wir bereits viel Uber die Regulierung der a-Ketten der yc-Familie wissen, ist
unser Verstandnis der Regulation des yc-Rezeptors begrenzt. Derzeit gibt es nur
wenige Erkenntnisse Uber die Regulation des yc-Rezeptors, was madglicherweise
auf ein weit verbreitetes Missverstandnis zuruckzufiihren ist. Dieses
Missverstandnis basiert auf der Annahme, dass die yc-Expression konstitutiv und
nicht durch Transkription reguliert ist. Dieser Irrtum grindet sich auf der Tatsache,
dass der yc-Promotor weder eine TATA- noch eine CAAT-Box aufweist, was darauf
hindeutet, dass er den klassischen Merkmalen eines Housekeeping-Gens
entspricht (54). Daraus wurde falschlicherweise geschlossen, dass alle
lymphatischen Zellen yc konstitutiv exprimieren.

In Kontrast dazu wurde festgestellt, dass die yc-Konzentration zwischen
verschiedenen Lymphozyten-Untergruppen variiert und sich abhangig von ihrem
Aktivierungsstatus andern kann. Wahrend der T-Zell-Entwicklung im Thymus wird
yc beispielsweise auf unreifen Doppel-Negativ-T-Zellen (DN) und Post-Selektions-
Thymozyten stark exprimiert, wahrend es auf den Pra-Selektions-Doppel-Positiv-T-
Zellen deutlich herunterreguliert ist (55, 56). Zusatzlich fuhrt die T-Zell-Aktivierung
zur Induktion der yc-Expression, wie durch TCR-Stimulation in vitro (57, 568) oder
nach Virusinfektion in vivo (59) gezeigt wurde.
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Auf der mMRNA-Ebene wurde eine neue Spleiisoform von yc in sowohl Maus- als
auch Human-T-Zellen identifiziert. Diese Isoform, bekannt als syc, kodiert fir ein
verkurztes yc-Protein, das l6slich ist und potenziell sezerniert wird. Es fungiert als
Regulator der yc-Zytokinsignalgebung und wird in aktivierten T-Zellen hochreguliert
(67). All diese Beobachtungen legen nahe, dass die Expression von yc aktiv
reguliert wird und dass ihre Regulation eine bedeutende Rolle bei der Immunantwort

von T-Zellen spielen konnte.

1.8 Die yc-Zytokine

Die Familie der gemeinsamen Zytokinrezeptor-y-Kette (yc) umfasst eine Reihe von
Zytokinen, darunter Interleukin-2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21. Diese
Zytokine haben breite pleiotrope Wirkungen auf das Immunsystem, indem sie
sowohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem beeinflussen. Sie sind
mafgeblich an der Entwicklung von verschiedenen Arten von Immunzellen beteiligt,
darunter T-Zellen, B-Zellen, naturliche Killerzellen (NK-Zellen) und angeborene
lymphoide Zellen (ILCs). Abhangig vom Kontext kdnnen diese Zytokine entweder
das Uberleben oder den Zelltod von Immunzellen férdern und die Immunantwort auf
verschiedene Weise modulieren. Diese Arbeit fokussiert sich dabei auf die Rolle der

Zytokine IL-2 und IL-7 wahrend der T-Zellaktivierung

1.8.1 IL-2

IL-2 ist ein vielseitiges Zytokin mit einem breiten Wirkungsspektrum. In T-Zellen
fuhrt die Aktivierung durch den TCR und die entsprechende Ko-Stimulation Gber
CD28 zur Produktion von IL-2 und gleichzeitig zur Hochregulierung der Expression
des hochaffinen IL-2-Rezeptors. Die Interaktion von IL-2 mit dem IL-2R treibt
wiederum die Differenzierung von Effektor-T-Zellen voran. (60). Dadurch reguliert
es die klonale Expansion von T-Zellen und beeinflusst die Proliferation sowie den
aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) aktivierter T-Zellen (67—63). Aulerdem wird
IL-2 eine Rolle bei der Differenzierung von CD4+ T-Zellen zu TH2-Zellen
nachgesagt. Dies geschieht, indem IL-2 die Transkription von IL-4 und IL-4Ra Uber
STATS fordert. Gleichzeitig ermdglicht IL-2 auch die Differenzierung zu TH1-Zellen
(64, 65). Ein weiterer wichtiger Aspekt von IL-2 besteht darin, die Entwicklung von

Tregs zu fordern. Durch seinen Einfluss auf die NK-Zellen sowie das Wachstum und
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die Proliferation von T-Lymphozyten beeinflusst IL-2 indirekt auch die Produktion
fast aller Zytokine, die von diesen Zellen produziert werden.

Ein Mangel an IL-2, CD25 oder CD122 beeintrachtigt die Anzahl und Funktion von
Tregs, was zu lymphoproliferativen und Autoimmunerkrankungen fuhren kann (66).
Interessanterweise wird STATS5 als ein wesentlicher Faktor fir die Treg-Entwicklung
betrachtet (67). In vitro kann IL-2 die Proliferation und klonale Expansion von Tregs
vermitteln, wahrend die Neutralisierung von IL-2 in vivo die klonale Expansion in
den Lymphknoten verhindert (68, 69).

1.8.2 IL-7

IL-7 spielt eine essenzielle Rolle in der Entwicklung von T-Zellen, in Bezug auf das
Uberleben von Lymphozyten, insbesondere von naiven und Ged&chtnis-T-Zellen
(70, 71). Dieser Effekt basiert auf der Expression des IL-7Ra auf diesen Zelltypen,
da sowohl naive als auch Gedachtnis T-Zellen den IL-7Ra exprimieren, wohingegen
aktivierte T-Zellen die Expression herunterregulieren (72, 73).

Die Regulation der T-Zell-Homoéostase ist malgeblich von IL-7 sowie der
Wechselwirkung zwischen dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und HLA-Klasse-II-
Molekulen abhangig. Historisch wurde angenommen, dass die Produktion von IL-7
konstant ist und wenig durch auliere Einflisse beeinflusst wird (77). Heutzutage
wird jedoch davon ausgegangen, dass eine Feedback-Schleife die IL-7-Produktion
reguliert (74). Dennoch bleibt die Annahme bestehen, dass die IL-7-Konzentration
im Wesentlichen durch den Verbrauch und nicht durch die Produktion bestimmt
wird. Da T-Zellen um die begrenzte Menge an verfugbarem IL-7 konkurrieren,
beeinflusst die vorhandene Menge an IL-7 direkt die Grof3e und Diversitat des T-
Zell-Pools. Daher ist es von entscheidender Bedeutung, dass die Expression des
IL-7R so reguliert wird, dass nur diejenigen Zellen diesen Rezeptor exprimieren, die
fur ihr Uberleben auf IL-7 angewiesen sind. Diese Form der Regulation hat
erheblichen Einfluss auf die Diversitat des gesamten T-Zell-Repertoires (75). Des
Weiteren wurde nachgewiesen, dass IL-7 und andere durch Gamma-Ketten-
Zytokine vermittelte Signale die Transkription und somit die Expression des CD8-
Korezeptors regulieren. Diese Regulation ist essenziell fiur die Steuerung der
Reaktivitat der Zellen gegenuber Selbstantigen innerhalb der Grenzen der

Selbsttoleranz (76). Wie beschrieben, wird in T-Zellen der IL-7Ra nach Aktivierung
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herunterreguliert. In dendritischen Zellen hingegen fuhrt die Herunterregulierung
von MHC-Klasse-lI-Molekulen dazu, dass CD4+ T-Zellen nicht aktiviert werden
konnen, was wiederum zu einer verminderten homdostatischen Proliferation
fuhrt.(74).

Bei einer Beeintrachtigung des IL-7-Signalwegs durch Stérungen, wie
beispielsweise Mutationen im IL-7Ra oder des JAK-Proteins, offenbaren betroffene
Individuen vergleichbare Entwicklungsdefekte in den T-Zellen, wie sie bei Patienten
mit X-SCID beobachtet werden (77). In dieser Hinsicht kdnnen die ausbleibenden
T-Zellen infolge von Mutationen in der yc ebenso auf den gestérten IL-7-Signalweg

zurtckgefihrt werden (78, 79).

1.9 Der Einfluss von yc Zytokinen in Typ1-Diabetes

In autoimmunen Erkrankungen wie Typ-1-Diabetes (T1D) spielen Dysregulationen
der IL-2- und IL-7-Signalwege eine wichtige Rolle. Diese Erkrankungen, die von
Immundefizienzen bis hin zu autoinflammatorischen Phanomenen reichen, sind auf
Unregelmaligkeiten in der Regulation von Immunantworten zurickzufihren (80,
81). Insbesondere zeigt sich bei T1D eine gestorte IL-2-Antwort, was zu einer
verminderten Funktion regulatorischer T-Zellen fuhrt und somit die Kontrolle Gber
die Generierung selbstreaktiver T-Zellen beeintrachtigt (87).

Daruber hinaus konnen erhdhte IL-7-Level oder eine gesteigerte Empfindlichkeit
von T-Zellen gegenuber IL-7 die Entstehung selbstreaktiver T-Zellen begunstigen
(7). In NOD-Tiermodellen war die Blockade der IL-7-Rezeptor-Alpha-Kette (IL-7Ra)
in der Lage, neuen Ausbruch von Diabetes zu verhindern (und rickgangig zu
machen). Effektor-T-Zellen von behandelten Tiereen produzierten weniger IFNy
und verloren die Fahigkeit, Diabetes nach adoptiver Ubertragung zu induzieren.
Dartber hinaus fuhrte die exogene Verabreichung von IL-7 zu einem Anstieg des
Diabetes bei NOD-Mausen (82, 83).

Die vorliegenden Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass Abweichungen in
der T-Zellantwort auf die Zytokine IL-2 und IL-7 einen erheblichen Einfluss auf die
Immunpathologie von Typ-1-Diabetes (T1D) haben kdnnten. Dies wurde ebenfalls
durch eine Analyse der Expression der yc-Rezeptoren in T-Zellen von T1D-
Patienten und gesunden Kontrollen untersucht (84). Interessanterweise ergab diese

Untersuchung eine signifikante Erhéhung der Expression von yc- und IL-7Ra-
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Rezeptoren in T-Zellen von T1D-Patienten im Vergleich zu den gesunden
Kontrollgruppen.

