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Zusammenfassung

Regulatorische Zellen und insbesondere CD4+CD25*Foxp3* regulatorische T-Zellen (Tregs) spielen eine
bedeutende Rolle fur die Induktion allospezifischer Toleranz. Dennoch konnte bislang durch alleinigen
Transfer von Tregs aus dem natirlichen T-Zellrepertoire keine allospezifische Toleranz erzeugt werden.
Wahrend polyspezifische Tregs zwar in der Lage sind eine Graft versus Host Disease nach Stammzell-
transplantation zu verhindern, zeigen sie sich gréBtenteils ineffizient bei der Abwendung unerwunschter
Immunantworten bei Autoimmunitdt und nach Transplantationen. Antigenspezifische Tregs hingegen
werden unter solchen nicht lymphopenen Bedingungen bendétigt. Die Stabilitdt des Treg-Phanotyps wird
zudem immer wieder stark in Frage gestellt. Fur die Translation adoptiver Tregs in die Klinik sind daher
stabile, antigenspezifische Tregs in ausreichender Anzahl von entscheidender Bedeutung.

Die Generierung alloantigen-spezifischer Tregs erfolgte durch Stimulation naiver BALB/c-CD4+ T-Zellen
mit bestrahlten Donorsplenozyten (C57BL/B6). Die allospezifischen CD25*CD69* T-Zellen wurden isoliert
und durch Transduktion mit dem Transkriptionsfaktor Foxp3 zu Tregs umprogrammiert. Diese entspra-
chen den charakteristischen Merkmalen natirlicher regulatorischer T-Zellen. AuRerdem waren sie bis zu
18-fach expandierbar und bewahrten dabei ihren regulatorischen Phanotyp. Nachdem diese Tregs eine
alloantigene Lymphozytenreaktion signifikant unterdriicken konnten, wurde ihre Leistungsfahigkeit durch
Verhindern der akuten Transplantatabstof3ung im lymphopenen sowie nicht lymphopenen Hauttransplan-
tationsmodell unter Beweis gestellt. Erstmals konnte in einem stark immunogenen Modell mit vollstéandi-
ger MHC-Diskrepanz (C57BL/6> BALB/c), ohne die Verabreichung von chronischer Immunsuppression,
eine langanhaltende Allotoleranz induziert werden. Dabei erwiesen sich Tregs mit indirekter Alloanti-
genspezifitdt im Vergleich zu polyspezifisch aktivierten Tregs als die erfolgreicheren. Erstmals konnte
Langzeitpersistenz sowie lokale Akkumulation als wichtiger Mechanismus der Treg-vermittelten Allotole-
ranz gezeigt werden. Tatsachlich war die Toleranz durch die Tregs von dem tolerierten Transplantat
transferierbar. Die Tatsache, dass die infektidse sowie deletionale Toleranz alloreaktiver T-Zellen keinen
signifikanten Beitrag zur Toleranzinduktion und —erhaltung leistete, deutet auf eine entscheidende Rele-
vanz der transferierten Tregs bei der Induktion der Langzeit-Toleranz hin. AuRerdem war fir die Tole-
ranzerhaltung die lokale Prasenz alloantigen-spezifischer Tregs ausreichend. Foxp3 transduzierte Tregs
bewiesen sogar unter lymphopenen und inflammatorischen Konditionen einen stabilen Phanotyp. Ferner
erwies sich die adoptive Treg-Therapie als sicher und es wurde keine Transformation beobachtet. Die
konstante Expression des integrierten foxp3-Locus war essentiell, da der endogene foxp3-Locus trotz
seiner Expression methyliert blieb.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass hinreichende Anzahlen stabiler alloantigen-spezifischer
Tregs aus dem polyklonalen Repertoire naiver T-Zellen generiert werden kdnnen. Erstmalig konnte Allo-
toleranz im nicht lymphopenen Hauttransplantations-Modell in einer stark immunogenen Stammkombina-
tion erreicht werden. Antigenspezifische Tregs kdnnten daher ein groRRes therapeutisches Potenzial bei

der soliden Organtransplantation haben.

Schlagworte: Tregs; Toleranz; Transplantation



Abstract

Regulatory CD4+*CD25*Foxp3* T cells (Tregs) play an important role in the induction of allospecific toler-
ance. Yet, the sole transfer of Tregs from the natural repertoire was not capable of inducing allotolerance
so far. In addition, while polyspecific Tregs are sufficient to prevent graft versus host disease after stem
cell transplantation, they are largely inefficient in averting unwanted immune responses to autoimmunity
and transplantation. Instead, antigen-specific Tregs will be needed under such non-lymphopenic condi-
tions. Furthermore the stability of the Treg phenotype has recently been questioned. Therefore, transla-
tion of adoptive Treg-transfer into clinics will need stable and antigen-specific Tregs in sufficient numbers.
Alloantigen-specific Tregs were generated by stimulating naive recipient CD4* T cells with irradiated do-
nor splenocytes: CD25+*CD69+ allospecific recipient CD4+ T cells were isolated and transduced efficiently
with Foxp3. These transduced Tregs phenotypically resembled natural Tregs and could be expanded up
to 18-fold /n vitro while maintaining a stable Treg phenotype. Furthermore the transduced cells showed
suppressive capacity /n vitro as well as in vivo by preventing acute allograft rejection in a lymphopenic
and for the first time in a non-lymphopenic and strongly immunogenic skin transplantation model with full
MHC mismatch (C57BL/6-> BALB/c). Long-term tolerance could be achieved in both models. Interest-
ingly alloantigen-specific Tregs with indirect recognition were far more efficient in this model than their
polyspecific counterparts. For the first time we could demonstrate long-term persistence and local accu-
mulation as major mechanisms of Treg mediated allotolerance. In fact tolerance could be transferred by
Tregs from the tolerated graft. Infectious and deletional tolerance of alloreactive T cells did not contribute
significantly to tolerance identifying the transferred Tregs as major mediators of long-term tolerance. In
addition for maintenance of tolerance the local presence of alloantigen-specific Tregs was sufficient and
presence of these cells in secondary lymphoid compartments was not needed. Foxp3 transduced Tregs
exhibited a stable phenotype even under lymphopenic and inflammatory conditions. Furthermore adoptive
Treg therapy was safe and no transformation was observed. Constant expression from the integrated
foxp3 locus was needed, as the endogenous foxp3 locus remained methylated despite expression of
endogenous Foxp3.

The results prove that large numbers of stable alloantigen-specific Tregs can be generated from a poly-
clonal repertoire of naive T cells. This is the first time that allotolerance was achieved in a non-
lymphopenic transplantation model using skin grafts in an immunogenic strain combination. Therefore,

antigen-specific Tregs might have a huge therapeutic potential after solid organ transplantation.

Keywords: Tregs; tolerance; transplantation
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Kapitel 1 Einleitung

Angeborene und adaptive Immunitat

Das Immunsystem hat seine Zusténdigkeit in der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen, wie Viren,
Bakterien und Parasiten, aber auch entarteten kérpereigenen Zellen. Man unterscheidet eine angeborene
und eine erworbene Immunitat. Die angeborenen Immunmechanismen sind ererbt, antigenunabhangig
und damit relativ unspezifisch. Sie erfolgen als erstes und dienen der Rekrutierung weiterer Immunzellen
zum Infektionsort, deren Aktivierung und Aktivierung der Zellen der adaptiven oder erworbenen Immun-
antwort. Die adaptive Immunantwort ist antigenspezifisch. Die Antigenspezifitdt der beteiligten Zellen
muss sich jedoch erst entwickeln. So bildet jede B-Zelle ihren eigenen B-Zellrezeptor und jede T-Zelle
ihren eigenen T-Zellrezeptor (TCR) aus. AnschlieRend werden die Zellen aufgrund ihrer Spezifitat selek-
tiert und zirkulieren dann als naive B- bzw. T-Zellen durch den Organismus. Im Verlauf einer Infektion
werden die B- und T-Lymphozyten, die Antigene eines Pathogens erkennen kénnen, aktiviert und expan-
dieren daraufhin klonal (Quintans und Lefkovits 1974). Hinzu kommt, dass sich beim adaptiven Immun-
system ein Gedachtnis entwickelt, so dass bei einem erneuten Kontakt mit dem gleichen Antigen die
Immunantwort sehr viel schneller und effektiver ausfallt (Babich 1965; Nossal 1965; Schmitt 1965). Ver-
mittelt wird die antigenspezifische Antwort durch professionelle antigenprasentierende Zellen (APC) der
angeborenen Immunitat. Hierbei handelt es sich vor allem um dendritische Zellen (DC), B-Zellen und
Makrophagen. Makrophagen und DC sind somit beteiligt, die adaptive Immunantwort zu initialisieren. Sie
phagozytieren Pathogene durch Pinozytose (Inaba 1990), Makropinozytose (Sallusto 1995), Phagozytose
(Reis e Sousa et al., 1993) oder Endozytose Uber FC-Rezeptoren (Radoux 1985), prozessieren sie
(Brown 1991) und prasentieren Peptidbruchstiicke an der Zelloberflache mit Hilfe der beiden Haupthisto-
kompatibilitatskomplexe | und Il (MHC, major histocompatibility complex), was als Antigenprasentation
bezeichnet wird (Falk 1990; Rotzschke 1990). Die Antigen-Erkennung beinhaltet direkten Zell-Zell-
Kontakt zwischen dem TCR einer T-Zelle und dem MHC-Peptid-Komplex einer APC (Roosnek 1988). Der
Proteinkomplex MHC-Klasse Il (Major histocompatibility complex) wird von CD4+* exprimierenden T-
Helferzellen erkannt, der MHC-Klasse | Komplex von zytotoxischen CD8*+ T-Zellen. Die Gene fur MHC
werden im humanen System als HLA (Humanes Leukozyten Antigen) bezeichnet. Eine naive T-Zelle
kann nur vollstandig aktiviert werden, wenn sie neben dem ersten Signal uber MHC:TCR-Interaktion,
noch ein zweites, kostimulatorisches Signal erhalt (Jenkins 1991; Schwartz 1992; Bluestone 1993; Len-
schow 1993). Eine T-Zelle, die nur das erste Signal Uber den TCR ohne gleichzeitige Kostimulation be-
kommt, wird nicht aktiviert sondern anerg, d.h. auch bei erneuter Stimulation mit erstem und zweitem
Signal ist die T-Zelle nicht mehr aktivierbar (Gimmi 1993; Maier und Greene 1998). Dieser Mechanismus
ist wichtig fir den Organismus, um die periphere Toleranz gegen Autoantigene aufrecht zu erhalten, denn
nicht alle autoreaktiven Thymozyten werden durch die zentrale Toleranz eliminiert (King 1994). Die Akti-

vierung der APC, notwendig zur Initialisierung der priméren oder sekundéaren Immunantwort, kann durch
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endogene oder exogene Gefahrensignale induziert werden (Gallucci und Matzinger 2001). Endogene
Gefahrensignale, sogenannte DAMPs (damage-associated molecular patterns) kénnen durch geschadig-
tes oder gestresstes Gewebe oder nekrotische Zellen vermittelt werden. Hierbei handelt es sich u. a. um
Hitzeschockproteine, Nukleotide oder Zytokine, wie die Interferone (IFN) oder Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) (Oettgen 1980; Cumberbatch und Kimber 1992). Zu den exogenen Gefahrensignalen gehdren
z.B. Zellwandbestandteile von Bakterien wie Lipopolysaccharide (LPS) oder Proteoglykane, Flagellin oder
bakterielle DNA. Diese Molekiile, PAMPs (pathogen-associated molecular pattern), haben hochkonser-
vierte Strukturmotive (Bianchi 2007). Sie werden Uberwiegend Uber die Toll-like-Rezeptoren (TLR)
(Yamagata 1994; Rock 1998) der Zellen erkannt. TLRs gehdren zu den pattern recognition recepfors
(PRR). Dies sind Molekule, die zur angeborenen Immunitat gehdren und eine grofl’e Rolle bei der Aktivie-

rung von Entzindungsreaktionen spielen.

Die Bedeutung der T-Zellen im Immunsystem

Die Vorlaufer T-Lymphozyten migrieren aus dem Knochenmark in den Thymus zur Reifung. Haben die
Zellen eine zu geringe Anzahl hochaffiner TCR-Interaktionen zu Selbst-MHC-Molekulen werden sie be-
seitigt. Nur wenn die Erkennung mit einer hohen Anzahl von TCR-Interaktionen mit niedriger Affinitat
erfolgt, werden diese zunachst noch CD4+*CD8* doppelpositiven Zellen positiv selektioniert und differen-
zieren sich entweder zu CD4* oder CD8* einzelpositiven T-Zellen (Williams 1999; Love 2000). Im An-
schluss werden selbst-reaktive Zellen mit hoher Aviditdt zu Selbstantigenen durch negative Selektion
deletioniert (Fowlkes 1988). Nach Abschluss der Maturation treten die T-Zellen in den Blutkreislauf ein,
um dann in die peripheren lymphoiden Organe einzudringen. Die Zellen zirkulieren standig zwischen Blut
und lymphoidem Gewebe und scannen APC nach Antigen ab. Durch Lymphgeféfie werden sie dem Blut-
strom wieder zugefiihrt. DC nehmen in der Peripherie Antigen auf und wandern durch die afferenten
Lymphgefélle zu den drainierenden Lymphknoten. Dort présentieren die DC den rezirkulierenden T-
Zellen Antigen. Im Falle einer Infektion erkennen die Lymphozyten ihr Antigen, werden dann im Lymph-
knoten retiniert und aktiviert und beginnen zu proliferieren. Das bedeutet, dass nur die Lymphozyten akti-
viert werden, proliferieren und differenzieren, deren Rezeptoren ihr Antigen erkannt haben und ein zu-
satzliches Kostimulationssignal erhalten haben. Dieser Prozess, Selektion genannt, hat eine klonale Ex-
pansion zur Folge (Howard und Wilson 1974; Kamat und Henney 1975). Nach Antigenerkennung stoppt
die T-Zelle die Migration, vergréRert sich und beginnt sich zu teilen. Dann beginnt die Differenzierung zu
einer Effektorzelle. Unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine wie Typ | Interferon oder IL-1, IL-12
entwickelt sich eine CD4+ T-Zelle zu einer TH1-Zelle (T-Helfer). Diese produziert Zytokine (u.a. IFN-y und
IL-12) und rekrutiert und aktiviert u.a. zytotoxische T-Zellen, die das Oberflachenmolekil CD8 tragen.
Diese erkennen und zerstoren viral, bakteriell, protozoeninfizierte Zellen sowie Tumorzellen und fremde
Zellen, wie z.B. auch solche aus Transplantaten, indem sie ihre Apoptose einleiten. Unter Einwirkung von
Zytokinen wie IL-4 entstehen TH2-Zellen. Sie rekrutieren und aktivieren die humorale Immunitat z.B. ge-

gen Wirmer und Toxine, spielen aber auch eine Rolle bei der chronischen TransplantatabstoRung. Des-



