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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Prinzipien der Immuntherapie

Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft ist das Immunsystem physiologischerweise in der
Lage, Krebszellen zu erkennen und zu eliminieren. Verschiedene, zum Teil noch unverstandene,
Mechanismen kdnnen dazu fiihren, dass Tumorzellen der Eliminierung durch das Immunsystem
entgehen und so eine aktive Krebserkrankung entsteht (Palucka & Coussens, 2016). Diese
Erkenntnisse fuhrten zu der Idee, dass es moglich sein konnte in diese komplexen Interaktionen
einzugreifen, um dem Immunsystem die Erkennung und Eliminierung wieder zu erméglichen:

durch sogenannte Immuntherapien.

1.1.1 CD8" T-Zellen als Haupteffektoren im Kampf gegen Krebs

Als Haupteffektoren im Kampf gegen Krebszellen gelten CD8* zytotoxische T-Zellen (Appay,
Douek, & Price, 2008). CD8" T-Zellen besitzen einen T-Zellrezeptor (TZR), der hochspezifisch
fiir ein einziges Antigen ist, welches durch einen Proteinkomplex namens Haupthistokompatibi-
litatskomplex | (MHC-I) auf der Oberflache von kernhaltigen menschlichen Zellen présentiert
wird. Nach Bindung der Zielstruktur durch den TZR setzen zytotoxische T-Zellen Perforin und
Granzyme frei und lysieren so die erkannte Zelle. Durch somatische Rekombination von
verschiedenen Genregionen entstehen T-Zellen, die eine gigantische Anzahl unterschiedlicher
Antigene erkennen kénnen. Um zu verhindern, dass T-Zellen gesunde kdrpereigene Zellen
zerstoren, werden sogenannte autoreaktive T-Zellen durch ein komplexes System eliminiert
(Janeway, Travers, Walport, & Shlomchik, 2001). Durch genetische Instabilitat entstehen neue
“Neoantigene” auf Tumorzellen, die diese von Kdrperzellen unterscheiden und so ihre

Eliminierung durch T-Zellen erméglichen (Dunn, Old, & Schreiber, 2004).

1.1.2 Adoptiver T-Zelltransfer

Der direkte therapeutische Einsatz solcher zytotoxischer T-Zellen ist der adoptive
T-Zelltransfer. Hierbei besteht die Mdglichkeit (1) tumorinfiltrierende T-Lymphozyten (TIL)
des Patienten zu entnehmen, aufzureinigen, in vitro zu vermehren und dem Patienten
rickzuinfundieren, oder (2) naive T-Zellen aus peripherem Blut aufzureinigen und diese
genetisch zu verdndern, um sie effektiver im Kampf gegen Tumorzellen zu machen (Abbildung
1). Der Einsatz von TIL flhrte zu kompletten und anhaltenden Ansprechraten von 22% in
Patienten mit metastasierten Melanomen (Rosenberg et al., 2011). Dieser Ansatz hat jedoch
mehrere Limitationen: Zum einen erfordert die Gewinnung von TIL eine Resektion des Tumors

und ist somit ungeeignet flr inoperable Patienten. Zudem ist die Therapie auf das
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Vorhandensein anti-tumoral wirksamer TIL angewiesen (Houot, Schultz, Marabelle, & Kohrt,
2015). Obwohl TIL aus zahlreichen soliden Tumoren gewonnen werden kdnnen, zeigten bisher

lediglich TIL aus Melanomen konstant tumorspezifische Zytolyse (Yannelli et al., 1996).

Der Einsatz gentechnisch modifizierter T-Zellen umgeht beide Probleme und eréffnet die
Madglichkeit die Effektivitat anti-tumoraler T-Zellen weiter zu verbessern. Die erste wichtige
Voraussetzung ist die Erkennung der Tumorzelle durch die T-Zelle. Wahrend initial versucht
wurde die T-Zelle mit einem tumorspezifischen TZR auszustatten, gibt es mittlerweile auch den
Ansatz, sogenannte chimeric antigen receptors (CAR) zu verwenden. Diese besitzen eine
extrazelluldre Bindestelle eines Antikorpers verbunden mit der intrazellularen Signaldoméne
eines TZR und sind somit in der Lage, Tumorantigene unabhangig von MHC-I zu erkennen
(Kalos & June, 2013). Diese Therapien zeigten ihre Wirksamkeit bereits in mehreren klinischen
Studien, unter anderem mit einer Ansprechrate von 64 % in Patienten mit rezidiviertem oder
therapierefraktarem B-Zell Lymphom. Besonders beeindruckend ist hierbei auch die hohe Zahl
lang anhaltender Remissionsraten von 86 — 89 % der Patienten, die initial auf die Therapie
angesprochen hatten (Schuster et al., 2017). Im Vergleich dazu sind die Ergebnisse von CAR in
soliden Tumoren bisher enttduschend und es besteht dringender Bedarf diese zu optimieren
(Houot et al., 2015).

Abbildung 1 Adoptiver T-Zell Transfer (Eigene Abbildung, basierend auf Maus & June, 2016)

Dem Patienten wird Vollblut entnommen. Durch Zentrifugation werden die zellularen Blutbestandteile isoliert. Mittels magnetic
activated cell sorting (MACS) werden T-Zellen isoliert. Diese kdnnen gentechnisch modifiziert werden oder direkt in der Zellkultur
vermehrt werden. Die veranderten T-Zellen werden in therapeutischer Intention riickinfundiert.
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Trotz der zunehmenden Erkenntnis der grofRen Bedeutung posttranskriptioneller
Regulationsmechanismen in T-Zellen (siehe Kapitel 1.2), wurde die Rolle dieser im Kontext der
T-zellbasierten Tumortherapie bisher kaum erforscht. Das Ziel dieser Arbeit ist es zu kléren, ob
die anti-tumorale Effektivitat von T-Zellen durch das Eingreifen in posttranskriptionelle

Regulationsmechanismen verbessert werden kann.

1.2 Posttranskriptionelle Regulationsmechanismen in T-Zellen

Posttranskriptionelle Regulationsmechanismen sind essenziell fiir die korrekte Funktion von
T-Zellen, da sie eine schnelle Reaktion auf exogene Stimuli ermdglichen. Eine Immunantwort
kann so, nach Erkennung eines pathogenen Fremdorganismus oder einer krankhaft veranderten
korpereigenen Zelle, binnen kiirzester Zeit eingeleitet und nach Beseitigung der Bedrohung
sofort wieder abgeschaltet werden, um Schaden an gesunden kdrpereigenen Zellen zu
vermeiden (Salerno & Wolkers, 2015). Microarray Untersuchungen zeigten, dass hunderte
verschiedene Transkripte in T-Zellen nach TZR-Aktivierung von rapidem mRNA Abbau
betroffen waren, darunter wichtige Zytokine, Signaltransduktoren, Transkriptionsfaktoren und
Regulatoren von Apoptose (Raghavan et al., 2002). Eine andere Studie beschreibt, dass bis zu
50 % der Anderung von mRNA Level in aktivierten T-Zellen durch posttranskriptionelle
Mechanismen verursacht werden (Cheadle et al., 2005). Detaillierte Mechanismen sind bisher

nur teilweise bekannt.

1.3 RNA-bindende Proteine (RBP)

Die wichtigsten Effektoren posttranskriptioneller Regulation in Immunzellen sind microRNA
und RNA-bindende Proteine (RBP). Wahrend microRNA grundsatzlich die Translation von
MRNA verhindern und ihren Abbau stimulieren, kénnen RBP Transkripte stabilisieren oder
destabilisieren und die Translation sowohl behindern als auch unterstiitzen. RBP binden im
Anschluss an die Transkription als trans-acting Faktoren an spezifische cis-Bindestellen in der
3’- oder 5 -untranslatierten Region von mRNA. Durch weitere Bindestellen rekrutieren sie dann
verschiedene Effektorproteine zur Ziel-mRNA und bilden so Protein-mRNA-Komplexe,
sogenannte messenger ribonucleoprotein particles (MRNP). Manche dieser Effektorproteine
kénnen dann durch Deadenylierung, decapping und exo- oder endoribonukleolytischer Aktivitat
zum Abbau der mRNA fuihren (Abbildung 2). Andere wiederum besetzen die Bindestellen von
abbauenden Enzymen, verhindern damit den Abbau und stabilisieren so die mMRNA. Da der
poly(A)-Schwanz und die 5°-cap Struktur wichtig fur die Translation sind, wird auch diese
beeinflusst. Die genaue Zusammensetzung der mRNP bestimmt das Schicksal der mMRNA.

Diese wird wiederum durch das Vorhandensein von RBP in der Zelle und cis-Bindestellen in
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der mRNA bestimmt (Ivanov & Anderson, 2013). Neue Methoden und ein zunehmendes
Interesse an posttranskriptionellen Regulationsmechanismen flihren zur Entdeckung standig
neuer RBP. Waren vor einigen Jahren noch etwa 20 — 30 RBP bekannt, wurden mittlerweile
mehr als hundert klassische RBP entdeckt. In den meisten Fallen ist die biologische Funktion
dieser Proteine kaum bis nicht bekannt (Hentze, Castello, Schwarzl, & Preiss, 2018). Einige der

besser erforschten RBP, wie KH-type splicing regulatory protein (KSRP), Zc3h12a und Fragile

X related protein 1 (FXR1P) haben vor allem im angeborenen Immunsystem regulatorische
Funktionen (Garnon et al., 2005; Lin et al., 2011; Matsushita et al., 2009). Fur diese Arbeit
sollten jedoch gezielt RBP untersucht werden, die eine Rolle in T-Zellen spielen.

kodierende Sequenz

Abbildung 2 Vereinfachte Darstellung der Funktionsweise von RBP als Adapterproteine (Eigene Abbildung, basierend

auf Ivanov & Anderson, 2013)

RBP binden an ARE in der 3¢-untranslatierten Region ihrer Ziel-mRNA. Durch Bindung an weitere Effektorproteine, wie die
decapping Enzyme Dcpl und Dcp2, die Exoribonuklease XRN1 oder die Poly-A-Ribonuklease PARN, werden diese in unmittelbare
Néahe zur mRNA gebracht und kdnnen diese Abbauen.

1.3.1 Auswahl relevanter RBP fur den adoptiven T-Zelltransfer

Obwohl die Gesamtheit der Funktionen von RBP in T-Zellen noch wenig verstanden ist,
wurden bereits einige RBP in T-Zellen beschrieben. Unsere Literaturrecherche ergab
mindestens 16 RBP, die eine Rolle in T-Zellen spielen. Im Folgenden wird versucht die

vielversprechendsten firr die Optimierung des adoptiven T-Zelltransfers herauszufiltern.

Alleine an der Regulation von IL-2 mRNA sind in T-Zellen die RBP Nucleolin und Y box
binding protein 1 (YB-1), Nuclear Factor 90 (NF90), Polypyrimidine tract-binding protein 1
(PTBP1) und Human antigen R (HUR) beteiligt (C. Y. Chen et al., 2000; La Porta, Matus-
Nicodemos, Valentin-Acevedo, & Covey, 2016; Shi, Godfrey, Lin, Zhao, & Kao, 2007,
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Techasintana et al., 2017). Von den genannten RBP kommt HuR eine Schlusselrolle zu, da es
die Bindung und Aktivitét zahlreicher anderer RBP reguliert (Anderson, 2008). In T-Zellen ist
HuR essenziell flr die Zytokinexpression nach T-Zellaktivierung und somit ein idealer
Kandidat fir diese Arbeit (Meisner et al., 2007; J. G. Wang et al., 2006). Fur YB-1 und NF90 ist
bisher keine weitere Funktion in T-Zellen bekannt. Nucleolin interagiert mit der intrazelluléren
TZR Doméne CD3g, die Funktion dieser Interaktion ist jedoch unbekannt (Gil, Gutierrez, &
Alarcon, 2001). Nucleolin und PTBPL1 regulieren zudem die Stabilitat von CD40-Ligand
(CD40L) mRNA in CD4" T-Zellen (Kosinski, Laughlin, Singh, & Covey, 2003; Singh,
Laughlin, Kosinski, & Covey, 2004). CD40L wird hauptsachlich von aktivierten CD4" T-Zellen
exprimiert und spielt eine zentrale Rolle in der T-zellvermittelten humoralen Immunantwort
durch B-Zellen (van Kooten & Banchereau, 2000). In den fiir diese Arbeit relevanten CD8"

T-Zellen ist bisher keine weitere Funktion von Nucleolin und PTBP1 bekannt.

Tristetraprolin (TTP) ist eines der am besten erforschten RBP und ein negativer Regulator
zahlreicher T-Zell-assoziierter Zytokine (Carballo, Lai, & Blackshear, 1998; Ogilvie et al.,
2005; Ogilvie et al., 2009). Ein TTP-knock-out in T-Zellen verstarkte deren Aktivierung fiihrte
zu verbesserter anti-viraler Effektivitat (Moore et al., 2018). Die Untersuchung, ob TTP auch
zur Verbesserung der anti-tumoralen Effektivitat von T-Zellen genutzt werden kann, liegt nahe.
TIS11b und T1S11b sind eng verwandte Proteine von TTP (Varnum, Ma, Chi, Fletcher, &
Herschman, 1991). In T-Zellen ist fur TIS11b und T1S11d bisher eine Rolle in der T-Zell
Entwicklung und Zellzyklusregulation beschrieben (Galloway et al., 2016; Hodson et al., 2010;
Vogel, Bell, Galloway, Ahlfors, & Turner, 2016). Da eine dhnliche, méglicherweise redundante
Funktion der TTP-Proteinfamilie in T-Zellen wahrscheinlich ist, wurden alle drei Proteine in

dieser Arbeit untersucht.

Roquin 1 und das eng verwandte Protein Roquin 2 sind RBP, die als negative Regulatoren von
ko-stimulatorischen Molekilen in T-Zellen tberschieende Immunantworten hemmen (Vogel et
al., 2013). Der Verlust der Roquin Funktion in T-Zellen fuhrte zu einer berschieRenden
Immunantwort durch verstérkte Aktivierung von T-Zellen (Vinuesa et al., 2005). Dies macht die
Roquin-Proteine zu idealen Kandidaten fr diese Arbeit. Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
NIMA-interacting 1 (PIN1) ist ein Enzym, das in T-Zellen die Stabilitat von Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) reguliert. Splenozyten von PIN1-knock-
out Méausen sekretieren vermehrt IFN-y und IL-2 nach Stimulation. Der Effektor von PIN1 in
T-Zellen ist das RBP AU-rich element RNA-binding protein 1 (AUF1) (Esnault, Shen,
Whitesel, & Malter, 2006). T-Zellen von AUF1-knock-out M&usen zeigen eine verstérkte
Aktivierung (Sadri & Schneider, 2009). Damit ist auch AUF1 ein guter Kandidat zur

Optimierung von T-Zelltherapien.
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Neben den oben genannten RBP gibt es noch weitere mit bekannter Funktion in T-Zellen, bei
denen eine Rolle fiir den adoptiven T-Zelltransfer weniger wahrscheinlich erscheint. Die RBP
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-like (hnnRNPLL) und CUG triplet repeat, RNA
binding protein 2 (CUGBP2) regulieren alternatives SpleiRen und sind essenziell fiir die T-Zell
Entwicklung und Differenzierung (X. Chang, 2016; Mallory et al., 2015). In Effektor T-Zellen
ist deren Funktion bisher kaum bekannt. CUG triplet repeat, RNA binding protein 1 (CUGBP1)
kann zum Abbau von mRNA fuhren und bindet an GU-rich elements in T-Zellen (Vlasova et
al., 2008). Eine Dysfunktion von CUGBP1 ist mit maligner Entartung von T-Zellen assoziiert
(Bohjanen, Moua, Guo, Taye, & Vlasova-St Louis, 2015). Die funktionelle Relevanz fiir
physiologische T-Zellen ist bisher groRtenteils unklar. T-cell intracellular antigen 1 (T1A-1)
und TIA-1-related protein (TIA-R) sind eng verwandte RBP, die initial in T-Zellen entdeckt
wurden und mit der Induktion von Apoptose in Verbindung gebracht wurden (Beck, Medley,
O'Brien, Anderson, & Streuli, 1996). Spéatere Versuche mit TIA-1-knock-out M&usen deuteten
jedoch vor allem auf eine Rolle im angeborenen Immunsystem hin (Piecyk et al., 2000).

Bei allen genannten Proteinen sind weitere bisher unbekannte Funktionen in T-Zellen méglich,
ebenso gibt es wahrscheinlich bisher unentdeckte RBP in T-Zellen. Aufgrund begrenzter
Ressourcen fokussierten wir uns in dieser Arbeit auf die RBP HuR und AUF1, die TTP-
Proteinfamilie und die Roquin-Proteine, die nach aktuellem Wissensstand die grofite Bedeutung

in T-Zellen haben. Auf diese Proteine soll nun naher eingegangen werden.

13.11TTP

TTP ist ein Zinkfingerprotein, das an adenosine-uridine rich elements (ARE) in der 3 UTR von
mRNA bindet und mRNA-abbauende Enzyme rekrutiert bzw. aktiviert. So konnte die
Interaktion von TTP mit dem aus mehreren Deadenylasen bestehenden Komplex CCR4-NOT1
(Sandler, Kreth, Timmers, & Stoecklin, 2011), dem Exosom (C. Y. Chen et al., 2001), der
Exoribonuklease XRN1 (Hau et al., 2007) und dem decapping Enzym Dcpl (Lykke-Andersen
& Wagner, 2005) gezeigt werden. Dadurch fiihrt TTP zum Abbau des Poly(A) Schwanzes und
der 5¢ Cap Struktur und anschlieBend zur Degradierung der mRNA durch Ribonukleasen. TTP
wird in vielen Geweben exprimiert, besonders hoch aber in lymphatischen Geweben wie
Lymphknoten, Milz und Thymus sowie in weiRen Blutzellen wie neutrophilen Granulozyten,
Makrophagen, B-Lymphozyten und T-Lymphozyten (Taylor et al., 1996). In vitro wurde die
Bindung von TTP an eine Vielzahl pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a (Carballo et al.,
1998), IL-2 (Ogilvie et al., 2005), IL-3 (Stoecklin, Ming, Looser, & Moroni, 2000), IFN-y
(Ogilvie et al., 2009), GM-CSF (Carballo, Lai, & Blackshear, 2000), IL-1p (Y. L. Chen et al.,
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2006) und 1L-17 gezeigt (Lee et al., 2012). Durch Bindung der mRNA dieser Zytokine fuhrt
TTP zu deren Abbau und unterdriickt so inflammatorische Prozesse und verhindert die
Schédigung gesunden Gewebes. Mause mit TTP-knock-out entwickeln schwere
Autoimmunsyndrome mit erosiver Arthritis, Dermatitis, Konjunktivitis, Kachexie und Bildung
von Autoantikorpern (Taylor et al., 1996). Die hohe Expression in T-Zellen und die Assoziation
mit den durch T-Zellen sekretierten Zytokinen TNF-a, IFN-y und IL-2 machen eine Rolle von
TTP in T-Zellen wahrscheinlich. Mdglicherweise kann die Zytokinsekretion der T-Zellen durch
eine Veranderung der TTP-Expression beeinflusst und damit deren anti-tumorale Effektivitét

verbessert werden.