Aulerdem zeigten Gedachtnis-CD4+-T-Zellen von Patienten mit T1D keine positive
Korrelation zwischen der Expression des yc und IL-2Ra, wie sie bei gesunden
Kontrollpersonen beobachtet wurde. Da diese positive Korrelation bei naiven T-
Zellen von T1D-Patienten erhalten blieb, Iasst sich vermuten, dass T1D-spezifische
Veranderungen der yc-Expression wahrend der Bildung von Effektor- und
Gedachtnis-T-Zellen auftreten. Das Fehlen der Korrelation zwischen yc und IL-2Ra
sowie die allgemein erhdhte yc-Expression deuteten auf eine T1D-spezifische
Hochregulation von yc in T-Zellen mit niedriger oder mittlerer |IL-2Ra-Expression
hin. Diese Feststellung legt nahe, dass es bei T1D zu einer moglichen Dysregulation
in der Koordination der Expression dieser Rezeptoren kommen kdnnte, was
wiederum auf eine Stérung des zellularen Mikromilieus und der Signalwege
hindeuten, die an der Regulation der T-Zellantwort beteiligt sind. Die zugrunde
liegenden Mechanismen dieser beobachteten Diskrepanzen in der Expression von
yc und IL-2Ra bei T1D-Patienten sind derzeit Gegenstand weiterer
Untersuchungen. Es wird angenommen, dass komplexe zellulare Signalnetzwerke
und regulatorische Schleifen an der Modulation der Expression dieser Rezeptoren
beteiligt sein konnten. Daruber hinaus konnten genetische und epigenetische
Faktoren eine Rolle spielen, die die Expression und Funktion dieser Rezeptoren
beeinflussen.

Monti et al. zeigten, dass die Blockierung von IL-2Ra durch Daclizumab die
proliferative Reaktion von CD4+- und CD8+-T-Zellen auf das homoostatische
Zytokin IL-7 erhoht. Da der IL-7R sich die yc-Kette mit dem IL-2R teilt, fuhrt die
Blockierung von IL-2Ra durch Daclizumab zur verstarkten Bildung des IL-7R,
wodurch IL-7 effizienter an die Zelloberflache binden kann.(85). Diese Befunde
legen nahe, dass die Expression und Funktion dieser Rezeptoren nicht nur durch
die Verfugbarkeit ihrer ligandenspezifischen Zytokine, sondern auch durch
gegenseitige regulatorische Wechselwirkungen beeinflusst werden kdnnen.

Die vorliegenden Erkenntnisse unterstreichen die Dringlichkeit einer eingehenden
Untersuchung der molekularen Mechanismen, die der Dysregulation der Expression
von yc, IL-2Ra und IL-7Ra bei T1D zugrunde liegen. Zusammenfassend deutet die
vorliegende Evidenz darauf hin, dass das Gleichgewicht der Expressionsniveaus

von yc und IL-2Ra/IL-7Ra fur die T-Zellaktivierung, Differenzierung und Funktion
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von entscheidender Bedeutung ist. Die erhdhte yc-Expression bei T1D-Patienten
konnte daher ein zentraler Faktor in der Pathogenese dieser Erkrankung darstellen.
Eine vertiefte Kenntnis dieser Prozesse kdnnte nicht nur zu einem umfassenderen
Verstandnis der Pathogenese von T1D fuhren, sondern auch potenzielle

therapeutische Ansatze zur Modulation dieser Zytokinrezeptoren aufzeigen.

1.10 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, ein in vitro Modell mit modulierter yc-Expression
durch lentivirale Transduktion zu etablieren, um die Auswirkungen variierender yc-
Rezeptor-Expression eingehend zu untersuchen. Im Rahmen dieser Studie erfolgt
eine umfassende Analyse der Entwicklungs- und Aktivierungsabhangigkeiten,
wobei insbesondere die Interaktionen zwischen yc und den Rezeptoren IL-2R sowie

IL-7R im Fokus stehen. Die spezifischen Ziele dieser Arbeit sind:

1.) Etablierung eines in vitro-Modells in primaren T-Zellen mit modulierter yc-
Expression.

2.) Charakterisierung der Auswirkungen der yc-Modulierung mittels lentiviraler
Transduktion auf den T-Zell-Phanotyp.

3.) Untersuchung der Effekte unterschiedlicher yc-Expression auf T-Zell-
Aktivierung, Differenzierung, Uberleben und Reifung

4.) Analyse der Auswirkungen der yc-Modulierung auf die Zytokinsignalgebung

und die freigesetzten Zytokine im zeitlichen Verlauf nach T-Zell-Aktivierung.
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Abstract

Cytokines of the common-y receptor chain (y.} family are crucial for T-cell differ-
entiation and dysregulation of y. cytokine pathways is involved in the pathogene-
sis of autoimmune diseases. There is increasing evidence that the availability of
the y. receptor (CD132) for the associated receptor chains has implications for
T-cell functions. Here we studied the influence of differential y. expression on the
expression of the TL-2Ru (CD25), the IL-7Ra (CD127) and the differentiation of
activated naive T cells. We fine-tuned the regulation of y. expression in human
primary naive T cells by lentiviral transduction using small hairpin (sh)RNAs and
¥. cDNA. Differential vy, levels were then analysed for effects on T-cell phenotype
and function after activation. Differential v, expression markedly affected IL-2Ru
and TL-7Ra expression on activated naive T cells. High y, expression (yonign)
induced significantly higher expression of IL-2Ra and re-expression of IL-7Ra
after activation. Inhibition of y, caused lower IL-2Ra/IL-7Ra expression and
impaired proliferation of activated naive T cells. In contrast, Y nien T cells secreted
significantly higher concentrations of effector cytokines (ie., IFN-y, IL-6) and
showed higher cytokine-receptor induced STATS phosphorylation during initial
stages as well as persistently higher pSTAT1 and pSTAT3 levels after activation.
Finally, accelerated transition towards a CD45RO expressing effector/memory
phenotype was seen especially for CD4' Yehigh naive T cells. These results sug-
gested that high expression of y. promotes expression of IL-2Rex and IL-7Ra on
activated naive T cells with significant effects on differentiation and effector cyto-

kine expression.
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INTRODUCTION

Common-y cytokines are named after the y. chain recep-
tor chain (CD132) that is part of all receptor complexes in
this family. y. cytokines fulfil various functions in the
immune system and, especially, T-cell activation and dif-
ferentiation depend on vy, cytokines (mainly IL-2 and IL-
7) [1]. IL-2 provides the crucial third signal during T-cell
activation promoting proliferation and differentiation of
naive T cells towards effector T cells. IL-7 is central for
the survival of naive T cells and the generation of mem-
ory T cells after activation. The distinct functions of 1L-2
and IL-7 are reflected by receptor expression differ-
ences [2]. While the IL-2 receptor o-chain (IL-2Ruq,
CD25) is only moderately expressed in naive T cells,
marked up-regulation of IL-2Ra upon T-cell activation is
seen. In contrast, the IL-7 receptor a-chain (IL-7Re,
CD127) is constitutively expressed on naive T cells, is
down-regulated rapidly after T-cell activation and re-
expression of IL-7Ru is induced on long-lived memory T
cells [3]. y. is constitutively expressed on T cells and
increased expression during T-cell activation has been
described [4].

Dysregulation of IL-2 or [L-7 pathways can result in
immunopathologies like immune deficiencies, auto-
inflammatory diseases and/or auto-immunity |5, 6]. For
example, in the autcimmune disease type 1 diabetes
(T1D), an impaired IL-2 response leads to decreased regu-
latory T cell function, resulting in a loss of control over
the generation of self-reactive T cells [6]. In addition,
increased availability of IL-7 and/or higher sensitivity of
T cells to IL-7 can promote the generation of self-reactive
T cells |7]. Hence, changes in the T-cell response to both,
IL-2 and IL-7, potentially affect immunopathology.
Against this background, it was important to identify
changes in the expression of y. receptors in T cells from
patients with T1D [8]. Higher v, and IL-7Ro expression
were seen in T cells from T1D patients as compared to
healthy controls [8]. In addition, the correlation between
the expression of y. and IL-2Ra, which has been
described in T cells from healthy individuals, was dis-
rupted in children with T1D [8]. The underlying mecha-
nisms of associated IL-2Ra/vy, expression are unclear yet.
However, these results argue for the necessity of a coordi-
nated regulation to ensure fine-balanced y. and family
cytokine receptor expression. This assumption was
strengthened by Monti et al, who provided evidence that
blocking of IL-2Ra affected the availability of y. and
caused increased vy. dimerization with the IL-7Ra
chain [9]. In conclusion, previous studies support the
assumption that the relative expression levels of y. and
TL-2Rot/TIL-7Ra may be important determinants for T-cell
activation, differentiation and function.
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Our own studies showed that in vitro activation of T
cells and modulation by lentiviral transduction can be
used as a model for characterization of y. cytokine func-
tions [10]. To study the effects of differential y. expres-
sion on T-cell activation and differentiation, we
transduced primary human naive T cells after in vitro
activation with CD3/CD28 coupled beads with y, recep-
tor cDNA as well as shRNAs specific for y.. Over-
expression (Y.nen). as well as down-regulation of v,
(using two shRNAs with different capacity to inhibit
Yo expression), was performed. Effects on y. cytokine
receptors (i.e., IL-2Ra, IL-7Ra) expression, T-cell survival,
maturation, cytokine signalling, and secreted cytokines
were then analysed during the time course after T-cell
activation.

MATERIALS AND METHODS

Enrichment and in vitro activation of naive
CD4* T cells of PBMCs

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were iso-
lated from buffy coats or heparinized whole blood by
density centrifugation (Biocoll Separating Solution, Bio-
chrom) according to manufacturer’s instructions. Buffy
coats of healthy human individuals were retrieved from
the Department of Transfusion Medicine and whole
blood was taken from staff members of the Children’s
Hospital (both part of the University Hospital Duessel-
dorf). All donors provided written informed consent. The
study was approved by the ethical committee of the Med-
ical Faculty of the Heinrich-Heine-University Duessel-
dorf (ID5445).