EINLEITUNG 11

weiteren kann es zu einer Differenzierung der CD4+* Zellen in TH3, TH9, TH17, TH22, TFH und regulato-
rischen T-Zellen (Tregs) kommen (Abb. 1). Effektoren haben eine limitierte Lebensdauer und gehen nach
der Infektion zum Grofteil in Apoptose, um die Homdostase zu erhalten. Eine ganz wichtige T-
Zellpopulation stellen die Gedachtnis-T-Zellen (memory T cells) dar. Nach erfolgreicher Bekédmpfung
einer Infektion klingt die Inflammation ab, wobei einige wenige spezifische memory T-Zellen dauerhaft im
System verbleiben, um bei wiederholtem Kontakt mit dem gleichen Pathogen schneller und effizienter
reagieren zu kdnnen, da sie eine viel geringere Aktivierungsschwelle als naive T-Zellen und die Fahigkeit
zur Reaktion auf niedrig affine Interaktionen bei Antigenkontakt haben (Sallusto 1999; Rogers 2000). Sie
sind somit fur eine immerwéahrende, lebenslange Immunitéat verantwortlich. Jede T-Zelle exprimiert einen
eigenen, antigenspezifischen TCR. Lymphozyten des adaptiven Immunsystems haben die auerordentli-
che Fahigkeit zwischen kérpereigenem und -fremdem Material zu unterscheiden (Selbst- und Fremdan-
tigen bzw. syngen und allogen). Dabei kdnnen Sie gegen Pathogene kdmpfen und gleichzeitig Toleranz
allen kérpereigenen Zellen gegeniiber gewahren. Dabei muss eine gute Balance zwischen Autoimmunitat

und Pathogen-Verteidigung durch zellintrinsische als auch -extrinsische Prozesse erhalten bleiben.

Mechanismen der Toleranz

Die zentrale Toleranz sorgt dafiir, dass selbstreaktive T-Zellen den Thymus nicht verlassen, indem sie
negativ selektioniert werden, wenn die Affinitdt der Interaktion vom TCR mit ihrem MHC/Selbst-Peptid
Komplex zu hoch ist (Hogquist 2005). Thymozyten mit niedriger Affinitat fur Selbstantigen entgehen der
negativen Selektion und gelangen in die Peripherie. Dort werden sie durch periphere Toleranzmechanis-
men kontrolliert, welche auch Immunreaktionen gegen Fremdantigen regulieren. Erhalten Zellen in der
Peripherie nicht genligend Uberlebenssignale iiber ihren TCR oder durch die Zytokine IL-7 und IL-15
oder binden zwar ihren MHC-Peptid-Komplex, erhalten aber keine kostimulatorischen Signale, werden
sie anerg oder gehen in Apoptose (Stockinger 1999). Dieser Mechanismus wird als deletionale oder re-
zessive Toleranz bezeichnet (Wells 2001). Inadaquate TCR-Signale terminieren so die Lebensdauer
einer naiven T-Zelle, die kein spezifisches Antigen gebunden hat und die einer aktivierten Effektorzelle,
wenn eine Infektion abgeklungen und kein stimulierendes Antigen mehr vorhanden ist. Andernfalls kén-
nen effektorische T-Zellen durch regulatorische Zellen supprimiert und dadurch ebenfalls entweder in
Apoptose oder den Zustand der Anergie geschickt werden, was die dominante Toleranz kennzeichnet
(Rudensky 2005). Die wichtigste Population der regulatorischen T-Zellen sind die CD4+*CD25*Foxp3*
Tregs. Das Immunsystem hat also Mechanismen entwickelt, eigenes von Fremdmaterial unterscheiden

und in adaquatem Maf auf das Fremdmaterial reagieren zu kénnen.



EINLEITUNG 12

Foxp3-Tregs

Induktion und Mechanismen

Die Bedeutung von FOXP3 Tregs der beschriebenen Immunhomdostase zeigt sich in Erkrankungen, bei
welchen FOXP3 Tregs fehlen. Durch eine spontane Missense-Mutation im foxp3Locus entstehen soge-
nannte scurfy-Mause, die eine fatale lymphoproliferative Stérung mit vergréRerter Milz und Lymphknoten,
als auch eine schwere Anamie zeigen (Brunkow 2001; Schubert 2001). Der Mensch leidet durch die sel-
ten auftretende FOXP3-Disfunktion am IPEX-Syndrom (immune dysregulation, polyendcrinopathy, ente-
ropathy, X-linked) (Bennett 2001; Wildin 2002), die charakterisiert ist durch Dermatitis, Kachexie (Ausma-
gerung), Wachstumsstérung, Autoimmunenteropathie, Typ | Diabetes, chronische Inflammationen wie
Multiple Sklerose und rheumatoide Arthritis mit exzessiver Zytokinproduktion, die zur Thyreoiditis fihren
kann, sowie einer autoimmun-hamolytischen Andmie. Der Grund fir die fehlende FOXP3-Funktion sind
entweder Missense-Mutationen in der DNA-Bindedomane innerhalb des foxp3Gens, oder eine Mutation
aullerhalb dieser Region (Wildin 2001, Bennett 2001). Bisher sind etwa 20 verschiedene solcher Mutatio-
nen bekannt. Das foxp3Gen liegt auf dem X-Chromosom und wird rezessiv vererbt. Menschen mit die-
sen Anomalien sind derzeit auf immunsupprimierende Therapien oder eine allogene Stammzelltransplan-
tation angewiesen. FOXP3 ist in der Entwicklung und Funktion von Tregs nachweislich lebenslénglich
von groBer Relevanz und nicht nur in der frihkindlichen Phase, wahrend der Entstehung des Immunsys-
tems. Denn die akute Depletion von Foxp3+ Tregs flhrt zu einer schnellen letalen autoimmunen Erkran-
kung in erwachsenen Mausen (Kim 2007; Chinen 2010). Regulatoren werden vor allem Uber die Expres-
sion des Transkriptionsfaktors Foxp3 in der Maus (Brunkow, Jeffery et al. 2001; Schubert, Jeffery et al.
2001; Hori 2003) bzw. FOXP3 im humanen Immunsystem (Bennett, Christie et al. 2001; Wildin, Smyk-
Pearson et al. 2002) definiert, da er als der spezifischste in Maus und Mensch erachtet wird. Die Foxp3-
Expression ist in der Maus fast ausschliel3lich auf regulatorische T-Zellen beschrankt (Hori, Nomura et al.
2003), im humanen Organismus aber nur der Uberwiegende Teil. Durch TCR-Stimulation und -
Aktivierung der Zellen kann FOXP3 auch in nicht regulatorischen T-Zellen auf niedrigem Niveau induziert
werden (Mantel 2006).

In der Peripherie von gesunden Mausen befinden sich etwa 5-15% (Suri-Payer 1998; Itoh 1999), beim
Menschen 1-5% regulatorische T-Zellen (Stephens 2001). Bei den CD4+ T-Zellen unterscheidet man
bisher vier verschiedene Populationen von Regulatoren: natirliche Tregs (nTregs, CD25*Foxp3*), indu-
zierte Tregs (iTregs, CD25*Foxp3*), Tr1 bzw. Th3 (CD25-Foxp3-, Abb. 1). Sie fungieren als Suppresso-
ren diverser Nichtregulatoren wie CD4+*-Effektoren, CD8*-, DC, B-, NK-, NKT-Zellen, Makrophagen und
Mastzellen.

Natirliche Tregs (nTregs) entwickeln sich kontinuierlich im Thymus kontrolliert selektioniert Uber hoch-
avide MHC Klasse ll-abhangige TCR-Interaktionen (Jordan 2001; Sakaguchi 2001; Apostolou 2002; Fon-
tenot 2005) und migrieren dann ins periphere Gewebe (Josefowicz und Rudensky 2009). Dort sind sie fur
die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz gegen Selbst verantwortlich. Die Bedeutung der Entwick-
lung dieser Zellen wurde in Studien deutlich, in denen die neonatale Thymektomie, aufgrund der verspa-
teten Erzeugung und des Exports von Tregs aus dem Thymus, zu multiplen Autoimmunerkrankungen

fihrte (Asano 1996; Fontenot 2005). Es gibt aber auch T-Zellen, die in der Peripherie erst zu Tregs indu-
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ziert werden. Diese iTregs tauchen u.a. in den mesenterischen Lymphknoten wahrend der Induktion der
oralen Toleranz auf (Mucida 2005; Coombes und Maloy 2007). Sie differenzieren sich in den sekundéaren
lymphoiden Organen und Geweben, wie zum Beispiel in der Lamina propria des Darms als Antwort auf
Mikroben- oder Lebensmittel-Antigene (Sun 2007), in chronisch entziindetem Gewebe (Curotto de Lafail-
le 2008), in transplantierten (Cobbold 2004) oder tumordsen (Liu 2007) Organen. Das exakte Umfeld, das
iTregs zur Differenzierung bendtigen, ist noch nicht vollstandig aufgeklart, aber es ist bekannt, dass die
Entwicklung von Foxp3+ iTregs einer TCR-Stimulation und CD28-Kostimulation bedarf (Salomon 2000;
Hsieh 2004) und von den Zytokinen TGF- und IL-2 sowohl /n vifro als auch /n vivo abhangig ist (Fu
2004). Tregs selbst kdnnen kein IL-2 produzieren, bendtigen es aber, um Foxp3 stabil zu exprimieren und
somit ihren regulatorischen Phanotyp zu erhalten (Thornton 2004; Sakaguchi 2006).

Aus naiven CD4* T-Zellen kénnen sich, aulier den bereits beschriebenen Zellpopulationen, auch Tr1-
Zellen differenzieren. Ob des Weiteren die beschriebenen Th3 noch eine eigene Subpopulation bilden
oder in die iTregs und Tr1-Zellen mit einzugliedern sind, ist in der Diskussion. Tr1-Zellen sind Foxp3-
negative regulatorische T-Zellen und entwickeln sich zu funktionellen Suppressoren in der Peripherie im
Milieu des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und tragen so zur antigenspezifischen supprimierenden
Immunantwort bei (Bluestone und Abbas 2003; Roncarolo 2006). Gleichzeitig regeln sie IFN-y, TNF-a,
GM-CSF und IL-5 herunter (Chai 2008).

Thymus Peripherie Abb. 1 : Entwicklung von
(CD4+) effektorischen und regulato-
Thil, Th2, The,
Naives TGR 7. Thaz, rischen T-Zellen. (Curotto
Repertore

de Lafaille und Lafaille 2009)

@ _b
Naives TCR
Repertoire
Th3, Tri
(]

@)

o p3

nTreg TCR nTreg TCR
Repertoire Repertoire

Funktion der natiirlichen und induzierten Foxp3-Tregs

Immunantworten sind sowohl quantitativ als auch qualitativ darauf ausgelegt, eine optimale Abwehrleis-
tung zu erzielen ohne den Organismus zu schadigen. So kénnen die unterschiedlichsten Krankheitserre-
ger erfolgreich bekampft, die natirliche Tendenz zur Autoimmunitat unter Kontrolle gehalten und die
Lymphozyten-Effektorpopulationen durch homdéostatische Prozesse in ausreichender Anzahl und Funkti-

onsfahigkeit bereitgestellt werden. Die Kontrollmechanismen, welche diesen Aufgaben zugrunde liegen,
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sind komplex und schlieRen fir die Regulation autoreaktiver T-Zellen unterschiedliche Mechanismen ein.
Die Details, wie Tregs ihre regulatorische bzw. supprimierende Arbeit verrichten, sind noch nicht liicken-
los aufgeklart. Aber klar ist, dass es sich um Mechanismen handelt, die durch direkten Zell-Zell-Kontakt
zu Zellzyklusarrest, Apoptose (Ren 2007), Anergie oder fehlende Aktivierung von peripheren inflammato-
rischen APC, T-Zellen, B-, NK-, NKT-Zellen, Makrophagen und Mastzellen (Eroukhmanoff 2009) flihren
(Abb. 2). Die Ausschittung der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 (Asseman 1999), I1L-35 und TGF-
(Rubtsov 2008) fihren zu APC-Dysfunktion und T-Zell-Anergie. Einen weiteren supprimierenden Effekt
stellt die Konkurrenz zwischen Tregs und Teffs um IL-2 dar, wobei Tregs durch Expression des 100fach
héher affinen IL-2 Rezeptors Selektionsvorteile haben, wahrend die Teffs durch den entstandenen Man-
gel anerg werden (de la Rosa 2004; von Boehmer 2005; Pandiyan 2007). Auf3erdem inhibieren Tregs die
Induktion von IL-2-mRNA in Zielzellen (Thornton und Shevach 1998). Uber den Perforin-Granzym-Weg
kénnen Tregs direkt Apoptose in T-Zellen einleiten (Grossman 2004; Gondek 2005). Des Weiteren kon-
nen murine CTLA-4+* Tregs (cytotoxisches T-Lymphozyten Antigen-4 bzw. CD152) Gber CD80/86 in APC
die Apoptose und Anergie in T-Zellen induzieren (Fallarino 2003; Paust und Cantor 2005). Die Interaktion
von CTLA-4 und CD80/86 fiihrt dabei auch zur Expression von Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) in
dendritischen Zellen, wodurch aufgrund des resultierenden Tryptophanmangels in der Umgebung die
Aktivierung von T-Zellen verhindert wird (Mellor 2004). Tregs exprimieren auf ihrer Oberflache Galectin-1,
ein Beta-Galactosid-Bindeprotein, das Zellmatrix- und Zell-Zell-Interaktionen verhindert. Galectin-1 bindet
an diverse Zielzellen und induziert somit Zellzyklusarrest und Apoptose (Garin 2007). Zudem kdnnen
Lag-3 (Lymphocyte-activation gene, CD223) und FGL2 (Fibrinogen like protein 2), beide an der Oberfla-
che von Tregs exprimiert, an das MHC Il bzw. FcyRIIB von DC binden und diese an ihrer Reifung hindern
(Liang 2008; Shalev 2008). CD39, ein Treg-Oberflichenmarker hydrolysiert ATP (Adenosintriphosphat)
zu AMP (Adenosinmonophosphat), was die Verflgbarkeit von ATP-abhangigen proinflammatorischen