1.3.1.2 TIS11b und TIS11d

Die Proteine TIS11b und TIS11d bilden zusammen mit TTP die TTP-Proteinfamilie. Die drei
Proteine besitzen eine beinahe identische Stammsequenz, unterscheiden sich aber in der C- und
N-terminalen Doméne (Varnum et al., 1991). Versuche zeigten, dass TIS11b wahrscheinlich
ebenso wie TTP ein wichtiger Regulator von ARE gesteuertem mRNA Abbau ist (Stoecklin et
al., 2002). Sowohl TIS11b als auch T1S11d sind in vitro in der Lage, TNF-a, IL-3 und GM-CSF
MRNA zu binden und zu deren Abbau zu flihren (Lai & Blackshear, 2001; Lai, Carballo, Thorn,
Kennington, & Blackshear, 2000). In einem zellfreien System waren alle drei
Familienmitglieder in der Lage, die Adenylase PARN zu aktivieren und so zur Deadenylierung
ARE enthaltender mRNA Transkripte zu fihren (Lai, Kennington, & Blackshear, 2003). Diese
in vitro Versuche legten &hnliche bzw. Uberlappende Funktionen der Proteine der TTP-Familie

nahe.

Ein konditioneller double-knock-out von TIS11b und TIS11d in Thymozyten fuhrte zu einer
gestorten T-Zell Entwicklung und schlieBlich zur Bildung von T-Zell Lymphomen, wéahrend der
alleinige knock-out von TIS11b oder TI1S11d keinen Effekt hatte. Die beiden Proteine spielen
somit eine redundante Rolle in der T-Zell Entwicklung (Hodson et al., 2010). Neuere Daten
belegen aullerdem eine wichtige Funktion von TIS11b und T1S11d in der Regulation des
Zellzyklus von B- und T-Lymphozyten (Galloway et al., 2016; Vogel et al., 2016). Eine
veranderte T-Zellfunktion durch eine Beeinflussung der Expression von TIS11b und TIS11d ist
wahrscheinlich. Ob dadurch eine Verbesserung der anti-tumoralen Aktivitat von T-Zellen

moglich ist, soll in dieser Arbeit untersucht werden.
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1.3.1.3 AUF1

AUFL1 ist ein RBP, das als negativer Regulator tUberschieBende Immunantworten verhindert. Es
gibt vier Isoformen von AUF1, die durch alternatives Spleilen entstehen. Die Isoformen p37,
p40, p42 und p45 kDa, benannt nach ihrem molekularen Gewicht, werden unterschiedlich
exprimiert und binden mit unterschiedlicher Affinitat an ihre Ziele. Die starkste Affinitét besitzt
die p37 Isoform, es folgen in absteigender Reihenfolge p42, p45 und p40 (Wagner, DeMaria,
Sun, Wilson, & Brewer, 1998). Wahrscheinlich besitzen die verschiedenen Isoformen
unterschiedliche Funktionen, sodass das Endergebnis von der relativen Expression der
Isoformen zueinander abhangt (Raineri, Wegmueller, Gross, Certa, & Moroni, 2004). Passend
zu der hohen Affinitat kommt der p37 Isoform die bedeutendste Rolle in der Degradation
ARE-haltiger Transkripte zu (B. Sarkar, Xi, He, & Schneider, 2003). In vitro wurden zahlreiche
Ziel-Transkripte fur AUF1 beschrieben, unter anderem die pro-inflammatorischen Zytokine IL-
1, IL-2, IL3-, IL-6, GM-CSF und TNF-a (Gratacos & Brewer, 2010). Fur die p40 Isoform
wurde aul’erdem eine stabilisierende Funktion flr das anti-inflammatorische Protein 1L-10
beschrieben (S. Sarkar, Sinsimer, Foster, Brewer, & Pestka, 2008).

AUF1-knock-out Mé&use versterben an Endotoxin induziertem Schock, wenn sie mit
Lipopolysacchariden stimuliert werden. Der Grund dafiir ist, ahnlich wie bei TTP-knock-out
Mausen, eine exzessive Produktion der inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1p (Lu,
Sadri, & Schneider, 2006). Diese Méuse haben auBerdem veranderte T-Zellfunktionen mit
hoherer Proliferationsrate und verstarkter Sekretion von IL-2, TNF-o und IL1p (Sadri &
Schneider, 2009). Ein AUF1-knock-out in T-Zellen kénnte zu einer verstarkten anti-tumoralen

Antwort fuhren.

1.3.1.4 HuR

HuR ist ein ARE-bindendes Protein, das im Gegensatz zu den meisten anderen zu einer
Stabilisierung einer grofRen Anzahl von mRNA fiihrt. So wurde in vitro unter anderem eine
Stabilisierung der pro-inflammatorischen Zytokine GM-CSF (Fan & Steitz, 1998), TNF-a
(Dean et al., 2001), IL-4 (Yarovinsky, Butler, Monick, & Hunninghake, 2006), 11-6 (Sung et al.,
2009), I1L-13 (Casolaro et al., 2008) und IFN-y beobachtet (J. G. Wang et al., 2006). Ein Genom
weites Screening mit Hochdurchsatz Prazipitations- und Sequenzierungsmethoden ergab HUR
Bindestellen in mehr als 8000 Transkripten (Mukherjee et al., 2011). HuR interagiert mit
mehreren anderen RBP, unter anderem mit TTP (Tiedje et al., 2012) und AUF1 (David,
Tanveer, & Port, 2007). Durch die Verhinderung der Bindung destabilisierender RBP fiihrt HUR
zu einer Stabilisierung von Ziel mMRNA (Anderson, 2008).
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Ein konditioneller knock-out von HUR in Thymozyten fuhrte zu Hyperproliferation von unreifen
Thymozyten im Thymus mit gleichzeitig verringerter Anzahl peripherer reifer T-Zellen. Des
Weiteren zeigte sich eine bedeutende Rolle von HuR in der Zellzyklusregulation und TZR
Signaltransduktion in T-Zellen (Papadaki et al., 2009). Eine weitere Studie beschrieb die
Bedeutung von HuR in der Ausbildung des TZR durch Regulation der Expression der CD3(
Kette des TZR (Moulton, Kyttaris, Juang, Chowdhury, & Tsokos, 2008). Interessante
Ergebnisse lieferte auch eine Studie Gber die Wirkungsweise von Lymphocyte function
associated antigen 1 (LFAL), einem Integrin mit groRer Bedeutung fiir die Funktion von
T-Zellen und anderen Leukozyten (Verma & Kelleher, 2017). Eine Aktivierung von LFA1
flihrte zu einer Stabilisierung der mMRNA von TNF-o und IFN-y, die zentrale Effektormolekdile
in T-Zellen darstellen. Eine Inhibierung von HuR flhrte zu einem kompletten Ausbleiben dieses
Effekts (J. G. Wang et al., 2006). Schlussendlich wird die Bedeutung von HuR in T-Zellen
dadurch untermauert, dass eine Blockade der HuR Funktion durch niedermolekulare Inhibitoren
zu einer Blockierung der Aktivierung und Zytokinexpression in T-Zellen fiihrt (Meisner et al.,
2007). Eine Uberexpression von HUR kénnte somit im Umkehrschluss zu einer Disinhibition

von T-Zellen mit verstarkter Zytokinsekretion und anti-tumoralen Aktivitat fiihren.

1.3.1.5 Roquin 1 und Roquin 2

Roquin 1 und Roquin 2 sind RBP, die an constitutive decay elements (CDE) in der 3 UTR von
MRNA binden und zu deren Abbau fiihren (Leppek et al., 2013). Bekannte Ziel-mRNA sind
TNF-a (Leppek et al., 2013) und die T-zellspezifschen kostimulatorischen Rezeptoren OX40
und ICOS (Vogel et al., 2013). Beide Proteine werden am héchsten in Lymphknoten und
Thymus exprimiert, gefolgt von Milz, Lunge und Gehirn, was auf eine Hauptfunktion in der
Regulation von Immunzellen hinweist. In allen Geweben ist Roquin 1 deutlich hdéher exprimiert
als Roquin 2, in T-Zellen etwa funf Mal hoher (Vogel et al., 2013).

Eine Punktmutation von Roquin 1 fuhrte in Mausen zu einem Lupus erythematodes &hnlichen
Krankheitsbild mit T-zellspezifischen Abnormitaten mit Uberexpression des kostimulatorischen
Molekuls ICOS und vermehrter Produktion von IL-21, IL-5 und IFN-y nach Stimulation.
Zudem zeigte sich eine exzessive Bildung von follikularen T-Helferzellen und eine
Akkumulation aktivierter CD4* und CD8* T-Zellen (Vinuesa et al., 2005). Uberraschenderweise
fUhrte der alleinige knock-out von Roquin 1 in T-Zellen nur zu einem mild ausgeprégten
Phanotyp ohne Autoimmunitat. Lediglich eine geringe Erhéhung der ICOS-Expression sowie
der Zahl der CD8" Effektor T-Zellen war zu beobachten. Auch der alleinige knock-out von

Roquin 2 hatte keinen drastischen Effekt. Erst der double-knock-out von Roquin 1 und 2 in
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T-Zellen fiihrte zu oben beschriebenem Lupus erythematodes &hnlichen Phénotyp. Die bisher
bekannte Hauptfunktion der Roquin-Proteine ist somit die Verhinderung von Autoimmunitat
durch zu starke Aktivierung von T-Zellen. Dabei unterdriickt Roquin 1 physiologischerweise
die Funktion von Roquin 2, wahrend Roquin 2 als Sicherheitsmechanismus bei einem Ausfall
von Roquin 1 dessen Funktion beinahe vollstandig kompensieren kann. (Vogel et al., 2013;
Bertossi et al., 2011). Im adoptiven T-Zelltransfer kénnte der Roquin 1-Roquin 2-double-
knock-out in T-Zellen genutzt werden, um eine starkere anti-tumorale Immunantwort zu

erzeugen.

1.4. Fragestellung

Zur Klérung, ob RBP zur Optimierung des adoptiven T-Zelltransfers genutzt werden kénnen,
soll zun&chst die Rolle sieben vielversprechender RBP in zytotoxischen T-Zellen n&her
untersucht werden. AnschlieRend soll die Auswirkung von knock-out und Uberexpression der
RBP auf die anti-tumorale Effektivitat von T-Zellen untersucht werden. Konkret sollen folgende

Fragen beantwortet werden:

1. Werden die RBP TTP, TIS11b, TIS11d, HUR, AUF1, Roquin 1 und Roquin 2 in
zytotoxischen T-Zellen auf mMRNA-Ebene und Proteinebene exprimiert?

2. Wie verhélt sich die Expression der genannten RBP nach Aktivierung der T-Zellen?
Spielen die RBP eine Rolle in der T-Zellaktivierung?

3. Wie verhdlt sich die Expression der genannten RBP nach Tumorzellkontakt? Wird die
Expression der RBP durch Tumorzellen beeinflusst?

4. Kann die anti-tumorale T-Zellfunktion in vitro durch Uberexpression oder knock-out
der genannten RBP beeinflusst werden?

5. Hat der knock-out oder die Uberexpression von RBP Auswirkungen auf das

Tumorwachstum in vivo?
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Technische Geréate und Verbrauchsmaterialien

96-Well Platte schwarz pure Grade™ (DC protein assay)
Alpha Imager HP gel imager

Analytical balance ENTRIS224-1S

CO,-Brutschrank (BD6220)

Costar Assay Plate 96 Well, Half Area (ELISA)
FACSCanto Il

Fujifilm LAS4000

HERAfreezeTM HFU T Serie -86 °C Ultratiefkiihlschranke

Innovad4 Thermoshaker

Kiihl- und Gefrierschrénke 4 °C und -20 °C
Lamin Air

Lichtmikroskope Axiovert 40C und Primovert
LightCycler480 System

Mini Trans-Blot® Cell

MiniMACS, QuadroMACS

Mithras LB 940 Microplate Reader
Multifuge 2L-R, X3 und 4KR
Multi-Well-Platten (Zellkultur)

Nalgene® Cryo 1 °C “Mr. Frosty* Freezing Container
Nanodrop 2000c

Neubauer-Z&hlkammer

Nichipette EX |l Pipettensatz
Orbitalschittler DOS-10L

PerfectBlue™ Doppel-Gelsystem Twin S
pH-Meter

Pipettenspitzen

Pipetus

Polypropylen Réhrchen 15 ml und 50 ml
PowerPac™ Universal Power Supply
Reagiergefale

Research plus Pipettensatz

Rollenmischer RM 5-40

Roti®-PVDF

Serologische Pipetten

Sprout minicentrifuge

T3 Thermocycler

Thermocycler Gene Pro

Thermomixer comfort

UV Transilluminator LKB 2011 Macrovue

BRANDRplates (Wertheim, Deutschland)

Alpha Innotech (Kasendorf, Deutschland)
Sartorius (Géttingen, Deutschland)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Corning (Corning, USA)

BD Biosciences (New Jersey, USA)

Fuifilm (Tokyo, Japan)

Heraeus (Hanau, Detuschland)

New Brunswick Scientific, Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Bosch (Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland)
Heraeus (Hanau, Deutschland)

Zeiss (New York, USA)

Roche (Mannheim, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Miinchen, Deutschland)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Berthold Technologies (Bad Wildbad, Deutschland)
Heraeus (Hanau, Deutschland)

Corning (Corning, USA)

ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)

MTG GmbH (Bruckberg, Deutschland)

Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)
NeoLAB (Heidelberg, Deutschland)

VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
WTW (Weilheim, Deutschland)

Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)

Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich)
Bio-Rad Laboratories (Miinchen, Deutschland)
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

CAT M. Zipperer (Ballrechten-Dottingen, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Biometra (Gottingen, Deutschland)

Bioer (Hangzhou, China)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

LKB Bromma (Stockholm, Schweden)
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Vortexmischer RS-VA 10
Welch® Vakuumpumpe
Zentrifuge 5418r
Zentrifuge Rotina 420R

2.1.2 Reagenzien und Chemikalien

2-Propanol 100 %

Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloroform

CutSmart Buffer

Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat

DNA Gel Loading Dye 6x

DNA Stain Clear G

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Dynabeads Mouse T-Activator CD3/28
EcoRI-HF

Ethanol 100 %
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
FACSFlow, FACSSafe

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Glycin

Guanidin-hydrochlorid

HEPES

Isofluoran

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat
Kalziumchlorid

Kapa Probe Fast

LB-Agar

LB-Medium

LE-Agarose

Methanol

Milchpulver, blotting grade
Natriumchlorid

Nonidet™ P 40 Substitute

NOTI-HF

peqGOLD TriFast

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa
Q5 Enzym

RetroNectin

SDS (Sodium dodecyl sulfate)

Supersignal West Femto Chemiluminescent Substrate

Phoenix (Garbsen, Deutschland)
Promega (Wisconsin, USA)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Hettich GmbH (Tuttlingen, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
New England Biolabs (Ipswich, USA)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
SERVA (Heidelberg, Deutschland)

PAA (Pasching, Osterreich)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

New England Biolabs (Ipswich, USA)
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
BD Biosciences (New Jersey, USA)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
CP PHARMA (Burgdorf, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Kapa Biosystems (Wilmington, USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldirch (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
New England Biolabs (Ipswich, USA)
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
New England Biolabs (Ipswich, USA)
TaKaRa (Kyoto, Japan)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
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Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate
T4 DNA Ligase

TAE Puffer Rotiphorese® 50x

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

TRIS

Trypanblau

Tween 20

2.1.3 Puffer und Gele

CaCl, Puffer (Transfektion)
2,5 M CaCl,
in Wasser

Block Puffer (Transfektion)
2 % BSA
in Wasser

Waschpuffer (Transfektion)
25 mM HEPES
in PBS

Protein-Extraktion Waschpuffer
0,3 M Guanidin-Hydrochlorid
in 95 % Ethanol

Stripping Puffer

6 M Guanidin-Hydrochlorid
0,2 % NP-40

0,1 M B-Mercaptoethanol
20 mM TRIS-HCI

in Wasser, pH 7,5

SDS-Polyacrylamid Sammelgel
5 % Acrylamid

25% 0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8
2,5 % SDS

0,1 % Ammoniumpersulfat

0,1 % TEMED

in Wasser

SDS-Polyacrylamid Trenngel
10 % Acrylamid

25% 1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8
2,5 % SDS

0,1 % Ammoniumpersulfat
0,04 % TEMED

in Wasser

ELISA Coating Puffer
0,2 M Natriumphosphat
in Wasser, pH 9,5

MACS Puffer

2mM EDTA

10 % FBS /1 % BSA
in PBS

ThermoFisherScientific (Waltham, USA)
New England Biolabs (Ipswich, USA)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Transfektionspuffer
27 mM NaCl