Untouched naive T-cells were isolated from PBMC
(5 % 107) by immunomagnetic non-contact enrich-
ment (EasySept™ Human naive Pan T cell isolation
kit; Stemcell technology). An enrichment purity >98%
was confirmed by flow cytometry. For initial in vitro
T-cell activation, 1 x 10° naive T cells were cultured
per well of 96-well round bottom plates using
X-vivol5 medium (200 pL/well, Lonza) supplemented
with Penicillin (100 U/mL)/Streptomycin (100 pg/mL)
(Sigma-Aldrich) at 37°C and 5% CO,. Dynabeads
T-Activator CD3/CD28 (0.5 pL/well) (ThermoFisher)
were added and the medium was supplemented with
human recombinant IL-7 (1 ng/mL) (Sigma Aldrich).
These in vitro activated T cells were used for lenti-
viral transduction and phenotype analyses by multi-
colour flow cytometry. Different approaches of reacti-
vation were performed and the details are indicated
within the results section and the respective figure
legends.
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Multi-colour flow cytometry analysis of y.
family receptors, CD45 isoforms and STAT
phosphorylation

Cytokine receptor measurements were performed during
the time course after T-cell activation with and without
lentiviral transduction. IL-2Re and TL-7Ra expression was
determined ex vivo and on different time points thereafter
using monoclonal antibodies against CD4 (0.02 pL, clone
SK3, colour PE-Cy7, BioLegend), CD8 (0.5 uL, clone
HIT8a, colour PerCP-Cy5.5, Biolegend), y. (0.5 pL, clone
TUGh4, colour AF647, BD), IL-2Ra (0.5 pL, clone M-A251,
BV711, BioLegend), aIL-7Ra (0.2 pL, clone A019D5, PE,
BioLegend), and viability dye eF780 (eBioscience).

Isotype controls were included for y. (Clone MOPC-21,
AF488, BioLegend) to determine non-specific antibody
binding. For STAT phosphorylation analysis, STATI
(0.5 pL, clone KIKSIO803, colour PE-Cy7, Invitrogen),
STAT3 (0.5 pL, clone LUVNKLA, colour APC, Invitrogen}
and STATS5 (0,5 pL, clone SRBCZX, colour PE, Invitrogen).

For CD45RO analysis, a monoclonal antibody against
CD45R0O (0.5 uL, clone UCHLI1, colour BV711, Biole-
gend) was used.

Mean fluorescence intensity (MFI) was determined
for analysis of expression. Measurements were done
using an LSR Fortessa (equipped with blue, red, violet,
and yellow/green lasers, BD Biosciences). Data proces-
sing was performed using FlowJo software (Flowlo v10,
LLC). A representative experiment to indicate the gating
procedure is shown as Figure S1.

7. ShRNA/cDNA plasmids for lentiviral
T-cell transduction were tested in
HEK?293T-cells

For preselection of y. specific shRNAs with different
inhibitory efficacy, five commercially available candi-
dates (TRCN000Q0058468, TRCN0000058469, TRCNOOO
0058472, TRCN0000372590, TRCN0O000372591, TRCNCO
00372653; Sigma-Aldrich) were analysed by concomitant
transfection of HEK293T cells with y. ¢DNA as
described [11]. Tn brief, shRNAs were transferred into a
GFP containing Lentiviral Gene Ontology plasmid
(LeGO, kindly provided by B. Fehse, University Hospital
Eppendorf, Hamburg, Germany) as described [12]. 7.
c¢DNA was transferred into LeGO plasmids containing
eBFP. y. cDNA eBFP LeGO plasmids were then co-
transfected with shRNA plasmids or empty GFP-
containing vector constructs into HEK293T cells. After
culture (i.e., 24 h) HEK293T-cells were measured by flow
cytometry. shRNA effects on y. cDNA were calculated as
eBFP MFI differences between shRNA containing and
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the ‘empty’ GFP LeGO vector. Three shRNAs (i.e., sh468,
sh590, sh653) showed different levels of capacity to
inhibit vy, expression (data not shown) and were selected
for naive T-cell transduction.

Lentiviral transduction of naive T-cells
and in vitro time course experiments

Lentiviral transduction of activated primary naive T
cells was performed as described [11, 12] with minor
modifications. Lentiviral particles containing superna-
tants were added on day 2 after initial activation. After
overnight incubation, samples were washed and recon-
stituted in medium (for details see above) containing
CD3/CD28  activating beads (0.5 uL/well). Re-
stimulation after lentiviral transduction was included
since previous studies showed a better survival of T cells
at late time points when being restimulated after lenti-
viral transduction [11]. Expression of lentiviral plasmids
in primary T cells is detected after 2-3 days [12], which
is why the time course analyses were started on day
4 after the first T-cell activation. A LeGO control vector
(VC) expressing the same fluorescent marker as the
respective modulatory shRNA or y. cDNA was included
in all experiments. A schematic depiction of this
approach is shown as Figure la.

In vitro competitive T-cell survival assay

To analyse the functional effects of modulated y. expres-
sion, we performed a previously described assay [11]
based on concomitant transduction with lentiviruses con-
taining either shRNAs or y. cDNA together with a VC
(see above). Adjustment of added lentiviral supernatant
volumes (according to single transduction experiments)
was done to transduce comparable proportions of naive T
cells within the same culture well. Absolute numbers
have been calculated by normalizing transduced T-cell
numbers to counting beads (10 pL; 123count eBeads,
Thermo Fischer Scientific) added before flow cytometry
analysis. Measurements were performed on dé, d8, and
d10 after T-cell activation. The experimental scheme is
depicted in Figure 3b. Representative FACS-plots are
given in Figure S2.

Cytometric bead assay-based quantification
of alternative cytokines

The LEGENDplex™ Multi-Analyte Flow Assay kit
(LEGENDplex™ HU Th Cytokine Panel (12-plex)
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FIGURE 1 Time course analyses of ., IL-2Ret and [L-7Rw expression after T-cell activation and lentiviral transduction of naive T cells.
{a) Schematic depiction of naive T-cell activation, restimulation, and lentiviral transduction using a vector control. Flash symbols indicate
the time points of «CD3/aCD28 stimulation on day (d)0 (open) and d3 (grey). Blue hexagons indicate lentiviral transduction. (b, ¢) Time
course analyses of v, IL-2Ra and 1L-7Rx expression in activated CD4 ' (left panels) and CD8' {right panels) naive T cells. Results from

representative experiments are shown. Symbols and error bars indicate mean values of duplicates and standard deviations, respectively.
{b) Comparison of candidate expression with «CD3/aCD28 or without (w/o) restimulation on d3. (c} Analysis of vectar control transduction

effects on v, [L-2Ra and IL-7Ra expression.

w/VbP V02, Biolegend, USA) was used for the simulta-
neous detection of different human cytokines (i.e., IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, TL-10, TL-13, TL-17A, IL-17F, IL-
22, TFN-y, TNF-a) in culture supernatants according to
manufacturer’s instructions. Measurements were done
using an LSR Fortessa (BD). Data were analysed using
the cloud version of the Biolegend LEGENDplex Data
Analysis Software (Qognit. Inc).
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Statistical analyses

GraphPad Prism (Version 10, GraphPad Software) was
used for statistical analyses. Because of moderate num-
bers of experimental values, non-parametric distributions
were assumed. In accordance, the Wilcoxon Signed-rank
test was used to determine the significance of pairwise
comparison of modulated v. effects and VC on T-cell
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phenotype, signal transduction, and cytokine expression.
A p-value <005 was considered as statistically
significant.

RESULTS

Time course analyses of v., IL-2Ra, IL-7Ra
expression and effects of lentiviral
transduction during T-cell activation

T-cell expression of y., IL-2Ra, and IL-7Ra is regulated
during activation and differentiation. To determine
these phenotype changes and to analyse the effects of
assay-specific re-stimulation and lentiviral transduc-
tion, we performed time course phenotype analyses of
naive CD4" and CD8" T cells under distinct condi-
tions. Initial activation by CD3/CD28 cross-linking is
followed by a second addition of CD3/CD28 beads on
d3 (Figure 1a). T-cell phenotype was initially analysed
with or without re-stimulation (Figure 1b). v. and IL-
2Ru chains showed strong up-regulation within the
first days and a maximum was reached on d4
(Figure 1b). Thereafter, y. and IL-2Ra decreased rap-
idly (until d6) and vy, showed re-expression between d8
and d10 (Figure 1b). Only minor differences were seen
for y. and IL-2Ra on CD4" and CD8™ T cells when
restimulation was done on d3 (Figure 1b). For the IL-
7Ru, a rapid decrease of expression was detected until
dl and this was followed by steady re-expression
thereafter (Figure 1b). Restimulation on d3 transiently
decreased IL-7Ra expression but re-expression contin-
ued thereafter (Figure 1b).

Next, the influence of lentiviral transduction on
the phenotype of activated (and restimulated) naive T
cells was analysed starting on d4 (Figure 1c). Both,
CD4" and CD8 T cells, showed less marked y. down-

regulation as well as delayed IL-7Ro re-expression
when transduced with a wvector control (VC)
(Figure 1c). In addition, IL-2Ro expression levels
were markedly higher in transduced T cells
indicating boosted activation by lentiviral transduction
(Figure 1c). As a consequence, VC transduction was
used to control for lentiviral effects on T cells in all
further experiments.

Identification of y. specific ShRNAs
with differential inhibitory capacity
in activated naive T cells

Next, we screened commercially available shRNAs for
their capacity to inhibit y.. Three shRNAs (i.e., sh468,
sh590, and sh653) with differential capacity to inhibit
v, expression were identified on the basis of concomi-
tant transfection of HEK293T cells with vy, ¢cDNA (see
methods) and were selected for transduction of acti-
vated naive T cells. The expression of y. was then
determined for shRNAs as well as ¢cDNA and com-
pared to VC in transduced T cells (Figure 2a). The y.
cDNA caused approx. 30% (range 15%-45%) increased
v, expression and the shRNAs showed differential abil-
ities to inhibit y. expression (Figure 2a,b). Sh468 had
the strongest effect on y. expression (83% median inhi-
bition; range 75%-86%; Figure 2a,b). Sh653 had the
least inhibitory effect on y. expression (52%; range
47%-60%) and sh590 inhibited vy, expression by approx.
73% (range 65%-82%) (Figure 2a,b). Low vy, expression
induced by sh468 strongly impaired T-cell survival
in vitro and was, therefore, not included for further
experiments. According to the efficacy to modulate vy,
expression, we termed T cells transduced with the
cDNA (Yc—highl sh653 (Yc—mcdium—lnw) and sh590 ('Yc—lnw)
throughout.

