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Zusammenfassung

Bei der adaptiven Immunantwort wird ein breites Repertoire an Effektor-T-Zellen
gebildet, das sich durch spezifische und vielfaltige funktionelle Fahigkeiten
auszeichnet. Neben der Aktivierung der Immunantwort werden Mechanismen
bendtigt, die Immunantworten regulieren und abschalten kdnnen, um unerwuinschte
Immunreaktion zu verhindern.

Die Arbeit befasst sich mit der Rolle von CD152 (CTLA-4), einem Homolog zu CD28,
bei der Begrenzung von T-Zellantworten. Die Inhibition der Proliferationsbegrenzung
der T-Zellen durch CD152 war ursprunglich auf eine spate Abschaltung der
T-Zellproliferation zurtckgefuhrt worden. Wir konnten zeigen, dass CD152 bereits die
T-Zellaktivierung abschalten kann und somit die Aktivierungsschwelle der T-Zelle
heraufsetzt. Wir konnten auch zeigen, dass CD152 die frihe T-Zellproliferation auf
zwei Ebenen inhibiert: Durch die Transkriptionsinitierung des autologen,
Proliferation-induzierenden Zytokins IL-2 und durch die Expression von G1-Kinasen,
die fur das voranschreiten des Zellzyklus unerlaBlich sind.

Bisher war es nicht mdglich, individuelle, CD152-oberflachen-exprimierende T-Zellen
zu detektieren. Um die Expression von CD152 auf der Oberflache von T-Zellen zu
analysieren, haben wir eine sensitive Farbemethode fir Oberflachen-exprimiertes
CD152 etabliert. Wir konnten damit zeigen, dass wahrend einer antigen-spezifischen
Stimulation Zellmembran-gebundenes CD152 lediglich auf einer Subpopulation von
aktivierten Zellen (CD152" T-Zellen) exprimiert wird. Isolierte, aktivierte CD152"
T-Zellen waren im Gegensatz zu aktivierten CD152" T-Zellen bei Restimulation in
ihrer Proliferation inhibiert. Dies zeigt auch, dass CD152 in der Lage ist, bereits
aktivierte T-Zellen zu inhibieren. Die heterogene Expression von CD152 auf der
Oberflache lasst vermuten, dass die CD152 exprimierenden Zellen, wenn sie ein
CD152-Signal bekommen, eine andere Zelldifferenzierung einschlagen als Zellen
ohne CD152.

Wiederholte oder chronische Aktivierung von Th-Zellen fuhrt zu einer Form von
Apoptose, dem Aktivierungs-induzierter Zelltod, gegen den Th2-Zellen resistent sind.
Aktivierte Th2-Zellen exprimieren, im Gegensatz zu Th1-Zellen, haufiger CD152 auf
ihrer Oberflache. Wir konnten zeigen, dass CD152-Kreuzvernetzung von aktivierten

T-Zellen direkt Resistenz gegen Apoptose vermittelt. Dies geschieht, indem ein



Signaltransduktionsmolekll, die PI3’Kinase, aktiviert wird. Dies fihrt zur
Inaktivierung von Apoptose-unterstiutzenden Molekulen (Phosphorylierung von
FKHRL1 und Herunterregulation von FaslL) und zur Induktion des Apoptose-
verhindernden Moleklls Bcl-2. Vermeidung von Apoptose ist eine zentrale
Voraussetzung zur Induktion von Gedachtniszellen. CD152 exprimierende Zellen

waren somit gute Kandidaten, um zu Gedachtniszellen zu differenzieren.

Um die Rolle von CD152 bei der spaten T-Zelldifferenzierung in vivo untersuchen zu

konnen, wurde das CD152 Gen konditionell in der Maus mutagenisiert.



Summary

During adaptive immune responses a broad repertoire of effector T-cells is
generated, characterized by diverse functional capabilities. Besides activation of the
immune response other mechanisms are needed in order to regulate and terminate
responses, thus preventing unwanted immune reactions.

Here | focus on the role of CD152 (CTLA-4), a homologue of CD28, in the limitation
of T-cell responses. Inhibition of T-cell-proliferation by CD152 was originally
attributed to a late regulation of the T-cell proliferation. We now show that CD152 is
already able to prevent the activation of T-cells and to set the threshold for their
activation. We also show that CD152 inhibits T-cell activation in two ways: It inhibits
the induction of the growth-factor IL-2 and it inhibits the expression of G1-kinases
mandatory for the progression of the cell cycle.

Until now, it has not been possible to detect individual T-cells expressing CD152 at
their surface. To analyze the expression of CD152 at the surface of individual cells,
we developed a sensitive staining method. Using this technique we could show that
antigen-specific stimulation of T-cells leads to the expression of surface-bound
CD152 only on a fraction of the activated T-cells. Isolated, activated CD152" T-cells
were inhibited in their proliferation whereas CD152" T cells were not. This also shows
that CD152 is indeed able to inhibit already activated T-cells. The heterogenous
expression of CD152 at the cell surface of already activated T-cells also suggests
that CD152+ T-cells will differentiate differently compared to CD152-T-cells.

Repeated or chronic activation of Th-cells leads to one form of apoptosis, activation-
induced cell death (AICD), against which Th2-cells are resistant. Activated Th2-cells
express surface CD152 at higher frequencies than Th1-cells. We show here, that
CD152-crosslinking of activated T-cells directly induces resistance against AICD by a
mechanism requiring Pl3’kinase. This leads to the inactivation of pro-apoptotic
molecules (phosphorylation of FKHRL1 and downregulation of FaslL). It also leads to
the induction of the survival molecule Bcl-2. Prevention of apoptosis is a central
prerequisite for the generation of memory cells. Therefore, surface CD152" T-cells

might be good candidates to differentiate into memory cells.

To investigate the role of CD152 during the differentiation of T-cells in vivo, the

CD152 gene was conditional mutagenese of the CD152 gene was generated.



l. Einleitung

1.  Aktivierung von T-Zellen

Die Fahigkeit Antigene spezifisch zu erkennen ist fundamental fir das adaptive
Immunsytstem. Dies erlaubt dem Organismus nicht nur gegen potentielle fremde
Pathogene zu reagieren, sondern auch fremde von koérpereigenen Komponenten zu
unterscheiden. Im Gegensatz zum Antigenrezeptor von B Zellen, die freies Antigen
binden kdnnen, erkennen T-Zellrezeptoren (TZR) ein Antigen-prozessiertes Peptid
nur im Komplex mit einem korpereigenen Molekul, dem ,Major Histo-compatibiliy
Complex® (MHC). Der TZR weist somit eine duale Spezifitat fur das Antigen und fur
das MHC-Molekul auf. Dies wird als MHC-restringierte Spezifitat bezeichnet.
Peptid/MHC Klasse | Komplexe werden von CD8, Peptid-MHC Klasse Il Komplexe
werden von CD4 T-Zellen erkannt. Durch diesen Kontakt und weitere
kostimulatorische Zell-Zell-Interaktionen sowie l6slichen Faktoren, den Zytokinen
werden die T-Zellen aktiviert; es entstehen reife T-Zellen, die ihre Effektorfunktion

ausfuhren.

