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Abstract

Regulatory T (Treg) cells play a crucial role in immune tolerance, and numerous studies have focused on the molecular mech-

anisms of CD4+ Treg cells, whereas the role and relevant mechanisms of CD8+ Treg cells remain unclear. Ly49 is located at

murine NK and T cells, and plays a similar role to human KIRs in regulation of immune response. In this paper, we have

explored the effect of AIM2 deficiency on the homeostasis of CD8+Ly49+ regulatory T (Treg) cells in AIM2 knockout (KO)

mouse model. We have performed KLH immunization model for AIM2 KO mice and found enhanced function of suppressive

CD8+ Treg cells in the absence of AIM2, indicating AIM2 dampens the homeostasis of murine inhibitory CD8+ Treg cells.
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Abstract:Regulatory T (Treg) cells play a crucial role in immune tolerance, and numerous studies have
focused on the molecular mechanisms of CD4+ Treg cells, whereas the role and relevant mechanisms of CD8+

Treg cells remain unclear. Ly49 is located at murine NK and T cells, and plays a similar role to human
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KIRs in regulation of immune response. In this paper, we have explored the effect of AIM2 deficiency on
the homeostasis of CD8+Ly49+ regulatory T (Treg) cells in AIM2 knockout (KO) mouse model. We have
performed KLH immunization model for AIM2 KO mice and found enhanced function of suppressive CD8+

Treg cells in the absence of AIM2, indicating AIM2 dampens the homeostasis of murine inhibitory CD8+Treg
cells.

Keywords:CD8+T, Ly49, AIM2, Autoimmune disease, Regulatory T cell

Autoimmune diseases are characterized with the failure of immune tolerance, and regulatory T (Treg) cells
are required for immune tolerance, such as FOXP3+CD4+ and killer cell immunoglobulin-like receptor
(KIR)+FOXP3-CD8+Treg cells. Intensive studies have focused on the molecular mechanisms of CD4+

Treg cells, whereas the function and relevant mechanisms of CD8+Ly49+ Treg cells remain investigated.
CD8+Ly49+ Treg cells are considered to have immunosurveillance and immunosuppressive effects during the
process of thymic negative selection. They are able to blunt autoimmunity without compromising systemic
immunity[1]. However, the specific origin of these CD8+Ly49+Treg cells and how they take part in the
natural progression of autoimmunity remain poorly defined. To date, the best demonstrated role of CD8+

Treg cells is to inhibit GC reaction. The enhanced GC reaction and autoantibody production exist in many
animal models with defective CD8+ Treg cells[2]. Besides, the CD8+Ly49+ Treg cells have reported in
various settings, such as colitis, hepatitis, arthritis, diabetes, viral infection, tumor, atherogenesis and organ
transplantation[2]. Ly49 plays a similar role to human killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs)
in regulating immune response via MHC-Ia, but varies in structures. Ly49 family consists of inhibitory
subsets including Ly49A, B, C, E, F, G, I, J, Q and activating subsets like Ly49D, H[3]. It could regulate
immunosurveillance of NK cells and cytotoxic T cells (CTLs) against tumor, infection and autoimmunity[4].
Further, even though there are some evidence about the existence of human CD8+ Treg subset, they remain
to be firmly established because the Ly49 is a mouse-specific gene cluster without human homologs at
sequence level[2].

Absent in Melanoma 2 (AIM2) serves as a cytoplasmic sensor of double-stranded DNA (dsDNA) and partici-
pates in the assembly of inflammasome[5]. It plays vital roles in innate and adaptive immune responses with
inflammasome-dependent/independent manners in diverse autoimmune diseases including systemic lupus
erythematosus[6], psoriasis[7], rheumatoid arthritis[8], primary Sjogren’s syndrome[9], ankylosing spondyli-
tis[10], and cancers[11-13]. Our group previously demonstrated that AIM2 has played an inflammasome-
independent role in the differentiation of lupus B cells via regulating Blimp1 and Bcl6[6]. The expression of
AIM2 in classic CD4+FOXP3+ Treg cells was elevated to suppress autoimmunity and favoring the function
of Treg cells through attenuating Akt/mTOR pathway and affecting immune metabolism, and its expression
could be induced by TGF-β[14].

Βεσιδες, τρανσςριπτιον φαςτορς Αιολος (ςοδεδ βψ Ικζφ3 ) ανδ Ηελιος (ςοδεδ βψ Ικζφ2 ) βελονγινγ το τηε

ΙΚΑΡΟΣ φαμιλψ, παρτιςιπατε ιν τηε ρεγυλατιον οφ λψμπηοιδ λινεαγε ςομμιτμεντ ανδ μαιντενανςε οφ λψμπηο-

ςψτε ηομεοστασις. Ιν ηυμαν ΦΟΞΠ3
+

Τρεγ ςελλς, τηε ιντεραςτιον οφ Αιολος ανδ ΦΟΞΠ3 σιλενςεδ τηε

εξπρεσσιον οφΙΛ-2 το ινδυςε τηε διφφερεντιατιον οφ φυνςτιοναλ Τρεγ ςελλς[15]. Ηελιος ις μαινλψ εξπρεσ-