FIGURE 2 v, specific small hairpin (sh)RNA and v, ¢cDNA transduction influcnce on y,, IL-2Ra and IL-7Ra expression after naive
T-cell activation. Lentiviral transduction of naive T cells with different shRNAs specific for y., v. cDNA and a vector control for flow

cytometry phenotype analysis. (a) Representative histograms depicting the flow cytometry gating procedure for the lentiviral vector markers

GFP (or BFP) are shown. Non-tranduced T cells (NT) were used as a background control. Gates with dashed lines indicate the selected
populations (i.e., GFP', BFP") for analysis of y, mean fluorescence intensity (MFI) (b) Differential expression of v, compared between

shRNAs/cDNA of y, and the vector control (set to zero line} in activated CD4' and CD8 naive T cells on day 5 is depicted as bar charts
indicating median and range of independent experiments (n = 3). (¢) Time course expression of v., [L-2Ra and IL-7Re MFI are depicted for
lentiviral transduced naive T cells with higher y pign, (cDNA) and lower ¥, (Ve medium-Tow> SN633; Ve 10w, $Sh590) as well as a vector control
(VC) from a representative experiment (connected symbol plots). Symbols and error bars indicate mean valucs of duplicates and standard
deviations, respectively. In addition, comparisons of individual time points for y., IL-2R« and TL-7Ra (all MFIs compared to VC; zero line)
expression are shown in respective bar charts. Bars indicate median and range of independent experiments (1 = 5). (d) IL-2Ra MFI
expression of CD4' and CD8 ' y, modulated naive T cells (i.e., Ve-nign Yemedium-low: Yedow, YC) after restimulation with aCD3/«CD28 beads
on day 5. Analyses were done on d6, d7, d§, d9 and d10. Flash symbols indicate the time point of restimulation with «CD3/aCD28 beads.
Differences from independent experiments (n = 5) were compared using the Wilcoxon Signedrank test and p-values below 0.05 were
considered significant. Significant differences are indicated by asterisks: * for p < 0.05, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001.
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on and
overexpression of y. on IL-2Ra and IL-7Rx
expression after T-cell activation

Next, we analysed the phenotype of yehigh, Ye-medium-tow
and v, 10w Naive CD4' and CD§' T cells during the time
course after activation. As expected, time course analyses
confirmed vy, modulation in transduced T cells
(Figure 2c; upper graphs). Notably, we detected signifi-
cant expression differences also for the IL-2Ra and the
IL-7Rx chains in both CD4 and CD8' T cells
(Figure 2¢). Yenign T cells had higher IL-2Ra expression
(as compared to VC) with significant differences until dé
for CD&" T cells and throughout for CD4% T cells
(Figure 2¢). Ye.medium-low T cells showed no significant dif-
ferences IL-2Ra expression while y.1ow had significantly
decreased IL-2Ra expression on d4, d5, and dé
(Figure 2c). For the IL-7Ra, over-expression of y, led to
significantly increased levels of re-expression from dé on
for CD4" and CD8' T cells (Figure 2¢). As for the IL-
2Ra, only yciow T cells showed significant differences and
decreased TL-7Ra re-expression was detected from d4 (for
CD4" T cells) and d5 (for CD8* T cells) {Figure 2c).

v induced differences in expression were associated
with endogenous IL-2Ra/IL-7Ra levels and rapidly
decreasing IL-2Ra expression after d4 complicated the
measurement of y. effects. To confirm these results, we
reactivated transduced T cells on d5 and determined
the effects on IL-2Ra expression thereafter (Figure 2d).
Increased IL-2Ru expression was detected after reactiva-
tion in Y.pien CD4” and CD8' T cells (Figure 2d). In
addition, decreased TL-2Ruo expression was confirmed
for y.10w whereas no differences were seen for vy.
medinmlow (Figure 2d). These results suggested promot-
ing effects of high y. on IL-2Ra and IL-7Ra expression
in CD4' and CD8' T cells after activation whereas only
very low levels of y. expression affected IL-2Ra and IL-
7Ro  expression. Next, we aimed at characterizing

functional implications of T cells with modulated v,
expression.

Lower vy, levels entail a competitive
proliferation disadvantage that cannot be
compensated by increased IL-2 availability

Differential y. expression levels may affect T-cell func-
tions including proliferation and survival. To address this
question, we initially compared the proportions of T cells
with modulated vy, expression over time. Both, Y. medium-
low and yeew T-cell proportions, decreased markedly
between d5 and d9 (Figure 3a). ycpign CD4™ T-cell pro-
portions decreased moderately and were similar to the
VC, CD8™ yenign T cells showed a moderate but not sig-
nificant increase between d5 and d9 (Figure 3a). Since
changes in the absolute cell numbers and/or culture
milieu conditions may influence these results, we used a
previously described in vitro competitive growth assay
based on concomitant transduction of T cells with a
shRNA or cDNA together with an internal VC
(Figure 3b). Difterent fluorescent dyes {i.e., GFP, eBFP)
and inclusion of count beads allowed discrimination and
quantification of T-cell subsets to compare cell growth
and survival (Figure 3b). Decreasing numbers were espe-
cially detected for CD4' ¥ mediumiow A0d Yeiow T cells
during the time course and lower numbers as compared
to the internal VC were detected for different time points
(Figure 3c¢). Only moderate differences were seen for
CD4" and CD8™ y.pign T cells and increased numbers
were only detected for CDS' Yenigh T cells on d10
(Figure 3c). Since IL-2 is well described to promote T-cell
proliferation and survival, we added recombinant IL-2 to
determine if impaired growth of Ve medium-1ow a0d Yeiow T
cells can be reverted. Interestingly, addition of IL-2 even
increased the absolute differences between v. medium-low
O Yeiow and the iVC for both, CD4" and CD8™ T cells

FIGURE 3

Effects of Y high Yemedium-low 80A Ye o €Xpression on competitive T-cell survival in vitro. (a) Changes in the proportions of

Ye-high» Yo medium-lows Yelow ad VC nafve CD4" and CD8&™ T cells between d6 and d10 of culture. (b) Schematic depiction of the competitive

cell growth in vitro assay for flow cytometry analysis of proportions and absolute numbers. This assay is based on concomitant transduction
of T cells with a vector containing a candidate modulating function (here inhibition by shRNAs specific for y, or cDNA-mediated
overexpression of y.) each together with an internal vector control (iVC) marked by different fluorescent dyes (i.e., GFP, BFP) and at

comparable proportions. Immediately before flow cytometry analyses, count beads are added to each sample to determine abseolute cell

numbers per sample. This way, T cells with differential v. expression can be compared to T cells transduced with the iVC in the same well to

analyse effects on cell numbers and proportions. Arrows indicate the time points of flow cytometry analyses. (¢) Time course analyses of

relative numbers of Ye-high Ye-medium-dows Ye-low transduced naive T cells as well as for the iVC depicted for a representative experiment

{connected symbol plots). Symbels and error bars indicate mean values of duplicates and standard deviations. Bar charts show subtracted
values of T cells with modulated vy, expression from the iVC (set to zero line) for each time point. (d) Differences of samples with modulated

¥, expression compared to iVC in the presence or absence of human recombinant 1L-2 are shown as bar charts. Analyses were done on de6,

d8, and d10. Differences from independent experiments (n = 3) were compared using the Wilkoxon Signed-rank test and p-values below
0.05 were considered significant. Significant differences are indicated by asterisks: * for p < 0.05, ** for p < 0.01, *** for p < 0.001.
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FIGURE 4 Cytokine expression and cytokine receptor signalling of Y. high, Ye-medium-lows Ye-low Na1ve T cells. (a) T-cell cytokine
concentrations were measured in the supernatant of transduced Yo pigns Ye-medium-1ows Ye-1ows and VC T cells on d6, d7, d8, d9, d10 using the Th
Cytokine 12-plex cytometric bead assay. Cytokine showing differential levels at one-time point or more (i.e., TEN-y, TL-6, 1L-5, TL-13, IL-2)
are depicted. Median values and range from 5 repeated experiments are shown. Cytokine concentrations were compared to VC transduced T
cells using the Wilcoxon Signed-rank test and p-values below 0.05 were considered significant. Significant differences are indicated by
asterisks: * for p < 0.05, ** for p < 0.01, ** for p < 0.001. (b) Phosphorylation of STAT1, STAT3, and STATS was determined in transduced
Ye-highs Ye-medium-lows Ye-lows a0d VC T cells using intracellular measurement by flow cytometry. Results from representative experiments are
shown. Symbols and error bars indicate mean values of duplicates and standard deviations, respectively. Bar charts show subtracted values
of T cells with modulated ., expression from the VC for each time point. Analyses were done on d6, d9 and d10. Differences from
independent experiments (n = 5) were compared using the Wilcoxen Signed-rank test and p-values below 0.05 were considered significant.
Significant differences are indicated by asterisks: * for p < 0.05, ** for p < 0.01, ** for p < 0.00L.

(Figure 3d). These results suggested impaired sensitivity ~ Higher effector cytokine secretion and

of T cells with low y. expression to IL-2 and negative ~ cytokine-induced STAT signalling of vc.nigh
effects of lower v, expression on the in vitro growth of T cells

CD4 and CD8" T cells. In contrast, only moderate

effects of high vy, expression on T-cell growth and survival  Activated naive T cells differentiate and develop effector
were seen. cell functions that can be measured by the secretion of

U291 SUOWWOD) DAIEAD) d[qe[dde a1 £q PALUAADT 228 SD[INIE VO S9SN [0 SA[NI 1G] AIRIQLT AU KL UO (SL

24



10

Veroffentlichung

KIM ET AL,

Insights into i

cD8+

Pl
5 —
2 61 )
> —
_ >
= o
= =
o 4 =
i 2
T9)
~ w0
9 5 2
o o

0 T T T T T

4 5 6 10
cbha+

. 4
O
=
=]
B 27
%
=
3 9
e} *
[ *‘**«-*
£ 24
=}
(&)

-4 T T T T T

4 5 [ 8 10
days

CD4+
87
5
44
= C-high
24 - vC
~7= YC-medium-low
== YC-low
0 T T T T T
4 5 6 8 10
CD4+
4
o] *
o
o e . /C-high
B yC-medium-low
z B C-low
-4 T T T T T
4 5 6 8 10
days

FIGURE 5 CD45 isoform transition of ¥ nign: Ye-mediun-low: Yelow activated naive T cells. Time course changes in expression of the
CD45R0 isoform were measured in Yenigh, Ye-medium-lows Te-laws a0d VC transduced CD4' and CD8' T cells. Only vector marker (i.e., GFP,
BFP) positive T cells were analysed. Results from representative experiments are shown. Symbols and error bars indicate mean values of

duplicates and standard deviations, respectively. Bar charts show subtracted values of T cells with modulated y,. expression from the internal
VC for each time point. Analyses were done on d4, d5, d6, d8, and d10. Differences from independent experiments (n = 5) were compared

using the Wilcoxon Signed-rank test and p-values below 0.05 were considered significant. Significant difterences are indicated by asterisks: *

for p < 0.05, ** for p < 0.01, ** for p < 0.001.

cytokines. Next, we analysed the cytokines in the super-
natant of transduced T cells at different time points
(i.e., d4, d5, d6, d8, and d10). Altogether 11 cytokines
were measured and five cytokines showed differences in
Ye modulated T cells as compared to VC transduced T
cells (Figure 4a). Notably, Ye-nigh T cells had significantly
higher concentrations of IFN-y in the supernatant at all
time points as compared to VC and vy.jow T cells
(Figure 4a). TL-6 showed a similar pattern as IFN-y being
significantly higher at all time points and most marked at
early time points (Figure 4a). IL-5 was also higher in vy
nigh T-cell supernatants throughout the time course. Two
cytokines (i.e., IL-2, IL-13) showed differences for y. jgw T
cells. IL-2 was lower at four-time points (i.e., d4, 5, 8, 10)
and IL-13 at all time points in supernatants of yeiow T
cells (Figure 4a).