Signalketten verringert (Borsellino 2007).
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Stabilitat und Antigenspexzifitat von Tregs

Naturliche und induzierte Tregs sind bisher phanotypisch nicht voneinander unterscheidbar, da sie die
gleichen Marker aufweisen (Horwitz 2008). Der Prozentsatz an induzierten Tregs im CD4* Repertoire in
der Peripherie ist daher unbekannt. Wahrscheinlich ist aber, dass dieser unbestandig ist und in Abhan-
gigkeit seines Milieus stets Schwankungen unterliegt, weil iTregs in spezieller inflammatorischer Umge-
bung entstehen, u.a. im Darm, wo die orale Toleranz eine wichtige Rolle spielt (Hadis 2011). Unterschie-
de in Uberlebensrate, Antigenspezifitat und Stabilitét sind bekannt, was die Méglichkeit nicht ausschlieflt,
dass nTreg und iTregs separate Funktionen in der adaptiven Immunantwort haben. Eine Diffenzierungs-
methode zwischen nTreg und iTreg kénnte durch den kirzlich entdeckten Transkriptionsfaktor Helios
erfolgen. Dabei fand man die Expression von Helios auf im Thymus entstandenen Foxp3+* Zellen, aber
nicht auf iTregs. Interessanterweise waren 70% der peripheren Tregs Helios*. Bis zu 30% der Tregs in
der Peripherie kénnten somit iTregs sein (Thornton 2010). In punkto Stabilitdit und Potenz scheinen
nTregs und iTregs nicht identisch. Sind durch die Induktion von Foxp3 einmal iTregs entstanden, ist des-
sen kontinuierliche Expression essentiell, um Phanotyp und Funktion zu erhalten. Das wurde in Mausmo-
dellen demonstriert, in denen die Deletion von Foxp3 in einem effektorischen T-Zell Phanotyp resultierte
(Williams und Rudensky 2007). Kritisch fur die Stabilitédt des Treg-Phanotyps scheint dabei der Demethy-
lierungs-Zustand mehrerer CpG-Motive in der 5'Region des Foxp3-Promotors zu sein. Ein erhdhter De-
methylierungsgrad korreliert mit einer stabilen Foxp3-Expression (Polansky und Huehn 2007; Polansky
2008). Dabei ist das TSDR (7reg specific demethylated region) in naiven und aktivierten CD4+ T-Zellen
stark methyliert, wahrend iTregs partiell und nTregs komplett demethyliert sind (Polansky, Kretschmer et
al. 2008; Lal 2009). Studien zeigten, dass nTregs die stabileren und potenteren Suppressoren sind
(Gupta 2008), eventuell weil sie kontinuierlich der Stimulation durch Selbstantigen ausgesetzt sind. Aller-
dings fand man zumindest in der Maus, dass sich nTregs durch das Zytokin IL-6 in IL-17 produzierende
Effektoren verwandeln kénnen (Min 2003), wahrend iTregs resistent zu sein schienen (Zheng 2008). Es
gibt allerdings auch Studien, in denen in Abhéngigkeit von TGF-f und IL-2 induzierte Tregs keine verlass-
lichen Suppressoren darstellen, da sie die Expression von Foxp3 vorloren hatten (Beres 2011). Mdglich
ist, dass iTregs wiederholte und bestandige Antigenerkennung bendtigen, um stabile Regulatoren zu
bleiben.

Die beiden Treg-Populationen differieren jedoch auch in ihrer Antigenspezifitat und erforderlicher Starke
der TCR-Stimulation. Wahrend nTregs hochaffine Interaktionen mit Selbst-Peptid-MHC-Komplexen und
starke CD28 Kostimulation benétigen (Jordan, Boesteanu et al. 2001; Tai 2005), bedarf es bei der Kon-
version von iTregs in der Peripherie schwécherer, suboptimaler TCR-Stimulation durch Antigen aus der
Umgebung und die reaktiven Zellen teilen sich weniger haufig (Kretschmer 2005). So geht man davon
aus, dass ihr TCR-Repertoire dem naiver konventioneller T-Zellen entspricht, wobei es diesbeziglich
kontroverse Studien gibt (Pacholczyk 2006). Obwohl eine suboptimale CD28-Kostimulation die Konversi-
on zu iTregs erleichtert, ist hauptsachlich die Kostimulation durch CTLA-4 notwendig, da diese Tregs
nicht in CTLA-4-defizienten Mausen entstehen (Zheng 2006).
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Weitere Molekiile zur Charakterisierung von Tregs

Die humane FOXP3-Expression ist in nTregs konstitutiv hoch, kann aber auch in anderen T-Zellen nach
Aktivierung gesteigert werden. Charakteristisch fir Regulatoren sind ferner eine hohe Expression von
CD25, der IL-2-Rezeptor-a-Kette, CTLA-4 und GITR (glucokorticoid-induziertes TNFR), die aber auch auf
aktivierten Nichtregulatoren zu finden sind. AuRerdem sind murine Tregs gekennzeichnet durch die Ex-
pression von CD45RBw, humane Tregs durch CD45R0 (Powrie 1994). Des Weiteren lassen sich Tregs
durch eine niedrigere Expression des IL-7Ra (CD127) von Effektoren unterscheiden (Liu 2006). Da keine
der Marker ausschlie3lich von einzelnen Populationen exprimiert werden, macht das die eindeutige Iden-
tifizierung von Regulatoren problematisch. GARP (glycoprotein-A repetitions presdominant oder
LRRC32= leucine-rich repeat containing 32) wird hingegen ausschlieBlich auf aktivierten humanen
nTregs und nicht auf aktivierten Teffs exprimiert (Tran 2009). Das Gen befindet sich in einer Region, die
in Maus und Mensch konserviert ist. GARP ist ein Oberflachenmolekiil, bestehend aus einer kurzen cy-
toplasmatischen und einer Transmembran-Region und einer Zelloberflachen-Rezeptor-Domane, die eine
Reihenfolge gleicher leucinreicher (LRR) Motive enthalten. GARP wird fir die Expression von TGF-f3
bendtigt, da dieses nur durch LAP (/afency associated peptide) in den aktiven Zustand Ubergeht. GARP

ist wahrscheinlich fir den Transport von LAP verantwortlich (Stockis 2009).

Andere regulatorische Zellen

In den letzten Jahren wurden weitere Subpopulationen mit regulierendem Phanotyp entdeckt. AulRer CD4
exprimierenden Tregs existieren CD8+*CD28- Zellen mit der Fahigkeit zur Immunsuppression (Najafian
2003). Regulationspotenzial scheinen auch yd-TCR* T-Zellen aufzuweisen (Nagaeva 2002), sowie CD8*
veto Zellen (Kronin 1997). Aulerdem ist eine doppeltnegative Treg-Fraktion (DN T-Zellen) bekannt, die
weder CD4 noch CD8 exprimiert, aber supprimierende Wirkung in Maus und auch Mensch zeigt (Zhang
2000). Einen wichtigen Beitrag zur Immunregulation leisten auch NKT-Zellen (Sharif 2002; Sharif 2002).
Diese speziellen Zellen unterscheiden sich trotz des Vorhandenseins eines TCR von T-Zellen. Sie expri-
mieren NK-Zell-typische Oberflachenmarker und kénnen gleichzeitig entweder einen CD8 oder CD4 Ko-
rezeptor tragen, oder auch doppelt negativ fir beide sein. lhre Aktivierung wird nicht Uber den klassi-
schen MHC-Komplex ausgelést. Der TCR der bekanntesten Subpopulation besteht aus einer invarianten
a-Kette in Kombination mit drei verschiedenen -Ketten, der an ein MHC-ahnliches Molekil CD1d bindet,

welches nicht Peptide, sondern Glycolipide prasentiert (Bendelac 1995; Zou 2006; Issa und Wood 2010).

Die Immunreaktion nach der Organtransplantation

Klinische Immunsuppression

Im Gegensatz zu genetisch identischen (syngenen) Individuen fihrt eine Transplantation bei sich unter-
scheidenden allogenen immunkompetenten Individuen in der Regel zu einer Immunantwort gegen das
Transplantat, d.h. zu einer AbstoBung. Diese ist charakterisiert durch Inflammation des umliegenden Ge-
webes, Infiltration von reaktiven T-Zellen mit Effektorfunktion im Transplantat und letztlich zur Apopto-
se/Nekrose, wobei das Gewebe des Transplantats direkt angegriffen und zerstért wird, weil es zu einem

Aufeinandertreffen von Donor- und Rezipientenzellen kommt. Kursierende T-Zellen erkennen auf direk-
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tem Weg Fremd-Antigen auf kérperfremden Donor-APC, die in die drainierenden Lymphknoten gelangt
sind. Dies resultiert in der Rekrutierung von Th1- und Th17-Zellen in das Transplantat (Afzali 2007) und
der Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IFN-y. Moglicherweise fiihrt der direkte Erkennungsweg
nur zur Initiierung der Alloreaktion, ist aber nicht allein in den AbstoRungsvorgang involviert. Dafiir kbnnte
im Verlauf der indirekte bzw. semidirekte Weg verantwortlich sein, der erst im zweiten Teil des Inflamma-
tionsprozesses zur Wirkung kommt, da die Prakursorfrequenz alloreaktiver T-Zellen mit indirekter Anti-
generkennung initial gering ist. Bei der ,indirekten® Antigenerkennung nehmen die Wirts-APC nekroti-
sches und/oder apoptotisches Fremdmaterial auf, prozessieren es zu Peptid und prasentieren dieses
Uber ihr eigenes MHC ihren T-Zellen (Lechler 1982). Dies geschieht vornehmlich durch CD4+ T-Zellen.
Die indirekte Alloantwort® durch CD8* Zellen erfolgt Gber , cross-priming*, wobei APC Donorproteine pro-
zessieren und diese in Peptidform auf eigenen MHC Klasse | Molekllen prasentieren (Valujskikh 2002).
Beim ,semidirekten®, auch ,Drei-Zell* Modell genannt, kommt es zwischen Wirts- und Fremd-APC zu Zell-
Zell-Kontakt, wobei nekrotische und apoptotische Komponenten der Membran transferiert werden kénnen
und so auf direktem Weg auf Empfanger-APC prasentiert werden (Herrera 2004; Smyth 2006). Fremd-
APC entlassen auflerdem kleine Vesikel, sogenannte Exosomen, die Allo-MHC enthalten und mit der
Membran des Wirts-APC fusionieren. Das nun chimare Wirts-APC stimuliert den direkten Erkennungs-
weg. Auf dem semidirekten Signalweg werden sowohl intakte MHC-Klasse | Molekule direkt als auch
internalisierte, prozessierte Donor-MHC-Molekiile als Peptide indirekt prasentiert (Abb. 3). Die prozessier-
ten Donorantigene, die im Transplantat von den wirtseigenen APC prasentiert werden, aktivieren zugleich
zytotoxische T- und alloreaktive B-Zellen, die wiederum donorspezifische Antikdrper produzieren. Dies
resultiert schlieRlich in einer AbstoBung, welche sich meist schnell entwickelt und steroidsensitiv ist (aku-
te AbstolRung). Eine Immunreaktion kann sich aber auch erst langsam entwickeln und ist schwierig zu
therapieren, was als chronische AbstoRung definiert wird. Hypothesen besagen, dass die indirekte Al-
loerkennung der forcierende Mechanismus fir die chronische AbstoRung ist (Lechler 2005). Die Starke
der akuten Alloantwort liegt wahrscheinlich an der hohen Frequenz von T-Zellen mit direkter Spezifitat (8-
12% aller T-Zellen) (Baker 2001), wahrend nur eine erheblich kleinere Anzahl an T-Zellen mit indirekter

Spezifitdt im T-Zellrepertoire besteht.
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Abb. 3: Modell zur Darstellung der Unterschiede zwischen direkter, indirekter und semidirekter Antigenerkennung.
(Modifiziert nach (Safinia 2010))
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Immunsuppressiva wurden entwickelt aufgrund ihrer Fahigkeit, T-Zellen zu beseitigen oder Molekile zu
besetzen, die an der Signalkaskade der Lymphozyten- und APC-Aktivierung beteiligt sind. Seit fast
zwanzig Jahren werden in der Autoimmun- und Transplantationstherapie Calcineurin-Inhibitoren als Im-
munsuppressoren verabreicht, die die akute Transplantatabstoung reduzieren und die Akzeptanz des
Transplantats erhdhen. Calcineurin ist ein Enzym, das maf3geblich an der Aktivierung von T-Zellen betei-
ligt ist (Clipstone und Crabtree 1992). Tacrolimus (FK506) und Cyclosporin A sind Immunmodulatoren,
die die Wirkung von Calcineurin hemmen (Borel 1976; Kino 1987). Diese werden auch in Kombination
oder als Alternative zu Glucocorticoiden angewendet, da diese die Makrophagenfunktion und Zytokinpro-
duktion hemmen und T-Zellapoptose induzieren kdnnen. Azathioprin, das durch DNA-Inkorporation die B-
und T-Zellproliferation hemmt, sowie Mycophenolat-Mofetil (MMF) sind weitere Medikamente, die in der
Transplantationsmedizin haufig Anwendung finden. Das Immunglobulin Alemtuzumab (Campath-1H) ist
ein CD52* Leukozyten depletierender Antikdrper, der unspezifisch potenziell alloreaktive T-Zellen ver-
nichtet und haufig zur Therapie nach Lungen- und Nierentransplantionen eingesetzt wird (Clatworthy
2009). Sirolimus (Rapamycin) und sein Derivat Everolimus werden ebenfalls zur Inhibition der T-
Zellproliferation eingesetzt, da sie den mTOR-Signalweg (mammalian target of rapamycin) blockieren.
Sie alle sind vor allem in der Posttransplantationsperiode wichtig, wenn die Inflammation besonders stark
ist. Problematisch sind aber die Nebenwirkungen, die sich nach langerer Einnahme zeigen, wie Nephro-
und Neurotoxizitat und Wundheilungsstérungen, da die Wirkungsweise genereller und nicht spezifischer
Natur ist. Ein fortwéhrend unterdriicktes Immunsystem birgt auRerdem eine erhéhte Gefahr, da es seine
Funktion nicht ausliben kann. So steigen das Risiko von Infektionen und die Anfalligkeit fiir Krebserkran-
kungen, da die malignen Zellen vom unterdriickten Immunsystem nicht ausreichend angegriffen werden
kdnnen. Wenn auch die akuten AbstoRungsreaktionen durch die Medizin relativ erfolgreich therapierbar
sind, so stellt die chronische AbstoRung nach wie vor ein groRes Problem dar. Deswegen hat sich die
Aufmerksamkeit auf neue immunsuppressorische Préaparate gerichtet, deren Wirkung spezifischer und
weniger toxisch sein sollten. In diese Richtung fihren zum Beispiel die Antikérper Basiliximab und Ritu-
ximab, die selektiv CD25 exprimierende T-Zellen bzw. CD20 exprimierende B-Zellen depletieren oder

ihre Aktivitat modulieren.