1 mM KCI

0,28 mM NazHPO4
4,2 mM HEPES

in Wasser

Erylyse Puffer
167 mM Ammoniumchlorid

0,2 mM Kaliumhydrogenkarbonat
2,7mM EDTA
in Wasser

TBS-T

50 mM TRIS

150 mM NaCl
1 % Tween20
in Wasser

Laufpuffer fiir SDS-Page Gelelektrophorese
3,47 mM SDS

25 mM TRIS

192 mM Glycin

in Wasser, pH 8,3

Transferpuffer fiir Western blot
25 mM TRIS

192 mM Glycin

20 % Methanol

in Wasser

Laemmli-Puffer 6x

300 mM TRIS

60 % Glycerol

12 % SDS

0,03 % Bromphenolblau
5 % B-Mercaptoethanol
in Wasser, pH 6,8

ELISA Waschpuffer

0,05 % Tween20

in PBS

ELISA Verdiinnungspuffer
10 % FBS

in PBS
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2.1.4 Kommerzielle Kits

CD8a (Ly-2) MicroBeads, murin

DC™ Protein Assay

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Mouse IFN-y ELISA Set (RUO)
MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit
PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
PureLink™ Quick PCR Purification Kit
RevertAlD First Strand cDNA Synthesis Kit
ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Kit

2.1.5 Zellkulturmedien und —zusétze

Blasticidin

Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM)
HEPES-Puffer 1M

High Glucose FBS

L-Glutamin 200 mM

Natrium-Pyruvat

Penicillin/ Streptomycin (100x)
Puromycin

Roswell Park Memory Institute (RPMI)
Trypsin (10x)

B-Mercaptoethanol

Murines T-Zell Medium
RPMI

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
1 mM Natrium-Pyruvat
0,1 % HEPES

0,1 % B-Mercaptoethanol

Platinum-E Kulturmedium
DMEM

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

100 IU/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

1 mg/ml Puromycin

10 mg/ml Blasticidin

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Biorad (Munchen, Deutschland)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)

BD Biosciences (New Jersey, USA)

Lonza (Basel, Schweiz)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
ThermoFisherScientific (Waltham, USA)

Zymo Research (Irvine, USA)

InvivoGen (San Diego, USA)

PAA (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Gibco Products (New York, USA)

PAA (Pasching, Osterreich)

PAA (Pasching, Osterreich)

PAA (Pasching, Osterreich)

InvivoGen (San Diego, USA)

PAA (Pasching, Osterreich)

PAA (Pasching, Osterreich)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

DMEM Vollmedium
DMEM

10 % FBS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Gefriermedium
90 % FBS
10 % DMSO

Zytotox-Medium
RPMI ohne Phenolrot

1% FBS

2 mM L-Glutamin

100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
1 mM Natrium-Pyruvat
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2.1.6 Primer

2.1.6.1 Overlap-Extension Primer

Primername Gen Uber- Sequenz
hang
2A fwd 5-GTG AAACAG ACT TTG AATTTT GAC C-3°
2Arev 3’ GFP 5°-CTT GCT CAC CAT CGG GCC TGG GTT G-3°
GFP fwd Synthetic GFP Notl 5°-C CCA GGC CCG ATG GTG AGC AAG GGC G-3°
(KU721836.1)
GFP rev EcoR1 5°-T AAT GAATTC TTACTT GTA CAG CTC GTC C-3°
mAUF1 fwd mAUF1 Not1- 5°-ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG TCG GAG GAG CAG
(NM_001077265.1)  Kozak TTC-3’
mAUF1 rev EcoR1 5°-T AAT GAATTC TTAGTATGG TTT GTAGCT ATT TTG ATG
TCC-3°
mHuR fwd mHuUR Not1- 5°-ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG TCT AAT GGT TAT GAA
(NM_010485.3) Kozak GAC CAC-3’
mHuR rev EcoR1 5-T AAT GAATTC TTT GTG GGA CTT GTT GG-3’
mHuR rev 2A 3 2A 5°-G AAG GTC AAAATT CAAAGT CTGTTT CACTTT GTG GGA
CTT GTT GG-3’
mRoquinl mRoquinl Not1- 5’-ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG CCT GTACAA GCT CCA
fwd (NM_001100591.1)  Kozak C-3’
mRoquinl rev EcoR1 5°-T AAT GAA TTC CTA GGG AGC AGA ATT GGA AAC-3’
mRoquin2 mRoquin2 BamH1- 5’-ATTA GGA TCC GCC ACC ATG CCT GTG CAG GC-3’
fwd (NM_001024952.2)  Kozak
mRoquin2 rev Sall 5°-T AAT GTC GAC GCT GTT AAC CAT CTT CCC ATT TG-3’
mTIS11lb fwd mTIS11lb Not1- 5°-ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG ACC ACC ACCCTC G-3°
(NM_007564.5) Kozak
mTIS11b rev EcoR1 5-T AAT GAATTC TTT GTG GGA CTT GTT GG-3’
mTIS11b rev 3 2A 5°-G AAG GTC AAAATT CAAAGT CTGTTTCACTTT GTG GGA
2A CTT GTT GG-3’
mTTP fwd mTTP Not1- 5°-ATT AGC GGC CGC GCC ACC ATG GAT CTC TCT GCC ATC
(NM_011756.4) Kozak TAC-3’
mTTP rev EcoR1 5°-T AAT GAA TTC CTC AGA GAC AGA GAT ACG ATT G-3°
mTTP rev 2A 3 2A 5°-G AAG GTC AAAATT CAAAGT CTG TTT CAC GTC ATC TGA
GAT GGA GAG TCT G-3°
Univl Not1- 5°-ATT AGC GGC CGC GC-3’
Kozak
Univ2 Not1- 5°-ATT AGG GCC CGC CAC-3’
Kozak
2.1.6.2 Real-time-PCR Primer
Gen (Accession Position Sequenz Sonde Effizienz
Code)
MAUF1 p45 fwd 512 - 531 5°-C AAG ATC GAC GCC AGT AAG A-3’ #88 1,945
(NM_001077265.1)
und mAUF1 p40 rev 554 - 572 5°-GTG TCG TGG GGA GGA GTT T-3°

(NM_007516.3)
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mHuR fwd 839 — 856 5’-CT GCT AGG CGG TTT GGA G-3° #98 1,926
(NM_010485.3) rev 886 - 905 5’- AC ACC CAT AGG GGA GAA CCT-3’

mRoquinl fwd 255 — 272 5’-CG GAG CTG AGA GGA GCT G-3° #93 2,061
(NM_001024952.2) rev 295 - 321 5’-AG ATA CAG TCA GCA CAT AGT GTG AAAT-3’

mRoquin2 fwd 3519 — 3538 5’-GCA GTG GAA AAT GGT CAT CC-3° #3 1,909

(NM_001100591.1) rev 3607 - 3626 5>-AATTGG TTT TTG CTC CTC CA-3°

MRPL13A fwd 355 - 374 5’-C CCT CCA CCC TAT GAC AAG A-3° #108 1,88
(NM_009438.5) rev 431 - 449 5’-G CCC CAG GTA AGC AAACTT-3’

mTIS11b fwd 96 — 116 5’-C GAC ACA CCAGAT CCT AGT CC-3’ #r7 1,933
(NM_007564.5) rev 207 - 226 5’-T GGG AGT GCT GTAGTT GAG C-3°

mTIS11d fwd 278 — 301 5’-TTC TAC GAT ATC GAC TTC TTG TGC-3’ #66 1,868
(NM_001001806.2) rev39l - 408 5’-AA GCC CGG AGT GAA GCT C-3°

mTTP fwd 4 - 23 5’-T CTC TTC ACC AAG GCC ATT C-3’ #53 2,164
(NM_011756.4) rev 52 - 69 5’-AT CGA CTG GAG GCT CTC G-3’

2.1.7 Antikorper

Klon- / Lot- Eingesetzte Konzentration Herkunft Sitz des Unternehmens
Nummer

Anti-AUF1 # 2646922 0,1 pug/ml, in 5% BSA in Merck Darmstadt, Deutschland
TBS-T

Anti-mouse CD3 17A2 1 pg/ml bzw. 0,1 pg/ml in BD Biosciences ~ New Jersey, USA
PBS

Anti-mouse CD28 37.51 0,1 pug/ml bzw. 2 pg/ml in BD Biosciences  New Jersey, USA
PBS

Goat Anti-rabbit # C2411 0,2 ug/ml in 5% BSA in Santa Cruz Dallas, USA

19gG-HRP TBS-T Biotechnology

Goat Anti-rat # H0211 0,2 ug/ml in 5% BSA in Santa Cruz Dallas, USA

19gG-HRP TBS-T Biotechnology

Anti-Roquinl/2 3F12 1:10in 1% MLK in TBS-T  Institute for Miinchen, Deutschland

Immunology

BRF1/2 Antibody #1 0,038 ug/ml in 5% BSA in  Cell Signaling Cambridge, UK
TBS-T

ELAVL1/HuUR D9WTE 0,025 pg/ml in 5% MLK Cell Signaling Cambridge, UK
in TBS-T

Tristetraprolin D1I3T 0,067 pg/mlin 5% BSA in  Cell Signaling Cambridge, UK
TBS-T

B-Actin HRP C4 0,1 pug/ml in 5% BSA in Santa Cruz Dallas, USA

TBS-T Biotechnology
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2.1.8 Zelllinien

Zelllinie

B3z

EG7 (EL4-OVA)

MC38-GFP-iRFP-OVA

Panc02-OVA

Platinum-E (murin)

Priméare murine T-Zellen

T110299-OVA

2.1.9 Software

Adobe Creative Suite
Endnote

FlowJo

GraphPad Prism
LightCycler 480 Software
Microsoft Office

SnapGene

2.2 Mausversuche
2.2.1 Mause
2.2.1.1 OT1-System

Zellart

Murines CD8* T-Zellhybridom mit
SIINFEKL-spezifischem TZR

Murine Lymphom Zelllinie (C57BL/6),

exprimiert stabil Ovalbumin

Murine Kolorektales Adenokarzinom
Zellinie (C57BL/6), exprimiert stabil
Ovalbumin

Murine Pankreaskarzinom Zelllinie
(C57BL/6), exprimiert stabil Ovalbumin

Retrovirale Verpackungszelllinie

Murine Pankreaskarzinom Zelllinie
(KPC), exprimiert stabil Ovalbumin

Adobe Systems
Thomson Reuters
Tree Star

GraphPad Software

Roche Diagnostics International AG

Microsoft

GSL Biotech LLC

Kulturmedium

Murines T-Zellmedium

ohne B-Mercaptoethanol

Murines T-Zellmedium

ohne B-Mercaptoethanol

DMEM-Vollmedium

DMEM-Vollmedium

Platinum-E
Kulturmedium

Murines T-Zellmedium

DMEM-Vollmedium

Herkunft

Prof. Wolfgang Uckert
(Charité Berlin)

American Type Culture
Collection (ATCC)

MC38-GFP von Prof.
Mathias Heikenwaélder
(Helmholtz Zentrum
Miinchen), mit IRFP-OVA
transduziert durch Jennifer

Heinrich

Panc02 von Prof.
Christiane Bruns (LMU
Miinchen), mit OVA
transduziert durch Collin

Jacobs

Cellbiolabs

Dr. Jens Siveke (TU

Miinchen)

San Jose, USA

New York, USA
Ashland OR, USA
La Jolla, USA

Rotkreuz, Schweiz

Redmond, USA

Ilinois, USA

C57BL/6-Tg (TcraTcrb) 1100Mjb/J Méuse wurden von The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
USA) erworben. Diese C57BL/6 Mé&use enthalten transgene TZR in ihren CD8*

T-Lymphozyten, die spezifisch Ovalbumin im Kontext von MHC-I erkennen.
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2.2.1.2 Roquin-knock-out-System

C57BL/6 Méause mit konstitionellem (Rc3h1fl/fl; Re3h2fl/fl; CD4-Cre (Vogel et al., 2013))
bzw. Tamoxifen induzierbarem (Rc3h1fl/fl; Rc3h2fl/fl; Cre-ERT2 (Jeltsch et al., 2014)).
Roquin 1-Roquin 2-double-knock-out in T-Lymphozyten wurden freundlicherweise von Prof.

Vigo Heissmeyer (Minchen, Deutschland) bereitgestelit.

2.2.1.3 Tumorwachstum in vivo

Je 2x106 Pankreaskarzinomzellen der Zelllinie Panc02-OVA wurden subkutan in die Flanken
von finf Wildtyp und finf Roquin 1-Roquin 2-double-knock-out (Rc3h1fl/fl; Rc3h2fl/fl; CD4
Cre) Mdusen injiziert. AnschlieRend wurden alle ein bis drei Tage Lange und Breite der
Tumoren mittels Schiebelehre gemessen und die TumorgréRe mittels Flachenberechnung
abgeschétzt. Abbruchkriterien waren Ulzerationen, eine Tumorgrdfe tiber 225 mm? oder
Verhaltensauffalligkeiten der Mause. Sowohl Injektion als auch Messung der TumorgréRe
geschah verblindet. Die Entblindung erfolgte erst nach dem Tod der letzten Maus.

2.2.2 Isolierung von Splenozyten

Mause wurden unter Anasthesie mit Isofluran mittels Genickbruch getétet und die Milzen
entnommen. Die Milzen wurden mit Medium gespllt und auf einem Zellsieb mit 30 um
Porengrofiie zerrieben. Die Erythrozyten wurden durch dreiminitige Inkubation in Erylyse

Puffer lysiert und die tbrig gebliebenen Splenozyten in murinem T-Zellmedium gel6st.

2.3 Zellulare Methoden
2.3.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in entsprechendem Medium in Zellkulturflaschen bei 37 °C, 5 % CO-
Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit in Brutschranken kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei bis
drei Tage geteilt. Adhdrente Zellen wurden hierflir gewaschen, mit Trypsin geldst und in
frischem Medium aufgenommen wurden. Tests mit MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kits
wurden durchgefiihrt, um Kontaminationen der Zellen mit Mykoplasmen auszuschliefen.
Samtliche Experimente mit Zellen erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer

Sicherheitswerkbank.
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2.3.2 Auftauen und Einfrieren

Zur langeren Aufbewahrung wurden je 5 x 108 Zellen in 1 ml Gefriermedium gel6st und in
Kryoréhrchen im Kryo-Einfriergerat Mr. Frosty schonend um -1 °C pro min auf -80 °C gekuhlt
und eingefroren. Zum Auftauen wurden die Zellen schnellstméglich in warmem Kulturmedium

gelost, gewaschen und in Zellkulturflaschen tberfihrt.

2.3.3 Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat

Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurden diese in Trypanblau gel6st und im
Lichtmikroskop untersucht. Die vitale Zellzahl wurde folgendermafen berechnet:
Zellzahl pro ml = (gez&hlte Zellen / gezdhlte Kammern) x Verdunnungsfaktor x 10.000

2.3.4 Magnetic activated cell sorting (MACYS)

CD8" MACS Kits wurden geméal Herstellerprotokoll verwendet, um T-Lymphozyten aus

Splenozyten zu isolieren.

2.3.5 T-Zellaktivierungsprotokoll und retrovirale Transduktion
2.3.5.1 Allgemeines

In dieser Arbeit wurden RBP in murinen T-Zellen durch retrovirale Transduktion
tiberexprimiert. Zur Herstellung der Vektoren wurde die Verpackungszelllinie Platinum-E

genutzt. Diese wiederum wurden dann verwendet, um murine T-Zellen zu transduzieren.

2.3.5.2 Transfektion von Platinum-E Zellen

Platinum-E Zellen wurden aus Zellkulturflaschen geldst und in 6-Well-Platten ausplattiert. Am
néchsten Tag wurden die Zellen nach Erreichen einer Konfluenz von 70 % transfiziert. Dafur
wurden pro Well 18 pg des Plasmids pMP71 mit dem enthaltenen Zielgen mit 15 ul CaCl,
Puffer gemischt und mit ddH.O auf ein Gesamtvolumen von 150 pl gebracht. Die Ldsung
wurde dann tropfchenweise mit 150 pl Transfektionspuffer gemischt, 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend auf die Platinum-E Zellen gegeben. Nach sechs
Stunden wurde das Medium durch unverbrauchtes Medium ersetzt. Die nun

virusproduzierenden Zellen wurden fir 42 Stunden im Brutschrank inkubiert.
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2.3.5.3 Aktivierungsprotokoll muriner T-Zellen und Transduktion

Tag 1: Nach Isolierung von Splenozyten und CD8* MACS wurden pro ml 2x108 isolierte
T-Zellen in T-Zellmedium mit 0,1 % B-Mercaptoethanol und 1 ng/ml IL-2 in 6-Well-Platten
ausplattiert und mit 1 pg/ml anti-mouse CD3 und 0,1 pg/ml anti-mouse CD28 Antikorpern fur

24 Stunden im Brutschrank aktiviert.

Tag 2: Die aktivierten T-Zellen wurden gezahlt und in murinem T-Zellmedium mit 0,1 %
B-Mercaptoethanol und 1 ng/ml IL-2 auf eine Konzentration von 10° pro ml gebracht. Den
T-Zellen wurde pro ml 4x10° Dynabeads Mouse T-Activator anti-CD3-anti-CD28 zugefligt. Fir
die Transduktion wurden 24-Well-Platten (iber Nacht bei 4 °C mit RetroNectin beschichtet und
anschlieBend fur 30 min mit 500 pl Block Puffer geblockt. In der Zwischenzeit wurde der
Virustiberstand der am Vortag transfizierten Platinum-E Zellen abgenommen und durch
unverbrauchtes murines T-Zellmedium ersetzt. Der Virustberstand wurde funf min bei 400 x g
zentrifugiert, um enthaltene Zellen zu pelletieren. Die geblockten Wells wurden mit 2 ml
Waschpuffer gewaschen und pro Well wurde 1 ml des Virusiiberstands zugegeben. Die Platten
wurden bei 3000 x g und 4 °C fiir 90 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen und durch 1 ml der oben genannten T-Zellsuspension ersetzt. Die Platten wurden

erneut fur 30 min bei 800 x g und 32 °C zentrifugiert und im Brutschrank inkubiert.

Tag 3-7: Fiir die Transduktion wurde der Virusuberstand der Platinum-E Zellen an Tag 3 ein
zweites Mal abgenommen und zentrifugiert. AnschlieBend wurde 1 ml des Virusiiberstands auf
jedes T-Zell Well pipettiert und 90 min bei 800 x g und 32 °C zentrifugiert. Die transduzierten
T-Zellen wurden im Brutschrank inkubiert. Nach sechs Stunden wurde die
Transduktionseffizienz mittels Durchflusszytometrie (FACS) bestimmt. Die T-Zellen wurden ab
Tag 3 alle zwei Tage gezahlt und auf eine Konzentration von 10° pro ml in unverbrauchtem

murinem T-Zellmedium mit 50 ng/ml IL-15 verdinnt.