Since changes in the cytokines produced by Yopign T
cells may autologously affect cytokine receptor signalling,
we next measured phosphorylation of the Signal Trans-
ducer and Activators of Transcription (STAT) family
members (i.e.,, STATI1, STAT3, STATS) at three-time
points (i.e., d6, d8, and d10). Yc. medium-low T €ells showed
no changes in STAT phosphorylation and for v, T
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cells decreased pSTAT3 levels were only detected on dé
(Figure 4b). In contrast, yopen T cells had increased
PSTATS3 levels at all time points and STATS phosphoryla-
tion was higher at d6 and decreased thereafter
(Figure 4b). STAT1 phosphorylation increased between
dé6 and d8 showing significantly higher levels in ycnigh T
cells as compared to the VC (Figure 4b). These results
suggested that changes in the cytokine milieu as a conse-
quence of high vy, expression affected cytokine receptor
signalling pathways with potential effects on the differen-
tiation of naive T cells.

High y. levels promote transition to
CD45RO0 expression in naive CD4" T cells

To determine the effect of differential y, expression on
naive T-cell differentiation, we monitored transition of
CD45 isoforms. Nafve T cells are characterized by high
expression of the CD45RA isoform and absence of the
CD45R0 isoform before activation. After activation of
naive T cells, changes in alternative splicing cause transi-
tion towards CD45R0O. CD8' T cells showed moderately
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increased CD45RO expression during the time course
and Ye medium-low aS Well as Yoo cells had lower CD45RO
levels (as compared to VC) on d8 and d10 (Figure 5).
Only moderately higher CD45RO expression was seen for
Yo-high CD8" T cells at all time points (Figure 5). In con-
trast, Yenign CD4" T cells had significantly higher
CD45R0O expression on d6, d8, and d10 as compared to
the VC (Figure 5). Similar to CD8' T cells, yo10w CD4' T
cells showed inhibitory effects on CD45 transition, with
significantly reduced levels on d8 and d10 as compared to
VC T cells (Figure 5). We concluded that differentiation
towards an effector/memory phenotype was significantly
accelerated in activated naive CD4™ T cells with high y.
expression.

DISCUSSION

Modulation of y. expression had marked effects on the
phenotype of naive T cells. yonn T cells showed
enhanced expression of IL-2Ra and re-expression of 1L-
7R at later stages whereas y.i,w T cells were lower for
both, IL-2Ra and IL-7Ra. Direct y. mediated effects as
well as indirect effects, may account for differential IL-
2Ra/IL-7Re expression. Indirect effects, for example,
caused by differences in the response to y. family
cytokines, are likely and these may cause functional dif-
ferences seen in yepigh and yeow T cells. Changes in IL-
2Ra/IL-7Ra expression, however, may also result from
differences in the direct interaction between y, and IL-
2Ru/IL-7Re. This assumption is strengthened by the fact
that both, IL-2Re¢ and IL-7Ra, show increased
(or decreased) expression levels at individual time points
but no changes in the time course expression profile.
Indirect effects on IL-2Ro/IL-7Ra expression would
potentially lead to delayed effects but this was not
detected in our assay. Moreover, y. effects were seem-
ingly dependent on endogenous IL-2Ra/IL-7Rux expres-
sion and only moderate differences were detected in the
absence of these receptors. Direct interaction of y,. and its
family cytokine receptors (i.e., dimerization with IL-7Ra,
trimerization with IL-2Ra together with the IL-2RpB) have
long been assumed to depend on prior cytokine binding.
However, there is increasing evidence that y. heteromers
are pre-formed in the absence of cytokines [13-15]. The
influence of the extracellular domains on IL-7Ra/vy.
receptor dimerization was shown [15], and recently, Cai
et al, identified binding sites in the transmembrane
domain of y. and several v, family receptors that are cru-
cial for dimerization [16]. In the absence of the respective
cytokine, dimers did not trigger signal transduction, as
they were inhibited by the extracellular domain in a
conformation-dependent manner [16]. The results of the
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present study suggested that differential expression of v,
may affect simultaneous IL-2Re and IL-7Ra expression.
One possible explanation for this would be increased sta-
bility of IL-2Ra/IL-7Ra expression as part of heteromers
formed with vy, (e.g., dimerization with y. may counteract
internalization/recycling as described for the IL-
7Ra) |17]. In this context, it is important to realize that
the affinity to y. differs between family receptors [2,
13, 14]. Two studies showed that the IL-7Ra has a high
affinity to y. and thus limits the binding of other family
cytokines to the y. chain [13, 14]. It can therefore be
assumed that different y. cytokine receptors are not
equally affected by the availability of y.. The relevance of
Y. availability for the IL-7 signalling has been shown by
Monti et al., who treated T cells with antibodies against
IL-2Ra and showed increased vy, /IL-7Ra binding and
IL-7 signalling as the consequence [9]. In addition, the
effect of y. expression on the IL-2R trimerization has
been predicted in a mathematical model [18].

v. expression effects are of great interest since immu-
nopathology as well as immunodeficiency are seen in the
context of aberrant y. expression. y. caused X-linked
immunodeficiency can be effectively treated by gene ther-
apy to regain y. functions [19]. Otr et al. showed that the
expression level of vy, is central for successful reconstitu-
tion and that requirements differ between cellular
subsets [19].

Functional changes in the T-cell response were asso-
ciated with differential y. expression in the present
study. We provided evidence that y. 0w and Ye mediom-low
T cells showed impaired survival/growth in vitro
whereas yenigh T cells showed only moderate differences
in cell growth. In contrast, we detected marked changes
in cytokine milieu and T-cell cytokine signalling in vy,
nigh T cells. STAT5 phosphorylation was higher in y pion
T cells only at the earliest time point (d3). We demon-
strated before that T1D patients with high y,. expression
on T cells had increased propoertions of IL-2 sensitive
PSTATS™ effector T-cells [8]. However, other cytokines
(e.g., TL-15) may be responsible for these differences as
STATS5 is commonly used by cytokines from the v, fam-
ily [20]. Both, STAT1 and STAT3 phosphorylation levels
were higher in yepign T cells and this suggested changes
in the cytokine milieu as a consequence of y. modula-
tion. In accordance, we detected higher effector T-cell
cytokine concentrations (i.e., IFN-y, IL-6) in the super-
natant of yenign T cells. In addition, TL-5 was higher in
the supernatant of y,.ue, T cells and this also rendered
T-cell polarization effects possible. Notably, y, effects on
effector cytokines were only seen in ycpign T cells and
this suggested the relevance of aberrant high vy, for
T-cell functions in patients with autoimmune diseases.
Of note, increased IFN-y and IL-6 in the supernatants of
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Ye-high T cells is in accordance with previous findings
that antibody-mediated inhibition of y. inhibits the
expression of IFN-y and IL-6 [21]. The functional rele-
vance of differential vy. expression for T cells was
strengthened by the fact that D47 naive Yenigh T cells
showed accelerated transition towards the CD45RO var-
iant. This suggested that high y. expression promoted
the differentiation of naive T cells towards effector and
memory T cells. Future studies will have to investigate
the underlying mechanisms and the exact role of vy.
expression levels for the differentiation of naive T cells.

The role of y,. cytokines in T-cell function and in
immunopathology of autoimmune diseases has been
studied in detail. Dysregulation of IL-2R/IL-7Ra signal-
ling was found for autoimmune diseases and this can
affect the interplay between effector and regulatory T
cells, which requires fine-balanced regulation of sensi-
tivity to IL-2 and IL-7 [6]. Immunogenetic and func-
tional immunological studies demonstrated that
dysregulation of the IL-2/IL-2R axis may impair protec-
tive regulatory T cells and contribute to the develop-
ment of autcimmune diseases [6, 22]. In contrast, IL-7
has been described to promote effector T cells and espe-
cially those with low-affinity for self-antigens depend on
IL-7 [7]. A role of y. expression in these processes was
suggested by previous studies showing increased expres-
sion of y. in autoimmune and inflammatory diseases [8,
23, 24|. A previous study of our own found higher
expression of y. and IL-7Rw in T cells from children with
T1D [8]. This study also indicated that not only expres-
sion of individual y, receptors was affected, but that the
relative expression level of v, and IL-2Ra may be impor-
tant. While T cells from healthy individuals had a posi-
tive correlation between the expression of y. and IL-
2Rw, this correlation was not detected in children with
T1D. This finding suggested that changes of y./IL-2Ra
ratios in T cells from T1D patients are likely due to vy,
dysregulation [8]. The present study strengthened the
notion that y. regulation can affect IL-2Ru expression
and can be causative for aberrant y./IL-2Ra ratios in T
cells from T1D patients. However, further studies are
needed to characterize the effects of higher . levels on
regulatory T cells, which strongly depend on IL-2 signal-
ling and play a decisive role in immunopathology
of T1D.