Allotoleranz in Tiermodellen

Im Transplantationsfeld bekommt Toleranz somit eine wichtige Bedeutung, da die Immunantwort durch
den riesigen Pool an allospezifischen T-Zellen und Alloantigen prinzipiell erst dann beendet wird, wenn
das Transplantat und damit das Antigen abgestol3en ist. Dies zu verhindern und auf relativ natirliche
Weise Toleranz gegenlber ,fremd“ zu induzieren, ist ein Mittelpunkt heutiger immunologischer For-
schung. In der humanen und murinen Transplantation gibt es gelegentlich Individuen, die spontan ihr
Transplantat ohne Immunsuppression akzeptieren (operationale Toleranz), was beweist, dass das Kon-
zept der immunologischen Toleranz existiert. Das grof3e Ziel bei der Transplantation und auch Therapie
von Autoimmunkrankheiten ist demzufolge, die natirlichen Regulationsmechanismen zu verstehen und
sie im Kérper zu induzieren und zu amplifizieren. Entscheidend dabei ist die gezielte Hemmung einer
Immunantwort gegen Donoralloantigene, ohne die lebenslangliche Verabreichung von Immunsuppressi-

va. Toleranz kann also definiert werden Uber Reaktionslosigkeit gegen Selbstantigen oder Akzeptanz
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eines Transplantats in Abwesenheit von chronischer Immunsuppression, wahrend das Immunsystem
weiterhin gegen Pathogene und maligne Zellen k&dmpft. Der Induktion und Erhaltung der peripheren Tole-
ranz liegen mehrere zuvor beschriebene Strategien zugrunde, die nach heutigen Erkenntnissen vier akti-
ve Mechanismen beinhalten: Klonale Deletion, Ignoranz, klonale Anergie und Regulation (Bluestone
2011). Die Existenz und das Konzept immunologischer Toleranz ist schon vor 60 Jahren bekannt gewor-
den, da die Injektion allogenen Gewebes in Neugeborenen zu Toleranz folgender Allotransplantate flihrte
(Billingham 1953). Toleranz in einem intakten und ausgereiften Organismus zu induzieren, ist hingegen
eine bedeutend schwierigere Aufgabe, nicht zuletzt aufgrund der Existenz von memory T-Zellen (Adams
2003; Jones 2009). Denn diese sind besonders effiziente Induzierer von Transplantatabstof3ung (Schenk
2008) und weniger sensitiv gegeniiber T-Zell-depletierenden Antikdrpern (Pearl 2005) sowie kostimulati-
onsblockierenden Agenzien (Vu 2006).

Transplantationstoleranz konnte schon friih in Mausen durch nichtdepletierende Antikorper, die CD4 bzw.
CD8 T-Zellen blockieren, gegen Hauttransplantate erreicht werden (Cobbold 1990; Qin 1990). Damit
existierte ein geeignetes Modell zur Identifizierung der verschiedenen zelluldren und molekularen Kom-
ponenten, die zur Induktion und dem Erhalt der Toleranz notwendig sind. Seitdem existieren viele weitere
Antikoérper, die Kostimulations-, Adhasionsmolekile und den TCR-Komplex blockieren und damit domi-
nante Toleranz induzieren kénnen (Lehmann 1997; Kirk 1999). Seither haben sich verschiedene auch
zellbasierte Strategien zur Induktion von Toleranz gegen Donorantigen entwickelt, wie z.B. durch die
Transplantation von Knochenmark und den dadurch induzierten gemischten Chimarismus (mixed chimer-
sim) (Spitzer 1999; Kawai 2008). Die Induktion von gemischtem Chimdarismus ist in Mausmodellen mit
Hilfe von CD4 und CD8 depletierenden Antikérpern und geringer Bestrahlungsdosis mittlerweile eine
effektive Strategie zur Erzeugung von Allotoleranz (Sykes 1997). Auch Protokolle, die die Kombination
von Kostimulationsblockern zusammen mit leichter Bestrahlung und/oder depletierenden monoklonalen
Antikdrpern vorsehen, kdnnen ohne die Zugabe von zytoreduktiver Behandlung gemischten Chimarismus
induzieren (Durham 2000; Wekerle 2000).

Erfolge in der Induktion von Toleranz bei der murinen Haut- und Herztransplantation konnten durch Do-
nor-spezifische Transfusion (DST) in Kombination mit Kostimulationsblockade zum Beispiel mit dem anti-
CD4-Antikoérper erzielt werden (Karim 2004; Francis 2011). Grundlage hierfur ist die begrindete Annah-
me, dass die Entstehung von Regulation durch Tregs stark abhangig von deren TCR-Stimulation ist
(Walker 2003). Deshalb wird vor der Transplantation donorspezifisches Antigen in Form von DST appli-
ziert, um dadurch donorspezifische Tregs entstehen zu lassen, die das Transplantat sodann entspre-
chend schiitzen kdénnen (Saitovitch 1996). Im lymphopenen Mausmodell wurde demonstriert, dass anti-
genspezifische Regulatoren mittels DST und depletierendem anti-CD4-Antikérper vor einer Organtrans-
plantation induzierbar sind und diese daraufhin die AbstoRung eines allogenen Hauttransplantats zu ver-

hindern vermogen (Kingsley 2002).

Die Rolle von Tregs in der Allotoleranz

Experimentelle und klinische Untersuchungen von Tregs im Zusammenhang mit Allotoleranz nach
Transplantation lassen ein starkes Potenzial in der klinischen Applikation vermuten. Studien zufolge gibt

es einen positiven Zusammenhang zwischen zirkulierenden Tregs und guter Transplantatfunktion in der
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Lunge (Meloni 2004), Leber (Demirkiran 2006) und auch Niere (Salama 2003; Bestard 2008) nach Al-
lotransplantation. Diese Beobachtung wurde auch bei Patienten gemacht, bei denen eine spontane Tole-
ranz auftrat (VanBuskirk 2000; Yoshizawa 2005). In einer anderen Studie wurde peripheres Blut von
Pratransplant-Patienten zu besseren und individuellen Therapiezwecken bezlglich Immunsuppression
Uberprtft. Dabei zeigte sich in Patienten, in denen keine AbstoRungsanzeichen nach der Transplantation
zu finden waren eine verminderte Alloreaktivitat und erhéhte Treg-Anzahl im Vergleich zu Patienten, die
eine akute AbstoRRung erlitten (Vondran 2010).

Studien im Mausmodell haben bereits zeigen kénnen, dass durch eine Erhéhung der Treg-Anzahl in ei-
nem Rezipienten, die Akzeptanz eines Allotransplantats zumindest verlangert werden kann. Die akute
GvHD (Graft versus Host Disease) nach Knochenmarktransplantation stellt z.B. in der Klinik nach wie vor
eine Hurde dar. In Experimenten mit isolierten Donor-nTregs, die ex vivo expandiert und zusammen mit
einer definierten Anzahl (1:1 Verhaltnis) naiver T-Zellen aus dem Knochenmark in bestrahlte Rezipienten
gespritzt wurden, konnte aber eine akute GvHD nach Knochenmarktransplantation abgewendet werden
(Hoffmann 2002; Taylor 2002; Trenado, Charlotte et al. 2003; Fukui 2007). In anderen Studien konnten
polyklonale Rezipienten-Tregs, die zusammen mit allogenem Donorknochenmark (vollstandiger MHC-
mismatch) und einer kurzfristigen Dosis Kostimulationsblockade und Rapamycin einen stabilen Makro-
chimarismus induzieren. Zusétzlich konnte in diesen Experimenten langfristige Allotoleranz gegen ein
solides Organ (Haut) erzeugt werden, aber nur in Zusammenhang mit einem hamatopoetischen Chima-
rismus nach Knochenmarktransplantation (Pilat 2010). Denn dabei werden alle potenziell alloagressiven
Zellen durch periphere und wahrscheinlich auch zentrale Toleranzmechanismen inaktiviert. Dass Tregs
eventuell in einer alloantigen-spezifischen Weise agieren zeigte eine Studie, in der der Transfer von
nTregs, die mit allogenen APC stimuliert wurden, langzeitlich Toleranz gegen (minor und auch major
mismatch) allogenes Knochenmark in bestrahlten Rezipienten zu induzieren in der Lage waren, Dritt-
spender-Knochenmark aber sofort abgestofen hatten (Joffre 2004).

Andere Studien an lymphopenen Mausmodellen zeigten, dass ex vivo expandierte Tregs zusammen mit
nicht depletierender anti-CD4-Antikérpergabe eine Vaskulopathie und Arteriosklerose nach Aortentrans-
plantation effektiv reduzierten und diese noch weiter dezimiert werden konnte, wenn die Tregs, durch
DST /n vivo induziert, alloantigenreaktiv waren (Warnecke, Bushell et al. 2007; Warnecke 2007; Nadig
2010). Durch die zuvor beschriebene DST-Methode und die dadurch entstehenden Tregs kann Toleranz
im lymphopenen Modell auch gegeniiber Hauttransplantaten erwirkt werden (Kingsley, Karim et al. 2002),
bei der Transplantation von Herzen sogar im immunologisch intakten Rezipienten (Saitovitch, Bushell et
al. 1996). In der Therapie von Autoimmunerkrankungen sind polyspezifische Tregs wirkungslos und eine
effektive Immunregulation kann nur durch antigenspezifische Tregs erreicht werden (Tang 2004; Jaeckel
2005; Tarbell 2006). Es gibt ebenfalls Hinweise, dass antigenspezifische Tregs in der Transplantatabsto-
Bung effizienter sein kdnnen als polyspezifische Tregs. Die Arbeitsgruppe um Robert Lechler zeigte z.B.
in Mausen, die zuvor thymektomiert und T-Zell depletiert wurden, dass alloantigen-spezifische Tregs
donorspezifische Toleranz bei der Hauttransplantation erreichen konnten (Jiang 2006). Die Aktivierung
kann Uber den direkten Erkennungsweg tber Donor-APC erfolgen (Warrens 1994). Alternativ findet sie
aber auch Uber den indirekten Weg via Rezipienten-APC statt, die aufgenommenes Fremdpeptid prasen-
tieren (Lechler und Batchelor 1982). Da der indirekte Erkennungsweg mit der chronischen Transplantat-

abstoflung in Zusammenhang gebracht wird (Hornick und Lechler 1997), entwickelten Lechler ef a/. in
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einer Studie TCR-transgene Tregs, die dadurch indirekte Spezifitat erhielten. Der Transfer dieser Tregs
konnte, kombiniert mit anti-CD8 Antikdrpergabe und Rapamycin, eine Toleranz gegeniiber semi und voll-
standigen MHC-mismafch Herztransplantaten erwirken (Tsang 2008). Bei entsprechenden Hauttrans-
plantaten konnten die gleichen Tregs allerdings kaum eine Verlangerung bewirken. VanMeerveijk ef al.
zeigte durch einen anderen Ansatz allerdings, dass nTregs, die /n vifro mit F1(Donor x Rezipient)-APC
aktiviert worden waren und damit sowohl direkte als auch indirekte Alloantigenspezifitdt besalien, zu-
sammen mit allogener Knochenmarktransplantation die akute und chronische Absto3ung von Herz- und
auch Hauttransplantaten verhindern konnten (Joffre 2008). Der Mechanismus der Toleranz beruhte aller-

dings auf der Induktion eines gemischten hdmatopoetischen Chiméarismus.

Tregs in der Stammzelltransplantation beim Menschen

Die allogene Stammzelltransplantation stellt eine kurative Therapieoption flir verschiedene ererbte oder
erworbene hdmatologische Krankheiten und maligne hdmatologische Erkrankungen, wie z.B. Leukdmien
oder Lymphome dar. Donor-T-Zellen erkennen Rezipienten-Antigen jedoch als fremd und kénnen des-
wegen Rezipientenzellen und —gewebe attackieren, aus der dann eine ,Graft-versus-Host'-Erkrankung
(GvHD) resultiert. Der Fokus der momentanen wissenschaftlichen Untersuchungen bezuglich der
Stammezelltransplantation liegt somit darauf, die lebensbedrohliche GvHD zu verhindern, ohne die nutz-
bringenden Effekte der Donor-T-Zellen gegen die Leukamie (,Graft-versus-Leukemia* GvL) zu unterbin-
den. So gaben die praklinischen Modelle Anlass zu ersten Versuchen, Stammzelltransplantations-
Patienten isolierte Tregs aus gesunden Donoren zur Pravention von GvHD zu verabreichen. Die /in vifro
expandierten Tregs, die zuvor aus Drittspender-Nabelschnurblut gewonnen und zusammen mit Nabel-
schnurblutzellen transplantiert wurden, konnten aber leider keine GvHD abwenden. Jedoch zeigte sich
auch keine Treg bezogene Toxizitat (Brunstein 2011). An der Universtitdt Regensburg erhielten Patienten
mit hoher Gefahr eines Leukdmie-Riickfalls nach Stammzelltransplantation ein Jahr nach der Transplan-
tion frisch isolierte Donor-Tregs. Spater wurden diesen Patienten zusétzlich naive T-Zellen injiziert, um
die GvL-Aktivitat zu fordern. Diese Patienten entwickelten ohne Zugabe von immunsupprimierenden Me-
dikamenten keine GvHD und auch keine anderen opportunistischen Infektionen (Edinger und Hoffmann
2011). Eine andere Arbeitsgruppe wagte einen ahnlichen, aber mutigeren Ansatz, in dem Donor-Tregs
gleichzeitig mit haploidentischen Stammzellen (50% HLA-mismatch) sowie naiven T-Zellen zur Induktion
der GvL-Aktivitadt und Starkung des Immunsystems gegen Infektionen transplantiert wurden. Dabei erlit-
ten nur 2 von 26 Patienten eine akute GvHD, wahrend die Mehrheit klinisch gesund blieb und auch keine

chronische Erkrankung entwickelte (Di lanni 2011; Di lanni 2011).