Tag 7: Fir die Restimulation expandierter T-Zellen wurden Wells einer 12-Well-Platte
entweder mit PBS, 0,1 pg/ml anti-CD3 Antikorpern in PBS oder 0,1 pg/ml anti-CD3 und

2 pg/ml anti-CD28 Antikdrpern in PBS Uber Nacht bei 4 °C beschichtet. Anschliellend wurden
T-Zellen in einer Konzentration von 2 x 10° pro ml T-Zellmedium ohne Zusatze auf die
beschichteten Wells pipettiert und nach drei Stunden sowie nach 24 Stunden Inkubation mit

Trizol lysiert, um RNA und Proteine zu extrahieren.
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2.4 Molekularbiologische Methoden
2.4.1PCR
2.4.1.1 Allgemeines

In dieser Arbeit wurde die Q5 Polymerase von NEB laut Herstellerprotokoll in folgendem
Ansatz verwendet: 100 ng DNA in 23,5 pl Wasser; 1 ul dNTP; 10 pl GC Enhancer; 10 pl Q5

Reaction Buffer; 2,5 pl Primer forward; 2,5 pl Primer revers; 0,5 pl Q5 Polymerase.

2.4.1.2 Overlap-extension-PCR

Die Overlap-extension-PCR wurde verwendet, um Restriktionsschnittstellen an die cDNA von
RBP anzuhéngen. Dazu wurde die PCR mit speziellen overlap-extension Primern durchgefihrt,
eine Gel-Elektrophorese durchgefiihrt und die DNA Fragmente mittels PureLink Quick Gel
Extraction Kit von Invitrogen nach Herstellerprotokoll aufgereinigt. Die Primer wurden mittels
SnapGene geplant und von Metabion hergestellt.

2.4.1.3 Relative Quantifizierung mittels Real-time-PCR

Fur die Real-time-PCR wurde der LightCycler 480 von Roche verwendet. Pro Well wurden 3 pl
cDNA und 7 pl Mastermix (5 pl KapaProbe Fast; 0,2 pl Primer forward; 0,2 pul Primer revers;
0,1 ul Sonde; 1,5 pl ddH20) gemischt. Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt und
mit der LightCycler 480 Software ausgewertet. Wenn eines der Triplikate einen CP-Wert liber
30 hatte, wurde das Experiment verworfen und wiederholt, um unspezifische Messwerte
auszuschlieBen. Um unspezifische Signale durch Primer Dimere zu detektieren, wurden fir
jedes Primerpaar drei Wells mit Wasser und drei Wells mit RNA statt cDNA als
Negativkontrollen verwendet. Wenn der niedrigste CP-Wert einer der Negativkontrollen
weniger als flnf Zyklen héher war als der hochste CP-Wert der Proben, wurde das Experiment
verworfen und wiederholt. Die verwendeten Primer wurden mithilfe des Roche Universal
ProbeLibrary Assay Design entworfen und die zugehdrigen Hydrolyse-Sonden des Universal
ProbeLibrary Sets verwendet. Zur Bestimmung der Amplifikationseffizienz wurden zunéchst
Verdlnnungsreihen (unverdunnt, 1:10, 1:100, 1:1000) fur jedes Primerpaar durchgefiihrt und
die Effizienz mittels LightCycler 480 Software berechnet. Fur die relative Quantifizierung

wurde das ribosomale Strukturprotein RPL13A als Referenzgen verwendet.
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2.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

In dieser Arbeit wurden ein- bis dreiprozentige Agarosegele in TAE Puffer verwendet. Die
Proben wurden im Verhaltnis 1:6 mit DNA Loading Dye gemischt und GeneRuler DNA Ladder
Mix als Leiter aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 bis 110 V flr 30 bis 60 Min.
Zur Visualisierung wurde dem Agarosegel SERVA DNA Stain Clear G zugeflgt.

2.4.3 Klonierung

In dieser Arbeit wurde die cDNA von RBP durch Klonierung vermehrt. Die DNA Sequenz
(insert) wurde in ein Plasmid ligiert. Bakterien wurden mit dem Plasmid transformiert. Die

Bakterien wurden vermehrt und schlieBlich das Plasmid aufgereinigt.

2.4.3.1 Herstellung der Inserts und Auswahl des Vektors

Die Inserts wurden mittels overlap-extension-PCR hergestellt und mit den flankierenden
Restriktionsschnittstellen fiir Notl und EcoRI versehen. Als VVektor wurde der retrovirale

Transduktionsvektor pMP71 mit Ampicillin Resistenz verwendet.

2.4.3.2 Restriktion

Inserts und Vektoren wurden als double digest fiir eine Stunde bei 37 °C mit folgendem Ansatz
verdaut: 5 pl CutSmart Buffer; 1 pl Notl-HF; 1 pl EcoRI-HF; 1 ug DNA in 43 pl Wasser

Der geschnittene Vektor wurde mittels Gelelektrophorese und PureLink Quick Gel Extraction
Kit (ThermoFisherScientific), das insert mit dem PureLink PCR Purification Kit
(ThermoFisherScientific) laut Herstellerprotokoll aufgereinigt.

2.4.3.3 Ligation

Die Sticky-end-Ligation erfolgte mit der T4 DNA Ligase (NEB) laut Herstellerprotokoll in

einem molaren Verhaltnis von 3:1 (insert:Vektor).
2.4.3.4 Transformation
Kompetente Bakterien des Escherichia coli Stamms DH5a wurden durch Hitzeschock

transformiert. Hierfiir wurden die Bakterien kurz auf Eis angetaut, 50 ng des ligierten Plasmids

zugegeben und fur 15 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fir 60 Sekunden bei
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42 °C. Nach weiteren zwei min Inkubation auf Eis wurden die Bakterien eine Stunde in
LB-Medium vorkultiviert, auf LB-Agarplatten mit 0,1 % Ampicillin ausplattiert und fiir 12 bis
16 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.4.3.5 Plasmid-Aufreinigung

Einzelkolonien der transformierten Bakterien wurden flr weitere 12 bis 16 Stunden in 5 ml
LB-Medium mit 0,1 % Ampicillin vermehrt. AnschlieBend wurden die Plasmide mit dem
GeneJET Plasmid Miniprep Kit laut Herstellerprotokoll aufgereinigt. Nach erfolgreicher
Sequenzierung eines Plasmids wurden 300 ml LB-Medium angeimpft und nach 12 bis 16
Stunden mit dem ZymoPURE Plasmid Maxiprep Kit laut Herstellerprotokoll aufgereinigt, um
grolRere Mengen an DNA zu gewinnen.

2.4.3.6 Sequenzierung

Aufgereinigte Plasmide wurden mit dem Mix2Seq Kit von Eurofins nach der Sanger-Methode

sequenziert und mithilfe des Programms SnapGene mit der erwarteten Sequenz abgeglichen.

2.4.4 RNA und Protein-Extraktion

In dieser Arbeit wurden mRNA und Proteine von RBP simultan mittels peqGOLD TriFast aus
murinen T-Zellen isoliert. Hierflr wurden ein bis zehn Millionen T-Zellen pelletiert und in 1 ml
pegGOLD TriFast resuspensiert. Die RNA- und Proteinextraktion erfolgte nach
Herstellerprotokoll. AnschlieRen wurde die RNA Konzentration und Reinheit mit dem
NanoDrop photometrisch bestimmt. Die Proteinkonzentrationsmessung erfolgte mittels DC

Protein Assay nach Herstellerprotokoll.

2.4.5 Reverse Transkription

Die reverse Transkription erfolgte mit dem RevertAID First Strand cDNA Synthesis Kit
(ThermoFisherScientific). 0,5 bis 1 pg RNA wurde in 11,5 pl RNase freiem Wasser verdinnt
und folgender Reaktionsansatz zugegeben: 1 pl Oligo-dT; 4 pul 5x Reaction Buffer; 2 pl dNTP
Mix (10 mM); 0,5 pl RiboLock RNase inhibitor (40 U/ul); 1 ul RevertAID Reverse
Transcriptase (200 U/ul). Die Reaktion erfolgte bei 42 °C fur 60 min und wurde bei 70 °C fur

zehn min terminiert. Die cDNA wurde verdinnt und bei -80 °C gelagert.
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2.5 Immunologische Methoden
2.5.1 Proteinexpressionsanalyse

2.5.1.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 50 ug Protein jeder Probe mit
reduzierendem Laemmli-Puffer versehen. Diese Lsung wurde in vorgefertigte Taschen
zehnprozentiger Polyacrylamidgele pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 Volt fur 1,5
Stunden. Zur GroRRenbestimmung der Proteinbanden wurde die PageRuler Prestained Protein
Ladder mit vorgefarbten Banden zwischen 10 kDa und 180 kDa verwendet.

2.5.1.2 Western blot

Das eigentliche blotting erfolgte mit dem Mini Trans-Blot Cell (BioRad) fiir 1,5 Stunden bei
110 Volt. Die verwendete 0,45 um PVDF Membran wurde zuvor fiir 30 Sekunden in Methanol
aktiviert. Die Membran wurde in einer flnfprozentigen Milchlésung fir eine Stunde bei
Raumtemperatur geblockt, um unspezifische Bindungen zu verringern und 15 min in TBS-T
gewaschen. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgte ber Nacht bei 4 °C. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde fur eine Stunde bei Raumtemperatur in HRP-gekoppeltem
Sekundar-Antikdrper inkubiert und erneut gewaschen. Die Membran wurde mit 1 ml
SuperSignal West Pico oder Femto (ThermoFisherScientific) betrdufelt und mit dem LAS
Reader fotografiert. Als Ladekontrolle wurde der Housekeeper B-Actin verwendet. Dazu
wurden die Membranen 15 min in Stripping Puffer gelegt, nochmals geblockt und fiir eine

Stunde bei Raumtemperatur mit anti-p-Actin-HRP Antikdrper inkubiert und erneut entwickelt.

2.5.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

In dieser Arbeit wurde die IFN-y Konzentration in T-Zelliberstanden mit einem Kit von BD

Biosciences nach Herstellerprotokoll bestimmt.

2.6 Statistik

Die Mittelwerte in den Experimenten dieser Arbeit entsprechen dem arithmetischen Mittel. Die
statistischen Analysen dieser Arbeit wurden mittels Zweistichproben-t-Test fur unabhangige
Stichproben, bei ungleicher Standardabweichung mit Welch-Korrektur, oder zweifacher
Varianzanalyse (ANOVA,; nur Abbildung 22) durchgefiihrt. Die Korrelationen wurden nach
Pearson gepriift. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***)
festgelegt. Alle Berechnungen erfolgtem mit GraphPad Prism.



Ergebnisse 25

3 Ergebnisse

3.1 Expression von RNA-bindenden Proteinen in murinen T-Zellen

Zu Beginn sollte geklart werden, ob die sieben RBP TTP, TIS11b, TIS11d, HUR, AUF1,
Roquin 1 und Roquin 2, die aufgrund ihrer bisher bekannten Funktion potenziell eine Rolle im
adoptiven T-Zelltransfer spielen kdnnten (siehe 1.2), in zytotoxischen T-Zellen exprimiert
werden. Zudem sollte geprift werden, ob die Expression der RBP durch die Aktivierung der
T-Zellen durch TZR-Stimulation, Aktivierung des kostimulatorischen Rezeptors CD28 und
Gabe von T-Zellwachstumsfaktoren IL-2 und IL-15 beeinflusst wird. Dazu wurden CD8*
T-Zellen aus den Milzen von Mausen isoliert und anhand eines Aktivierungsprotokolls
kultiviert (Abbildung 3).

Naive Aktivierte T-Zellen Proliferierende T-Zellen Reaktivierte T-Zellen
T-Zellen
. . PBS oder
antl-C?;ir_\;l-CDZB IL-15 anti-CD3 oder
anti-CD3-anti-CD28
| | |
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 5 Tag 7 3h 24 h

Abbildung 3 Zellkultivierung, Aktivierung und Analysezeitpunkte muriner CD8" T-Zellen

Im Verlauf des Protokolls wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mRNA aus den T-Zellen
extrahiert und die Expression oben genannter RBP mittels Real-time-PCR bestimmt. Um eine
mdgliche posttranskriptionelle Regulation der RBP zu erfassen, wurde deren Expression
zusétzlich mittels Western blot untersucht. Dazu wurden Proteine aus den gleichen T-Zellen

extrahiert, die zuvor bereits mittels Real-time-PCR analysiert wurden (Abbildung 3).

3.1.1 Die Expression von TTP sinkt durch TZR-Stimulierung auf mMRNA-Ebene

TTP wurde zu allen untersuchten Zeitpunkten exprimiert. Die Expression von TTP zu den
verschiedenen Zeitpunkten wurde relativ zu seiner Expression an Tag 1 berechnet und
angegeben. Nach erstmaliger Aktivierung der T-Zellen fur 24 Stunden sank die Expression von
TTP auf 13 % des Ausgangswertes an Tag 1 ab. Unter IL-15 stieg die Expression von TTP im
Verlauf einer Woche sukzessive auf 38 % an. Nach erneuter TZR-Stimulation fir 24 Stunden
sank die Expression von TTP wieder auf 14 % (anti-CD3) bzw. 11 % (anti-CD3-anti-CD28). In
der PBS Kontrollgruppe stieg die Expression von TTP auf 58 % an. Nach drei Stunden wurde

keine Expressionsanderung gemessen (Abbildung 4).
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Abbildung 4 TTP-Expression in murinen T-Zellen

CD8" T-Zellen wurden aus Mausen isoliert und tiber mehrere Tage mit Antikdrpern und Interleukinen stimuliert (Abbildung 3). Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde die Expression von TTP mittels Real-time-PCR bestimmt. RPL13A diente als Referenzgen. Alle
Werte sind relativ zum Mittelwert von Tag 1. Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von neun unabhéngigen
Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM. Die statistische
Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhangige Stichproben. * (p < 0,05), ns (nicht signifikant).

3.1.2 TTP wird nach TZR-Aktivierung auf Proteinebene mit schneller Kinetik hochreguliert

TTP wurde in unstimulierten murinen CD8" T-Zellen nicht auf Proteinebene exprimiert. Auch
nach erstmaliger TZR-Stimulation zeigte sich nach 24 Stunden kein eindeutiges Signal. Nach
drei Stunden TZR-Stimulation mit anti-CD3- oder anti-CD3- und anti-CD28 Antikdrpern wurde
ein starkes Signal detektiert, das nach 24 Stunden bereits wieder verschwunden war (Abbildung
5).
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Abbildung 5 Proteinexpression von TTP in murinen T-Zellen

CD8" T-Zellen wurden aus Mausen isoliert und iiber mehrere Tage mit Antikérpern und Interleukinen stimuliert. Proteine wurden zu
mehreren Zeitpunkten extrahiert (Abbildung 3). Die TTP-Expression wurde mittels Western blot untersucht. g-Actin diente als
Ladekontrolle. Der gezeigte Blot ist reprasentativ fiir drei unabhéngige Experimente.
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3.1.3 Die Expression von T1S11d sinkt durch TZR-Stimulierung auf mMRNA-Ebene, die von
TIS11b steigt kurzfristig durch TZR-Stimulierung und sinkt anschlieRend langerfristig ab

TIS11b und T1S11d wurden zu allen untersuchten Zeitpunkten exprimiert. Die Expression von
TIS11b und T1S11d zu den verschiedenen Zeitpunkten wurde relativ zu ihrer Expression an Tag
1 berechnet und angegeben. Nach erstmaliger Aktivierung der T-Zellen fiir 24 Stunden sank die
Expression von TIS11b auf 54 % und jene von TIS11d auf 43 %. Unter IL-15 stieg die
Expression von TIS11d im Verlauf einer Woche sukzessive auf 79 % an, wahrend jene von
T1S11b konstant verringert blieb. Nach erneuter TZR-Stimulation fir 24 Stunden sank die
Expression von TIS11b auf 46 % (anti-CD3) bzw. 35 % (anti-CD3-anti-CD28) und jene von
T1S11d auf 42 % (anti-CD3) bzw. 39 % (anti-CD3-anti-CD28). In den PBS Kontrollgruppen
stieg die Expression von TIS11b auf 91 %, die von TIS11d auf 142 %. Nach drei Stunden sank
die Expression von TI1S11d auf 60 % (anti-CD3) bzw. 42 % (anti-CD3-anti-CD28; Abbildung 6
A, B).
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Abbildung 6 TIS11b- und T1S11d-Expression in murinen T-Zellen

CD8* T-Zellen wurden aus Mausen isoliert und tiber mehrere Tage mit Antikdrpern und Interleukinen stimuliert (Abbildung 3). Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde die Expression von TIS11b (A) und TIS11d (B) mittels Real-time-PCR bestimmt. RPL13A diente
als Referenzgen. Alle Werte sind relativ zum Mittelwert von Tag 1. Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von neun
unabhéngigen Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhéangige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p
< 0,001), ns (nicht signifikant).

3.1.4 TIS11b wird nach TZR-Aktivierung auf Proteinebene mit schneller Kinetik hochreguliert

In unstimulierten murinen CD8* T-Zellen konnte T1S11b auf Proteinebene nicht nachgewiesen
werden. Nach initialer und wiederholter TZR-Stimulation wurde T1S11b hochreguliert. Dabei
fiel auf, dass die Expression nach drei Stunden mit Abstand am héchsten war, wahrend sie nach
24 Stunden bereits wieder abfiel. TIS11d konnte nur schwach detektiert werden. Der hier

beobachtete Anstieg der Expression an Tag 3 konnte in Wiederholungen nicht reproduziert
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werden, sodass keine Aussage Uber die Regulation von TIS11d getroffen werden konnte
(Abbildung 7).
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Abbildung 7 Proteinexpression von T1S11b und T1S11d in murinen T-Zellen

CD8* T-Zellen wurden aus Méusen isoliert und tiber mehrere Tage mit Antikérpern und Interleukinen stimuliert. Proteine wurden zu
mehreren Zeitpunkten extrahiert (Abbildung 3). Die TIS11b- und TIS11d-Expression wurde mittels Western blot untersucht. p-Actin
diente als Ladekontrolle. Der gezeigte Blot ist représentativ fir drei unabhéngige Experimente.