The mechanisms underlying differential y. expres-
sion in T cells cannot be deduced from the investiga-
tions presented here. Especially, the factors controlling
Y. regulation after T-cell activation need to be eluci-
dated. Since the lentiviral modulation performed in the
present study requires initial T cell activation, alterna-
tive approaches are needed to address this important
question in future studies.
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Diskussion

4. Diskussion

Die Studie untersucht die Rolle der yc-Expression wahrend der Aktivierung von
primaren menschlichen T-Zellen. Dabei wurde mittels cDNA-Uberexpression eine
erhohte yc-Expression in aktivierten T-Zellen (yc-high) erreicht, was zu einer
phanotypischen Veranderung fuhrte, die durch eine erhdhte Expression von IL-2Ra
und IL-7Ra gekennzeichnet war.

Die Unterdruckung der yc-Expression wurde mittels Small-Hairpin-RNA (shRNA)
gegen yc erreicht. Dabei wurden shRNA mit unterschiedlichen Effizienzstufen
verwendet. Es zeigte sich, dass die stark inhibierte yc-Expression (yc-low) zu einer
verminderten Expression von IL-7Ra und IL-2Ra in T-Zellen flihrte.

Fir die Studie wurde die Methode der Genmodulation durch lentivirale Transduktion
verwendet. Diese Methode eignete sich besonders, da sie eine vorherige Aktivierung
der T-Zellen erfordert und unsere modulierenden Zielgene effektiv in primaren T-Zellen

einbringen konnte.

Auch funktionelle Effekte konnten nachgewiesen werden. Eine erhdhte yc-Expression
scheint die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen
zu foérdern. Die Studie zeigt, dass T-Zellen mit hoher yc-Expression bessere
Uberlebens- und Wachstumseigenschaften aufweisen als solche mit niedriger yc-
Expression. Zudem wurde in diesen Zellen eine verstarkte Signalisierung der Proteine
STATS5, STAT1 und STAT3 festgestellt, was auf eine erhdhte Aktivierung und

Proliferation hinweist.

Es ist jedoch wichtig, einige Einschrankungen dieser Studie zu bertcksichtigen.
Zunachst wurden die Experimente hauptsachlich in vitro durchgefuhrt, was
maoglicherweise nicht alle Aspekte der komplexen In-vivo-Immunantwort widerspiegelt.
Darlber hinaus konzentrierte sich unsere Studie auf einen spezifischen Aspekt der yc-
Expression und ihrer Auswirkungen auf IL-2Ra und IL-7Ra. Andere potenzielle
Wechselwirkungen und Effekte kdnnten ebenfalls eine Rolle spielen und sollten in

zuklnftigen Untersuchungen berilcksichtigt werden.
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Insgesamt liefert die Studie wichtige Einblicke in die Bedeutung der yc-Expression fur

die Funktion von T-Zellen.

4.1 Veranderter phanotyp in aktivierten T-Zellen nach modulation

der yc Expression

4.1.1 yc-Expression in T-Zellen

Bislang haben sich nur wenige Studien mit der yc-Expression von T-Zellen befasst.
Dies konnte auf die vorherrschende Annahme zurickzufuhren sein, dass die yc-
Expression konstitutiv ist und nicht durch Transkription reguliert wird (32). Mehrere
Studien berichten jedoch von einer Hochregulierung der yc-Expression nach der
Aktivierung durch Zytokine und T-Zell-Rezeptoren oder wahrend Infektionen (58). Es
wurde gezeigt, dass yc intrazellular gespeichert wird und nach der T-Zell-Aktivierung

zur Plasmamembran transloziert wird.

Es kann zudem angenommen werden, dass die yc-Expression einen erheblichen
Einfluss auf die Empfindlichkeit der T-Zellen gegenuber den Zytokinen IL-2 und IL-7
hat. Dies liegt daran, dass die Signalweiterleitung dieser Zytokine von der Expression
der IL-2Ra- und IL-7Ra-Rezeptoren abhangt. Eine erhdhte yc-Expression konnte
somit die Bindungsaffinitat und Signalstarke dieser Rezeptoren verstarken, was zu
einer gesteigerten zellularen Antwort fuhrt (86). Daruber hinaus weisen erste Studien
auf eine bedeutende Rolle des gemeinsamen yc-Rezeptors und seiner I6slichen
Varianten in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen hin. Diese Varianten
konnten durch ihre Interaktion mit zirkulierenden Zytokinen und Rezeptoren die
Immunantwort modulieren und maglicherweise zur Entstehung und Aufrechterhaltung

autoimmuner Prozesse beitragen (87, 88, 57).

4.1.2 Einfluss der yc-Expression auf den Phanotyp und die Rezeptor-
Expression von naiven T-Zellen: Direkte und indirekte Mechanismen der
Regulation

Die Modulation der yc-Expression hatte ausgepragte Auswirkungen auf den Phanotyp
von naiven T-Zellen. Eine yc-Uberexpression in T-Zellen fiihrte zu einer verstarkten
Expression von IL-2Ra wahrend der Aktivierungsphase und zu einer verstarkten

Reexpression von IL-7Ra in spateren Stadien (17, 70). Eine Inhibtion hingegen zeigte
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den gegenteiligen Effekt, wahrend yc-low T-Zellen niedrigere Werte fur IL-2Ra als
auch fir IL-7Ra aufwiesen, zeigte die schwachere shRNA yc-medium low nur eine
moderat niedrigere Expression. Diese Ergebnisse zeigten eindeutige Effekte der
yc-Modulation auf den Phanotyp von T-Zellen, als auch den Einfluss von verschieden

starken Modulationseffekten (60).

Die beobachteten phanotypischen Veranderungen kénnten sowohl auf direkte als
auch indirekte yc-vermittelte Effekte zurlckzuflhren sein, die die unterschiedliche
Expression von IL-2Ra und IL-7Ra beeinflussen (70, 89). Indirekte Effekte, die
mdglicherweise durch Unterschiede in der Reaktion auf yc-Familien-Zytokine
verursacht werden, sind moglich, wurden aber in unserem Assay nicht festgestellt (76,
17, 90). Indirekte Mechanismen konnten beispielsweise veranderte Zytokin-induzierte
Signale, Transkriptionelle Regulation oder Epigenetische Modifikationen sein. Diese
indirekten Mechanismen kénnten die funktionellen Unterschiede zwischen yc-high und
yc-low T-Zellen erklaren, da variierende Reaktionsmuster auf yc-vermittelte Signale zu
differenzierten zellularen Antworten fihren kdnnen. Beispielsweise konnten yc-high T-
Zellen durch eine verstarkte Signaltransduktion eine erhohte Proliferations- und
Uberlebensfahigkeit aufweisen, wahrend yc-low T-Zellen eine abgeschwachte
Reaktion auf dieselben Zytokine zeigen und somit weniger robust in ihrer Funktion
sind. Diese Unterschiede in der zytokinvermittelten SignalUbertragung konnten somit

malfdgeblich zu den beobachteten Phanotypvariationen beitragen.

Indirekte Effekte, die potenziell zu verzégerten Veranderungen in der Expression von
IL-2Ra und IL-7Ra fihren kénnten, wurden in unserem Assay nicht festgestellt. Solche
indirekten Effekte hatten sich durch eine zeitlich verzdgerte Anderung der
Expressionsniveaus gezeigt, was jedoch nicht beobachtet wurde. Im Gegenteil es
wurde in dieser Studie beobachtet, dass sowohl IL-2Ra als auch IL-7Ra zu bestimmten
Zeitpunkten ein verandertes absolutes Expressionsniveaus aufweisen, jedoch keine
signifikanten Veranderungen im zeitlichen Verlauf des Expressionsprofils zeigen
(siehe Figure 1) (92). Diese konstante zeitliche Expression deutet darauf hin, dass die
Interaktion zwischen yc und den Rezeptoren einen unmittelbaren Einfluss auf deren
Expressionsniveau hat, unabhangig von langfristigen Modulationen. Diese

Beobachtung verstarkt die Annahme, dass die direkte Interaktion zwischen yc und den
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Rezeptoren die primare Rolle in der Regulation ihrer Expression spielt, schlie3t jedoch

einen langfristigen indirekten Effekt nicht aus (97).

Dartber hinaus scheinen die yc-vermittelten Effekte stark von der endogenen
Expression von IL-2Ra und IL-7Ra abhangig zu sein. In unseren Experimenten wurden
nur moderate Unterschiede in den durch yc ausgeldsten Wirkungen beobachtet, wenn
IL-2Ra oder IL-7Ra herunterreguliert waren. Dies legt nahe, dass die Anwesenheit von
IL-2Ra und IL-7Ra notwendig ist, um die volle Bandbreite der yc-vermittelten Effekte
zu entfalten. Ohne diese Rezeptoren sind die Modulationseffekte von yc deutlich
abgeschwacht, was die zentrale Bedeutung der direkten Interaktion zwischen yc und

IL-2Ra beziehungsweise IL-7Ra weiter hervorhebt.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Regulation der IL-2Ra- und
IL-7Ra-Expression durch yc sowohl auf direkten molekularen Interaktionen als auch
auf der endogenen Prasenz dieser Rezeptoren beruht. Weitere Studien sind
erforderlich, um die genauen Mechanismen dieser Interaktionen vollstandig zu
verstehen und die Bedeutung dieser Befunde in einem physiologischen und

pathophysiologischen Kontext zu klaren.