Tregs in der soliden Organtransplantation beim Menschen

Wie oben beschrieben sind Tregs in murinen Modellen in der Induktion von Allotoleranz entscheidend
involviert. Dennoch ist es selbst in Tiermodellen bislang nicht gelungen, eine Allotoleranz durch den
Transfer von Tregs des natirlichen T-Zellrepertoires zu erreichen. Dementsprechend gibt es bislang kei-
ne klinischen Studien zum Einsatz von Tregs in der soliden Organtransplantation. Es gibt aber Medika-

mente und Mechanismen, die fur eine Anreicherung und Funktion natdrlicher und /n vivo induzierter
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Tregs sorgen. Ein dominierendes Mittel, das die Expansion von Tregs begiinstigt, ist Rapamycin (Siroli-
mus). In den letzten funf Jahren ist deutlich geworden, dass Sirolimus und sein Derivat Everolimus selek-
tiv die Apoptose von murinen und humanen effektorischen, aber nicht regulatorischen T-Zellen /n vitro
und /n vivo induzieren (Battaglia 2005; Game 2005; Coenen 2006). Der genaue Wirkmechanismus von
Rapamycin wird noch erforscht, es gibt aber Hinweise, dass die Expression von PTEN und/oder Pim2 in
Tregs mit verantwortlich ist. Denn diese beiden Proteine scheinen sie im Gegensatz zu Teffs vor der Ra-
pamycin-induzierten Inhibition des mTOR-Signalwegs zu schitzen (Basu 2008; Zeiser 2008). Die bereits
erwahnten Kortikosteroide erhéhen bewiesenermalien zumindest /n vifro die Treg-Zellzahl und praferen-
ziell die Apotose von murinen Teffs (Chen 2004; Chen 2006). Andere Immunsuppressiva zeigen eben-
falls positive Effekte auf Treg-Zellzahl und -funktion, wie beispielsweise das polyklonale ATG (anti-
Thymozyten Globulin), eine gereinigte IgG-Fraktion, die T-Zellen durch entweder komplementabhangige
Lyse oder aktivierungsinduzierte Apoptose depletiert. Dabei begtinstigt diese Substanz /n vifro und in vivo

ebenso die Expansion und Konversion von murinen und humanen Tregs (Lopez 2006; Feng 2008).

Fragen, Probleme und Perspektiven

Die solide Organtransplantation ist eines der riesigen medizinischen Erfolge der letzten 50 Jahre und die
effektivste in der Therapie von terminalem Organversagen. Die kurzfristigen Uberlebensraten der Trans-
plantate in Patienten sind bedeutend gestiegen, die langerfristigen aber nach wie vor suboptimal. Oft
kann nur die akute AbstolRung effektiv verhindert werden. Zurzeit werden diverse immunsupprimierende
Medikamente verabreicht, die aber nicht spezifisch wirken und meist ein Leben lang verabreicht werden
missen. Ferner beginstigen Immunsuppressiva die Entstehung von Infektionen und Tumoren (Taylor
2005). Der Einsatz von regulatorischen Zellen scheint somit vielversprechend, aber Gegenstand der heu-
tigen und zukinftigen Forschung ist nach wie vor, deren Isolation, Spezifitdt und Stabilitadt zu optimieren.
Bislang konnte namlich die allospezifische Toleranzinduktion mit vollstandigem MHC-mismatch durch
Treg-Infusion in einem immunkompetenten, unmanipulierten Rezipienten noch nicht demonstiert werden.
Grund dafir kann u.a. die hohe Praskursorfrequenz alloreaktiver pathogener T-Zellen sein, die auf 5-10%
bei komplett allogenen Kombinationen geschatzt wird (Suchin 2001). Wenige der Toleranzmechanismen
aus den Nagetiermodellen konnten bislang in die Transplantationsmedizin Gibertragen werden. Viel héhe-
re Treg-Zellzahlen und maximale Reinheit z.B. sind bei der Behandlung von Autoimmun- und Transplan-
tationspatienten gefragt, diese aber schwierig zu generieren, da in der Peripherie eines Menschen ledig-
lich 1-5% nTregs zu finden sind und sich die /n vifro Expansion als zeitintensiv und anspruchsvoll gestal-
tet. An diesem Punkt sollten die Untersuchungen dieser Arbeit ansetzen, da die in vifro de novo-
Erzeugung von Tregs dieses Problem umgehen wiirde.

In einer lymphopenen Situation, wie sie in verschiedenen Mausmodellen, wie z.B. transgenen Mausen,
durch Bestrahlung, RAG--- oder Scid-Mausen vorkommt, kann eine Lymphopenie-induzierte Proliferation
hervorgerufen werden, womit die Versuche mit der klinischen Situation nicht mehr vergleichbar sind. In
vielen der zuvor beschriebenen Experimente sind meist aktivierte nTregs mit polyspezifischem Repertoire
zur Toleranzinduktion eingesetzt worden. Antigenspezifitat kbnnte aber moglicherweise bei der Allotole-

ranz von Vorteil sein. Bisher ist es jedoch nicht gelungen, Tregs unterschiedlicher Spezifitat voneinander
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differenzierbar zu machen. In der Peripherie induzierte Tregs sind dagegen eventuell instabiler und daher
ihr Einsatz in der Klinik fragwilrdig. Um antigenspezifische Tregs zu generieren, wurden in anderen Stu-
dien dafiir TCR-Transgene hergestellt, was zwar mechanistisch interessante Beobachtungen ergab, aber
fur die klinische Anwendung keine Relevanz hat. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit zur Erzeugung
von Tregs ein polyklonales Repertoire an T-Zellen genutzt werden, um der klinischen Situation ahnlich zu
sein.

In vielen der Experimente am Mausmodell wurde zwar durch unterschiedliche Ansatze das Potenzial von
Tregs erfolgreich demonstriert, aber in den meisten Fallen handelte es sich lediglich um Toleranzindukti-
on gegen nicht solide Organe, Herz- oder Inselzelltransplantate, die weitaus weniger immunogen sind,
als beispielsweise die Haut, die in Nagetiermodellen als schwierigstes Organ fir Allotoleranz gilt. Aus
diesem Grund wurde fir die vorliegenden Modelle dieser Arbeit auf die Hauttransplantation zuriickgegrif-
fen, da eine Immunantwort gegen die Haut am schwersten zu kontrollieren bzw. Toleranz am schwierigs-
ten zu induzieren ist.

Die ersten Erfolge in der Herz- und Hauttransplantation gelangen dafiir wiederum nur mit allogenen Or-
ganen mit unvollstandigem MHC-mismatch, weswegen hier die Stammkombination mit dem héchsten
bekannten mismatch bzw. starksten Abstollungsgrad gewahlt wurde, namlich C57BL/6 und BALB/c.
Murine Tregs exprimieren exklusiv Foxp3, wahrend dieser Transkriptionsfaktor im humanen System auch
in manchen aktivierten Nichtregulatoren zu finden ist. Da man sich bei der Isolation von Tregs bislang
vornehmlich auf die Foxp3-positiven Zellen beschrankt, ist der Transfer in die Klinik daher erschwert.
Foxp3 ist nach gegenwartigem Stand der Forschung der Haupttranskriptionsfaktor, der die Entwicklung
und Funktion von Tregs kontrolliert und vor allem in der Maus Tregs von anderen T-Zellen unterscheidbar
macht. Dieser Transkriptionsfaktor ist aber im Nukleus lokalisiert und dadurch experimentell nicht zur
Isolierung von Tregs geeignet. In der bio-medizinischen Wissenschaft wird daher bestandig nach poten-
ziellen Oberflachenmarkern gesucht, die eine bessere Unterscheidung mdéglich machen. Grundséatzliche
Mechanismen zur supprimierenden Wirkung von Tregs sind bereits erforscht, wenige Erkenntnisse gibt
es jedoch bisher zu Uberlebensraten, Lokalisation und genauen Toleranzmechanismen (dominant oder

deletional) dieser Zellen bei der allogenen Organtransplantation.

Diese Probleme, Fragen und Uberlegungen im Zusammenhang mit Tregs bei der Toleranzinduktion und -
erhaltung nach Organtransplantation wurden in dieser Arbeit adressiert und analysiert. Denn die Indukti-
on gewebsspezifischer Toleranz gegeniber potenten Immunantworten bei Erhalt der generellen Immun-
kompetenz, ohne die Notwendigkeit pharmakologischer Immunsuppression, ist das grof3e Ziel im Trans-
plantationsfeld.

In dieser Arbeit wurden dazu aktivierte T-Zellen nach Transduktion mit Foxp3 zu antigenspezifischen
Tregs konvertiert. Diese sollten sowohl in ihrer Reinheit als auch Stabilitdt sowie Funktion, auch nach
Expansion, nicht beeintréchtigt sein. Die generierten transduzierten Tregs sollten au3erdem eine stabile
Treg-Zelllinie darstellen, die sich /n vifro und auch /n vivo aufdert. Durch genetische Markierung mit einem
nicht immunogenen Oberflachenmarker wurden das /n Vivo-Verhalten und mogliche Toleranzmechanis-
men in der Induktions- aber auch Erhaltungsphase untersucht. Uberdies wurden mégliche Unterschiede
der Effizienz von poly- und allospezifischen Tregs gegenulbergestellt, da in der Literatur Hinweise auf

diesen Sachverhalt existieren. Die Eignung und Unterschiede der transduzierten Tregs wurde zunachst
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im lymphopenen Transplantationsmodell getestet. Im weiteren Verlauf wurden verschiedene Induktions-
protokolle entwickelt, die den Einsatz von Tregs auch im immunkompetenten Modell ermdglichen sollten.
AuBerdem war der Einfluss der Foxp3-Transduktion auf den endogenen Locus von Interesse und wurde
dahingehend untersucht. Es stellte sich auch die Frage der Beeinflussung der adoptiven Treg-Therapie

auf die iTreg-Enstehung und die infektiése Toleranz und wurde in diesem Rahmen bearbeitet.
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Kapitel 2 Material & Methoden

Material

Allgemeines Laborzubehor

Aceton

Agarose Multi-Purpose
Ammoniumchlorid NH4Cl2
Ammoniumchlorid NH4Clz
Ampicillin

Bacillol® AF

D*-Glucose monohydrat
D*Saccharose

DMSO

Eppendorfgefalie (1.5 und 2 ml)
Ethanol Absolut
Ethidiumbromid

FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg, D

Falcon 15ml Greiner Bio-one, Frickenhausen, D/ Sarstedt
Falcon 50ml Greiner Bio-one, Frickenhausen, D / Sarstedt
Glycin Fluka - Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

HCI J.T. Baker, Deventer, NL

Hefeextrakt Roth, Karslruhe, D

Isopropanol J.T. Baker, Deventer, NL

Kanamycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

KCI J.T. Baker, Deventer, NL
Latex-Handschuhe Digital PF

LB-Agar Kapseln, MP Biomedicals, LLC

LB-Medium Kapseln, MP Biomedicals, LLC

Methanol Roth, Karslruhe, D

MgCl2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

NazHPO4 Merck, Darmstadt, D

NaCl Isotonische Kochsalzldsung 1000ml Plasti-

pur®
Pipettenspitzen

Polyethylenglycol (PEG)

J.T. Baker, Deventer, NL, Deventer, NL

Bioline, Luckenwalde, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Bode

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Riedel-de-Haen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Eppendorf, Hamburg, D

J.T. Baker, Deventer, NL
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Fresenius Kabi

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Fluka — Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
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PP-Rdhrchen, 14ml
Purple Nitrile Handschuhe
Tris Hydrochlorid

Vernichtungsbeutel

Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
Kimberly-Clark

Calbiochem, LaJolla, CA, USA
Sarstedt, Sarstedt, D

Molekularbiologische und Proteinbiochemische Komponenten

1kb DANN-Leiter

Agarose Multi-Purpose
Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)
Ampicillin

dNTP mix

Go Taq Felxi Puffer 5x
HiTrap™ Protein G HP

Pfu Polymerase Puffer (10x)
Pfu-Turbo-Polymerase
Proteinase-Inhibitor-Mix

Red Taq Polymerase
Sepharose-Protein-G-Saule
T4 Quick Ligase

T4 Ligase Puffer

Taq Polymerase Puffer (10x)

Zellkultur

12well Zellkulturplatte

48well Zellkulturplatte

6well Zellkulturplatte

96well Zellkulturplatte flach

96well Zellkulturplatte rund

96well Zellkulturplatte V-Form
BSA (Albumin from bovine serum)
CaClz

CFSE 5mM
Chloroquin-Diphosphat-Salz
Ciprobay 200mg/100ml Infusionslsg.
CpG

DMEM 500ml

DMSO

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Bioline, Luckenwalde, D

New England Biolabs, Ipswich, MA US.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Promega, Mannheim, D

Promega

Amersham Biosciences, Freiburg, D
Stratagene, Amsterdam, NL
Stratagene, Amsterdam, NL
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Amersham Biosciences, Freiburg, D
New England Biolabs, Ipswich, MA US.
New England Biolabs, Ipswich, MA US.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Nunc Thermo Scientific, Roscilde, DK
Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
Sarstedt, Sarstedt, D

Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Molecular Probes

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Bayer, Leverkusen, D

Cooley Pharmaceuticals

Biochrom AG, Berlin, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
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DPBS 1x —CaClz -MgClz
EDTA

Far Red DDAO-SE

FCS

Ficoll/Percoll

Ficol-Paque

Filter 0.45um
GlutaMAXTM 1 100x
Golgi Plug

HEPES 1M

HL-1 500ml
Hybridoma-Medium DIF 1000 500ml
lonomycin

LS-Saule

MEM NEAA 100x
Meropenem 3H20 1000mg
MS-Séaule
Natrium-Pyruvat 100mM
Penicillin/Streptomycin
PMA

Protaminsulfat 4mg/ml
Rapamycin zum InVitro Gebrauch
RPMI 1640 500ml
SA-Beads

Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 ml)

3-Mercaptoethanol 50mM
T175cm2 Zellkultur-Flasche
T25cm2 Zellkultur-Flasche
T75cm2 Zellkultur-Flasche
Thymidine, (methyl-3H)
TrypanBlue 0.5% (w/v)
Trypsin/EDTA Solution 10x
Zellschaber 25cm, 17mm
Zellsieb 40um

Zellsieb 70um

GIBCO Invitrogen, Auckland, NZ, Auckland, NZ
Merck, Darmstadt, D

Cell Trace

Biochrom AG, Berlin, D

Invitrogen, Karlsruhe, D / GE Healthcare

GE

Filtropur S, Sarstedt, Sarstedt, D

GIBCO Invitrogen, Auckland, NZ, Karlsruhe, D
BD Biotec, Heidelberg, D

PAA Laboratories

Lonza BioWhittakerTM

Biochrom AG, Berlin, D

Fermentek Biotechnology

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

GIBCO Invitrogen, Auckland, NZ, Karlsruhe, D
Astra Zeneca, Wedel, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

GIBCO Invitrogen, Auckland, NZ, Karlsruhe, D
10.000U/ml 10.000u/ml Biochrom AG
Fermentek Biotechnology

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Selleck, Houston Tx, US.