3.1.5 TZR-Stimulation fihrt zur Hochregulierung von HUR und AUF1 in murinen T-Zellen auf
mRNA-Ebene

Aufgrund des Primer-Designs wurde nur die Expression der AUF1-lsoformen p45 und p40
gemessen, die Isoformen p42 und p37 wurden nicht erfasst. Zu allen untersuchten Zeitpunkten
konnten das mRNA stabilisierende Protein HuR und das sowohl stabilisierende als auch
destabilisierende Protein AUF1 in murinen CD8" T-Zellen nachgewiesen werden. Die
Expression von HUR und AUFL1 zu den verschiedenen Zeitpunkten wurde relativ zu ihrer
Expression an Tag 1 berechnet und angegeben. Die erstmalige TZR-Stimulation fiihrte nach 24
Stunden zu einem Anstieg der HUR mRNA Kopien auf 349 % und einem Anstieg der AUF1
MRNA Kopien auf 504 % des Ausgangswertes an Tag 1. Nach weiteren 24 Stunden fiel die
Expression von HUR auf das Ausgangslevel ab (Abbildung 8 A). Die Expression von AUF1 fiel
auf 175 % des Ausgangslevels (Abbildung 8 B). Wahrend der anschlielenden Stimulierung mit
IL-15 stieg die Expression beider Proteine sukzessive an. Nach erneuter TZR-Stimulation stieg
die Expression von HuR innerhalb von 24 Stunden auf 432 % (anti-CD3) bzw. 425 % (anti-
CD3-anti-CD28) des Ausgangswertes. Die Expression von AUF1 stieg auf 434 % (anti-CD3)
bzw. 378 % (anti-CD3-anti-CD28). Die Expression beider Proteine sank in der PBS Gruppe auf
das Ausgangslevel ab. Nach drei Stunden waren diese Trends bereits erkennbar, der Effekt war
aber noch gering. Die zusatzliche Aktivierung des kostimulatorischen Rezeptors CD28 hatte
keinen Effekt auf die Expression von AUF1 oder HuR (Abbildung 8 A, B).
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Abbildung 8 HuR- und AUF1-Expression in murinen T-Zellen

CD8" T-Zellen wurden aus Mdusen isoliert und Uber mehrere Tage mit Antikdrpern und Interleukinen stimuliert (Abbildung 3). Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde die Expression von HuR (A) und AUF1 (B) mit Real-time-PCR bestimmt. RPL13A diente als
Referenzgen. Alle Werte sind relativ zum Mittelwert von Tag 1. Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von neun
unabh&ngigen Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM. Die
statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test flir unabhé&ngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p <
0,001), ns (nicht signifikant).

3.1.6 HUR wird durch TZR-Stimulation auf Proteinebene hochreguliert

HuR wurde zu allen untersuchten Zeitpunkten auf Proteinebene nachgewiesen. Nach
erstmaliger TZR-Stimulation stieg die Expression von HuR stark an und sank nach Wegfallen
des Stimulus wieder ab. Nach erneuter Stimulation wurde der gleiche Effekt nach 24 Stunden
beobachtet. Nach drei Stunden Restimulation wurde noch keine deutliche Anderung der
Expression festgestellt und die zusatzliche Aktivierung von CD28 hatte keinen Effekt auf die
Expression von HUR (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Proteinexpression von HUR in murinen T-Zellen

CD8" T-Zellen wurden aus Mdusen isoliert und iiber mehrere Tage mit Antikérpern und Interleukinen stimuliert. Proteine wurden
zu mehreren Zeitpunkten extrahiert (Abbildung 3). Die HuR-Expression wurde mittels Western blot untersucht. f-Actin diente als
Ladekontrolle. Der gezeigte Blot ist reprasentativ fiir vier unabhéngige Experimente.
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3.1.7 Alle AUF1-Isoformen werden nach erstmaliger TZR-Stimulation in murinen CD8*

T-Zellen auf Proteinebene hochreguliert

Die vier Isoformen von AUF1 konnten zu allen untersuchten Zeitpunkten nachgewiesen
werden, wobei die kiirzeste p37 Isoform deutlich schwécher als die restlichen Isoformen
exprimiert wurde. Die auf MRNA-Ebene beobachtete Hochregulierung von AUF1 in der
erstmaligen Aktivierung des TZR zeigte sich fir alle Isoformen auch auf Proteinebene. In den

folgenden Zeitpunkten blieb die Expression weiterhin erhéht (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Proteinexpression von AUF1 in murinen T-Zellen

CD8" T-Zellen wurden aus Mausen isoliert und tiber mehrere Tage mit Antikérpern und Interleukinen stimuliert. Proteine wurden
zu mehreren Zeitpunkten extrahiert (Abbildung 3). Die AUF1-Expression wurde mittels Western blot untersucht. B-Actin diente
als Ladekontrolle. Der aezeiate Blot ist représentativ fir drei unabhanaiae Experimente.

3.1.8 Die Expression der Roquin-Proteine andert sich auf mMRNA-Ebene kaum

Roquin 1 und Roquin 2 wurden zu allen untersuchten Zeitpunkten in murinen CD8* T-Zellen
exprimiert. Die Expression von Roquin 1 und Roquin 2 zu den verschiedenen Zeitpunkten
wurde relativ zu ihrer Expression an Tag 1 berechnet und angegeben. Insgesamt dnderte sich die
Expression der beiden Proteine in den untersuchten Zeitpunkten nicht wesentlich. Lediglich 48
Stunden nach erstmaliger TZR-Stimulierung sank die Expression beider Proteine im Vergleich
zum Messwert 24 Stunden nach TZR-Stimulierung. Der Effekt war aber nur gering ausgepragt
(Abbildung 11 A, B).
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Abbildung 11 Roquin 1- und Roquin 2-Expression in murinen T-Zellen

CD8" T-Zellen wurden aus Mausen isoliert und tiber mehrere Tage mit Antik6rpern und Interleukinen stimuliert (Abbildung 3). Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurde die Expression von Roquin 1 (A) und Roquin 2 (B) mit Real-time-PCR bestimmt. RPL13A diente
als Referenzgen. Alle Werte sind relativ zum Mittelwert von Tag 1. Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von neun
unabhéngigen Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM. Die
statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhangige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01), ns (nicht
signifikant).

3.1.9 Roquin 1 und Roquin 2 werden durch TZR-Stimulation auf Proteinebene hochreguliert

Das Protein Roquin 1 wurde in unstimulierten murinen CD8" T-Zellen exprimiert. Die
Expression stieg nach 24 Stunden TZR-Aktivierung an und fiel anschlieBend wieder auf das
Ausgangslevel. In der Restimulation zeigte sich ein Anstieg der Roquin 1- und Roquin 2-
Expression nach alleiniger Stimulation mit anti-CD3 Antikdrpern. Nach drei Stunden wurde
noch keine Anderung der Expression beobachtet. Roquin 2 wurde zu allen Zeitpunkten deutlich
schwacher exprimiert. Mit einem Anstieg der Expression jeweils nach 24 Stunden

TZR-Stimulation schien die Regulation analog zu jener von Roquin 1 (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Proteinexpression von Roquin 1 und Roquin 2 in murinen T-Zellen

CD8" T-Zellen wurden aus Mausen isoliert und iiber mehrere Tage mit Antikérpern und Interleukinen stimuliert. Proteine wurden zu
mehreren Zeitpunkten extrahiert (Abbildung 3). Die Roquin 1- und Roquin 2-Expression wurde mittels Western blot untersucht.
B-Actin diente als Ladekontrolle. Der gezeigte Blot ist représentativ fir vier unabhéngige Experimente.
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3.2 Einfluss von Tumorzellen auf RBP

Als néchstes solle untersucht werden, wie sich die Expression der RBP in einem
physiologischeren Modell nach Kontakt mit Tumorzellen verhalt. Dazu wurden murine
T-Zellen mit Ovalbumin spezifischem TZR (OT1-T-Zellen) mit den Ovalbumin exprimierenden
Tumorzelllinien Panc02-OVA und T11299-OVA (Pankreaskarzinom), MC38-GFP-iRFP-OVA
(Kolonkarzinom) und EG7 (EG4-OVA, T-Zell-Lymphom) ko-kultiviert. Nach 24 Stunden
wurden die Zelliiberstande mittels ELISA auf IFN-y analysiert. Die Stirke der T-Zellaktivierung
korreliert dabei mit der Ausschiittung von IFN-y durch die T-Zellen. Nach drei bzw. 24 Stunden
wurden dieselben T-Zellen mittels MACS aufgereinigt und mittels Real-time-PCR auf die
Expression der RBP TTP, TIS11b, TIS11d, HUR, AUF1, Roquin 1 und Roquin 2 untersucht.
Als Positivkontrolle diente die Aktivierung der T-Zellen mit anti-CD3 und anti-CD28
Antikorpern, was eine optimale Aktivierung simuliert. Die Stimulation mit PBS diente als
Negativkontrolle.

3.2.1 Verschiedene Tumorzelllinien fuhren zu unterschiedlich starker T-Zellaktivierung

In den Negativkontrollen (PBS) wurde kein IFN-y detektiert. Die Stimulation mit anti-CD3
Antikorpern fihrte im Mittel zu einer IFN-y-Ausschittung von 677 ng/ml, die zusétzliche
Stimulation mit anti-CD28 Antikdrpern zu einer Ausschiittung von 963 ng/ml. Alle
Tumorzellen fuhrten zu einer Aktivierung der T-Zellen, die Hohe der IFN-y-Sekretion wies
jedoch starke Unterschiede auf. So fiihrte die Ko-Kultivierung der OT1-T-Zellen mit den
MC38-GFP-iRFP-OVA Kolonkarzinomzellen (MC38) zu einer Ausschittung von 993 ng/ml
IFN-y, wihrend die Ko-Kultivierung mit den T11299-OVA Pankreaskarzinomzellen (T11) zu
einer Sekretion von 102 ng/ml und jene mit den EG4-OVA T-Zell-Lymphomzellen (EG7) zu
einer Sekretion von 195 ng/ml IFN-y fiihrte. Die Werte fiir die Ko-Kultivierung mit den
Panc02-OVA Pankreaskarzinomzellen (Panc) lagen mit 581 ng/ml IFN-y dazwischen
(Abbildung 13).
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Abbildung 13 T-Zellaktivierung durch Tumorzellen

Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fiir 24 Stunden mit anti-CD3- oder mit anti-CD3- und anti-CD28 Antikdrpern stimuliert oder
mit den Ovalbumin exprimierenden Tumorzelllinien Panc02-OVA, T11299-OVA, MC38-GFP-iRFP-OVA oder EG7 ko-kultiviert.
Die Uberstande wurden abgenommen die IFN-y Konzentration mittels ELISA bestimmt. Gezeigt sind gepoolte Daten aus den
Muittelwerten von vier unabhangigen Experimenten mit jeweils zwei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem
arithmetischen Mittel + SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Stichproben. * (p
<0,05), ** (p < 0,01).

3.2.2 Die Verringerung der TTP-Expression korreliert mit der Starke der T-Zellaktivierung

Um die Vergleichbarkeit mit den bisherigen Ergebnissen zu gewéhrleisten, wurde die TTP-
Expression in den verschiedenen Konditionen relativ zur TTP-Expression in unstimulierten
T-Zellen an Tag 1 des Aktivierungsprotokolls angegeben (Abbildung 4). Die Aktivierung der
T-Zellen fiihrte nach drei Stunden zu einem Absinken der TTP-Expression im Vergleich zur
PBS Kontrollgruppe (43 %), wobei kein Zusammenhang zur Starke der T-Zellaktivierung
erkennbar war (Abbildung 14 C). Die niedrigste TTP-Expression wurde in der T11- (17 %) und
MC38 Kondition (20 %) gemessen. In den anderen Konditionen wurde keine
Expressionsanderung beobachtet (Abbildung 14 A). Nach 24 Stunden stieg die TTP-Expression
in der PBS Kontrollgruppe auf 58 %. Die TTP-Expression in den T-Zellen, die mit anti-CD3
Antikorpern (14 %), anti-CD3-anti-CD28 Antikdrpern (11 %) und Panc (18 %) stimuliert
wurden, sank deutlich ab. Die Expression in der MC38 Gruppe blieb erniedrigt (17 %). Die
Expression in der EG7 Kondition &nderte sich nicht, wahrend sie in der T11 Kondition (56 %)
anstieg (Abbildung 14 B). Korreliert man die TTP-Expression der T-Zellen nach 24 Stunden
mit der Hohe der IFN-y-Ausschiittung derselben T-Zellen, fallt ein negativer Zusammenhang
zwischen der IFN-y-Sekretion und der TTP-Expression nach 24 Stunden auf (Abbildung 14 D;
Pearson r = -0,4641; p = 0,01). Nach drei Stunden bestand kein Zusammenhang.
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Abbildung 14 TTP-Expression nach T-Zellaktivierung durch Tumorzellen

Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fir drei (A, C) bzw. 24 Stunden (B, D) mit anti-CD3-, anti-CD3-anti-CD28 Antikdrpern oder mit
den Tumorzelllinien Panc02, T11, MC38 oder EG7 inkubiert. Die T-Zellen wurden aufgereinigt und mittels Real-time-PCR auf TTP-
Expression untersucht. RPL13A diente als Referenzgen. Die angegebene TTP-Expression ist relativ zum Mittelwert naiver
unstimulierter T-Zellen (Abbildung 4 Tag 1). Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von vier unabhangigen Experimenten
mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM. Die statistische Analyse erfolgte
mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhangige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) (A,B). Korreliert wurden 28 Mittelwerte von
jeweils drei technischen Replikaten der TTP-Expression mit den zugehdrigen 28 Mittelwerten von jeweils zwei technischen
Replikaten der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen. Die Korrelationsanalyse erfolgte nach Pearson (C, D).

3.2.3 Das AusmaR der kurzfristigen Hoch- und folgenden Herunterregulierung der TIS11b-
Expression korreliert mit der Starke der T-Zellaktivierung

Die TIS11b-Expression in den verschiedenen Konditionen wurde relativ zur TIS11b-Expression
in unstimulierten T-Zellen an Tag 1 angegeben (Abbildung 6 A). Die TIS11b-Expression stieg
nach dreistiindiger Aktivierung der T-Zellen. Die htchste TIS11b-Expression wiesen die mit
Antikorpern stimulierten T-Zellen auf (anti-CD3 339 %; anti-CD3-anti-CD28 416 %), gefolgt
von der MC38 Kondition (217 %). Die Panc (141 %) und EG7 Konditionen (123 %) zeigten
maRig erhohte TIS11b-Expressionen, wahrend die T11 Kondition (59 %) eine geringere
Expression im Vergleich zur PBS Kontrollgruppe (78 %) aufwies (Abbildung 15 A). Die
T1S11b-Expression nach drei Stunden korrelierte linear positiv mit der IFN-y-Sekretion
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derselben T-Zellen (Abbildung 15 C; Pearson r = 0,6019; p = 0,0007). Nach 24 Stunden war die
TIS11b-Expression am niedrigsten in den Gruppen anti-CD3-anti-CD28 (35 %) und anti-CD3
(46 %), gefolgt von MC38 (54 %) und Panc (55 %). Die TIS11b-Expression in der T11 Gruppe
(86 %) befand sich in Hohe der PBS Kontrollgruppe (91 %), die Expression in der EG7 Gruppe
(61 %) lag im mittleren Bereich (Abbildung 15 B). IFN-y-Sekretion und TIS11b-Expression

nach 24 Stunden zeigten eine lineare negative Korrelation (Abbildung 15 D; Pearson r = -

0,5102; p = 0,006).
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Abbildung 15 T1S11b-Expression nach T-Zellaktivierung durch Tumorzellen

Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fiir drei (A, C) bzw. 24 Stunden (B, D) mit anti-CD3-, anti-CD3-anti-CD28 Antikdrpern oder
mit den Tumorzelllinien Panc02, T11, MC38 oder EG7 inkubiert. Die T-Zellen wurden aufgereinigt und mittels Real-time-PCR auf
TIS11b-Expression untersucht. RPL13A diente als Referenzgen. Die angegebene TIS11b-Expression ist relativ zum Mittelwert naiver
unstimulierter T-Zellen (Abbildung 6 A Tag 1). Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von vier unabhéngigen
Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM. Die statistische
Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test flr unabhé&ngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) (A,B).
Korreliert wurden 28 Mittelwerte von jeweils drei technischen Replikaten der TIS11b-Expression mit den zugehdrigen 28
Mittelwerten von jeweils zwei technischen Replikaten der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen. Die Korrelationsanalyse erfolgte nach
Pearson (C, D).

