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Zentraler Gegenstand dieser Promotionsarbeit ist die Beschreibung der Interaktion von
CD4*CD25*FoxP3* Treg mit CD4*CD25 FoxP3- Teff anhand dynamischer fluoreszenzmikroskopischer
Erfassung von Calciumsignalen in letzterem Subtyp. Daran angegliedert erfolgt auch eine Analyse der
in der Signalkaskade folgenden Schritte anhand fluoreszenzmikroskopischer Lokalisierung von NFAT.
Diese mit Zellen von gesunden Probanden gewonnenen Daten dienen der Etablierung eines
experimentellen Setups, um spéater die in der Literatur beschriebene Treg-Dysfunktion bei Patienten

mit Multipler Sklerose zu untersuchen.

In Experimenten, bei denen native Treg mit nativen Teff zusammengebracht wurden und Uber einen
Zeitraum von knapp 30 Minuten unter dem Fluoreszenzmikroskop inkubierten, konnte keine
signifikante Beeinflussung der Teff durch die Anwesenheit der Treg gezeigt werden. Im Gegensatz
dazu zeigte sich bei Kontakt mit Gber 17 Stunden vorstimulierten Treg eine deutliche Reduktion der

erfassten Calciumsignalparameter und weiterer Aktivitdtsmarker.

Weiterhin zeigt die Analyse der Calciumsignale aus Experimenten mit vorstimulierten Treg und nativen
Teff einen sehr rasch einsetzenden inhibtorischen Effekt, welcher sich auch in einer im Vergleich zu
Experimenten mit Treg-Teff-Koinkubation stérkeren Inhibtion der NFAT-Kernverlagerung bemerkbar
macht. Letzteres Phanomen kann durch einen Vorsprung der Teff in der Aktivitat erklart werden, da
Treg erst unter langer andauernder Stimulation inhibitorisch wirken. Ein anderer Erklarungsansatz
ware aber auch ein Gewohnungsmechanismus der Teff oder Treg, was wiederum eine Betrachtung

des Mechanismus der Verbreitung der Inhibition interessant macht.

Obwohl in vergangenen Jahren die Liste der an der Treg-mediierten Inhibition beteiligten
Komponenten einen stetigen Zuwachs verzeichnen konnte, gilt der Inhibitionsmechanismus in seiner
Gesamtheit bis dato als ungeklart. Nach wie vor wird noch eine Diskussion gefiihrt, ob die Treg-

Wirkung primar durch Zell-Zell-Kontakt oder auch auf humoralem Wege verbreitet wird.

Als Gegenargument fir den humoralen Verbreitungsweg als Schliisselmechanismus sprechen
Experimente der aktuellen Literatur, die keine Beeinflussung von Teff durch Treg bei Austausch des
Uberstands der Zellkulturen zeigen. Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit gewonnen Daten zeigen
allerdings einen uber die Reichweite des Zell-Zell-Kontakts hinausgehende Hemmung der NFAT-

Kerntranslokation durch Anwesenheit von Treg.



Erwahnenswert ist ebenso, dass bei Experimenten mit Zusammentreffen von vorstimulierten Treg und
nativen Teff sowie bei Koinkubation der Subtypen unter Stimulationsbedingungen eine Abhéngigkeit
der Calciumsignale von der rdumlichen Distanz zu den Treg beobachtet werden kann. In letzterer
Konstellation zeigt sich Giberhaupt nur eine signifikante Veranderung der Calciumparameter in direkter
Nahe von Treg, wobei die Reduktion der Kerntranslokationsrate von NFAT nur einen geringen
Unterschied zu weiter entfernten Teff zeigt. Dies ist wahrscheinlich dem Umstand geschuldet, dass
keine Distanzabhéngigkeit der Oszillationsfrequenz gezeigt werden konnte und diese die Aktivierung
und Inhibition von Transkriptionsfaktoren kodiert. Im Rahmen des Forschungsprojekts zu Treg-
Dysfunktion bei MS konnte auch gezeigt werden, dass Treg in Kokultur eine geringere
Zytokinproduktion und Proliferationsrate bei Teff hervorrufen und sich somit neben den

Calciumsignalveranderungen auch direkte funktionale Konsequenzen ergeben.

Der genaue intrazellulare Angriffspunkt in der Signalkaskade der Teff bleibt weiterhin ungeklart.
Gerade die Experimente mit dem SERCA-Inhibitor Thapsigargin, welcher durch artifizielle Depletion
des endoplasmatischen Retikulums Calciumsignale maximaler Auspragung evoziert, deuten mit ihrem
durch Treg nicht beeinflussbaren Ablauf auf einen Angriffspunkt zwischen T-Zell-Rezeptor-Aktivierung
und Freisetzung der Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum hin. Ein Wirken der Treg
auf die STIM-Orai-Achse und distal davon ist aber unter der Voraussetzung, dass Thapsigargin in der

Lage ist, diesen Effekt komplett zu Uberschreiben, durchaus méglich.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass Uber die Interaktion zwischen Treg und Teff viele neue
Forschungserkenntnisse gewonnen wurden und noch werden, sodass viele Theorien Uber die
Vermittlung der inhibitorischen Wirkung der Treg und den Angriffspunkt in der Signalkaskade der Teff
existieren. Diese Promotionsarbeit liefert keine handfesten Beweise fiir eine bestimmte Hypothese,
beleuchtet aber durch die dynamische Darstellung der Calciumsignale die Interaktion zwischen T-Zell-
Subtypen anhand eines Schlisselelements der Signalkaskade, was die Diskussion um den
Inhibitonsmechanismus der Treg um weitere Argumente bereichert und auch neue Fragen aufwirft.
Letztlich werden erst weitere Forschungsprojekte Klarung beziglich der intra- und extrazellularen
Ablaufe Treg-vermittelter Inhibition schaffen kénnen.

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit gewonnenen Daten wurden 2013 in dem Artikel ,Fine-tuning of
regulatory T cell function: the role of calcium signals and naive regulatory T cells for regulatory T cell

deficiency in multiple sclerosis® im Journal of Immunology verdéffentlicht.