GIBCO Invitrogen, Auckland, NZ, Karlsruhe, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Sarstedt, Sarstedt, D

GIBCO Invitrogen, Auckland, NZ, Karlsruhe, D
Sarstedt, Sarstedt, D

Sarstedt, Sarstedt, D

Sarstedt, Sarstedt, D

PerkinElmer, Boston, USA

Biochrom AG, Berlin, D / Fluka

Biochrom AG, Berlin, D

Sarstedt, Sarstedt, D

BD Biotec, Heidelberg, D

BD Biotec, Heidelberg, D
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Mausarbeit und Zubehér

Augen und Nasensalbe

BrdU 5g

Einmal-Injektionsnadel 1ml U100
Einmal-Injektionsnadel 1ml U40
Einmalspritzen 25, 10, 5, 1ml
Elastische Fixierbinde

Freund’s Adjuvants complete
Heparin-Natrium 25000

Ketamin 100mg/ml

Klebeband

Klebeband Tape

Rapamycin zum /n Vivo-Gebrauch
Rompun 2%

Salbenkompresse

Skalpell

Tier-Rasiermaschine

Immunhistochemie

DAPI 10mg

Gelatine powder from fish skin
Hamalaun Lésung, Meyer’s
Mowiol

Normales Maus-Serum
Normales Ratten-Serum
Normales Ziegen-Serum
Paraffin

Tissue-Tek®

Xylol

FACS

Fix/Perm
Fix-Perm Solution Diluent
Paraformaldehyd (PFA)

Bepanthen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
BD Biotec, Heidelberg, D

BD Biotec, Heidelberg, D
Braun, Melsungen, D
Rancolast® Lohmann&Rauscher
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Ratiopharm®

Graub Albrecht 10ml
Leukopor®

Blenderm™ 3M

LC Laboratories

Bayer Health Care 25ml
Brandolind® Hartmann

No. 21 FEATHER

POCKET PRO® WAHL®

Invitrogen, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Merck, Darmstadt, D
Calbiochem

Invitrogen, Karlsruhe, D
Caltaqinvitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Paraplast

O.C.T. Compound, Sakura
J.T. Baker, Deventer, NL

eBioscience
eBioscience

Fischar, Saarbriicken, D

28



MATERIAL & METHODEN

Antikérper

Priméare Antikérper

Name Klon Hersteller

B220-APC RA3-6B2 BD Biosciences, Heidelberg, D
BrdU-V450 3D4 BD Biosciences, Heidelberg, D
Caspase-3-AF647 C92-605 BD Biosciences, Heidelberg, D
CCR7-PE BD Biosciences, Heidelberg, D
CD11¢c-APC HL3 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD11c-Biotin HL3 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD11¢c-PE HL3 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD25-APC PC61 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD25-Biotin 7D4 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD25-FITC 7D4 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD25-PE PC61 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD3-APC 145-2C11 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD45RB-Biotin 16A BD Biosciences, Heidelberg, D
CD45RB-PE 16A BD Biosciences, Heidelberg, D
CD4-APC RM4-5 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD4-APC RM4-5 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD4-Biotin GK1.5 FPLC, eigene Herstellung
CD4-Cy3 RMCD4-2 FPLC, eigene Herstellung
CD4-Cy5 RMCD4-2 FPLC, eigene Herstellung
CD4-FITC GK1.5 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD4-Pacific-Blue/V450 RM4-5 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD4-PE GK1.5 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD62L-Biotin MEL-14 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD62L-PE MEL-14 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD69-Biotin H1-2T3 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD69-PE H1-2T3 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD8-Biotin 53-6.7 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD8-Cy3 RMCDS8-2 FPLC, eigene Herstellung
CD8-Cy5 RMCD8-2 FPLC, eigene Herstellung
CD8-FITC 53-6.7 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD8-PE 53-6.7 BD Biosciences, Heidelberg, D
CD8-PerCp-Cy5.5 53-6.7 BD Biosciences, Heidelberg, D
CTLA-4-PE UC10-4B9 BD Biosciences, Heidelberg, D
Foxp3-AF647 FJK-16s eBioscience

Foxp3-Biotin FJK-16s eBioscience

Foxp3-PE FJK-16s eBioscience

GITR-APC DTA-1 eBioscience
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GITR-PE

H2Kb-Biotin

H2Kb-PE

H2Kd-Biotin

IFN-y- Biotin

IFN-y- PB

IFN-y-PE

IL-10-PB

I-10-PE

I-17-PE-Cy7
TCR-B-PE
Thy1.1(CD90.1)-AF488
Thy1.1(CD90.1)-Biotin
Thy1.1(CD90.1)-FITC
Thy1.1(CD90.1)-PE
Thy1.2(CD90.2)-APC
Thy1.2(CD90.2)-Cy3
Thy1.2(CD90.2)-Cy5
Thy1.2(CD90.2)-PE

Sekundére Antikérper

Name

Rat IgG-FITC
Rat 1IgG-Cy5
Rat IgG- Biotin
SA - PE-Cy7
SA-Alexa488
SA-APC
SA-Cy3
SA-Cy5
SA-FITC
SA-PE
SA-PE-Cy5.5
SA-PerCp

DTA-1
AF6-88.5
AF6-88.5
SF1-1.1
R4-6A2
XMG1.2
XMG1.2
JES5-16E
JES5-16E
TC11-18H10.1
H57-597
OX-7
HIS51
HIS51
OX-7
53.2-1
30H12
30H12
53.2-1

eBioscience

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
eBioscience

Biolegend

BD Biosciences, Heidelberg, D
Biolegend

Biolegend

Biolegend

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
Eigene Herstellung aus Hybridoma
Eigene Herstellung aus Hybridoma

BD Biosciences, Heidelberg, D

Hersteller

Jackson Immunoresearch Laboratories, US.

Jackson Immunoresearch Laboratories, US.

BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D
Molecular Probes

BD Biosciences, Heidelberg, D

Jackson Immunoresearch Laboratories, US.

BD Biosciences, Heidelberg, D

Jackson Immunoresearch Laboratories, US.

BD Biosciences, Heidelberg, D
BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
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Zytokine (rekombinante Antikodrper)

Name
GM-CSF

IL-2

IL-4

IL-7

aScal
humanes TGF-3-1
aCD25
aCD28

aCD3

aCD3 F(ab)2’
aThy1.1
aThy1.2

Restriktionsenzyme

Name
BamHI
Balll
EcoRl
Hindlll
Ndel
Notl
Pacl
Pstl
Sall
Scal
Xbal
Xhol

Plasmide

Name

pEcoEnv IRES puro

pcDNA3.MLVg/p

pCMMP IRESeGFP
pCMMP IRESeGFP Foxp3

pJET
pMD2G
LentiSh*SFFV Fox

Klon

143.

ACK2

PC61

37.51

145-2C11
145-2C11 F(ab’)2
19E12

30H12

Abkirzung
K73

Miv gag/pol
GFP
GFPFox
pJET

Mut gag/pol
Lenti FoxThy

Hersteller

Eigene Herstellung aus Hybridomazelllinie
Eigene Herstellung aus Hybridomazelllinie
Eigene Herstellung aus Hybridomazelllinie
PeproTech, Hamburg, D

Eigene Herstellung aus Hybridomazelllinie
PeproTech, Hamburg, D

Eigene Herstellung aus Hybridomazelllinie
Eigene Herstellung Hybridomazelllinie
Eigene Herstellung Hybridomazelllinie
BioXCell, West Lebanon, NH

Eigene Herstellung aus Hybridomazelllinie

Eigene Herstellung aus Hybridomazelllinie

Hersteller

New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.
New England Biolabs, Ipswich, MA, US.

Herkunft
Prof. Baum, Dr. Schambach

Prof. Baum, Dr. Schambach

Elmar Jackel (Jaeckel, von Boehmer et al. 2005)

Elmar Jackel (Jaeckel, von Boehmer et al. 2005)

Prof. Baum, Dr. Schambach (Galla 2008)
Jackel, Mpofu
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pRSF91 IRES Thy1.1 Thy Nonsikelelo Mpofu und (Schambach 2006)
pRSF91 IRES Foxp3 Thy1.1  FoxThy Nonsikelelo Mpofu und (Schambach 2006)
pRSF91 IRES GARP Thy1.1 GARPThy Nonsikelelo Mpofu, Nadja Seltrecht

Sequenzierungen wurden 2008 bei der Firma GATC-Biotech (Konstanz, D) eingereicht, 2009/2010 von

der Firma mwg biotech (Ebersberg, D) bearbeitet.

Mausstamme

Name Abkirzung Herkunft

BALB/cJ BALB/c Charles River oder Tierlabor-Zucht MHH

BALB/cJ x C57BL/6 (F1) F1 Eigene Zucht aus C57BL/6 x BALB/c (Charles
River)

BALB/c-RAG2tm1Fwa BALB/c-RAG2 HZI Braunschweig, Prof. Dunja Bruder

C.129S7(B6)-RAG1tm1Mom/J BALB/c-RAG1 The Jackson Laboratory (Mombaerts 1992)

C.Cg-Foxp3tm2Tchis BALB/c-Fox GFP The Jackson Laboratory (Haribhai 2007)

C.Cg-Tg(DEREG) DEREG Prof. Tim Sparwasser (Lahl 2007)

C3H/He C3H Tierlabor-Zucht MHH

C57BL/6J B6 Charles River oder Tierlabor-Zucht MHH

C57BL/6-dsRed B6-dsRed Prof. Martin Sauer

C57BL/6-RAG B6-RAG Prof. Tim Sparwasser

CBy.PL(B6)-Thy1a/ScrJ Thy1a The Jackson Laboratory (Reif und Allen 1966)

TCR/HAB.5 6.5 Prof. Kubicka (Kirberg 1994)

Anmerkungen zu Mausstdmmen:

Die beiden Maus-Stdmme C.129S7(B6)-RAG1tmiMom/J ynd BALB/c-RAG2tm1Fwa sind immundefizient
durch den Knockout von jeweils einem der beiden ,Recombination activating genes* (RAG) (Mombaerts,
lacomini et al. 1992). Die RAG-Gene codieren fir zwei Enzyme, die eine groe Rolle im rearrangieren
und der VDJ-Rekombination der Immunglobuline und T Zell-Rezeptoren spielen. Die beiden RAG-Gene 1
und 2 werden ausschlieBlich wahrend der Entwicklung und Reifung der B und T- Lymphozyten exprimiert.
Die Mause sind daher recht empfindlich und bendétigen zusatzliche Pflege in Form von weicherem Fultter,
zur besseren Verpaarung Zuchtfutter und, falls vorhanden, kleine Pappkartonhduschen als Rickzugs-
madglichkeit.

Alle Mause wurden in einem Alter zwischen sechs und zwdélf Wochen in Versuchen eingesetzt.

Alle Mause wurden unter spezifischen pathogenfreien (SPF) Bedingungen im Zentralen Tierlabor der

Medizinischen Hochschule Hannover gehalten.

Ethische Erklarung:
Die Tierpflege und Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des Instituts des unter-
nommen. Die Experimente wurden aulRerdem nach den Vorschriften des Tierschutzgesetzes der Medizi-

nischen Hochschule Hannover und den lokal geltenden Bestimmungen des Niedersachsischen Lan-
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desamts flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES, Oldenburg) durchgefiihrt. Die Ge-

nehmigungsidentifikationsnummern fir die Experimente lauten 04/0789, 04/894 und 10/0071.