σεδ ιν Τ-ςελλς πρεςυρσορς ανδ Τρεγ ςελλς, ανδ μαινταινς τηε συππρεσσιvε αςτιvιτψ οφ ῝Δ4
+
ΦΟΞΠ3

+
ανδ

῝Δ8
+
῝Δ44

+
῝Δ122

+
Λψ49

+
Τρεγ ςελλς[16], ωηιςη δαμπενς οvεραςτιvατεδ ιμμυνε ρεσπονσες το αλλεvιατε τισσυε

δαμαγε ιν αυτοιμμυνε δισεασες. Ας ρεπορτεδ πρεvιουσλψ, ρεδυςεδ εξπρεσσιον λεvελ οφ Ηελιος ανδ Αιολος ςο-

ντριβυτεδ το τηε δεφιςιενςψ οφ ῝Δ8
+

Τρεγ ςελλς ιν μουσε μοδελ λαςκ οφΤγφβρ2, ανδ Εομες ρεχυιρεδ φορ

ηομεοστασις οφ μυρινε ῝Δ8
+
ΦΟΞΠ3

-
Τρεγ ςελλς[17]. Ηοωεvερ, το τηε βεστ οφ ουρ κνοωλεδγε, τηε ρολες οφ

ΑΙΜ2, Ηελιος ανδ Αιολος ιν μυρινε ῝Δ8
+
Λψ49

+
Τρεγ ςελλς ρεμαιν ελυσιvε.

Κεψηολε Λιμπετ Ηεμοςψανιν (ΚΛΗ), α λαργε προτειν μολεςυλε ωιτη ηιγη ιμμυνογενιςιτψ, ινδυςες ιμμυνε αςτι-

vατιον. Ιν τηις στυδψ, ωε ςαρριεδ ουτ ΚΛΗ ιμμυνιζατιον ιν ΑΙΜ2 κνοςκουτ (ΚΟ) ανδ ῝57ΒΛ/6Θ ωιλδ τψπε

(ΩΤ) μιςε το εξπλορε τηε φρεχυενςψ οφ ῝Δ8
+

Τρεγ ςελλς. Τηε φλοω ςηαρτ οφ μυρινε εξπεριμεντ ωας σηοων

ιν Φιγυρε 1Α . Ιτ ηας βεεν ρεvεαλεδ τηατ ςομπαρεδ ωιτη ΩΤ μιςε, τηε γενε εξπρεσσιον οφ ρεγυλατορψ ῝Δ8
+

Τ ςελλ μαρκερ-῝Δ122 ανδ ινηιβιτορψ Λψ49 ρεςεπτορς, ινςλυδινγ Λψ49Β, ῝ ανδ Ι, ωας ελεvατεδ ιν σπλενις ῝Δ8
+

Τ

ςελλς οφ ΑΙΜ2 ΚΟ μιςε ον τηε 10
τη

δαψ οφ ΚΛΗ ιμμυνιζατιον (Φιγυρε 1Β ), ωηερεας τηε γενε εξπρεσσιον
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οφ αςτιvατινγ Λψ49 ρεςεπτορς ςονταινινγ Λψ49Δ ανδ Λψ49Η ωας σταβλε (Φιγυρε 1῝ ). Τηεσε αλτερατιονς

ινδιςατεδ τηε ιμμυνοσυππρεσσιvε στατε οφ ΚΛΗ-ιμμυνιζεδ ΑΙΜ2 ΚΟ μιςε. Νοταβλψ, τηε εξπρεσσιον λεvελς οφ

Ηελιος ανδ Αιολος ωερε σλιγητλψ ελεvατεδ ιν ῝Δ8
+

Τ ςελλς οφ σπλενοςψτες (Φιγυρε 1Δ ), ρεvεαλινγ τηατ

τηεψ μιγητ προμοτε Λψ49 εξπρεσσιον ιν μυρινε ῝Δ8
+

Τ ςελλς οφ σπλενοςψτες.

Βεσιδες, ας ΡΝΑ-σεχ ρεπορτεδ, σπλενις ῝Δ8
+

Τ ςελλς οφ ΚΛΗ-ιμμυνιζεδ ΑΙΜ2 ΚΟ μιςε (ν = 3) φεατυρε ωιτη

υπρεγυλατεδ εξπρεσσιον οφ ΚΙΡ-ρελατεδ ιμμυνοσυππρεσσιvε γενες ςομπαρεδ ωιτη ΩΤ μιςε (ν = 3) (Φιγυρε

2Α ). Τηεσε σςρεενεδ ΚΙΡ-ρελατεδ διφφερεντιαλ εξπρεσσεδ γενες ωερε ςορρελατεδ το αςτιvατιον οφ ιννατε

ανδ αδαπτιvε ιμμυνε ρεσπονσε, ωηιςη ωας ςονφιρμεδ βψ ενριςημεντ αναλψσις οφ πατηωαψς (Φιγυρε 2Β ).