Die adaptive Immunantwort wird wesentlich durch CD4" T-Zellen, den sogenannten
T Helfer Zellen, mitbestimmt. Diese lassen sich in zwei Subpopulationen unterteilen:
T Helfer Zellen vom Typ1 (Th1) und vom Typ2 (Th2). Bestimmt wird die
Differenzierung zu Typ1 oder Typ2 Zellen vor allem durch das Zytokinmilieu in dem
die naiven T-Zellen aktiviert werden. In Anwesenheit von IL-12 entwickelt sich eine
Th1-Antwort, in Anwesenheit von IL-4 wird eine Th2 Antwort initiiert. Fur die zellulare
Immunantwort sind vor allem Th1-Zellen verantwortlich, die bewirken, dass
Pathogene eliminiert werden. Th1-Zellen produzieren die Effektorzytokine IL-2 und
IFNy. Eine Fehlregulation von Th1-Immunanworten ist fur verschieden
Autoimmunerkrankungen beschrieben worden, so fur systemischen Lupus
Erythematodes (SLE), Multiple Sklerose (MS) und Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises wie Rheumatoide Arthritis. Eine Th2 Antwort steuert die humorale
Immunitat. Die produzierten Effektorzytokine der T-Zelle sind hierbei IL-2, IL-5 und
IL-10. Diese Zytokine aktivieren Mastzellen, Basophile, Eosinophile und B Zellen.
Eine Fehlregulation von Th2 Antworten flhrt ebenfalls zur Immunpathologie, z.b. bei

Reaktiver Arthritis oder Allergien.



2. Kostimulation von T-Zellen durch CD28

Wahrend einer adaptiven Immunantwort wird ein breites Repertoire an spezifischen
Effektor-T-Zellen generiert, die verschiedene funktionelle Maoglichkeiten haben.

Entscheidend fur die Generierung einer funktionellen Vielfalt von T-Zellen

APZ _ TZzelle

b .

y \/\/, Inaktivierung
cpso/cpse——4 cP152  —

T cp2s -—ﬁ‘——> Aktivierung

TZR 7 Toleranz oder

\ / Aktivierung

Abb.1.2.1: Stimulation der T-Zelle. Die T-Zelle bendtigt ein Signal uber den TZR und
ein kostimulatorisches Signal durch CD28, das uber MHC-prasentiertes Antigen und
CD80 und CD86 auf der Antigen-prasentierenden Zelle (APZ) bereitgestellt wird.
Eine Inhibition der T-Zellstimulation kann Uber CD152 erfolgen, das ebenfalls die
Liganden CD80 und CD86 auf der APZ bindet.

sind positive und inhibitorische kostimulatorische Signale, die die T-Zelle wahrend
einer Antigen-spezifischen Stimulation durch die Antigen-prasentierende Zelle (APZ)
erhalt. Dadurch wird sichergestellt, dass die Aktivierung und die Expansion der
T-Zellen nur durch professionelle APZs erfolgen kann. Die wichtigsten
kostimulatorischen Molekile sind CD28 and CD152, zwei Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie, die Rezeptoren fur solche Kostimulation darstellen
(Abb.l.2.1).

Die Aktivierung der T-Zelle wird durch ein Antigen-spezifisches Signal am T-
Zellrezeptor und ein Antigen-unspezifisches Signal durch ein kostimulatorisches
Molekdl initiiert. Das primare kostimulatorische Molekll auf T-Zellen ist CD28
(Abb.l.1.2 und Abb.l.2.2). Die Stimulation von CD28 durch einen seiner Liganden
CD80 oder CD86 auf APZs verstarkt die Aktivierung der Zelle durch Antigen,



induziert die Expression von IL-2 und Proliferation und verhindert Apoptose,
vermutlich durch die Induktion von Bcly, einem ,Uberlebens-Faktor* (Linsley und
Ledbetter, 1993; Mueller et al., 1989; Schwartz, 1992; Boise et al., 1995; Daniel et
al., 1997).

—_—

NFAT G1 Kinasgn

IL-2 mRNA
Stabilisierung

Proliferation

TN _/MAAA

IL-2 mRNA

IL-2

Abb.1.2.2: Das primare kostimulatorische Molekul auf T-Zellen ist CD28. Erfahrt eine
T-Zelle ein Signal Uber den T-Zellrezeptor und CD28, wird ihre Proliferation
eingeleitet, indem die IL-2 Transkription initiiert, die IL-2 mRNA stabilisiert und die
G1-Kinasen exprimiert werden. G1-Kinasen sind essentiell flr die Progression des
Zellzyklus.

Neben CD28 gibt es auch andere Kostimulatoren zur Aktivierung von T-Zellen
(Brunner, 1999), wie ICOS (Hutloff et al., 1999), CD30 (Vinay et al., 1998), CD27
(Lens et al., 1998), SLAM (Aversa et al., 1997), Ox40 (Weinberg et al., 1998; Higgins
et al., 1999) und 4-1BB (Hurtado et al., 1997). Diese alternativen Kostimulatoren
scheinen hauptsachlich in bestimmten Subpopulationen von T-Zellen relevant zu
sein, in voraktivierten Zellen, Th1- oder Th2-Zellen oder in CD28-negativen T-Zellen
(Watts et al.,, 1999). So sind ICOS, Ox40 und CD30 als Kostimulatoren flr
hochaktivierte T-Lymphozyten insbesondere des Typs2 beschrieben (Hutloff et al.,
1999; Flynn et al., 1998; Annunziato et al., 1998; Del Prete et al., 1995), wahrend
SLAM Typ2 Polarisation inhibiert und als Kostimulator flir T-Lymphozyten des Typs1
wirkt, wie 4-1BB (Aversa et al., 1997; Kim et al., 1998). 4-1BB scheint zudem die

kostimulatorische Rolle von CD28 in chronisch aktivierten T-Zellen zu Ubernehmen



(nicht publizierte Daten, erwahnt in Watts et al., 1999). CD27 beschleunigt allgemein
Differenzierungsprozesse und die Expansion von T-Zellen (Lens et al., 1998). Die
dargestellten kostimulatorischen Molekule unterscheiden sich dadurch, dass sie
zusammen mit ihre Liganden wahrend bestimmter Differenzierungsstadien der Zellen
dynamisch exprimiert werden. Die Vielfalt der kostimulatorischen Molekile und ihre
differentielle Expression ermdglichen eine sehr genaue Kontrolle uber Aktivierung,
Differenzierung und Effektorfunktionen der T-Zellen.