3.2.4 Die Verringerung der T1S11d-Expression korreliert mit der Starke der T-Zellaktivierung

Um die Vergleichbarkeit mit den bisherigen Ergebnissen zu gewahrleisten, wurde die T1S11d-

Expression in den verschiedenen Konditionen relativ zur TIS11d-Expression in unstimulierten
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T-Zellen an Tag 1 angegeben (Abbildung 6 B). Nach drei Stunden sank die T1S11d-Expression
im Vergleich zur PBS Kontrollgruppe (123 %) in den T-Zellen, die durch anti-CD3-anti-CD28
(42 %) und anti-CD3 Antikorper (60 %) und MC38 Tumorzellen (48 %) stimuliert wurden. Die
Expression in der T11 Gruppe dnderte sich nicht (114 %), wahrend sie in der Panc (79 %) und
EG7 Gruppe (74 %) maRig absank (Abbildung 16 A). Der Vergleich der TIS11d-Expression mit
der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen zeigte eine negative lineare Korrelation (Abbildung 16,
C; Pearson r = -0,6873; p<0,0001). Nach 24 Stunden war die TIS11d-Expression in allen
stimulierten T-Zellkonditionen deutlich erniedrigt, mit Werten zwischen 39 % (anti-CD3-anti-
CD28) und 76 % (EG7) im Vergleich zu 142 % in der PBS Kontrollgruppe (Abbildung 16 B).
Der Vergleich der TIS11d-Expression nach 24 Stunden mit der IFN-y-Sekretion derselben
T-Zellen zeigte eine negative lineare Korrelation (Abbildung 16 D; Pearson r = -0,5051; p =
0,006).
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Abbildung 16 T1S11d-Expression nach T-Zellaktivierung durch Tumorzellen
Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fiir drei (A, C) bzw. 24 Stunden (B, D) mit anti-CD3-, anti-CD3-anti-CD28 Antikdrpern
oder mit den Tumorzelllinien Panc02, T11, MC38 oder EG7 inkubiert. Die T-Zellen wurden aufgereinigt und mittels Real-time-
PCR auf TIS11d-Expression untersucht. RPL13A diente als Referenzgen. Die angegebene T1S11d-Expression ist relativ zum
Mittelwert naiver unstimulierter T-Zellen (Abbildung 6 B Tag 1). Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von vier

unabhéngigen Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test flir unabhéngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) (A,B).
Korreliert wurden 28 Mittelwerte von jeweils drei technischen Replikaten der TIS11d-Expression mit den zugehdrigen 28
Mittelwerten von jeweils zwei technischen Replikaten der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen. Die Korrelationsanalyse erfolgte
nach Pearson (C, D).
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3.2.5 Der Anstieg der HUR-Expression korreliert mit der Starke der T-Zellaktivierung

Die HuR-Expression in den verschiedenen Konditionen wurde relativ zur HuR-Expression in
unstimulierten T-Zellen an Tag 1 angegeben (Abbildung 8 A). Nach drei Stunden war die HuR-
Expression am hochsten in den MC38 (306 %), Panc (284 %) und anti-CD3-anti-CD28
Konditionen (263 %). Die niedrigste HUR-Expression wies die PBS Kondition auf (165 %).
Dazwischen lagen anti-CD3 (229 %), T11 (201 %) und EG7 (207 %; Abbildung 17 A). Nach 24
Stunden stieg die HUR-Expression in der anti-CD3, anti-CD3-anti-CD28, T11, MC38 und EG7
Gruppe auf Werte zwischen 398 % (EG7) und 478 % (T11) an. Die HuR-Expression der PBS
Gruppe sank auf 119 %, wahrend die Expression der Panc Kondition mit 283 % konstant blieb
(Abbildung 17 B). Nach drei Stunden zeigte sich ein positiver linearer Zusammenhang
zwischen der HuR-Expression und der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen (Abbildung 17 A,
Pearson r = 0,639; p = 0,0003). Nach 24 Stunden war die HuR-Expression in den meisten
Messungen unabhédngig von der IFN-y-Sekretion bei etwa 400 %. Dabei stechen die in PBS
inkubierten T-Zellen hervor, die als einzige kein IFN-y sezernierten und gleichzeitig die

niedrigste HUR-Expression aufwiesen (Abbildung 17 D, eingekreist).
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Abbildung 17 HuR-Expression nach T-Zellaktivierung durch Tumorzellen

Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fiir drei (A, C) bzw. 24 Stunden (B, D) mit anti-CD3-, anti-CD3-anti-CD28 Antikdrpern oder
mit den Tumorzelllinien Panc02, T11, MC38 oder EG7 inkubiert. Die T-Zellen wurden aufgereinigt und mittels Real-time-PCR auf
HuR-Expression untersucht. RPL13A diente als Referenzgen. Die angegebene HuR-Expression ist relativ zum Mittelwert naiver
unstimulierter T-Zellen (Abbildung 8 A Tag 1). Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von vier unabhéngigen
Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM. Die statistische
Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) (A,B).
Korreliert wurden 28 Mittelwerte von jeweils drei technischen Replikaten der HuR-Expression mit den zugehdrigen 28 Mittelwerten
von je zwei technischen Replikaten der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen. Die Korrelationsanalyse erfolgte nach Pearson (C, D).
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3.2.6 Der Anstieg der AUF1-Expression korreliert mit der Starke der T-Zellaktivierung

Aufgrund des Primer Designs wurde nur die Expression der AUF1-Isoformen p45 und p40
gemessen. Die AUF1-Expression in den verschiedenen Konditionen wurde relativ zur AUF1-
Expression in unstimulierten T-Zellen an Tag 1 angegeben (Abbildung 8 B). Die AUF1-
Expression war nach drei Stunden am hochsten in der MC38 (408 %), Panc (384 %) und
anti-CD3-anti-CD28 Kondition (392 %). Die PBS (249 %) und T11 Gruppe (238 %)
exprimierten AUF1 auf vergleichsweise niedrigem Level. Die anti-CD3 (357 %) und EG7
Gruppe (307 %) lagen dazwischen (Abbildung 18 A). Nach 24 Stunden stieg die AUF1-
Expression in der anti-CD3, T11 und EG7 Kondition an und erreichte Werte zwischen 410 %
(T11) und 434 % (anti-CD3). In der anti-CD3-anti-CD28 (378 %), Panc (261 %) und MC38
Kondition (356 %) sank die Expression wieder leicht ab. Die mit Abstand niedrigste AUF1-
Expression wies die PBS Gruppe auf (77 %; Abbildung 18 B). Die AUF1-Expression nach drei
Stunden korrelierte schwach positiv mit der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen (Abbildung 18
C; Pearson r = 0,4109; p = 0,03). Die in PBS Gruppe ohne IFN-y-Sekretion wies nach 24
Stunden die niedrigste AUF1-Expression auf (Abbildung 18 D, eingekreist).
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Abbildung 18 AUF1-Expression nach T-Zellaktivierung durch Tumorzellen
Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fiir drei (A, C) bzw. 24 Stunden (B, D) mit anti-CD3-, anti-CD3-anti-CD28 Antikodrpern oder
mit den Tumorzelllinien Panc02, T11, MC38 oder EG7 inkubiert. Die T-Zellen wurden aufgereinigt und mittels Real-time-PCR auf
AUF1-Expression untersucht. RPL13A diente als Referenzgen. Die angegebene AUF1-Expression ist relativ zum Mittelwert naiver
unstimulierter T-Zellen (Abbildung 8 B Tag 1). Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von vier unabhéngigen
Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM. Die statistische
Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) (A,B). Korreliert wurden
28 Mittelwerte von jeweils drei technischen Replikaten der AUF1-Expression mit den zugehdrigen 28 Mittelwerten von jeweils zwei
technischen Replikaten der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen. Die Korrelationsanalyse erfolgte nach Pearson (C, D).
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3.2.7 Die Roquin 1-Expression wird durch Tumorzellen beeinflusst

Die Roquin 1-Expression in den verschiedenen Konditionen wurde relativ zur Roquin 1-
Expression in unstimulierten T-Zellen an Tag 1 angegeben (Abbildung 11 A). Die Roquin 1-
Expression &nderte sich insgesamt nur wenig. Dennoch war die Roquin 1-Expression nach drei
Stunden in der MC38 Kondition héher als in der T11 Kondition. Die Ubrigen Konditionen
blieben unbeeinflusst (Abbildung 19 A). Im Vergleich der Roquin 1-Expression nach drei
Stunden mit der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen zeigte sich eine positive lineare
Korrelation (Abbildung 19 C; Pearson r = 0,5953; p = 0,0008). Die Korrelation bestand dabei
ausschlieBlich fur die durch Tumorzellen stimulierten T-Zellen. Nach 24 Stunden wurde keine
Anderung der Expression beobachtet (Abbildung 19 B, D).
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Abbildung 19 Roquin 1-Expression nach T-Zellaktivierung durch Tumorzellen

Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fiir drei (A, C) bzw. 24 Stunden (B, D) mit anti-CD3-, anti-CD3-anti-CD28 Antikdrpern oder
mit den Tumorzelllinien Panc02, T11, MC38 oder EG7 inkubiert. Die T-Zellen wurden aufgereinigt und mittels Real-time-PCR
auf Roquin 1-Expression untersucht. RPL13A diente als Referenzgen. Die angegebene Roquin 1-Expression ist relativ zum
Mittelwert naiver unstimulierter T-Zellen (Abbildung 11 A Tag 1). Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von vier
unabhéngigen Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test flir unabhéangige Stichproben. * (p < 0,05) (A,B). Korreliert
wurden 28 Mittelwerte von jeweils drei technischen Replikaten der Roquin 1-Expression mit den zugehdrigen 28 Mittelwerten von
je zwei technischen Replikaten der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen. Die Korrelationsanalyse erfolgte nach Pearson (C, D).
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3.2.8 Die Roquin 2-Expression wird spezifisch durch Tumorzellen hochreguliert

Die Roquin 2-Expression wurde relativ zur Roquin 2-Expression in unstimulierten T-Zellen an
Tag 1 angegeben (Abbildung 11 B). Die Roquin 2-Expression dnderte sich in den Ko-Kulturen
mit Tumorzellen zum Teil deutlich. Insbesondere die Ko-Kultur mit den Panc Tumorzellen
flhrte nach drei Stunden zu einem starken Anstieg der Roquin 2-Expression auf 300 % des
Ausgangswertes. Auch die T11 (168 %) und MC38 Konditionen (203 %) zeigten einen Anstieg
der Roquin 2-Expression im Vergleich zur PBS Kontrollgruppe (117 %), wéhrend die EG7
Kondition keinen Unterschied aufwies (166 %; p = 0,06). In den mit Antikorpern stimulierten
T-Zellen zeigte sich nach drei Stunden keine Expressionsanderung (Abbildung 20 A). Nach 24
Stunden ergaben sich keine Expressionsunterschiede (Abbildung 20 B). Die Roquin 2-
Expression hing nicht von der Starke der T-Zellaktivierung ab (Abbildung 20 C, D).
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Abbildung 20 Roquin 2-Expression nach T-Zellaktivierung durch Tumorzellen

Murine CD8* OT1-T-Zellen wurden fir drei (A, C) bzw. 24 Stunden (B, D) mit anti-CD3-, anti-CD3-anti-CD28 Antikdrpern oder
mit den Tumorzelllinien Panc02, T11, MC38 oder EG7 inkubiert. Die T-Zellen wurden aufgereinigt und mittels Real-time-PCR
auf Roquin 2-Expression untersucht. RPL13A diente als Referenzgen. Die angegebene Roquin 2-Expression ist relativ zum
Mittelwert naiver unstimulierter T-Zellen (Abbildung 11 B Tag 1). Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von vier
unabhéngigen Experimenten mit jeweils drei technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test flir unabhéngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01) (A,B).
Korreliert wurden 28 Mittelwerte von jeweils drei technischen Replikaten der Roquin 2-Expression mit den zugehdrigen 28
Mittelwerten von jeweils zwei technischen Replikaten der IFN-y-Sekretion derselben T-Zellen. Die Korrelationsanalyse erfolgte

nach Pearson (C, D).



Ergebnisse 41

3.3 Uberexpression von RBP in murinen T-Zellen
3.3.1 HUR, TTP und TI1S11b wurden durch Transduktion in B3Z iberexprimiert

Uberexpression oder knock-out von RBP sind eine Mdglichkeit T-Zellfunktionen zu
beeinflussen. Die TTP-Proteinfamilie reguliert die mMRNA Halbwertszeit der T-Zell-assoziierten
Zytokine TNF-o, IFN-y und IL-2 und Mause mit TTP-, TIS11b- oder TI1S11d-knock-out zeigten
starke Funktionsanderungen der Immunsystems (Ciais, Cherradi, & Feige, 2013). Mé&use mit
systemischem AUF1-knock-out zeigten eine verstarkte Proliferation von T-Zellen und erhéhte
Spiegel von T-Zell-assoziierten Zytokinen (Sadri & Schneider, 2009). Die Inhibition von HUR
flhrte zu einem Ausbleiben der Zytokinsekretion nach T-Zellaktivierung (Meisner et al., 2007)
und eine Roquin Funktionsverlustmutation fiihrte zu Autoimmunitat mit verstéarkter
T-Zellaktivierung (Vinuesa et al., 2005). Zur Klarung der genauen Funktion dieser RBP in
zytotoxischen T-Zellen sind sowohl Uberexpressions- als auch knock-out-Versuche sinnvoll.
Die retrovirale Transduktion ist eine Methode, die die stabile Uberxpression von Genen
ermdglicht. Aufgrund der Expertise unserer Arbeitsgruppe, wurde diese Methode zundchst
genutzt, um die Auswirkung der Uberexpression der genannten RBP auf zytotoxische T-Zellen

Zu untersuchen.

Zunéchst wurde mRNA von TTP, TIS11b, HuUR, AUF1, Roquin 1 und Roquin 2 aus
Splenozyten isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels Restriktion und Ligation in einen
retroviralen Vektor integriert. Um eine einfache Detektion zu ermdglichen, wurde die cDNA der
RBP Uber eine 2A self-cleaving peptide Sequenz mit der cDNA von GFP markiert (Abbildung
21 A, B, C). Die mRNA von TIS11d lief8 sich nicht isolieren. AnschlieRend wurde die
zytotoxische T-Zell Hybridomlinie B3Z mit den Vektoren transduziert. B3Z sind
immortalisierte murine CD8* T-Zellen, die durch ihren Ovalbumin spezifischen TZR in der
Lage sind, Ovalbumin exprimierende Tumorzellen zu erkennen. Sie kénnen somit als Modell
verwendet werden, um die Funktion von RBP in der Erkennung von Tumorzellen und
Aktivierung der T-Zellen tber einen langeren Zeitraum zu untersuchen. Die RBP Roquin 1,
Roquin 2 und AUFL1 lieRen sich nicht Gberexprimieren. TTP, TIS11b und HuR wurden
erfolgreich Giberexprimiert (Abbildung 21). Die Markierung mit GFP ermdglichte die
Generierung von TTP-, TIS11b-, und HuR-lberexprimierenden Einzelzellklonen mittels FACS.
Die TTP-, TIS11b-, und HuR-Uberexpression wurde anschlieRend direkt mittels Western blot
nachgewiesen. Pro Konstrukt wurden fiinf Klone mit hoher TTP-, TIS11b-, oder HuR-

Expression ausgewahlt, um Zelllinien fur weitere Versuche zu generieren.
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Abbildung 21 TTP-, TIS11b- und HuR-Uberexpression in B3Z

B3Z Zellen wurden mit TTP-2A-GFP (A), TIS11b-2A-GFP (B) oder HUR-2A-GFP (C) transduziert. Je 10° B3Z wurden mittels
FACS auf ihre GFP-Expression (FITC-A) untersucht. Intakte B3Z wurden mit FSC-A vs SSC-A gating ausgewahlt. Zell-Dubletten
wurden mittels FSC-A vs FSC-H gating exkludiert.

3.3.2 TTP-, TIS11b- und HuR-Uberexpression fiihrt zu verminderter T-Zellaktivierung durch

Pankreaskarzinomzellen

Um einen moglichen Einfluss von RBP auf die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen durch
Tumorzellen zu untersuchen, wurden die oben genannten B3Z Klone furr 24 Stunden mit den
Ovalbumin exprimierenden Pankreaskarzinomzellen Panc02-OVA und T110299-OVA, den
T-Zell-Lymphomzellen EG7 (EL4-OVA) und den Kolonkarzinomzellen
MC38-GFP-iRFP-OVA ko-kultiviert. Die Aktivierung der T-Zellen wurde mittels IL-2 ELISA
gemessen. Als Kontrollgruppe dienten Wildtyp B3Z Zellen. In den Ko-Kulturen mit Panc und
EG7 wurde keine IL-2 Produktion nachgewiesen (Ergebnisse nicht gezeigt). In den
Ko-Kulturen mit T11 sekretierten die Wildtyp B3Z im Mittel 53 pg/ml IL-2. Alle untersuchten
HuR Uberexprimierenden B3Z Klone produzierten weniger IL-2 zwischen 4 pg/ml und 23 pg/ml
(Abbildung 22 C). In einer der Ko-Kulturen mit TTP (berexprimierenden B3Z wurden
minimale Mengen von 4 pg/ml I1L-2 gemessen, in den restlichen Ko-Kulturen mit TTP oder
TI1S11b tberexprimierenden B3Z lag die IL-2 Menge unter der Nachweisgrenze von 3 pg/ml
(Abbildung 22 A, B).
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Abbildung 22 Aktivierung RBP tberexprimierender B3Z durch T11 Tumorzellen

TTP (A), TIS11b (B) oder HUR (C) liberexprimierende B3Z und Wildtyp B3Z wurden mit Ovalbumin exprimierenden T11
Tumorzellen ko-kultiviert. Nach 24 Stunden wurde die IL-2-Sekretion bestimmt. Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten von
drei unabhangigen Experimenten mit jeweils vier technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel + SEM.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fir unabhéngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01).
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3.3.3 TTP-Uberexpression fiihrt zu verstarkter T-Zellaktivierung durch Kolonkarzinomzellen

In den Ko-Kulturen mit MC38 Kolonkarzinomzellen produzierten die Wildtyp B3Z nur geringe
Mengen von 10 pg/ml IL-2. Die Uberexpression von HUR und TIS11b fiihrte zu keiner
relevanten Anderung der 1L-2-Sekretion (Abbildung 23 B, C). Ein vollig kontrares Ergebnis
lieferten die TTP Uberexprimierenden B3Z Klone mit stark erhéhten IL-2 Mengen zwischen 118

pg/ml und 927 pg/ml (Abbildung 23 A).
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Abbildung 23 Aktivierung RBP tUberexprimierender B3Z durch MC38 Tumorzellen

TTP (A), TIS11b (B) oder HuR (C) uiberexprimierende B3Z und Wildtyp B3Z wurden mit Ovalbumin exprimierenden T11
Tumorzellen ko-kultiviert. Nach 24 Stunden wurde die I1L-2-Sekretion bestimmt. Gezeigt sind gepoolte Daten aus den Mittelwerten
von drei unabhé&ngigen Experimenten mit jeweils vier technischen Replikaten. Die Balken entsprechen dem arithmetischen Mittel +
SEM. Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhéngige Stichproben. * (p < 0,05), ** (p < 0,01).