4.1.3 Die Bedeutung der yc-Expression und ihrer Interaktion mit
Zytokinrezeptoren fir die T-Zell-Funktion und Immunregulation

Die direkte Interaktion von yc und seinen Familienzytokinrezeptoren, wie der
Dimerisierung mit IL-7Ra und der Trimerisierung mit IL-2Ra zusammen mit IL-2R[3,
wurde lange Zeit als abhangig von der vorherigen Zytokinbindung angesehen. Es gibt
jedoch zunehmend Hinweise darauf, dass yc-Heteromere bereits in Abwesenheit von
Zytokinen vorgeformt sind (93, 94). So wurde beispielsweise gezeigt, dass die
extrazellularen Domanen einen entscheidenden Einfluss auf die Dimerisierung von IL-
7Ra und yc haben (31). Zudem identifizierten Cai et al. kurzlich Bindungsstellen in der
Transmembrandomane von yc und mehreren yc-Familienrezeptoren, die fur die
Dimerisierung entscheidend sind (42). In Abwesenheit des jeweiligen Zytokins I6sten
diese vorgeformten Dimere keine Signaltransduktion aus, da sie durch die

extrazellulare Doméane in einer konformationsabhangigen Weise gehemmt wurden.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie legen nahe, dass eine unterschiedliche yc-
Expression die gleichzeitige Expression von IL-2Ra und IL-7Ra beeinflussen kann.
Eine mdgliche Erklarung hierfir kdnnte eine erhdhte Stabilitat der IL-2Ra/IL-7Ra-
Expression als Teil von Heteromeren sein, die mit yc gebildet werden (95).
Beispielsweise konnte die Dimerisierung mit yc die Internalisierung und das Recycling
von IL-7Ra entgegenwirken, wie es in friheren Studien beschrieben wurde. In diesem
Zusammenhang ist es wichtig zu erkennen, dass die Affinitat zu yc zwischen den
verschiedenen Familienrezeptoren variiert (32). Zwei Studien zeigten, dass IL-7Ra
eine hohe Affinitat zu yc hat und dadurch die Bindung anderer Familienzytokine an die
yc-Kette begrenzt. Es kann daher angenommen werden, dass verschiedene yc-

Zytokinrezeptoren nicht gleichermalen von der Verflgbarkeit von yc betroffen sind.

Die Relevanz der yc-Verfugbarkeit fur die IL-7-SignalUibertragung wurde von Monti et
al. Demonstriert (84). In ihrer Studie behandelten sie T-Zellen mit Antikdrpern gegen
IL-2Ra, was zu einer erhdhten yc/IL-7Ra-Bindung und einer verstarkten IL-7-
SignalUbertragung fuhrte. Daruber hinaus wurde der Einfluss der yc-Expression auf
die IL-2R-Trimerisierung in einem mathematischen Modell vorhergesagt (96). Diese
Modelle legen nahe, dass die Verfligbarkeit von yc eine entscheidende Rolle bei der

effizienten Trimerisierung von IL-2R spielt und somit die Signaltbertragung moduliert.

Die Auswirkungen der yc-Expression sind von groldem wissenschaftlichem Interesse,
da sowohl Immunopathologien als auch Immundefizienzen im Zusammenhang mit
abweichender yc-Expression beobachtet werden. Eine durch yc-vermittelte
X-chromosomale Immundefizienz kann effektiv durch Gentherapie behandelt werden,
um die yc-Funktion wiederherzustellen. Orr et al. zeigten in ihren Studien, dass das
Expressionsniveau von yc entscheidend fur eine erfolgreiche Rekonstitution ist und
dass die Anforderungen hierflr zwischen den verschiedenen Zellsubtypen variieren
(97). Diese Erkenntnisse unterstreichen die Bedeutung der prazisen Regulation der
yc-Expression fur die Aufrechterhaltung einer funktionierenden Immunantwort und
bieten gleichzeitig potenzielle therapeutische Ansatze zur Behandlung von

Immundefizienzen und Immunopathologien.
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4.2 Die zentrale Rolle der yc-Expression in der Regulation von T-

Zellantworten und der Immunhomoostase

Die von IL-2Ra und IL-7Ra vermittelten T-Zellfunktionen sind stark von der
Verfugbarkeit der common gamma chain (yc) abhangig. Eine Dysregulation dieser
Signalwege wird mit einem erhodhten Risiko fur Immunpathologien in Verbindung
gebracht. Insbesondere das Zusammenspiel zwischen Effektor- und regulatorischen
T-Zellantworten erfordert eine fein abgestimmte Regulierung der Empfindlichkeit
gegenuber den Zytokinen IL-2 und IL-7 (80). Studien haben gezeigt, dass eine
Dysregulation der IL-2/IL-2R-Achse die schutzenden Funktionen der regulatorischen
T-Zellen beeintrachtigen kann, was zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
beitragen kann (80, 98, 99).

DaruUber hinaus spielt IL-7 eine entscheidende Rolle bei der Férderung von Effektor-T-
Zellen, insbesondere solchen mit geringer Affinitat fir Selbstantigene, die stark auf IL-
7 angewiesen sind (81, 100). Die Rolle der yc-Expression in diesen Prozessen wird
durch Studien unterstitzt, die eine erhdhte Expression von yc bei Autoimmun- und
entzundlichen Erkrankungen zeigten (7, 701, 17). Unsere eigenen fruheren
Untersuchungen ergaben, dass T-Zellen von Kindern mit Typ-1-Diabetes eine hohere
Expression von yc und IL-7Ra aufwiesen (7). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass sowohl das individuelle Expressionsniveau der yc-Rezeptoren als auch das
Verhaltnis zwischen yc und IL-2Ra von Bedeutung sind. Bei gesunden Personen
besteht eine positive Korrelation zwischen der Expression von yc und IL-2Ra, die
jedoch bei Kindern mit Typ-1-Diabetes nicht nachgewiesen werden konnte. Diese
Beobachtungen weisen auf eine Dysregulation der yc-/IL-2Ra-Verhaltnisse als

Bestandteil der Immunpathologie bei Typ-1-Diabetes hin.

Die komplexe Rolle von yc in der Regulation der T-Zellantworten und der
Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichts ist von zentraler Bedeutung.
Eine gestorte yc-Expression kann die Funktion der IL-2Ra- und IL-7Ra-Signalwege
direkt  beeinflussen und zur Entstehung und Aufrechterhaltung von
Autoimmunerkrankungen beitragen, indem das empfindliche Gleichgewicht zwischen
Effektor- und regulatorischen T-Zellpopulationen gestoért wird. Angesichts dieser

Befunde ist es entscheidend, die Mechanismen der yc-Expression und -Regulation
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weiter zu untersuchen, um potenzielle therapeutische Ansatze zur Korrektur von

Dysregulationen im Zytokinrezeptorsystem zu entwickeln (17).

Daruber hinaus ist es wichtig, die molekularen und zellularen Prozesse zu verstehen,
die die Expression und Funktion der yc regulieren. Die Identifikation von Faktoren, die
diese Prozesse beeinflussen, koénnte neue Zielstrukturen flr therapeutische
Interventionen liefern. Zuklnftige Forschung sollte sich auf die Interaktionen zwischen
yc und anderen Komponenten des Immunsystems Kkonzentrieren, um ein

umfassenderes Bild der immunologischen Regulation zu erhalten (700).

Die Rolle von yc ist nicht auf die T-Zellantworten beschrankt, sondern erstreckt sich
auf andere Bereiche des Immunsystems, einschlieBlich der B-Zell-Funktion und der
Entwicklung von NK-Zellen (17). Eine umfassende Untersuchung dieser Aspekte
konnte zusatzliche Einblicke in die weitreichenden Auswirkungen der yc-Dysregulation
bieten. Die Entwicklung von Modellsystemen, die die yc-Expression in verschiedenen
Immunzelltypen untersuchen, kdnnte dazu beitragen, die spezifischen Auswirkungen

der yc-Dysregulation in verschiedenen Kontexten besser zu verstehen.

Therapeutisch gesehen, konnte die gezielte Modulation der yc-Expression und -
Funktion einen vielversprechenden Ansatz darstellen. Beispielsweise konnten
Strategien zur Verstarkung der yc-Expression in bestimmten Zelltypen dazu beitragen,
die Immunantwort zu starken, wahrend eine Reduktion der yc-Expression in anderen
Kontexten nitzlich sein kénnte, um Uberschiellende Immunreaktionen zu dampfen.
Dies erfordert jedoch eine prazise Kontrolle und ein tiefes Verstandnis der zugrunde

liegenden Mechanismen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Erforschung der yc-Expression und -
Regulation ein vielversprechendes Feld ist, das das Potenzial hat, neue
therapeutische Ansatze fur eine Vielzahl von Immunerkrankungen zu eréffnen. Die
zentrale Rolle von yc in der T-Zellregulation und der Aufrechterhaltung des
immunologischen Gleichgewichts macht sie zu einem zu einem bedeutenden Fokus
fir kommende Forschungs- und Entwicklungsaktivitaten. Durch die Vertiefung unseres

Verstandnisses der yc-abhangigen Signalwege kdnnen wir moglicherweise innovative
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Behandlungen entwickeln, die das Immunsystem gezielt modulieren und so zur

Behandlung und Pravention von Autoimmunerkrankungen beitragen.

4.3 Die Rolle der yc-Expression in der Regulation der T-Zell-
Funktion und Immunantwort: Funktionelle und

Signaltransduktions-Aspekte

In der vorliegenden Studie wurden funktionelle Veranderungen der T-Zellantwort in
Abhangigkeit von der unterschiedlichen Expression des yc umfassend untersucht.
Unsere detaillierten Untersuchungen haben eindeutig gezeigt, dass T-Zellen mit
niedriger (yc-low) und moderat niedriger (yc-medium-low) Expression des yc eine
signifikant beeintrachtigte Uberlebens- und Wachstumsfahigkeit in vitro aufwiesen.
Dies deutet stark darauf hin, dass eine reduzierte Expression von yc die Vitalitat und
Proliferation dieser Zellen erheblich beeintrachtigt. Diese Beeintrachtigung konnte auf
eine verminderte Signaltransduktion und eine gestdorte Aktivierung von
Uberlebenswegen zurlickzufiihren sein, die normalerweise durch die yc-Kette
vermittelt werden (717, 7102). Eine genauere Analyse der Signalwege zeigte, dass
wichtige Uberlebenssignale, wie jene, die durch die IL-2-Rezeptor-Signalgebung

vermittelt werden, bei reduzierter yc-Expression deutlich abgeschwacht sind.

Im Gegensatz dazu zeigten T-Zellen mit hoher yc-Expression (yc-high) nur moderate
Unterschiede im Zellwachstum, was darauf hindeutet, dass eine hohe Expression von
yc das Wachstum nicht wesentlich beeinflusst. Es ist daher anzunehmen, dass vor
allem das Fehlen von yc einen starken Einfluss auf das Zellwachstum hat, wahrend
eine Uberexpression (iber den Zeitraum unserer Untersuchung keinen kurzfristigen
Effekt zeigt. Diese Unterschiede in der Zellproliferation und im Uberleben
unterstreichen die zentrale Rolle der yc-Expression in der Regulation der T-Zell-
Physiologie und betonen die kritische Bedeutung der vyc-Kette fir die

Aufrechterhaltung der T-Zell-Homdostase (69).