3. Abschaltung von Immunantworten

3.1 Genetische Mechanismen zur Begrenzung von Immunantworten

Bisher wurden einige Polymorphismen u.a. der Gene von Zytokinen gefunden, die zu
einer genetischen Disposition fir bestimmte Pathologien wie Allergien oder
Autoimmunerkrankungen fuhren (Daser et al., 1996). Auf der anderen Seite wurden
auch Genpolymorphismen identifiziert, z.b. eine Mutation im Gen fur CCR5, die vor
bestimmten Immunpathologien, wie einer HIV-Infektion schitzen (Samson et al.,
1996).

Bei Autoimmunerkrankungen wurden vor allem auch HLA-Allele, z.b. HLA-DR4 bei
Rheumatoider Arthritis, flr eine genetische Disposition ermittelt. HLA-Allele werden
als protektiv bezeichnet, wenn sie vermindert in der Patientengruppe gegenuber der
Kontrollgruppe auftreten (zusammengefasst in Bayrak et al., 1995). Protektive Allele
wurden bei Diabetes mellitus (IDDM) beschrieben, wo verschiedene HLA-DQ Allele
zusammen mit HLA-DR2 eine negative Assoziation bewirken. Bei Rheumatoider
Arthritis (RA) wurde eine negative Assoziation fur HLA-DR2, HLA-DR5 und HLA-DR7
gefunden. In der Maus wurden bisher zwar verschiedene Kandidaten flr protektive
Allele ermittelt, doch weder ihr Mechanismus der Schutzfunktion war bekannt, noch
war ihre Funktion in einem Krankheitsmodell gezeigt worden.

Das protektive Allel H2A® hat einen dominanten, protektiven Effekt auf die
Antikorperantwort, wenn eine Immunantwort gegen allo-4-Hydroxyphenylpurovat

Dioxigenase (HPPD) ausgelost wird. H2A" Allele fordern die Antikdrperantwort. Wir
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konnten durch Affinitatstudien zeigen, dass eine starkere Bindung des antigenen
Bereiches des Proteins an H2A® ausgeschlossen ist (Brunner et al., 1996). Durch
quantitative Polymerasenkettenreaktion konnten wir zeigen, dass wahrend der
Immunantwort in Anwesenheit des H2A*-Allels im Lymphknoten verstirkt Th2
Zytokine, in Anwesenheit des H2A’-Allels verstarkt Th1-typische Zytokine
transkribiert werden. Besonders deutlich war der Unterschied bereits 11 Stunden
nach der Immunisierung: Responstiere reagierten mit einer Ausschuttung von IL-4,
die in geschutzten Tieren verhindert war. Die Ergebnisse wurden durch eine
Blockade von IL-4 bestatigt, die eine Antikdrperantwort gegen allo-HPPD in H2A*
Mausen verhinderte.

Da auch Polymorphismen in nicht-MHC-Genen, wie z.b. IL-1, IL-2, TNFa, eine Rolle
bei immunologischen Krankheiten spielen kdnnen (Daser et al., 1996), wurde in einer
vergleichbaren Studie der genetische A/J-Hintergrund in die MHC-kongenen Mause
des C57BL/10 Stammes gekreuzt. Dadurch sollte der Einfluss von nicht-MHC-Genen
ermittelt werden (Brunner et al., 1996). Zwar fuhrte selbst bei A/J Mausen bereits ein
Allel H2A® zu einer starken Reduktion von Responstieren, doch sowohl die
Antikérperantwort als auch der frihe Anstieg der IL-4 mRNA im Lymphknoten wurde
durch eingefiihrte A/J-Gene in H2AX® Hybridmausen verstarkt.

Die Schutzfunktion von H2A® wurde in einem Krankheitsmodell fir Rheumatoide
Arthritis, der Kollagen-Induzierten-Arthritis in der Maus, untersucht (Mitchison and
Brunner, 1996). Der Krankheits-assoziierte Mausestamm DBA/1 wurde mit
verschiedenen Mausen gekreuzt, um H-2 Haplotypen einzugrenzen, die einen
Schutz gegen Kollagen-induzierte Arthritis vermitteln. Hierbei konnten wir feststellen,
dass vor allem H2A® zu einer starken Reduktion des Krankheitsausbruchs, als auch
zu einer Verminderung der Krankheitslange beitrug. Zusammenfassend konnten wir
fir das protektive H2A® Allel zeigen, dass es sich bei verschiedenen
Immunantworten als ,Schutzgen® erwiesen hat. Es liegt nahe zu spekulieren, dass
der Schutzmechanismus nicht allein durch die Epitopbindung zustande kommen
kann, sondern Differenzierungsmechanismen wirken. Eine Mdglichkeit ware, dass
die verschiedenen MHC-Allele in verschiedenen Dichten auf der Antigen-
prasentierenden Zelle exprimiert werden. Die quantitativen Unterschiede kdnnten zu
verschieden starken T-Zellstimulation fihren und damit zu einer unterschiedlichen

Differenzierung der T-Zellen (Brunner et al., 1996).
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3.2 Zellulare Mechanismen zur Begrenzung von Immunantworten

CD28 und CD152 (CTLA-4) sind Rezeptoren der Zellmembran und liegen
nebeneinander auf Chromosom 1 (Chambers et al., 1996). Die Expression von
CD152 wird durch CD3- und CD28-Signale induziert. CD152 konkurriert dann mit
CD28 um Bindung an die Liganden CD80 und CD86, wobei es eine hohere Affinitat
als CD28 hat. CD152-Signale inhibieren, durch Phosphatasen vermittelt, die
Signaltransduktion des T-Zellrezeptors (Marengere et al., 1996; Lee et al., 1998).
Aulerdem fuhren CD152-Signale zur Induktion der Expression von TGF-3, einem
Zytokin, das Immunreaktionen unterdriickt (Chen et al., 1998). CD152 spielt dadurch
eine begrenzende Rolle bei der durch den Antigenrezeptor CD3 und den
Kostimulator CD28 induzierten T-Zellaktivierung, Proliferation und Sekretion von IL-2
(Walunas et al., 1996; Krummel et al., 1996; Brunner et al., 1999).