3.4 Roquin-knock-out in murinen T-Zellen
3.4.1 Roquin-knock-out erhoht die IFN-y-Sekretion von T-Zellen in vitro

Neben der Uberexpression von RBP bietet der knock-out von RBP eine Mdéglichkeit zur
Verénderung von T-Zellfunktionen. Die Bereitstellung von Roquin 1-Roquin 2-double-knock-
out Méusen durch Prof. Heissmeyer gab uns ein ideales Modell, um die Auswirkungen eines
Roquin-knock-outs auf CD8" T-Zellen zu untersuchen. Bereits zuvor konnten Tavernier et al.
zeigen, dass CD8* T-Zellen mit Roquin 1 Funktionsverlustmutation nach TZR-Stimulation
verstarkt aktiviert werden und vermehrt Zytokine im Vergleich zu Wildtyp T-Zellen sekretieren
(P. P. Chang et al., 2012; Tavernier et al., 2019). In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden,
wie sich der Roquin-knock-out auf die anti-tumorale Effektivitdt von CD8" T-Zellen auswirkt.

Hierfiir wurden zunéachst CD8* T-Zellen von Rc3h1fl/fl; Rc3h2fl/fl; CD4 Cre-ERT2 Méusen
isoliert und mit dem Ovalbumin spezifischen OT1-TZR transduziert. AnschlieRend wurde der
knock-out von Roquin 1 und Roquin 2 durch die Zugabe von Tamoxifen induziert. Die T-Zellen
wurden anschlieRend mit Ovalbumin exprimierenden T110299 Tumorzellen ko-kultiviert. Die
Aktivierung der T-Zellen und das killing der Tumorzellen wurden lichtmikroskopisch

kontrolliert und die Ko-Kulturen gestoppt, nachdem in der ersten Kondition fast alle
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Tumorzellen gestorben waren. Die Stérke der T-Zellantwort wurde mittels IFN-y ELISA
bestimmt. Als Kontrolle dienten die gleichen T-Zellen ohne Tamoxifen Behandlung mit
normaler Roquin-Expression. Um unspezifische Effekte von Tamoxifen auf T-Zellen
auszuschlieBen, wurden zusatzlich Wildtyp T-Zellen mit Tamoxifen behandelt und mit
unbehandelten T-Zellen verglichen. Der knock-out von Roquin fiihrte in allen Experimenten
lichtmikroskopisch zu einem schnelleren killing der Tumorzellen und zu stark erhéhter IFN-y-
Sekretion durch die T-Zellen (zweifach bis 40-fach) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Tamoxifen Behandlung hatte keinen Effekt auf Wildtyp T-Zellen (Abbildung 24). Um eine
unspezifische Aktivierung der T-Zellen durch Roquin-knock-out auszuschliel3en, wurden die
Tamoxifen behandelten T-Zellen fiir den gleichen Zeitraum ohne Tumorzellen kultiviert. Es

wurden keine nennenswerten IFN-y Mengen gemessen (Daten nicht gezeigt).
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Abbilduna 24 Roauin-knock-out in vitro Ko-Kultur

T-Zellen von Wildtyp (WT) und Rc3h1fl/fl; Re3h2fl/fl; Cre-ERT2 (KO) Méausen wurden isoliert und mit dem Ovalbumin
spezifischen OT1-TZR transduziert. AnschlieBend wurde der knock-out von Roquin 1 und Roquin 2 in T-Zellen mittels Tamoxifen
induziert (KO Tam). Die T-Zellen wurden dann mit Tumorzellen ko-kultiviert. Zur Kontrolle wurden Wildtyp T-Zellen mit
Tamoxifen behandelt (WT Tam). Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von vier semi-biologischen Replikaten. Der gezeigte ELISA ist
reprasentativ fir vier unabhangige Experimente. Die statistische Analyse erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test fiir unabhangige
Stichproben. ** (p < 0,01), ns (nicht signifikant).

3.4.2 Roquin-knock-out in T-Zellen flhrt zu beschleunigtem Tumorwachstum in vivo

Als néchstes sollte untersucht werden, ob die in vitro beobachtete verstarkte Aktivierung von
T-Zellen mit Roquin-knock-out nach Tumorzellkontakt einen Einfluss auf das Tumorwachstum
in vivo hat. Hierzu wurde das Tumorwachstum von Wildtyp Mé&usen und Roquin 1-Roquin 2
double-knock-out Mausen verglichen. Alle Mause hatten nach sieben bis neun Tagen einen
tastbaren Tumor unter der Haut an der Injektionsstelle. Alle Tumore bis auf einen waren
durchgehend gréRenprogredient. Eine Wildtyp Maus erreichte eine Stagnation der TumorgréRe
nach zwei Wochen. Der Roquin 1-Roquin 2-double-knock-out in T-Zellen fuhrte nach zwei

Wochen zu einem stark beschleunigten Tumorwachstum in vivo. Die erste knock-out Maus
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wurde nach 21 Tagen nach Erreichen einer TumorgréRe von 225 mm?2 getétet, die erste Wildtyp
Maus nach 30 Tagen (Abbildung 25).
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Abbildung 25 Tumorwachstum in Roquin-knock-out Méausen

2*10° Panc02-OVA Tumorzellen wurden subkutan in die Flanken von Wildtyp (WT) und Rc3h1fl/fl; Re3h2fl/fl; CD4-Cre
(Roguin KO) Méusen injiziert. AnschlieBend wurden alle ein bis drei Tage Lange und Breite des Tumors mittels Schiebelehre
gemessen und die TumorgroRRe mittels Flachenberechnung abgeschétzt. Die Kurven sind bis zum Tod der ersten Maus der
jeweiligen Gruppe gezeigt. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM von jeweils finf Mausen aus einem Experiment. Die statistische
Analyse erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse. * (p < 0,05), *** (p < 0,001).
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4 Diskussion

Der Einsatz gentechnisch modifizierter T-Zellen hat die Krebstherapie mit therapeutischem
Ansprechen auch in fortgeschrittenen Tumorerkrankungen revolutioniert (Baruch, Berg, Besser,
Schachter, & Markel, 2017). Damit noch mehr Patienten von T-Zelltherapien profitieren
kénnen, besteht Bedarf diese weiter zu verbessern. Eingreifen in posttranskriptionelle
Regulation hat drastische Auswirkungen auf das Immunsystem (Kontoyiannis, Pasparakis,
Pizarro, Cominelli, & Kollias, 1999). RBP gehotren zu den wichtigsten Effektoren der
posttranskriptionellen Regulation in Immunzellen (Ivanov & Anderson, 2013). In dieser Arbeit
wurde untersucht, ob die immunregulatorischen RBP TTP, TIS11b, TIS11d, HUR, AUF1,
Roquin 1 und Roquin 2 genutzt werden kdnnen, um die anti-tumorale Effektivitit von T-Zellen
zu optimieren. Dazu wurde zundchst die Rolle der RBP in der T-Zellaktivierung durch
Expressionsanalysen mittels Real-time-PCR und Western blot analysiert. AnschlieRend wurde
ein moglicher Einfluss von Tumorzellen auf die Expression der RBP untersucht. Schliellich
wurden Auswirkungen von Uberexpression oder knock-out der RBP auf die anti-tumorale
Aktivitét der T-Zellen untersucht. Der Vergleich mit der Literatur soll helfen die Ergebnisse zu

interpretieren.

4.1 TTP-Familie
4.1.1 Die Expression der TTP-Familie wird durch TZR-Stimulierung stark beeinflusst

In der vorliegenden Arbeit wurde nach 24 Stunden TZR-Stimulation mit anti-CD3 und anti-
CD28 Antikorpern eine Uber Tage anhaltende Herunterregulierung von TTP und den
verwandten Proteinen TIS11b und TI1S11d auf MRNA Level in murinen T-Zellen gemessen.
Passend zu unseren Ergebnissen ist im Gene Expression Atlas, einer umfassenden
Genexpressions-Datenbank des European Bioinformatics Institute, eine Herunterregulierung der
TTP-, TIS11b- und T1S11d-Expression auf mRNA-Ebene vier Tage nach T-Zellstimulation
beschrieben (EMBL-EBI, 2019). Im Kontrast zur langfristigen Herunterregulierung
beobachteten wir nach drei Stunden eine Hochregulierung der TIS11b-Expression auf mMRNA-
Ebene. Auch im Gene Expression Atlas ist ein Anstieg der TIS11b-Expression nach 30 min in
T-Zellen beschrieben (EMBL-EBI, 2019). Raghavan et al. zeigten diesen kurzfristigen
Expressionsanstieg innerhalb von 30 min nach T-Zellaktivierung auch fur TTP. Nach 90 min
war die TTP-Expression auf mRNA Level in dieser Publikation bereits wieder auf basalem
Niveau. Dies erklart, warum wir nach drei Stunden keinen Expressionsanstieg gemessen haben
(Raghavan et al., 2001).
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Auf Proteinebene zeigten unsere Daten eine starke Hochregulierung der Expression von TTP
und TIS11b nach drei Stunden. Nach 24 Stunden war die Expression wieder abgesunken und im
Verlauf nicht mehr nachweisbar. Kongruent zu unseren Ergebnissen ist in der Literatur eine
Hochregulierung von TTP und TI1S11b auf Proteinebene nach T-Zellaktivierung beschrieben.
TTP und TIS11b waren, analog zu unseren Daten, in unstimulierten T-Zellen auf Proteinebene
nicht nachweisbar, erreichten nach wenigen Stunden TZR-Stimulation die maximale Expression
und waren nach wenigen Tagen nicht mehr nachweisbar (Raghavan et al., 2001; Moore et al.,
2018). Fur T1S11d konnten wir aufgrund eines insgesamt schwachen Signals keine Aussage zur
Proteinexpression treffen. Interessanterweise konnten auch Moore et al. TIS11d auf
Proteinebene nicht in ruhenden oder aktivierten T-Zellen nachweisen (Moore et al., 2018).

Berticksichtigt man die Rolle von TTP, TIS11b und T1S11d als negative Regulatoren von
zahlreichen Zytokinen, ist es wahrscheinlich, dass sie auch in T-Zellen als negative Regulatoren
deren Immunantwort hemmen (Lai & Blackshear, 2001; Lai et al., 2000). Moore et al. kommen
in ihrer Publikation zum Schluss, dass die TTP-Proteinfamilie besonders in der frihen Phase der
T-Zellaktivierung eine Rolle spielt (Moore et al., 2018). Die von uns gezeigte Korrelation von
TIS11b und T1S11d drei Stunden nach T-Zellstimulation mit der Starke der T-Zellaktivierung
stitzt diese These. Dartber hinaus konnten wir nach 24 Stunden eine negative Korrelation von
TTP, TIS11d und TIS11b mit der IFN-y-Sekretion zeigen. Ob dieser Zusammenhang kausaler
Natur ist, lasst sich mit den Daten dieser Arbeit nicht bestimmen. Da TTP in der Literatur als
negativer Regulator von IFN-y beschrieben ist, ist dies jedoch denkbar (Ogilvie et al., 2009).
Madglicherweise sind TTP Proteine somit auch an der Aufrechterhaltung der Immunantwort bei

anhaltendem Stimulus beteiligt.

4.1.2 Wirkung von Tumorzellen auf die Expression von TTP, TIS11b und TIS11d

In der Literatur ist die Herunterregulierung von TTP in Tumorzellen in verschiedenen humanen
Krebserkrankungen beschrieben und mit einer schlechten Prognose assoziiert (Park, Lee, & Kang,
2018). Durch die Erhdhung der PD-L1-Expression von Tumorzellen wurde auch ein
immunsuppressiver Effekt der verringerten TTP-Expression in Tumorzellen beschrieben (Guo et
al., 2018). Da die TTP-Proteinfamilie in Immunzellen selbst immunmodulatorische Effekte hat,
waére auch eine Beeinflussung der Expression der TTP Proteine in T-Zellen durch die Tumorzellen
ein denkbarer immunsuppressiver Mechanismus (Schott & Stoecklin, 2010). In der vorliegenden
Arbeit untersuchten wir erstmals den Einfluss von Tumorzellen auf die Expression der TTP-
Proteinfamilie in T-Zellen. Die Ergebnisse entsprachen, mit Hochregulierung von TIS11b nach
drei Stunden und Herunterregulierung von TTP, TIS11lb und TIS11d 24 Stunden nach

Tumorzellkontakt, jenen durch reine TZR-Stimulation mit anti-CD3 Antikdrpern. Somit fanden
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wir keinen Hinweis auf eine direkte, vom TZR unabhéngige, Beeinflussung der TTP, TIS11b

oder T1S11d-Expression in T-Zellen durch Tumorzellen.

4.1.3 Uberexpression von TTP und TIS11b verandert T-Zellfunktionen

Die Manipulation der Expression der TTP-Proteinfamilie in T-Zellen ist eine Mdglichkeit die
Funktion von T-Zellen zu beeinflussen. Moore et al. beschrieben eine verstérkte anti-virale
Effektivitat von TTP-knock-out T-Zellen im Vergleich zu Wildtyp T-Zellen. Die Autoren
schlugen vor diesen Effekt auch in der Tumortherapie zu untersuchen (Moore et al., 2018). Wir
untersuchten erstmals den Einfluss einer TTP- und T1S11b-Uberexpression in der CD8* T-Zell-
Hybridomlinie B3Z auf deren anti-tumorale Immunantwort (Karttunen, Sanderson, & Shastri,
1992). In der vorliegenden Arbeit filhrte die Uberexpression von TTP und TIS11b zu keiner
relevanten Anderung der 1L-2-Sekretion nach Kontakt mit den Pankreaskarzinomzellen T11.
Unerwarteterweise sekretierten TTP-Uberexprimierende T-Zellen jedoch zehn- bis 100-fach
erhéhte IL-2 Mengen nach Ko-Kultur mit den Kolonkarzinomzellen MC38. Das Ergebnis ist
umso Uberraschender, da TTP in der Literatur als negativer Regulator von IL-2 beschrieben ist.
So beschrieben Ogilvie et al. eine erhéhte IL-2-Sekretion durch primére T-Zellen von TTP-
knock-out Mausen im Vergleich zu T-Zellen von Wildtyp Mausen nach deren Aktivierung
(Ogilvie et al., 2005). In der Literatur gibt es einige Féalle, in denen knock-out und
Uberexpression eines Proteins nicht zu den erwarteten entgegengesetzten Effekten fiihrten. Eine
mogliche Erklarung sind Storungen in der Komplexbildung durch die verédnderte Stochiometrie
(Prelich, 2012). Da auch TTP Komplexe mit zahlreichen Proteinen bildet ist dies ein denkbares
Phanomen (Casolaro et al., 2008). Zu berticksichtigen sind auerdem mdgliche Artefakte durch
das Verwenden von Einzelzellklonen: Durch die artifizielle Umgebung, Manipulationen und
hé&ufige Zellteilung entstehen genetische Mutationen in kultivierten Zellen. Dadurch kénnen
sich einzelne Zellen einer Zellkultur voneinander unterscheiden (Ng, Gisonni-Lex, & Azizi,
2017). Es ist damit theoretisch denkbar, dass die erhohte 1L-2-Sekretion der generierten B3Z
Zelllinien auf der klonalen Expansion einer zufallig mutierten Zelle basiert. Da jedoch alle funf
aus verschiedenen Einzelzellen generierten B3Z Zelllinien mit TTP-Uberexpression eine
erhohte IL-2-Sekretion im Vergleich zu Wildtyp B3Z aufwiesen, ist ein solcher klonaler Effekt
nahezu ausgeschlossen. Schlussendlich ist der Schluss von B3Z auf primére T-Zellen, wie bei
allen Zelllinien, nur bedingt mdglich, da sich diese naturgeméaR unterscheiden (Karttunen et al.,

1992). Die beobachteten Effekte miissen somit in priméren T-Zellen verifiziert werden.
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4.2 HuR und AUF1
4.2.1 Die Expression von HUR und AUF1 wird durch TZR-Stimulierung stark beeinflusst

In dieser Arbeit wurde 24 Stunden nach Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikdrpern
eine starke Hochregulation von HuR auf mRNA-Ebene in murinen T-Zellen gemessen. Dazu
passend ist im Gene Expression Atlas ein Anstieg der HUR-Expression in murinen T-Zellen auf
MRNA-Ebene vier Tage nach Stimulation mit anti-CD3-anti-CD28 beads beschrieben (EMBL-
EBI, 2019). Auch auf Proteinebene zeigte sich in der vorliegenden Arbeit ein Anstieg der HuR-
Expression 24 Stunden nach TZR-Stimulierung. Dazu passend beschrieben Atasoy et al. einen
Expressionsanstieg von HUR ein und zwei Tage nach Stimulation von murinen Splenozyten mit
anti-CD3 Antikorpern im Western blot. Raghavan et al. beschreiben einen HUR-
Expressionsanstieg bereits ein, drei und sechs Stunden nach T-Zellstimulation mit
Phorbolmyristat-acetat plus lonomycin (Atasoy, Watson, Patel, & Keene, 1998; Raghavan et al.,
2001). Daruber hinaus zeigten unsere Daten, dass die Expression von HuR drei Stunden nach
T-Zellaktivierung positiv mit der IFN-y derselben T-Zellen korreliert. Wang et al. beschrieben
eine Stabilisierung von IFN-y mRNA durch HuR in T-Zellen nach Ko-Aktivierung der T-Zellen
mit LFA-1 (J. G. Wang et al., 2006). Unsere Daten lassen die Stabilisierung von IFN-y mRNA
durch HuR auch nach TZR- und CD28 Aktivierung vermuten. Dies deckt sich auch mit einer
Publikation, die eine generelle Stabilisierung von Zytokin mMRNA durch HuR nach
TZR-Stimulation postuliert (Atasoy et al., 1998). Zuséatzlich ist HUR durch die Stabilisierung
von mRNA an der Koordination von essenziellen Signalwegen der Zellvitalitat und der
Regulation des Signalweges der CD28-Familie in T-Zellen beteiligt (Blackinton & Keene,
2016; Techasintana, Davis, Gubin, Magee, & Atasoy, 2015).