Σπλενις ῝Δ8
+

Τ ςελλς οφ ανοτηερ γρουπ οφ ΚΛΗ-ιμμυνιζεδ ΑΙΜ2 ΚΟ ανδ ΩΤ μιςε (ΚΟ/ΩΤ, ν = 5) ωερε

αππλιεδ το vαλιδατε τηε ρεσυλτς οφ ΡΝΑ-σεχ, ανδ ςονσιστεντ ωιτη τηε φινδινγς οφ τρανσςριπτομε σεχυενςινγ.

Αςτιvατινγ κιλλερ ςελλ λεςτιν-λικε ρεςεπτορ (Κλρ)-ι1 ιν μυρινε ῝Δ8
+

Τ ςελλς ωας ρεμαρκαβλψ δοωνρεγυλατεδ, ιν

ςοντραστ, ινηιβιτορψ ρεςεπτορς, συςη ας Κλρα2, ωερε σιγνιφιςαντλψ υπρεγυλατεδ (Φιγυρε 2῝ ), δεμονστρατινγ

τηε δεφιςιενςψ οφ ΑΙΜ2 προμοτες τηε εξπρεσσιον οφ ιμμυνοσυππρεσσιvε ρεςεπτορς ιν μυρινε ῝Δ8
+

Τ ςελλς. Τηε

πριμερς φορ χυαντιτατιvε ρεvερσε τρανσςριπτιον Π῝Ρ (χΡΤ-Π῝Ρ) ωερε λιστεδ ινΣυππλεμενταλ Ταβλε 1 .

Ινδεεδ, τηε σαμπλε σιζε οφ ΑΙΜ2 ΚΟ μιςε σηουλδ βε ενλαργεδ το φυρτηερ δεμονστρατε τηις ςονςλυσιον ιν

μουσε μοδελς.

Το συμ υπ, ΑΙΜ2 δαμπενς τηε ηομεοστασις οφ μυρινε ινηιβιτορψ ῝Δ8
+

Τρεγ ςελλς, ανδ φυρτηερ ρεσεαρςη ον

σπεςιφις μολεςυλε μεςηανισμς οφ ρεγυλατιον ρεμαινς ονγοινγ.

Ετηιςς Αππροvαλ Στατεμεντ

Προτοςολς οφ ανιμαλ εξπεριμεντς ωερε ινσπεςτεδ ανδ αππροvεδ βψ τηε Ανιμαλ ἃρε ανδ Υσε ὃμμιττεε οφ τηε

Λαβορατορψ Ανιμαλ Ρεσεαρςη ἓντερ, τηε Σεςονδ Ξιανγψα Ηοσπιταλ οφ ἓντραλ Σουτη Υνιvερσιτψ (Νο. 2022722).

Δατα Αvαιλαβιλιτψ Στατεμεντ

Αλλ τηε δατα συππορτινγ τηις παπερ ωερε πρεσεντ ωιτηιν τηε παπερ. Τηε οριγιναλ δατα αρε αλσο αvαιλαβλε ον

ρεχυεστ το τηε ςορρεσπονδινγ αυτηορς.

Αυτηορ ὃντριβυτιονς

Χιανθιν Λυ ανδ Ηαιθινγ Ωυ δεσιγνεδ τηε στυδψ, συπερvισεδ τηε ρεσεαρςη ανδ ρεvισεδ τηε μανυσςριπτ, Πινγ Ψι,

Θιαο Θιανγ ανδ Μινγ Ψανγ ωροτε τηε μανυσςριπτ ανδ περφορμεδ αλλ εξπεριμεντ.

Φυνδινγ Στατεμεντ

Τηις ωορκ ωας συππορτεδ βψ ἣανγ Θιανγ Σςηολαρς Προγραμ (Νο. Χ2021122), Ηυναν Ταλεντ Ψουνγ Ινvεστι-

γατορ (Νο. 2019ΡΣ2012), Ηυναν Ουτστανδινγ Ψουνγ Ινvεστιγατορ (Νο. 2020ΘΘ2055), ῝ΑΜΣ Ιννοvατιον Φυνδ

φορ Μεδιςαλ Σςιενςες (῝ΙΦΜΣ) (Νο.2021-Ι2Μ-1-059, Νο. 2019-Ι2Μ-5-033), τηε Νον-προφιτ ἓντραλ Ρεσεαρςη

Ινστιτυτε Φυνδ οφ ἣινεσε Αςαδεμψ οφ Μεδιςαλ Σςιενςες (2020-Ρ῝320-003).

ὃνφλιςτ οφ Ιντερεστ

Τηε αυτηορς ρεπορτ νο ςονφλιςτς οφ ιντερεστ.

Αςκνοωλεδγμεντς

Ωε τηανκ αλλ τηε ςολλεαγυες ιν ουρ λαβορατοριες φορ τηε ηελπφυλ ςοοπερατιον ανδ μεανινγφυλ συγγεστιονς

οφ τηις προθεςτ.
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