Die fundamentale Bedeutung von CD152 flr die Begrenzung von Immunreaktionen
zeigt sich bei CD152-defizienten Mausen, die bereits wenige Wochen nach der
Geburt an einer lymphoproliferativen Storung sterben. Die CD152-defizienten
T-Zellen dieser Mause haben den Phanotyp von aktivierten T-Lymphozyten,
proliferieren spontan ex vivo (Waterhouse et al., 1995; Tivol et al., 1995; Chambers
et al., 1996) und infiltrieren u.a. die Leber, sogar nach dem Transfer in einen neuen
Wirt (Bachmann et al., 1999). Diese Lymphoproliferation ist abhangig von Antigen
und CD28-Kostimulation, denn in monospezifischen, T-Zellrezeptor-transgenen
Mausen und in solchen, in denen CD80 und CD86 durch ein CD152-Immunglobulin-
Fusionsprotein geblockt sind, findet die exzessive Lymphoproliferation nicht statt
(Tivol et al., 1997). In Mausmodellen konnte auch gezeigt werden, dass CD152 an
pathologischen Immunreaktionen beteiligt ist. Durch Administration von aCD152
Antikoérper wird die Immunreaktion gegen Parasiten verstarkt (McCoy et al., 1997),
ebenso wie die TumorabstoRung (Leach et al., 1996). Bei dem Mausmodell fir
Multiple Sklerose Experimenteller Autoimmune Encephalomyelitis sowie bei Diabetes
in NOD-Mausen wird der Ausbruch der Krankheiten durch Administration von
aCD152 Antikérpern verstarkt und beschleunigt (Hurwitz et al., 1997; Luhder et al.,
1998).
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Neben CD152 gibt es noch andere Wege der Deaktivierung von T-Lymphozyten.
PD-1, das einzige weitere inhibitorische Molekul auf T-Zellen, ist allerdings auch auf
B Zellen exprimiert. Ein PD-1-Signal wahrend einer Stimulation der T-Zelle durch
aCD3 and aCD28 inhibiert die T-Zellaktivierung, -proliferation und die
Zytokinproduktion. Mause mit einer genetischen Deletion von PD-1 entwickeln
Autoimmunerkrankungen, die durch hohe Antikorperkonzentrationen im Bilut
charakterisiert sind. Terminal ist die Induktion der Apoptose durch das Fas/Fas-
Ligand System (Moulian et al., 1998). Defekte im Fas/FasL-System konnen zu
chronischen Autoimmunkrankheiten fuhren (Hanig et al., 1997). Pleiotrop
inaktivierend kénnen Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10) und Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) wirken (Weiner et al., 1997; Letterio et al., 1998).

CD152 ist an zentralen Signaltransduktionswegen beteiligt, die Toleranzinduktion,
Zellzyklus, Zelltod, Zytokinproduktion und Differenzierung von T-Zellen regulieren.
Einige Daten deuten sogar darauf hin, dass durch Antigen und Kostimulation
aktivierte T-Zellen durch CD152-Signale zu Gedachtniszellen werden kdnnten, weil
sie durch CD152 im Zellzyklus arretiert und durch CD28 vor Apoptose geschutzt
werden (Krummel et al., 1996; Blair et al., 1998; Chen et al., 1998; Brunner et al.,
1999). Im folgenden werden eigene Arbeiten zu den beschriebenen Aspekten im
Zusammenhang mit CD152 untersucht, die die fundamentale Rolle von CD152 fur
die Regulation der adaptiven Immunantwort noch starker betonen. Die Kenntnis der
diese Vorgange regulierenden Mechanismen ist flir das Verstandnis der
Atiopathogenese von Entziindungsprozessen und die Entwicklung von

Therapiestrategien wesentlich.
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Il. Die Rolle von CD152 bei der Abschaltung von Immunantworten

1. CD152 inhibiert friuhe Mechanismen der primaren T-Zell-
aktivierung

Die Aktivierung und Differenzierung von T-Lymphozyten unterliegt einer strikten
Kontrolle, um Toleranz gegen Selbstantigene, Reaktivitat gegen Fremdantigene und
Effektivitat der Reaktion gegen Pathogene zu gewahrleisten. Die Kontrolle wird im
wesentlichen durch Antigen-prasentierende Zellen und andere Lymphozyten
ausgeubt, durch MHC-Restriktion, Kostimulation und Zytokine. CD152 (CTLA-4) ist

das bedeutendste bekannte negativ-kostimulatorische Molekl fir T-Lymphozyten.
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Abb. I1.1.1: CD152-Kreuzvernetzung verhindert die IL-2 Transkription. Es wurden
transgene Mause verwendet, die den |IL-2 Promotor vor einem Luziferasegen tragen.
Nach der T-Zellaktivierung von CD4" T-Zellen in vitro wurde die Luziferaseaktivitat
gemessen, die der Transkriptionsaktivitat des IL-2 Promotors entspricht.

Den Mechanismus der durch CD152 vermittelten Inhibition der T-Zellaktivierung
haben wir zunachst in vitro untersucht. Wir konnten zeigen, dass die
Kreuzvernetzung von CD152 durch Antikdrper die Akkumulation von IL-2 mRNA in
den aktivierten T-Zellen verhindert. Dieser Effekt beruht nicht auf einer
Destabilisierung der IL-2 mRNA sondern auf einer Inhibition der Initiierung der
Transkription des IL-2 Gens (Abb. I1.1.1). Der IL-2 Promoter hat 5 Bindungsstellen fur
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Transkriptionsfaktoren der "Nuclear Factors of Activation of T cells" -Familie
(NF-ATp, NF-ATc, NF-AT3 und NF-AT4). Alle Bindungsstellen miussen besetzt sein,
damit IL-2 Transkription initiiert wird. Da wir zeigen konnten, dass CD152
Kreuzvernetzung die Translokation von NF-AT in den Zellkern verhindert, kdnnte die
inhibierende Wirkung von CD152 auf die IL-2 Transkription zumindest teilweise durch
diese Inhibition der NF-AT Translokation erklart werden (Brunner et al., 1999).

Die Proliferationsbegrenzung der T-Zellen durch CD152 war ursprunglich allein auf
die Inhibition der Expression des autologen, Proliferation-induzierenden Zytokins IL-2
zuruckgefuhrt worden. Wir konnten jedoch zeigen, dass CD152 auch die Expression
der Zellzyklusregulatoren Zyklin D3, cdk4 und cdk6 hemmt, wobei zumindest die
Expression von CDK6 unabhangig von IL-2 ist. Die IL-2 unabhangige Inhibition der
T-Zellproliferation durch CD152 konnten wir dadurch bestatigen, dass sie sich durch
Zugabe von IL-2 nicht aufheben liel3. CD152 inhibiert also die aktivierungsinduzierte
T-Zellproliferation auf zwei Ebenen: Durch IL-2 Transkriptionsinitierung und durch

die Expression von G1-Kinasen (Abb. 11.1.2).