Zusatzlich zu diesen Beobachtungen konnten signifikante Veranderungen im
Zytokinmilieu und in der T-Zell-Zytokin-Signalgebung bei yc-high T-Zellen festgestellt

werden. Ein bemerkenswerter Befund war die erhdhte Phosphorylierung von STAT5
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in yc-high T-Zellen, die jedoch nur zum frihesten Zeitpunkt (Tag 3) beobachtet wurde.
Frihere Studien haben gezeigt, dass T1D-Patienten (Typ-1-Diabetes) mit hoher yc-
Expression in T-Zellen einen erhdhten Anteil an IL-2-sensitiven pSTAT5+-Effektor-T-
Zellen aufwiesen (7). Dies legt nahe, dass die verstarkte Signaltransduktion Gber den
STAT5-Weg zumindest teilweise durch die erhdhte yc-Expression vermittelt wird. Es
ist jedoch auch mdglich, dass andere Zytokine, wie IL-15, flr diese Unterschiede
verantwortlich sind, da STAT5 ein gemeinsamer Signalweg fir mehrere Zytokine der
yc-Familie ist (77, 103). Die Erhohung der STAT5-Phosphorylierung konnte daher auf
eine allgemein erhohte Sensitivitat der yc-high T-Zellen gegenuber mehreren yc-

Familienzytokinen und weiteren Signalen hinweisen (102).

Darlber hinaus wurden sowohl die Phosphorylierungsniveaus von STAT1 als auch
von STAT3 in yc-high T-Zellen erhoht beobachtet. Diese erhdhte Aktivierung von
STAT1 und STAT3 deutet auf Veranderungen im Zytokinmilieu als direkte Folge der
yc-Modulation hin. Die verstarkte Aktivierung dieser Signalwege koénnte auf eine
erhdhte Sensitivitat oder Konzentration von Zytokinen wie IFN-y und IL-6 hinweisen,
die fur die Aktivierung von STAT1 und STAT3 bekannt sind. Entsprechend diesen
Beobachtungen wurden im Uberstand von yc-high T-Zellen hdhere Konzentrationen
von Effektor-T-Zell-Zytokinen wie IFN-y und IL-6 nachgewiesen. Interessanterweise
wurde auch eine erhdhte Konzentration von IL-5 im Uberstand von yc-high T-Zellen
festgestellt, was auf einen moglichen Einfluss der gesteigerten yc-Expression auf die
Polarisierung der T-Zellen hinweist. Diese Veranderungen im Zytokinprofil sind von
grolier Bedeutung, da sie auf eine veranderte Immunantwort hinweisen, die durch die

modifizierte yc-Expression beeinflusst wird.

Die funktionelle Relevanz der unterschiedlichen yc-Expression bei T-Zellen wurde
durch die Beobachtung verstarkt, dass CD4+ naive yc-high T-Zellen einen
beschleunigten Ubergang zur CD45R0O-Variante zeigten. Dies deutet darauf hin, dass
eine hohe yc-Expression die Differenzierung naiver T-Zellen zu Effektor- und
Gedachtnis-T-Zellen fordert. Zukunftige Studien mussen die zugrunde liegenden
Mechanismen und die genaue Rolle der yc-Expressionsniveaus bei der

Differenzierung naiver T-Zellen weiter untersuchen.
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Die erhohte Produktion von Effektorzytokinen konnte zur Forderung einer pro-
inflammatorischen Umgebung beitragen, die die Entwicklung und Aufrechterhaltung
von Entzindungsprozessen begunstigt. Dies konnte besonders relevant sein in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, wo eine verstarkte inflammatorische
Reaktion oft eine zentrale Rolle spielt. Besonders bemerkenswert ist, dass yc-Effekte
auf Effektorzytokine ausschlieBlich bei yc-high T-Zellen beobachtet wurden. Diese
Befunde unterstreichen die Relevanz einer aberrant hohen yc-Expression fur die T-
Zellfunktionen, insbesondere bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen. Eine erhohte
IFN-y- und IL-6-Expression in den Uberstanden von yc-high T-Zellen steht im Einklang
mit frGheren Studien, die gezeigt haben, dass die durch Antikérper vermittelte
Hemmung von yc die Expression von IFN-y und IL-6 reduziert (704). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass eine hohe vyc-Expression eine pro-
inflammatorische Umgebung fordern kann, was potenziell zur Pathogenese von

Autoimmunerkrankungen beitragt (76).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die yc-Expression eine entscheidende
Rolle bei der Regulation der T-Zell-Aktivitat und der Vermittlung der Immunantwort
spielt. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Bedeutung einer prazisen yc-
Regulation fur die T-Zell-Funktion und zeigen auf, dass Veranderungen in der yc-
Expression tiefgreifende  Auswirkungen auf das Zytokinmilieu und die

Immunreaktionen haben konnen.
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4.4 Ausblick

Die vorliegende Studie liefert wichtige Erkenntnisse Uber die Rolle der yc-Expression
bei der Regulation von T-Zellantworten und Immunhomoostase. Meine Ergebnisse
legen nahe, dass eine Modulation der yc-Expression potenziell weitreichende
Auswirkungen auf den Phanotyp und die Funktion von T-Zellen hat. Es ist jedoch

wichtig, einige Einschrankungen dieser Studie zu berucksichtigen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die yc-Expression eine entscheidende
Rolle bei der Regulation der T-Zell-Aktivitat und der Vermittlung der Immunantwort
spielt. Die Unterschiede in der yc-Expression beeinflussen nicht nur das Uberleben
und das Wachstum der T-Zellen, sondern auch die Signaltransduktion und die
Zytokinproduktion, was weitreichende Auswirkungen auf die Immunpathologie und die
Entwicklung von  Autoimmunerkrankungen haben konnte. Zukunftige
Forschungsarbeiten sollten darauf abzielen, die genauen Mechanismen, durch die yc
die T-Zell-Funktion reguliert, weiter zu untersuchen, die auf die yc-Expression

abzielen, um die Immunantwort bei Autoimmunerkrankungen besser zu verstehen.

In Erweiterung dieser Erkenntnisse haben unsere Untersuchungen auch gezeigt, dass
die verstarkte Signaltransduktion Uber den STAT-Weg in yc-high T-Zellen zu einer
differenzierten Immunantwort fuhrt. Die erhéhte Phosphorylierung von STAT5, STAT1
und STAT3 deutet darauf hin, dass eine hohe yc-Expression nicht nur die
Zellproliferation unterstutzt, sondern auch spezifische Signalkaskaden aktiviert, die fur
die T-Zell-Funktion und -Differenzierung entscheidend sind. Die Tatsache, dass diese
Effekte in yc-low und yc-medium-low T-Zellen nicht beobachtet wurden, unterstreicht
die Bedeutung einer ausreichend hohen yc-Expression fir die effiziente T-Zell-

SignalUbertragung.

Daruber hinaus legen unsere Daten nahe, dass die modulierte yc-Expression

tiefgreifende Auswirkungen auf das Zytokinprofil der T-Zellen hat. Die erhdhte

Sekretion von IFN-y, IL-6 und IL-5 in yc-high T-Zellen kdnnte auf eine veranderte

Balance zwischen pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen Signalen

hindeuten. Dies kdnnte dazu beitragen, die erhdhte inflammatorische Aktivitat zu

erklaren, die haufig bei Autoimmunerkrankungen beobachtet wird. Die Identifikation
39
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dieser veranderten Zytokinmuster bietet wertvolle Einblicke in die potenziellen

Mechanismen, durch die yc zur Immunpathologie beitragt.

AbschlieRend ist festzuhalten, dass die umfassende Charakterisierung der yc-
Expression und ihrer Auswirkungen auf die T-Zell-Funktion und das Zytokinmilieu neue
Perspektiven flr das Verstandnis der Immunregulation bietet. Die Feststellung, dass
yc-high T-Zellen eine veranderte Zytokinsekretion und Signaltransduktion aufweisen,
unterstreicht die Komplexitat der yc-vermittelten Immunantworten. Zukunftige Studien
sollten darauf abzielen, die molekularen Mechanismen weiter zu entschlisseln, die
diese Veranderungen vermitteln, und mogliche therapeutische Strategien zu
entwickeln, die die vyc-Expression gezielt modulieren, um pathologische

Immunreaktionen zu verhindern oder zu mildern.

Abschlieltend lasst sich festhalten, dass diese Studie wichtige Hinweise auf die
multifunktionale Rolle der yc-Expression in der T-Zell-Biologie liefert. Die Erkenntnisse
Uber die modulierte yc-Expression und ihre weitreichenden Auswirkungen auf die T-
Zell-Funktion und die Immunantworten 6ffnen neue Wege fur das Verstandnis und die
gezielte Steuerung immunologischer Prozesse. Insbesondere die veranderten
Zytokinprofile und  Signaltransduktionswege in yc-high T-Zellen kénnten
Schlusselmechanismen sein, die bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von
Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielen. Zukunftige Forschungsarbeiten sollten
daher nicht nur die genauen molekularen Mechanismen weiter aufklaren, sondern
auch untersuchen, wie eine gezielte Beeinflussung der yc-Expression therapeutisch
genutzt werden konnte, um dysregulierte Immunantworten zu modulieren und damit
zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien flr Autoimmunerkrankungen

beizutragen.
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Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Die gemeinsamen Signalwege der yc-Zytokin-Familie haben einen
Einfluss auf das funktionelle Schicksal von T-Zellen im Rahmen des adoptiven
Zelltransfers. Diese Zytokine, namlich IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21,
interagieren mit ihren einzigartigen Zytokin-Rezeptoren. Die Signalwege, die von
diesen Rezeptoren ausgehen, fuhren zu vielfaltigen biologischen Ergebnissen, die
wiederum die Differenzierung, Effektorfunktion und Gedachtnisentwicklung von T-

Zellen beeiNflUSSEN. ... 5
Abbildung 2 Jeder Rezeptor der yc-Zytokin-Familie bildet in Kombination mit der
Gamma-Ketten-Untereinheit ~ einen heterodimeren oder  heterotrimeren
Rezeptorkomplex. Durch die Bindung der Zytokine erfolgt die Phosphorylierung von
JAKT und JAK3, was wiederum die Aktivierung von STAT-Mitgliedern zur Folge hat.
Diese aktivierten STAT-Molekile wandern in den Zellkern und beeinflussen dort die

Expression spezifischer Zielgene. ..........cueiiiiiiiiiiii e 7
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