Zelllinien

Name Beschreibung & Herkunft
293T HEK Nierenzellkarzinoma
A549 Lungenkarzinoma Zellen,
Phoenix-gp HEK Nierenzellkarzinoma,
SCH1 Fibroblasten,

XI-10 Gold E.colikompetente Zellen
Gerate

Bezeichnung

-80°C Gefrierschrank
Analysewaagen

Bestrahlungsgerat GammaCell 2000
Bio Imaging System (Agarosegelfoto)
Biophotometer

Blockheater

COz-Inkubator

Cryo Freezing Container

Cryotom CM3050S
Elektrophorese-Kammer fiir Agarosegele
epgradient Mastercycler

FACSAria CellSorter

FACSCalibur

Handstuickzahler

Infrarot-Leuchte

Kuhlzentrifuge 5415R

LSRII

MACS-Multistand octo/quadro
Mausezwangbox

Megafuge 1.0R

Menzel - Deckglaser 24x50mm
Menzelglaser - Objekttrager
Menzelglaser - Objekttrager Superfrost®Plus
Mikroskop AxioCam MRm

Mikrotom RM 2255

Milli-Q

MoFlo CellSorter

Multifuge 3 S-R

Kulturbedingungen
DMEM, 37°C

DMEM, 37°C

DMEM, 37°C

DMEM, 37°C

LB, -80°C (Aufbewahrung)

Hersteller

Sanyo-Biomedical, Bad Nenndorf, D
Sartorius, Goéttingen, D

Molsgaard Medical Denmark

Gene Genius

Eppendorf, Hamburg, D

Stuart Scientific

Sanyo-Biomedical, Bad Nenndorf, D
Nalgene, US.

Leica, Solms, D

Biorad, Minchen, D

Eppendorf, Hamburg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
Roth, Karslruhe, D

Roth, Karslruhe, D

Eppendorf, Hamburg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
MHH Werkstatt

Thermo Scientific

Thermo Scientific, Braunschweig, D
Thermo Scientific, Braunschweig, D
Thermo Scientific, Braunschweig, D
Zeiss, Jena, D

Leica, Solms, D

Millipore

BD Biosciences, Heidelberg, D

Heraeus
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Neubauer-Zahlkammer 0.0025mm2, 0.1mm Tiefe
Pipetten

Power-Supply Station

Scantainer fur Mauskafige

Schittler fir Bakterienkultur, Multitron
Sterilbank Herasafe KS

Thermomixer compact
Tischzentrifuge 5415D
Ultraschallgerat

UV-Tisch

Vortexer MS2 Minishaker

Wasserbad

Kits

Bezeichnung

Gelextraktion

MACS Magnetic cell sorting
Maxi-Plasmid-Isolation/ Endofree
Mini-Plasmid-Isolation

Mouse CD4 T Lymphocyte Enrichment
NucleoBond Maxi EF

NucleoBond Mini

PCR-Aufreinigung

PKH26, MINI26-1KT Membrane labeling Kit

Puffer und Lésungen:

CFSE-Puffer:
1x PBS 0.1% BSA

DC-Medium:

500mL RPMI

10% FCS

1mM L-Glutamin

20mM HEPES

Roth, Karslruhe, D

Gilson, Limburg-Offheim, D
Biorad, Minchen, D
Scanbur.BK

INFORS, Bottmingen, CH
Thermo Scientific, Braunschweig, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf , Hamburg, D
Prof. Brunner

lab-fish

IKA

GFL

Hersteller

Qiagen, Hilden, D / Macherey-Nagel, Diren, D
Miltenyi Biotec

Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

BD IMAGTM, Heidelberg, D

Macherey-Nagel, Duren, D

Macherey-Nagel, Duren, D

Qiagen, Hilden, D / Macherey-Nagel, Diren, D
Sigma-Aldrich, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
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Einfrier-Medium:

50%
40%
10%

FCS
RPMI
DMSO

35

FACS-Farbepuffer:
1x PBS

2% FCS

0.5mM EDTA

Fixierlésung fiir Zellen:

1% PFA in PBS

2xHBS Puffer:

280mM NaCl

10mM KCI

1.5mM NazHPO42H20

12mM Dextrose (D*Glucose)
50mM HEPES

Wichtig: pH 7.05, Lagerung bei -20°C, selten auftauen
MACS-Puffer:

1x PBS

2mM EDTA

2% FCS

Rapamycin-Lése-Puffer fir die In vivo-Applikation:

90mg Rapamycin:

- 250mL deionized H20

- 0.5g Natriumcarboxylmethylcellulose

- 0.625g Tween 80

Das Rapamycin wurde in diesem speziellen Puffer mit einem Ultraschallgerat gelést. Der Lésungsvor-

gang musste vor jeder Applikation wiederholt werden.

RBC-Lyse-Puffer:

NH4CI: 0.15M = 8.29¢g
KHCO3 10mM = 1g
EDTA 0.1mM = 0.037g
H20 bidest aufflllen auf = 1L

Steril-filtriert mit 0.45um Filter, Lagerung bei RT



MATERIAL & METHODEN

RPMI Spezial fiir T-Zellen:

500mL RPMI

10% FCS

50nM B-Mercaptoethanol

20mM HEPES

1mM L-Glutamin (GlutaMAX™)
1mM Natrium-Pyruvat

1mM Non-essential aminoacids (nEAA)

36
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Methoden

Methoden der Molekularbiologie

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdure-Lésungen erfolgte unter Verwendung von 500pl
Quarzkivetten (1cm Schichtdicke) in einem Spektralphotometer. Dazu wurde jeweils ein Aliquot der zu
untersuchenden Lésung mit einfach destilliertem Wasser verdiinnt und die Absorption bei 260nm (A260)
gemessen. Bei dieser Wellenlange entspricht ein gemessener Absorptionswert von 1 bei 1cm Proben-
Schichtdicke etwa einer Konzentration von 50ug/ml bei doppelstrangiger DNA, 40ug/ml bei RNA, langer
einzelstrangiger sowie Plasmid-DNA und 30ug/ml bei kurzkettigen Oligonukleotiden. Eventuelle Verun-
reinigungen der DNA oder RNA durch Proteine wurden durch eine zusatzliche Messung der Absorption
bei 280nm (A280) und der anschlieRenden Berechnung des Quotienten aus A260 und A280 ermittelt.
Dieser liegt bei sehr reinen DNA-L6sungen zwischen 1.8 und 1.95, bei reinen RNA-Lésungen zwischen
1.9 und 2.0. Niedrigere Werte sind ein Hinweis auf die Anwesenheit von Proteinen oder Verunreinigun-
gen mit z.B. mit Phenol, wahrend héhere Werte anzeigen, dass die Nukleinsdure denaturiert ist.

Neben der Bestimmung der Menge von Nukleinsduren durch eine photometrische Messung erfolgte in
einigen Fallen lediglich eine ungefahre Quantifizierung mittels Agarose-Gelelektrophorese und Vergleich
der durch Ethidiumbromid-Farbung detektierten Banden mit denen eines DNA-Molekulargewichtsmarkers

bekannter Konzentration.

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein /n vifro Verfahren zur enzymatischen Amplifikation von DNA-
Segmenten (Saiki 1988). Die bei der PCR eingesetzten DNA-Polymerasen verwenden einzelstrangige
DNA als Matrize (,7emplate) fur die Synthese eines neuen, komplementdren DNA-Stranges. Als
Template eignen sich Oligonukleotide, doppelstrangige DNA oder auch RNA-DNA-Hybride, wie sie bei
der reversen Transkription entstehen. Durch Erhitzen der doppelstréangigen Nukleinsdure auf 95°C dena-
turiert diese und liegt als einzelstréangige Matrize vor. AnschlieBendes Abkihlen ermdglicht die Hybridisie-
rung (,Annealing“) zweier im Uberschuss vorliegender, sequenzspezifischer Oligonukleotide (,Primer*) an
die Matrize, welche zu dieser komplementar sind und den zu amplifizierenden Bereich flankieren. Die fur
das Annealing notwendige Temperatur ist in erster Linie von der Primersequenz und -lange abhangig und
sollte zwischen 55°C und 65°C liegen, um eine spezifische Amplifikation zu erreichen. Nach dem Annea-
ling erfolgt durch Erhitzen auf 70°C bis 75°C die Verldngerung der Primer in 5'>3'-Richtung (,Elongati-
on“) durch eine hitzestabile DNA-Polymerase, die in diesem Temperaturbereich optimal arbeitet. Die bei
der Elongation entstandenen doppelstrangigen DNA-Molekiile werden anschlieRend erneut auf 94°C
erhitzt und weiteren Zyklen aus Annealing, Elongation und Denaturierung unterzogen, so dass eine ex-

ponentielle Anreicherung erfolgt.
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Wenn nicht anders angegeben, wurden die PCR-Reaktionen in einem autoklavierten 0.5ml Eppendorf-
Safelock-Gefall angesetzt.

Ein 50ul-Einfachansatz enthielt:

0.5ul  DNA- bzw. cDNA-Template

1.5ul Desoxyribonukleotid-Gemisch (2mM)

1.5ul Primer f (10puM)

1.5pl Primer r (10pM)

5ul 10x Tag-Reaktionspuffer (10x)

Mix mit 50ul autoklaviertem ddH20 auffillen.

Der so zusammengestellte Ansatz wurde in einen Thermocycler (Eppendorf) Gberfihrt. Zur Vermeidung
von unspezifischen Amplifikationen wahrend der Aufheizphase erfolgte erst beim Erreichen der ersten
Denaturierungstemperatur von 94°C die Zugabe von 1.5Units Tag-Polymerase in 5ul ddH20 (,Hot Start").
Um sicher zu sein, dass entstandene PCR-Produkte spezifisch waren und nicht von der Ampilifikation
einer DNA-Kontamination in einem oder mehreren der verwendeten Reagenzien herriihrten, wurde bei
jedem PCR-Lauf eine sogenannte ,Wasserkontrolle* mitgefiihrt, in der kein Template enthalten war.
Wenn nicht anders angegeben, wurde bei allen PCR-Reaktionen das folgende Temperaturprogramm

verwendet:

Denaturierung: 2min 94°C

30 Zyklen:

15sec 94°C

Annealing: 2min 56°C (GC-Gehalt-abhangig)

Elongation: 2min 72°C (pro kb 1min)

Elongation: 10 min 72°C (bei ProduktgroRen kleiner als 4kb, sonst 68°C)

Nach Beendigung der Reaktion wurden die entstandenen Amplifikate durch Auftrennen eines Aliquots

des jeweiligen PCR-Ansatzes in einem Agarosegel detektiert.

Restriktion von Plasmiden

In der Molekularbiologie macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass natirliche bakterielle Restriktions-
enzyme existieren, die ganz bestimmte Basen-Sequenzen erkennen und DNA an dieser bestimmten
Stelle spalten. Nach ihren Eigenschaften unterscheidet man drei Typen. Typ | schneidet die DNA an einer
zufélligen Stelle weit von der Erkennungssequenz entfernt, bendtigt ATP und transferiert eine Methyl-
gruppe von S-Adenosyl-Methionin. Typ Il schneidet die DNA innerhalb oder in unmittelbarer Nahe der
Erkennungssequenz, bendtigt kein ATP und hat keine Methyltransferase-Aktivitat. Typ Ill schneidet die
DNA etwa 20 bis 25 Basenpaare von der Erkennungssequenz entfernt, bendétigt dabei ATP und transfe-
riert eine Methylgruppe von S-Adenosyl-Methionin. In der Molekularbiologie finden in der Regel die
Restriktionsendonukleasen vom Typll Verwendung und erkennen meist palindromische Sequenzen. Da-

bei ist noch zu unterscheiden zwischen ,blunt ends* (stumpfe oder glatte Enden) und ,sticky ends* (kleb-
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rige Enden). Die verschiedenen Restriktionsendonukleasen werden aus diversen Bakterienstammen

isoliert. Ein Verdau sieht folgendermal3en aus:

20ul-Ansatz:

2ug = xul DNA

2yl passender Puffer (je nach Enzym) NEB
10U = xul Restriktionsenzym NEB

Auf 20pl mit autoklaviertem ddH20 auffiillen.
1h 37°C, bei Doppelverdau (zwei Enzyme gleichzeitig) 2h 37°C

Dephosphoylierung

Bei der Dephosphorylierung werden die 5'und 3'-Phosphat-Gruppen von der DNA abgespalten, damit die
mithilfe von Restriktionsenzymen geschnittenen Enden nicht wieder religieren. Denn zwischen das ge-
schnittene Stlick DNA soll im n&chsten Schritt, bei der Ligation (s.unten), ein neues DNA-Fragment hinein
ligiert werden. Diesen enzymatischen Schritt katalysiert die Alkalische Phosphatase, die aus Kalberdarm
isoliert wird.

Wenn nicht anders beschrieben wurde die Dephosphorylierung folgendermalien durchgefuhrt:

20ul Restriktionsansatz

S5ul 10x Dephosphorylierungspuffer

1ul Alkalische Phosphatase

Auf 50l mit autoklaviertem ddH20 auffiillen
30min 37°C

15min 65°C

Ligation

Die Ligation ist die enzymkatalysierte Verknlpfung zweier DNA- oder RNA-Segmente an ihren Enden.
Dabei wird das 3'-Hydroxy-Ende mit dem 5'-Phosphat-Ende der Nukleinsdurensegmente mit Hilfe des
Enzyms Ligase durch Ausbildung einer Phosphodiesterbindung verbunden. Dieses findet nach der Line-
arisierung und Dephosphorylierung vom Vektor statt, der in diesem Schritt mit dem Fragment (Insert)

verschmelzen soll.

25ng = xul Vektor

40ng = xul Fragment (Insert)
2l Ligasepuffer
Tl T4-Ligase

Den Ansatz auf 20ul mit autoklaviertem ddH20 aufflillen. Das Gemisch 1h bis (N bei 16°C-RT inkubieren.
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Transformation in £.coli

Unter der Transformation versteht man die natirlich vorkommende Fahigkeit von bestimmten Bakterien,
freie DNA aufnehmen zu kénnen. Die Wissenschaft macht sich dieses Phdnomen zu Nutze, in dem re-
kombinante DNA nach Klonierung in einen Vektor in kompetenten Bakterien vervielfaltigt wird. Dazu wer-
den E.col-Stamme benutzt, die aber erst durch Elektroporation oder Hitzeschock DNA-Stiicke aufneh-
men koénnen. In dieser Arbeit wurde ausschliel3lich mit Hitzeschock gearbeitet, wobei die Poren in der
Membran gedffnet werden, durch die die DNA gelangen kann. Pro Plasmid wurde ein 100ul-Aliquot eines
gefrorenen kompetenten E.coliStamms (z.B. XL-10 Gold) auf Eis aufgetaut. 1-7ul der DNA wurden dazu
gegeben, durch Schnippen gemixt und eine halbe Stunde auf Eis zusammen inkubiert. AnschlieRend
folgte der Hitzeschock bei 42°C flr 1min, an die sich eine 2-minltige Inkubation auf Eis schloss. Das
Gemisch wurde dann mit 900ul LB-Medium aufgefiillt und 1h bei 37°C geschuttelt. Im Anschluss wurde
die Flussigkeit abzentrifugiert, das Pellet mit der restlichen Flissigkeit auf einer LB-Agarplatte ausplat-
tiert, die ein dem Plasmid entsprechendes Antibiotikum enthielt und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Nach 16 Stunden konnten Kolonien gezahlt, in Kultur genommen und auf Richtigkeit Gberpruft

werden.