TZR CD28 CD152

NFAT

L2m@%\\\“

N %
IL 8 um
M AAA

Abb. 11.1.2: CD152 inhibiert die Proliferation der T-Zelle auf zwei Ebenen.

Bei einer Stimulation der T-Zelle mit aCD3, aCD28 und aCD152, inhibiert CD152 a)
NF-AT Akkumulation im Nukleus und b) die Expression von G1-Kinasen, die fir das
Fortschreiten des Zellzyklus notwendig sind. Die CD28-induzierte mRNA-
Stabilisierung ist durch ein CD152-Signal nicht beeinflusst.
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2. Die heterogene Expression von membranstandigem CD152 auf
aktivierten T-Zellen fuhrt zu einer Diversifikation der klonalen
T-Zellproliferation

Auf  T-Lymphozyten ist membranstandiges CD152 durch konventionelle
Immunfluoreszenz selbst 48 Stunden nach Beginn der T-Zellaktivierung kaum
nachweisbar (Krummel et al., 1996, siehe Abb. I1.2.1 A). Wir wissen jedoch, dass
CD152, obwohl es zu diesem Zeitpunkt kaum nachweisbar ist, die Proliferation der
T-Zellen bereits inhibieren kann. Wir haben eine hochsensitive Farbemethode fur
den immunfluoreszenten Nachweis von Oberflachenproteinen entwickelt, den
magnetofluoreszenten Liposomen (Scheffold et al., 1996). Diese Technologie erlaubt
den Nachweis von weniger als 100 Molekulen einer Art pro Zelle (Scheffold et al.,
1999) und bietet damit gegenuber konventioneller Immunfluoreszenz eine mehr als
100fach empfindlichere Nachweisgrenze. Liposomen-Farbungen von aktivierten
T-Lymphozyten auf CD152 (Abb. I1.2.1 B) zeigen, dass CD152 von diskreten
Subpopulationen exprimiert wird. Wir sind erstmals in der Lage, individuelle CD152-
exprimierende Zellen auch zytometrisch darzustellen und fur funktionelle
Untersuchungen zu isolieren.

Milzzellen wurden fir 48 Stunden mit 1ug/ml ConcavalinA stimuliert (Abb. 11.2.1). Es
sind die B220" T-Zellen dargestellt, die sich hauptséchlich aus CD4" und CD8"
T-Zellen zusammensetzen. A) Diese T-Zellen wurden mit aCD152 Dig und einem
aDig FITC gekoppelten Antikdrper markiert und zytometrisch analysiert. Es waren
2% CD152" Zellen erfasst worden (weie Kurve). Es ist nicht erkennbar, ob die
gesamte Population angefarbt ist. B) Die T-Zellen wurden mit aCD152 Dig und aDIG
besetzten mangnetofluoreszenten Liposomen gefarbt. Es ist eine CD152"
Zellpopulation erkennbar, die 15% der T-Zellen ausmacht. C) Die Farbung in B)

wurde durch unmarkierten aCD152 Antikdrper im Uberschuss geblockt.
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Abb. 11.2.1: Zytometrische Darstellung von individuellen T-Zellen mit

membrangebundenem CD152 (siehe Text).

Naive OVA-TZR' T-Zellen (CD62L", CD4") wurden mit magnetischer Zellsortierung
(MACS) isoliert (Abb. 11.2.2), fur 48 h mit bestrahlten Antigen-prasentierenden Zellen
(APZ) und OVAsz3339 aktiviert und mit unserer sensitiven Farbung fur CD152
markiert (oben), isoliert und in getrennten Fraktionen mit APZ und Antigen
restimuliert (unten). Zwei Tage nach Restimulation wurde die Proliferation der
Fraktionen anhand der CFSE-Farbung detektiert. CD152" T-Zellen (rechts unten)
waren im Gegensatz zu CD152" T-Zellen (links unten) refraktar gegenuber einer
Antigen-spezifischen Restimulation.

Die unterschiedliche Expression von membranstandigem CD152 auf aktivierten
T-Zellen lasst vermuten, dass CD152" und CD152" T-Zellen verschiedene
funktionelle Bestimmungen auszuflhren haben. Dies kdnnte besonders wichtig flr
die adaptive Immunantwort sein, denn die Generierung von T-Zellen mit
verschiedenen Effektorfunktionen ist eine grundlegende Eigenschaft der adaptiven
Immunantwort. Isolierte, aktivierte CD152" T-Zellen waren im Gegensatz zu
aktivierten CD152" T-Zellen bei Restimulation in ihrer Proliferation inhibiert. Diese
heterogene Expression von CD152 auf aktivierten T-Zellen gewahrleistet die
Mannigfaltigkeit einer klonalen T-Zellantwort.

Unsere Daten zeigen auch, dass CD152 tatsachlich in der Lage ist, bereits
aktivierte, individuelle T-Zellen zu inhibieren. CD152 kénnte demnach sehr wohl auch
etablierte, ,laufende“ Immunantworten, wie sie bei chronischen Entzindungen

vorliegen, regulieren.
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Abb. 11.2.2:Aktivierte, individuelle CD152" T-Zellen sind refraktar gegentiber einer
Antigen-spezifischen Restimulation (siehe Text).
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3. Resistenz gegen Zelltod in T Helfer (Th)1- und Th2-
Effektorzellen wird durch CD152 vermittelt

Eine Kinetik der Expression von Zellmembran-gebundenem CD152 auf Th1- und
Th2-Zellen zeigte, dass Th2-Zellen nach Restimulation wesentlich haufiger CD152
exprimieren als Th1-Zellen, vor allem nach Restimulation (Abb. 11.3.1). Die
differentielle CD152-Expression auf Th1- und Th2-Zellen lasst auf eine wichtige Rolle
von CD152 bei Th2-Zellen schliel3en.
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Abb. 11.3.1: Th2-Zellen exprimieren nach Restimulation haufiger CD152 auf ihrer
Oberflache als Th1-Zellen. Die Zellen wurden unter Th1-, bzw. Th2-Bedingungen
kultiviert und die CD152-exprimierenden T-Zellen mit Hilfe unserer sensitiven
Farbemethode identifiziert. Die Haufigkeit CD152 exprimierender T-Zellen ist in einer
primaren (links) und sekundaren (rechts) Stimulation tUber der Zeit angegeben.