Zur Funktion von AUF1 in T-Zellen ist weniger bekannt. Die erhéhte Proliferationsrate und
verstéarkte Sekretion von I1L-2, TNF-a und IL1J von T-Zellen in AUF1-knock-out Mausen
liefern jedoch Hinweise auf eine mogliche Rolle von AUFL1 in T-Zellen (Sadri & Schneider,
2009). In dieser Arbeit wurde ein Anstieg der AUF1-Expression nach T-Zellaktivierung auf
MRNA- und Proteinebene beobachtet. Dazu passend ist in der Literatur ein Anstieg der AUF1-
Expression auf mMRNA-Ebene zehn Stunden nach T-Zellstimulation mit IL-2 beschrieben
(EMBL-EBI, 2019). Damit ist eine T-Zell-intrinsische Funktion und eine Rolle in der
T-Zellaktivierung von AUF1 wahrscheinlich. Besonders aufféllig war in dieser Arbeit das
nahezu identische Expressionsprofil von AUF1 und HuR. In der Literatur gibt es zahlreiche
Versuche, die zeigen, dass HUR und AUF1 funktionell miteinander interagieren,
zusammenarbeiten und konkurrieren (N. Chang et al., 2010; David et al., 2007; Lal et al., 2004).
Eine gemeinsame Regulation bzw. Interaktion in T-Zellen liegt nahe und sollte in weiteren

Experimenten untersucht werden.
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4.2.2 Wirkung von Tumorzellen auf die Expression von HUR und AUF1

In der Literatur ist die Hochregulierung von HUR und AUF1 in verschiedenen humanen
Karzinomen beschrieben und mit einer schlechten Prognose assoziiert (Kumar et al., 2015;
Trojanowicz et al., 2009; H. Wang, Ding, Guo, Xia, & Ruan, 2016; J. Wang et al., 2013; Yang
et al., 2014). Mause mit AUF1-Uberexpression entwickeln spontan Tumore (Gouble et al.,
2002). Aufgrund der groRBen Bedeutung von HUR und AUFL1 fur die Funktion von Immunzellen
waére eine Manipulation der Expression von HUR oder AUF1 in T-Zellen durch Tumorzellen ein
denkbarer Mechanismus der Immunsuppression (Papadaki et al., 2009), (Sadri & Schneider,
2009), (Y. L. Chen et al., 2006). In dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss von Tumorzellen
auf die Expression von HuR und AUF1 in T-Zellen untersucht. Mit einem Anstieg der HuR-
und AUF1-Expression nach Tumorzellkontakt, waren die Ergebnisse jedoch identisch zur
T-Zellstimulation mit anti-CD3 bzw. anti-CD3 und anti-CD28 Antikorpern.

4.2.3 Uberexpression von HuR verringert die 1L-2-Sekretion von T-Zellen

Wir untersuchten erstmals den Einfluss einer HuR-Uberexpression in der CD8* T-Zell-
Hybridomlinie B3Z auf deren anti-tumorale Immunantwort (Karttunen et al., 1992). Betrachtet
man die prinzipiell mMRNA stabilisierende Funktion von HUR, so wiirde man eine vermehrte
Sekretion von Zytokinen nach T-Zellaktivierung erwarten (Fan & Steitz, 1998; Dean et al.,
2001; Yarovinsky et al., 2006; Casolaro et al., 2008; Sung et al., 2009). Unerwarteterweise
filhrte die HUR Uberxpression in B3Z zu verringerter IL-2-Sekretion nach Kontakt mit
Pankreaskarzinomzellen. Passend dazu zeigten zwei Publikationen eine ebenfalls unerwartet
erhohte IL-2-Sekretion von CD4* T-Zellen mit konditionellem HuR-knock-out (Gubin et al.,
2014; Techasintana et al., 2017). Damit scheint HuR ein negativer Regulator von IL-2 in
T-Zellen zu sein. Aufgrund der stabilisierenden Funktion von HuR fir die zentralen T-Zell-
Effektormolekiile TNF-a und IFN-y ist ein positiver Effekt einer HuR-Uberexpression auf die
anti-tumorale Wirkung von CD8" T-Zellen dennoch denkbar (J. G. Wang et al., 2006). Zur

definitiven Klarung sind weitere Experimente in priméren T-Zellen notwendig.

4.3 Roquin-Proteine

4.3.1 Roquin-Proteine werden durch TZR-Aktivierung auf Proteinebene hochreguliert

In der vorliegenden Arbeit wurde keine Expressionsanderung von Roquin 1 oder Roquin 2 im
Verlauf des Aktivierungsprotokolls auf mRNA-Ebene in murinen T-Zellen gemessen. Kontrér
dazu listet der Gene Expression Atlas ein Experiment, das eine Herunterregulierung von Roquin

1 nach viertdgiger Stimulation von humanen T-Zellen mit anti-CD3-anti-CD28 Beads auf
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MRNA-Ebene zeigt (EMBL-EBI, 2019). Eine mdgliche Erklarung flr diese Diskrepanz ist die

unterschiedliche Dauer der T-Zellstimulation.

Im Western blot wurde Roquin 1 zu allen Zeitpunkten deutlich stérker exprimiert als Roquin 2.
Dies steht im Einklang mit einer Publikation, die eine funf Mal héhere Roquin 1-Expression im
Vergleich zu Roquin 2 in T-Zellen beschreibt (Vogel et al., 2013). Unsere Daten zeigten zudem
eine Zunahme der Roquin 1- und Roquin 2-Expression auf Proteinebene durch
TZR-Stimulation, insbesondere durch alleinige Stimulation mit anti-CD3 Antikorpern. Jeltsch et
al. zeigten das Verschwinden der Roquin 1 Bande im Western blot nach Aktivierung der
T-Zellen mit PMA fur einige min bis drei Stunden und bei gleichzeitigem Auftreten eines
schneller migrierenden Spaltprodukts. Dieses Spaltprodukt trat auch nach Stimulation der
T-Zellen mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikdrpern auf. Die Roquin 1-Expression blieb nach
Stimulation mit anti-CD3-anti-CD28 Antikorpern jedoch konstant und stieg nach Stimulation
mit anti-CD3 Antikdrpern sogar an (Jeltsch et al., 2014). Dies spricht flr eine Hochregulierung
von Roquin 1 auf Proteinebene, die spezifisch fiir die Aktivierung des TZR-Signalwegs ist und
nicht durch PMA induziert wird.

4.3.2 Tumorzellen erhéhen die Roquin-Expression

Mause mit heterozygoter Roquin Mutation entwickeln T-Zell-Lymphome (Ellyard et al., 2012).
Ein Verlust der Roquin Funktion in T-Zellen fuhrt zu dysregulierten Immunantworten und
Autoimmunitét (Vinuesa et al., 2005). Eine Beeinflussung der Roquin-Expression in T-Zellen
durch Tumorzellen waére ein denkbarer immunregulatorischer Mechanismus. In dieser Arbeit
wurde dieser mdgliche Einfluss durch Ko-Kultur von Ovalbumin exprimierenden Tumorzellen
und Ovalbumin spezifischen T-Zellen untersucht. Stark immunogene Tumorzellen fuihrten zu
einer hoheren Roquin 1-Expression im Vergleich zu schwach immunogenen Tumorzellen.
Roquin 2 zeigte eine Erhdhung der Zahl der mMRNA Kopien drei Stunden nach Kontakt mit drei
von vier untersuchten Tumorzelllinie. Da in den mit anti-CD3 und anti-CD28 Antikdrpern
stimulierten T-Zellen keine Expressionsanderung auf mRNA-Ebene festgestellt wurde, deutet
dies auf eine vom TZR unabhdangige Beeinflussung der Roquin-Expression durch Tumorzellen
hin. ICOS-Expression ist fur eine korrekte T-Zellfunktion essenziell (Dong et al., 2001). Da
Roquin zum Abbau von ICOS und weiteren kostimulatorischen Molekulen fuhrt, kénnte es sich

hierbei um eine immunsuppressive Strategie der Tumorzellen handeln (Vogel et al., 2013).
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4.3.4 Roquin-knock-out verandert T-Zellfunktionen und Tumorwachstum

Murine und humane CD8* T-Zellen mit Roquin 1 Funktionsverlustmutation fiihrten nach
Stimulation mit anti-CD3 Antikérpern bzw. Phorbolmyristat-acetat plus lonomycin zu erhéhter
IFN-y-Sekretion im Vergleich zu Wildtyp T-Zellen (P. P. Chang et al., 2012; Tavernier et al.,
2019). Wir untersuchten erstmals den Effekt eines Roquin 1-Roquin 2-double-knock-outs auf
die IFN-y-Sekretion von CD8" T-Zellen nach Tumorzellkontakt und auf deren Tumorzelllyse.
Die Roquin knock-out T-Zellen lysierten die Tumorzellen schneller und sezernierten stark
erhohte Mengen von IFN-y im Vergleich zu Wildtyp T-Zellen. Unerwarteterweise zeigten
Méause mit T-zellspezifischem Roquin 1-Roquin 2-double-knock-out ein stark beschleunigtes
Tumorwachstum in vivo im Vergleich zu Wildtyp Mausen.

Eine mogliche Erklarung fir diese Diskrepanz ist T-Zell exhaustion. T-Zell exhaustion ist ein
Status von T-Zelldysfunktion, der durch chronische T-Zellaktivierung entstehen kann und unter
anderem das Wachstum von Tumoren begtnstigt (Wherry, 2011). In einem Patienten mit
Roquin 1 Funktionsverlustmutation exprimierten CD8" T-Zellen vermehrt die exhaustion
Marker PD1 und CD11b (Tavernier et al., 2019). Zur Klarung, ob T-Zell exhaustion das
beobachtete beschleunigte Tumorwachstum in Mausen mit Roquin defizienten T-Zellen
verursacht, sollten die T-Zellen dieser Méuse auf die Expression von exhaustion Markern
untersucht werden. Einen weiteren moglichen Grund fir die gegensatzlichen Ergebnisse der in
vitro und in vivo Versuche kénnten die vom Roquin-knock-out betroffenen T-Zellpopulationen
darstellen. Beim in vivo Versuch betraf der Roquin-knock-out im Gegensatz zu den in vitro
Versuchen nicht nur die CD8* T-Zellen, sondern alle Subpopulationen. Da Roquin eine zentrale
Funktion in der Differenzierung von T-Zellen besitzt, kénnte eine Veranderung der
Zusammensetzung der T-Zellpopulation fir das beobachtete schnellere Tumorwachstum

verantwortlich sein (Heissmeyer & Vogel, 2013).

4.4 Klinische Bedeutung und Ausblick

In den letzten Jahrzehnten wurde neben der groRen Bedeutung posttranskriptioneller Regulation
fur grundlegende Zellbiologie auch zunehmend die klinische Bedeutung von RBP evident. So
werden vor allem Autoimmunerkrankung mit veranderter Expression von RBP in
Zusammenhang gebracht (Taylor et al., 1996; Skriner et al., 2008; Yu et al., 2007). Des
Weiteren hdufen sich die Hinweise, dass Verénderungen in der Regulation von RBP auch in der
Tumorgenese eine wichtige Rolle spielen und moglicherweise therapeutisch genutzt werden
kénnen (H. Wang et al., 2016; J. Wang et al., 2013; Zucconi & Wilson, 2011).
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Moore et al. zeigten im Mausmodell eine schnellere Viruselimination durch beschleunigte und
verstarkte Immunantwort durch TTP-knock-out in T-Zellen. Sie schlugen vor, einen méglichen
Benefit eines TTP-knock-outs in der T-Zelltherapie von Tumoren zu untersuchen (Moore et al.,
2018). Unsere Daten zeigten jedoch unerwarteterweise eine erhéhte IL-2-Sekretion durch TTP
tiberexprimierende T-Zellen nach Tumorzellkontakt. IL-2 ist ein T-Zellwachstumsfakor, der in
CD8" T-Zellen zu Proliferation und Differenzierung in Gedachtnis- und Effektorzellen fuhrt und
notwendig fir die Aufrechterhaltung der Funktionalitit von T-Zellen ist. Mit Regressionen in
Patienten mit metastasiertem Melanom und Nierenzellkarzinom war die Infusion von IL-2 die
erste nachgewiesene effektive Immuntherapie von humanen Krebserkrankungen (Rosenberg,
2014). Rekombinantes IL-2 ist in Europa und den USA zur Therapie von Nierenzellkarzinomen
zugelassen (Dutcher, 2002). Im adoptiven T-Zelltransfer konnte die Uberexpression von TTP in
CD8* T-Zellen genutzt werden, um eine effektive und prolongierte anti-tumorale Immunantwort

durch vermehrte IL-2-Sekretion zu erhalten.

Chang et al. beschrieben eine verstarkte Sekretion von Interleukinen durch T-Zellen mit
Roquin-knock-out nach artifizieller Aktivierung mit Antikorpern (P. P. Chang et al., 2012). Wir
zeigten erstmals eine verstarkte Sekretion von IFN-y durch CD8" Roquin-knock-out T-Zellen
nach Tumorzellkontakt. IFN-y spielt eine zentrale Rolle in der anti-tumoralen Immunantwort.
Es beschleunigt die Tumorelimination, indem es die Immunogenitét der Tumorzellen erhéht. In
IFN-y-insensitiven M&usen werden Tumore nicht effektiv abgestoRen (Dunn, Koebel, &
Schreiber, 2006). Die hohere IFN-y-Sekretion durch CD8* Roquin-knock-out T-Zellen kénnte
im adoptiven T-Zelltransfer genutzt werden, um eine effektivere anti-tumorale Immunantwort

und eine schnellere Elimination der Tumorzellen zu erhalten.

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass die RBP TTP, TIS11b, TIS11d, HUR, AUF1, Roquin
1 und Roquin 2 in T-Zellen exprimiert werden und, im Einklang mit bestehender Literatur, eine
Rolle in der T-Zellaktivierung spielen. Zudem konnten wir nachweisen, dass T-Zellfunktionen
durch T-Zell intrinsischen knock-out oder Uberexpression dieser RBP beeinflusst werden
konnen. Wang et al. zeigten bereits ein verlangsamtes Tumorwachstum in M&usen mit
systemischem TTP-knock-out (Q. Wang et al., 2017). Unsere Daten zeigten erstmals ein
verdndertes Tumorwachstum durch den T-Zell-intrinsischen knock-out eines RBP. Mit Roquin
und TTP konnten wir zudem zwei Kandidaten mit potenziellem Nutzen flr den adoptiven
T-Zelltransfer identifizieren. Damit sind die Ergebnisse dieser Arbeit ein erster Schritt auf dem
Weg zu einem besseren Verstandnis und einer therapeutischen Nutzung von RBP in CD8*

T-Zellen im Kontext der Tumorimmuntherapie.
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Zur definitiven Klarung eines moglichen Benefits sind weiterfuhrende Experimente notwendig.
Die von uns beobachtete erhéhte 1L-2-Sekretion durch TTP-Uberexpression muss zunachst in
priméren T-Zellen verifiziert werden und anschlieRend in vivo im Mausmodell untersucht
werden. Ein wichtiger nédchster Schritt ist auBerdem die Untersuchung des Effekts eines CD8*
spezifischen Roquin-knock-outs auf das Tumorwachstum in vivo oder ein adoptiver
T-Zelltransfer von Roquin-knock-out T-Zellen im Mausmodell. Weiterfiihrende AUF1- und
HuR-Uberexpressions- und knock-out-Versuche werden benétigt, um zu klaren, ob auch diese

Proteine zur Verbesserung des adoptiven T-Zelltransfers genutzt werden kénnen.
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5 Zusammenfassung

Die Immuntherapie hat sich als eigene Saule in der Tumortherapie etabliert. Es bedarf weiterer
Forschung, um den Patienten einen noch starkeren und anhaltenderen Nutzen zu erméglichen.
In diesem Zusammenhang bisher wenig untersucht sind posttranskriptionelle Regulations-
mechanismen in Tumor-gerichten T-Zellen durch RNA-bindende Proteine. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es, die Bedeutung der RNA-bindenden Proteine TTP, TIS11b, TIS11d,
HuR, AUF1, Roquin 1 und Roquin 2 in zytotoxischen T-Zellen im Kontext ihrer anti-tumoralen

Aktivitat zu untersuchen.

Die Expression der Proteine TTP und TI1S11b wurde nach Aktivierung des T-Zell-Rezeptors mit
schneller Kinetik hochreguliert um anschlieRend l&ngerfristig abzusinken, wéhrend fur T1S11d
eine Herunterregulierung beobachtet wurde. Das Ausmal} der Expressionsanderung war bei
allen drei Proteinen von der Starke der T-Zellaktivierung abhangig. T1S11b-Uberexpression
fuhrte nach Tumorzellkontakt zu einer verringerten 1L-2-Sekretion durch die T-Zellen, TTP-
Uberexpression zu einer stark erhohten IL-2-Sekretion.

Die RNA-bindenden Proteine HUR und AUF1 wiesen ein nahezu identisches Expressionsmuster
auf. Dies lasst auf eine ahnliche oder gleiche Regulation schlieRen. Beide Proteine wurden nach
Aktivierung des T-Zell-Rezeptors auf MRNA- und Proteinebene stark erhéht exprimiert, wobei
der Expressionsanstieg positiv linear mit der T-Zellaktivierung korrelierte. Die Uberexpression

von HuR fihrte nach Tumorzellkontakt zu verminderter IL-2-Sekretion durch T-Zellen.

Roquin 1 und Roquin 2 zeigten keine wesentliche Expressionsédnderung nach alleiniger T-Zell-
Rezeptor-Aktivierung durch Antikdrper. Der Kontakt mit Pankreaskarzinomzellen flihrte zu
einem starken Expressionsanstieg von Roquin 2. Méglicherweise wird die Roquin-2-Expression
tiber T-Zell-Rezeptor-unabhangige Signale durch Tumorzellen beeinflusst. Ein Roquin 1-
Roquin 2-double-knock-out flihrte in vitro zu stark erhohter IFN-y-Sekretion durch primére

CD8* T-Zellen nach Tumorzellkontakt und zu einem beschleunigten Tumorwachstum in vivo.

Die Daten dieser Arbeit weisen auf eine Rolle von TTP, TIS11b, TIS11d, HUR und AUF1 in der
Aktivierung von T-Zellen und eine mogliche Beeinflussung der Roquin-Expression durch
Bindung an Tumorzellen hin. Sie zeigen aul’erdem, dass die Aktivierung und Funktion von
CD8" T-Zellen und das Tumorwachstum im Mausmodell durch die Manipulation der
Expression von RNA-bindenden Proteine beeinflusst werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit
bilden einen Beitrag zum Verstandnis und zu einer moglichen therapeutischen Nutzung RNA-

bindender Proteine als Targets in CD8* T-Zellen im Kontext der Tumorimmuntherapie.
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