Da ein wichtiger Unterschied in der Regulation der Th1-Th2 Hoemeostase der
Aktivierungs-induzierte Zelltod ist, wurde die Rolle von CD152 beim Aktivierungs-
induzierten Zelltod untersucht. Es ist bereits bekannt, dass Th1-Zellen empfanglich
fur Aktivierungs-induzierten Zelltod sind, wohingegen Th2-Zellen resistent sind. Wir
konnten zeigen, dass eine CD152-Blockade zu verstarkter Apoptose in Th-Zellen
fuhrt. Die ermittelten Prozentzahlen der Zellen, die nun fur Zelltod empfanglich sind,
korrelieren mit den ermittelten Prozentzahlen der CD152-Oberflachen-

exprimierenden T-Zellen.
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Diese Daten konnten wir bestatigen, indem wir aktiv ein CD152-Signal in Th2-Zellen
induziert haben (Abb. 11.3.2.). Die Uberlebensrate der Zellen wurde dadurch um
25% gegenuber Th2-Zellen ohne initiiertes CD152-Signal gesteigert. Wir konnten
zeigen, dass der Effekt nicht indirekt war: 1. Eine veranderte IL-2 Produktion durch
CD152-Kreuzvernetzung konnte als Grund fur die Steigerung der Uberlebensrate der
Th2-Zelle ausgeschlossen werden. 2. Da ein Zellzyklusarrest in der G1-Phase zu
Resistenz gegen Apoptose flhren kann und CD152 diesen G1-Arrest vermitteln
kann, wurde auch dieser indirekte Effekt zur Resistenzinduktion von Th2-Zellen mit

Hilfe der Zellzyklusinhibitoren db cAMP und Mimosin ausgeschlossen.
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Abb. 11.3.2: Kreuzvernetzung von CD152 wahrend einer Stimulation von polarisierten
Th2-Zellen mit CD3 und CD28 fuhrt zu Resistenz gegen Zelltod (Apoptose). Am Tag
2 nach Restimulation von Th2-Zellen mit aCD3 und aCD28 wurden die T-Zellen unter
CD152-Kreuzvernetzung oder wie angegeben stimuliert. Apoptotische Zellen wurden
durch Pl und Annexin-V Farbung identifiziert. Die Spezifitdt der Ca**-abhangigen
Annexin-V Farbung wurde durch EGTA Zugabe kontrolliert. Lebende Zellen sind in
Prozent angegeben. Die CD152-vermittelte Resistenz gegen Apoptose ist
blockierbar durch die P13 Kinase-Inhibitoren Wortmannin und Ly294002.
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Eine Blockade der Fas/FasL-induzierten Apoptose in Th1- und Th2-Zellen
verhinderte den gesamten, durch CD152-Blockade-induzierten Zelltod. Die
Abhangigkeit vom Fas/FasL System der CD152-induzierten Resistenz der
Th2-Zellen gegen Apoptose konnte durch eine reduzierte FasL-Expression erklart
werden (Abb. 11.3.3).

8h _ 2d _ 4d
MFI(56) MFI(45) I MFI(28)
A Kontrolle
Th1
MF1(45) MFI(52) MF1(19)
= aCD152 Fab
©
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2 |
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: //L Kontrolle
RSN | L W . Th2
MFI(47)[3 - MF1(42) MF1(18)
E aCD152 Fab

Abb. 11.3.3: CD152-Blockade verstarkt die Expression von FasL in Th2-Zellen.
Polarisierte Th2-Zellen wurden Antigen-spezifisch mit (untere Quadranten), bzw.
ohne CD152 Blockade restimuliert (obere Quadranten). Anschliefend wurde FasL
auf Th-Zellen zytometrisch detektiert.
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4. Ausblick: Experimentelle Inaktivierung von CD152 zu beliebigen
Zeitpunkten chronischer Entzindungen

Durch genetische Inaktivierung konnte CD152 gezielt in Zellen ausgeschaltet
werden, die definierte Stadien der T-Zellontogenese reprasentieren. Um CD152 zu
beliebigen Zeitpunkten in beliebigen Zelltypen genetisch inaktivieren zu konnen,
wollen wir eine konditionelle CD152-Mutation in der Maus herstellen. So sollte die
Rolle von CD152 in wiederholten, polarisierten und/oder chronischen
T-Zellreaktionen klar werden. Die genetische Inaktivierung hat gegenuber der
serologischen Inaktivierung durch Antikorper oder I0sliche Liganden wesentliche
Vorteile. Zum einen wird CD152 als Membranbestandteil von sekretorischen
Vesikeln in den Aktivierungskomplex auf der Grenzflache zwischen Antigen-
prasentierende Zelle und T-Zelle gebracht (Linsley et al., 1996; Alegre et al., 1996;
Shiratori et al., 1997), so dass nicht klar ist, inwieweit aCD152 Antikorper Uberhaupt
CD152 effizient blockieren kdnnen. Zum anderen ist nicht klar, ob die Bindung von
Liganden an CD152 aktivierend, blockierend oder beides ist, abhangig von der
jeweiligen Situation (Krummel et al., 1996; Walunas et al., 1996; Wu et al., 1997;
Zheng et al., 1998; Horspool et al., 1998). Zum dritten ist es nicht mdglich, in vivo nur
bestimmte Zellen serologisch zu blockieren, wahrend eine genetische Inaktivierung
zelltypspezifisch sein kann und auf ein bestimmtes Differenzierungsstadium dieser
Zelle begrenzt sein kann (Lakso et al., 1992; Rickert et al., 1997; Jacob und
Baltimore, 1999).

Um CD152 konditionell genetisch ausschalten zu kdnnen, haben wir zunachst loxP
Signale in das murine CD152 Gen eingefuhrt (I1.4.1). Gleichzeitig bendtigen wir
Mause, die transgen die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle induzierbarer oder
Zelltyp-spezifischer Promotoren exprimieren kénnen. Wir planen Mause zu
verwenden wie die Tetrazyklin- und IFN-y-abhéngigen Cre-Mause und die
GranzymB-Promotor Cre-Mause (Jacob und Baltimore, 1999). Aktivierte T-Zellen mit
definierten Phanotypen wirden wir magnetisch isolieren, ihre CD152-Expression
zytometrisch analysieren und ihren Genotyp mit quantitativer, “real time" PCR

bestimmen.
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Abb.l1.4.1: Eingefuhrte loxP- und BamH1-Signale in das CD152-Gen.

Die 3’-eingeflhrte loxP Sequenz in das CD152-Gen hat ein BamH1-Signal integriert.
Dadurch entsteht bei einer Restriktionsanalyse (A) des mutagenisierten CD152 Gens
mit BamH1 ein um 500bp verklrztes Fragment verglichen mit dem urspringlichen
Gen (WT), wenn man im folgenden Southernblot die Sonde im Exon 4 hybridisiert
(B). So zeigen ES Zellen, bei denen durch homologe Rekombination loxP Signale in
ein Allel von CD152 eingefuhrt wurden, bei einer Restriktionsanalyse mit BamH1 und
folgender Southernblotanalyse mit Hybridisierungssonde im Exon 4 zwei Fragmente
(B; Klone B7, B8 und H8) (Dreieck: loxP Signal; B: BamH1; grunes Viereck: Exon).
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lll. Diskussion

Das Wissen, wie das Immunsystem unerwinschte Immunreaktionen abschaltet und
kontrolliert, kdnnte flr therapeutische Ansatze ausgenutzt werden. Dieser Ansatz ist
besonders interessant, da bei Ausnutzung der naturlichen Fahigkeiten des
Immunsystems, spezifisch Immunreaktionen abzuschalten keine Nebenwirkungen

der Therapie zu erwarten sind.

CD152 inhibiert die T-Zellaktivierung

CD152 ist ein Molekul auf T-Zellen, das T-Zellantworten abschalten kann (Brunner et
al., 2000; Chambers et al., 1996). Wir konnten zeigen, dass CD152 zu
verschiedenen Zeitpunkten einer T-Zellantwort auf verschiedene Weise inhibitorisch
wirken kann (Abb. 111.1). So kann bei suboptimaler Stimulation der T-Zelle bereits die
Aktivierung der T-Zelle durch CD152 verhindert werden (Brunner et al., 1999). Dieser
fruhe Kontrollpunkt der T-Zellaktivierung ist wichtig, um eine Aktivierung von T-Zellen
vorzubeugen, wenn der Stimulus, z.B. das Antigen nicht ausreichend vorhanden
sind. Zum anderen ist eine Kontrolle der Aktivierungsschwelle der T-Zellen ndtig, um
Toleranz aufrechtzuerhalten (Allison et al., 1998). Kritisch ist die Erhohung der
Aktivierungsschwelle allerdings im Zusammenhang mit TumorabstoRung zu
betrachten. Hier unterbindet CD152 wahrscheinlich eine effektive AbstoRung des
entarteten Gewebes. Dies wurde bereits bestatigt, da eine Blockade von CD152 zu
einer TumorabstoRung fliihren kann (Chambers et al., 1996).

Die fruhen Effekte von CD152 wahrend der T-Zellaktivierung erfolgen ohne dass
membranstandiges CD152, wohl aber RNA von CD152, detektierbar war (Brunner et
al.,, 1999; Maszyna et al.,, zur Revision). Demnach muss bei T-Zellaktivierung
entweder CD152-Protein in kleinen Mengen auf der Oberflache der T-Zelle
vorhanden sein, oder aber es wird schnell hochreguliert, wie es z.B. fur IL-4 bereits
gezeigt wurde (Brunner et al., 1995). Hierbei ist in Betracht zu ziehen, dass bereits
sehr geringe Mengen von CD152 funktionell sein kdnnen, da es zum einen polarisiert

in der immunologischen Synapse exprimiert wird und zum anderen eine wesentlich
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héhere Affinitdt zu CD80 und CD86 hat, wodurch es CD28 von diesen Liganden

verdrangen kann.
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Abb. IlI.1: Zusammenfassung der verschiedenen Funktionen von CD152 bei der
Immunantwort. CD152 kann unter suboptimaler T-Zellstimulation die
T-Zellaktivierung verhindern (roter Pfeil). Bei einer optimalen T-Zellstimulation
hingegen inhibiert membranstandiges CD152 die Proliferation von bereits aktivierten
T-Zellen (zwei rote Pfeile). Aktivierte, Oberflachen-exprimierende CD152" T-Zellen
werden durch ein CD152-Signal vor Apoptose geschutzt (zwei rote Pfeile). Mdglich
ware eine Differenzierung dieser Zellen zu Gedachtniszellen.

CD152 inhibiert die Proliferation von bereits aktivierten, proliferierenden

T-Zellen und schiitzt sie vor Apoptose
Eine weitere Funktion kommt CD152 am Tag 2 einer optimalen T-Zellstimulation zu

(Maszyna et al., in Revision). Wir konnten erstmals mit einer neuen, sensitiven

Farbemethode zeigen, dass zwar fast alle stimulierten T-Zellen CD152 intrazellular

25



exprimieren, allerdings nur eine Fraktion der T-Zellen CD152 auch auf die
Zelloberflache bringt. Nach Isolation der Oberflachen-exprimierenden CD152" Zellen
konnte gezeigt werden, dass nur diese Zellen bei Restimulation in ihrer Proliferation
inhibiert wurden. In einer weiteren Studie konnten wir zeigen, dass CD152 den
Aktivierungs-induzierten Zelltod von aktivierten, CD152" T-Zellen verhindert
(Pandiyan et al., eingereicht). Da es eine grundlegende Voraussetzung der adaptiven
Immunantwort ist, dass nach Beendigung einer Immunantwort T-Zellen uberleben,
die bei einer wiederholten Konfrontation des Organismus mit dem Erreger schneller
und effektiver reagieren konnen, ware es denkbar, dass die CD152" T-Zellen
Kandidaten fur solche Gedachtniszellen darstellen. Obwohl wir bereits erste
Anzeichen haben, dass CD152" T-Zellen Gedachtniszellmarker wie Bcl-2
exprimieren (Pandiyan et al., eingereicht), muss das Differenzierungsschicksal dieser
Zellen in weiteren Studien geklart werden.

Bisher war es sehr schwierig, CD152 mit konventionellen Methoden auf der
Oberflache von T-Zellen zu farben. Wir haben mit einer sensitiven, zytometrischen
Farbemethode gezeigt, dass membranstandiges CD152 nur auf einer Fraktion von
aktivierten T-Zellen vorhanden ist. Unsere Farbung konnten wir funktionell
bestatigen, indem wir die CD152" T-Zellen isoliert haben und diese, im Gegensatz zu
den CD152" T-Zellen, in ihrer Proliferation nach Restimulation mit APZ und Antigen
gehemmt waren. In parallelen Studien mit humanen Zellen konnten wir zeigen, dass
CD152 noch in 22% der Zellen nach zwei weiteren Tagen auf der Oberflache war.
Die CD152" T-Zellen hingegen regulierten kaum CD152 hoch (3%). Mit Stimulation
wurde sogar auf 50% der isolierten CD152" T-Zellen CD152 fiir mindestens 2 Tage
stabilisiert. In weiteren Experimenten wird sich zeigen, ob Zellen, die CD152 stabil
auf der Oberflache exprimieren, eine Subpopulation von T-Zellen darstellen und ob
sie ein bestimmte Funktion ausfihren.

Der molekulare Mechanismus der heterogenen Expression von membranstandigem
CD152 auf aktivierten T-Zellen wurde bisher nicht geklart. Da fast alle Zellen CD152
intrazellular exprimieren, ist ein intrinsischer Mechanismus unwahrscheinlich. Es ist
bekannt, dass CD152 Expression durch ein T-Zellrezeptor-Signal induziert und durch
CD28- und IL-2-Kostimulation verstarkt wird, was darauf hindeutet, dass eine
stochastische Komponente der T-Zellaktivierungsstarke involviert ist. Wir haben

gezeigt, dass nach Stimulation der Zellen durch aCD3 und aCD28 und
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nachfolgender Kreuzvernetzung von CD152 nur ein Teil der T-Zellen auf das CD152-
Signal durch Zellzyklusarrest oder Apoptose-Resistenz reagiert. Somit fuhrt sogar ein
homogener Stimulus fur die T-Zellen nicht dazu, dass alle T-Zellen CD152 auf die
Oberflache bringen. Ein Faktor scheint entweder nicht oder nicht ausreichend zur
Verfligung zu stehen. Wir haben auch gezeigt, dass Th2-Zellen wesentlich weniger
CD152 auf der Oberflache exprimieren als Th1-Zellen, was auf einen Einfluss des
Milieus direkt oder indirekt Uber die APZ hindeutet (Pandiyan et al., eingereicht). Es
liegt deshalb nahe zu folgern, dass die Heterogenitat der CD152-Expression
hauptsachlich durch die Heterogenitdt der APZs verursacht wird. Eine
unterschiedliche Aktivierung von klonalen T-Zellen wirde dazu fihren, dass eine
flexible Population entsteht. Dadurch ist gewahrleistet, dass sowohl Pathogene
bekampft, als auch die Immunantwort gedampft werden kdnnte, wenn die Stimulation

zu stark wird.

CD152 vermittelt direkt Zellzyklusarrest und Resistenz gegen Apoptose in
T-Zellen

Die Proliferationsbegrenzung der T-Zellen durch CD152 war ursprunglich allein auf
die Inhibition der Expression des autologen, Proliferation-induzierenden Zytokins IL-2
zuruckgefuhrt worden (Chambers et al., 1996). Wir konnten jedoch zeigen, dass
CD152 auch die Expression der Zellzyklusregulatoren Zyklin D3, CDK4 und CDK6
hemmt, wobei zumindest die Expression von CDK6 unabhangig von IL-2 ist (Brunner
et al., 1999). Die IL-2 unabhangige Inhibition der T-Zellproliferation durch CD152
konnten wir auch bestatigen, da sie sich durch Zugabe von IL-2 nicht aufheben liel3.
Ahnlich konnten indirekte Effekte, die durch CD152 vermittelt werden, Apoptose
verhindern, z.b. Uber CD152-vermittelte Reduktion von IL-2 und Zellzyklusarrest
(Pushpa et al., eingereicht). Doch weder bei CD152-Signalgebung der T-Zelle in
einem Milieu mit IL-2 im Uberschuss, noch in Anwesenheit von Zellzyklusinhibitoren
konnte die CD152-induzierte Resistenz gegen Apoptose in T-Zellen aufgehoben
werden. Der Ausschluss von indirekten Effekten bedeutet, dass die neu von uns
beschriebenen Mechanismen von CD152 durch direkte Signaltransduktion von
CD152 in die Zelle erfolgen.
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Klinische Aspekte

Der programmierte Zelltod (Apoptose) ist eine wichtige Eigenschaft von
Immunzellen, um Immunantworten zu verhindern oder sie abzuschalten.
Entzindliches Rheuma und andere Autoimmunerkrankungen sind moglicherweise
die Folge mangelnder Apoptose. Immunzellen, die korpereigenes Gewebe angreifen,
werden nicht abgetotet. Es wird vermutet, dass durch fehlende Apoptose von
Immunzellen der autoaggressive Prozess des Immunsystems nicht abgeschaltet
werden kann und chronisch wird. Fatalerweise sind T-Zellen aus dem entzindeten
Gelenk von Patienten mit Rheumatoider Arthritis resistent gegen Apoptose.
Synoviale T-Zellen von Patienten mit Rheumatoider Arthritis tragen auf ihrer
Oberflache vermehrt das Molekil CD152. Wir konnten zeigen, dass CD152
Resistenz gegen Apoptose in T-Zellen induziert. Dies geschieht, indem ein
Signaltransduktionsmolekll, die PI3’Kinase, aktiviert wird. Dies fihrt zur
Inaktivierung von Apoptose-unterstutzenden Molekulen (Phosphorylierung von
FKHRL1 und Herunterregulation von FaslL) und zur Induktion des Apoptose-
verhindernden Moleklls Bcl-2. Apoptose konnte in T-Zellen durch Blockade von
CD152 (oder PI3’Kinase) induziert werden.

Die Kenntnis, dass T-Zellen durch Hemmung von CD152 wieder sensitiv fur
Apoptose werden und durch diesen Prozess eliminiert werden, konnte einen
Therapieansatz fur Rheumatoide Arthritis liefern, indem unerwilnschte, entzindliche
Immunreaktionen durch programmierten Zelltod abgeschaltet werden. Es wird bereits
CD152Ilg (CTLA-41g) in klinischen Studien eingesetzt und hat gute Ergebnisse erzielt
(Moreland et al., 2002). Da CD152Ig die Bindung von CD152 und CD28 an ihre
Liganden CD86 und CD80 verhindert, wurde bisher die Funktion darauf
zuruckgefuhrt, dass die Stimulation der T-Zellen inhibiert wird, indem das
kostimulatorische Signal durch CD28 verhindert wird. Dies mag auch zu einem
gewissen Anteil eintreten, doch kdnnen bereits aktivierte T-Zellen meist unabhangig
von CD28 stimuliert werden. Unsere neuen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
vor allem die Blockade von CD152 durch CD152Ig eine entscheidende Rolle bei der
CD152Ig Therapie spielen konnte. Eine direkte Blockade von CD152 ware allerdings
vorzuziehen, da dadurch nicht die Bildung neuer Effektorzellen verhindert wirde, die

noétig fur die Immunabwehr von neuen Infektionen und Tumoren sind.
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