Mini-Plasmidpraparationen aus Bakterien

Um mit einem Plasmid-Konstrukt weitere Experimente durchfiihren zu kdnnen, muss dieses in damit
transformierten Bakterien vermehrt und anschlielRend isoliert werden. Zuerst wurden die pelletierten Bak-
terien durch eine alkalische SDS-Ldsung aufgeschlossen und anschlieRend die genomische DNA, Prote-
ine sowie Membranreste durch eine neutralisierende Salzlésung ausgeféllt. Die Aufreinigung der Plas-
mid-DNA aus dem Uberstand erfolgte durch Bindung an Glasmilchpartikel und nachfolgende Elution mit

Hilfe spezieller lonenaustausch-Saulen und Isopropanol-Prazipitation. (Qiagen oder Macherey&Nagel Kit)

Endotoxin-freie (EF) Maxipraparation

Fir die Transfektion von eukaryontischen Zellen waren grofe Mengen hochreiner und vor allem endoto-
xinfreier Plasmid-DNA erforderlich. Dazu wurden 250ml LB-Amp-Medium mit Bakterien, die das ge-
winschte Plasmid-Konstrukt enthielten, angeimpft, kultiviert und abzentrifugiert. Das dabei erhaltene
Bakterienpellet wurde anschlieRend unter Verwendung des QIAGEN-EndotoxFree-Plasmid-Prep-Kits
nach den Angaben des Herstellers isoliert (QIAGEN® Plasmid Purification Handbook 07/1999, QIAGEN,
Hilden, oder Macherey & Nagel). Die getrocknete DNA wurde in 500ul endotoxinfreiem ddH20 aufge-

nommen.

Kryokonservierung von Bakterien
Wenn ein Plasmid-Konstrukt erfolgreich in Bakterien transformiert werden konnte, wurde ein sogenannter
~Glycerolstock® angelegt, aus dem sich neue Flissigkulturen animpfen und damit gewilinschte Plasmid-

Konstrukte in beliebig grofler Menge gewinnen lieBen. Zum Erhalt eines Glycerolstocks wurden 800pl
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einer Uber Nacht kultivierten 5 ml Bakterienkultur in ein autoklaviertes 1.5ml Reaktionsgefald Gberfiihrt

und mit 200pl sterilem Glycerol versetzt. Die anschlielende Lagerung erfolgte bei -80°C.

Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Gelelektrophorese kénnen DNA-Molekiile unterschiedlicher GréRe in einem elektrischen
Feld voneinander getrennt werden. Sie erfolgt in pH-neutralen Gelen aus Agarose, deren Konzentration
je nach GrofRe der zu trennenden DNA-Molekile zwischen 0.3% und 2.0% liegt. Fir analytische Zwecke
wurden 1x TBE-Gele und fir praparative Zwecke 1x TAE-Gele eingesetzt. Um die Gele leichter beladen
und auRerdem die eigentlichen Gellaufe verfolgen zu kénnen, wurden die Proben mit 6x DNA-
Beladungspuffer versetzt. Zur Bestimmung von GréRe und ungefahrer Menge einzelner Nukleinsdure-
Fragmente wurden jeweils 500ng DNA-Molekulargewichtsmarker (100bp plus, 100bp- bzw. 1kb-Leiter)
mit auf das Gel aufgetragen. Die Visualisierung der aufgetrennten Molekile erfolgte durch den interkali-
erenden Farbstoff Ethidiumbromid, welcher den Gelen zugesetzt wurde (Endkonzentration: 0.2ug/ml).
Nach beendeter Elektrophorese wurden die Gele in UV-Durchlicht unter Verwendung eines Roffilters

photographiert.

RNA-Praparation aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen erfolgte nach der ,acid-guanidinium-
thiocyanate-phenol-chloroform (AGPC)“-Methode (Chomczynski und Sacchi 1987), bei der Zelllyse, De-
naturierung und Phenol-Chloroform-Extraktion in einem Arbeitsschritt stattfinden und vorhandene RNa-
sen sofort inaktiviert werden. Zu diesem Zweck wurde die gebrauchsfertige AGPC-L6sung TRI Reagent®
(Molecular Research Center, Inc. Cincinnati, OH, USA) unter Verwendung RNase-freier Reagenzien so-
wie autoklavierter gestopfter Pipettenspitzen und Reaktionsgefalle nach den Angaben des Herstellers

eingesetzt.

Herstellung von cDNA durch Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription handelt es sich um eine Methode, bei der RNA mit Hilfe einer aus Retro-
viren isolierten DNA-Polymerase, der "Reversen Transkriptase", in komplementéare einzelstrdngige DNA
("cDNA") umgeschrieben werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Umschreibung der mRNA
aus der praparierten Gesamt-RNA in ¢cDNA unter Verwendung des Enzyms SUPERSCRIPT™ || und
Oligo(dT)15-Primern, welche mit den Poly(A)-Schwanzen der mRNA-Molekiile hybridisieren kdénnen.
Dazu wurden 2ug Gesamt-RNA mit 4pl Oligo(dT)15-Primer-Lésung versetzt und auf 12pl mit DEPC-
Wasser aufgefillt. Nach zehnminitigem Erhitzen auf 70°C wurde der Ansatz finf Minuten lang auf Eis
abgekihlt und kurz anzentrifugiert. Anschlieend wurden 4pl 5x Reaktionspuffer, 0.2ul DTT-Lésung
(0.1M) sowie 1pl ANTP-Gemisch (10mM) hinzugefligt und der Ansatz 2min bei 42°C im Wasserbad inku-
biert. Unter Hinzufigung von 1yl SUPERSCRIPT™ |l wurde der Ansatz weitere 60min bei 42°C inku-



MATERIAL & METHODEN 42

biert. Schliellich erfolgte das Abstoppen der Reaktion durch Erhitzen auf 95°C fir finf Minuten. Die so

erhaltene cDNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert.

Analyse von transgenen Mausen

Die Untersuchung von transgenen Mausen ist anhand einer PCR mit genomischer DNA als Template
mdglich. Dabei werden die verwendeten Primer so gewahlt, dass nur bei Anwesenheit eines Transgens
ein Amplifikat definierter GroRe entsteht. Im Falle der im Materialteil aufgefiihrten RAG--Mause kann
eine Genotypisierung durch FACS - Analyse von Blut erfolgen. Dabei wurde das Vorhandensein von T-

und B Zellen untersucht.

Methoden der Zellkultur

Aligemeine Bedingungen der Zellkultur und Sterilisation

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen (in RPMI-Medium oder
DMEM) wurden in CO2-Brutschrédnken bei 37°C und 5% CO2-Gehalt kultiviert. Labormaterialien aus
Kunststoff und Lésungen wurden in feuchter Hitze fir 20min bei 135°C und 2-2.2bar autoklaviert. Glas-
und Metallgerate wurden bei 180°C fir 3 Stunden sterilisiert. Zur Pelletierung eukaryotischer Zellen wur-

den diese bei 1200rpm flr finf Minuten (Megafuge 2.0R) zentrifugiert.

Auftauen und Einfrieren eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen kénnen durch Einfrieren in flissigen Stickstoff (-196°C) fiir lange Zeit gelagert und
nach dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden. Um die Bildung von Eiskristallen in den Zellen
zu verhindern, wurde ihnen durch Zugabe des stark hygroskopischen Dimethylsulfoxids (DMSO) langsam
Wasser entzogen. Mindestens 5x106 Zellen und max. 2x107 Zellen wurden auf Eis in 1ml Einfriermedium
resuspendiert, in Kryordhrchen berfihrt und auf -80°C abgekihlt. Nach 24 Stunden wurden die Kryo-
rohrchen in flissigen Stickstoff gestellt und dort gelagert. Nach dem schnellen Auftauen kryo-

konservierter Zellen bei 37°C missen diese mit Kulturmedium gewaschen werden.

Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zahl der lebendigen Zellen wurde der Trypan-Ausschlusstest durchgefuhrt. Lebende
Zellen schlieRen den Farbstoff aktiv aus, wahrend tote Zellen blau gefarbt werden. Ein Aliquot der Zell-
suspension wurde mit dem gleichen Volumen an Trypanblau-Lésung versetzt und die Zellzahl in der

Neubauer-Zahlkammer unter Berucksichtigung der Verdunnung bestimmt.
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Zelllinien und ihre Kultivierung

T-Zellen wurden in RPMI, alle anderen in DMEM kultiviert. Das Medium fiir transfizierte Zellen enthielt
einen hoheren Glucose-Anteil (4mg). Wenn die Kulturflaschen von einem ,Monolayer bedeckt waren

bzw. mehr als 90%ige Konfluenz hatten, wurden die Zellen bei Bedarf gewaschen und aufgeteilt.

Praparation von primaren murinen Zellen

Isolation von murinen Milzzellen

Die Milz einer sechs bis acht Wochen alten Maus wurde herausprapariert und in einer 12-well-Schale in
1ml PBS/FCS mit dem Stempel einer Spritze zerrieben. Die dabei erhaltene Zellsuspension wurde mog-
lichst ohne Bindegewebsreste mit einem Zellsieb (70um) in ein Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und zentri-
fugiert. Um stérende Erythrozyten zu entfernen, erfolgte anschlieBend eine finfminutige Inkubation der
Milzzellen in 5ml Erythrozyten-Lysepuffer. Durch Zugabe von 10ml PBS/FCS und Zentrifugation wurde
die Lyse gestoppt. Die Zellen wurden schlielich in 10ml RPMI-Vollmedium resuspendiert, gezahlt und fur

Versuche eingesetzt.

Isolation von murinen Zellen aus Lymphknoten

Prapariert wurden inguinale und mesenteriale Lymphknoten. Das weitere Vorgehen entspricht der Prapa-

ration von Milzzellen, mit Ausnahme der Erythrozyten-Lyse, die dabei nicht notwendig ist.

Generierung von murinen Dendritischen Zellen

Dendritische Zellen lassen sich aus murinen Knochenmarkzellen durch die Inkubation mit GM-CSF und
IL-4 generieren. Zu diesem Zweck wurden Femur und Tibia einer Maus prapariert und die Knochenmark-
zellen mit Hilfe einer Spritze und PBS herausgesplilt. Die Zellen wurden gezahlt, mit DC-Medium auf eine
Konzentration von 2x10% Zellen/ml eingestellt und zu je 10ml auf Petrischalen verteilt. Nach dreitagiger
Inkubation wurden je Petrischale 10ml DC-Medium hinzugegeben. Nach weiteren drei Tagen wurde 10ml
altes DC-Medium gegen frisches ausgetauscht. Ab dem siebten Tag nach Praparation konnten die
Dendritischen Zellen entweder als unreife DC verwendet werden oder mit 100ng/ml CpG zur Reifung

(Maturierung) gebracht und am achten oder neunten Tag in Versuche eingesetzt werden.

Herstellung von Zelllysaten

Protokoll nach Prof. Sauer:

Zellen aus Milz und Lymphknoten wurden nach RBC-Lyse in PBS aufgenommen und dreimal alternie-
rend eingefroren und aufgetaut. Danach wurde bei 13.000rpm, 4°C 20min der Zellschrott abzentrifugiert
und der Uberstand auf die verbleibende Proteinkonzentration (berpriift. Das Zelllysat wurde in 1ml-

Aliquots mit einer Konzentration von 1mg/ml bei -80°C gelagert.
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Protokoll nach Lechler:

(Baker, Hernandez-Fuentes et al. 2001)

Protokoll nach Warnecke:
(Warnecke, Bushell et al. 2007)

Nach Maturation DC (s.0.) wurden diese am achten Tag mit 1mg/6well Zelllysat gefittert.

Farbung von Oberflachenmolekiilen fiir durchflusszytometrische Messungen (FACS)

Um die Expression von Oberflichenmolekiilen zu quantifizieren oder die Anteile von positiven Zellen zu
bestimmen, wurden durchflusszytometrische Messungen (FACS = Fluorescence activated cell sorting)
durchgefiihrt.

Je Farbung wurden zwischen 2x10% und 1x107 Zellen in ein FACS-Réhrchen pipettiert und abzentrifu-
giert. Die FC-Rezeptoren der Zellen wurden je nach Bedarf mit 100ul 5% Ratten- oder Mausserum auf
Eis fur 15min blockiert, um eine unspezifische Bindung von Antikérpern zu verhindern. Der priméare Anti-
kérper wurde in der jeweils passenden Verdinnung in 100ul FACS-Puffer zugegeben und fir 20min auf
Eis oder 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurde der sekundare, fluores-
zenzmarkierte Antikdrper (1pl in 100pl FACS-Puffer) zugegeben und 15-20min auf Eis oder bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Um das Ausmal} der unspezifischen Bindung des Fluoreszenz-konjugierten Sekundar-
Antikorpers beurteilen zu kdnnen, wurde stets eine Negativkontrolle ohne Primar-Antikdrper durchgefihrt.
Nach dreimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen in 500ul FACS-PBS aufgenommen und
im FACS gemessen. Bei Verwendung direkt markierter Antikbrper wurde nach der ersten Inkubation
dreimal gewaschen und die Zellen dann fir die Messung in FACS-PBS aufgenommen. Die Auswertung
der Farbung erfolgte mit Hilfe eines Durchflusszytometers (BD FACS-Calibur™ oder LSRII Flow Cytome-
ter) unter Verwendung der dazugehdrigen Software (CellQuest oder FlowJo bzw. DIVA, Becton Dickin-

son, Heidelberg).

Farbung von intrazellularen Markermolekiilen fiir durchflusszytometrische Messungen (FACS)

Nach der Farbung von Oberflachenmolekilen kénnen intrazellulare Markermolekiile wie Foxp3 und Zyto-
kine gefarbt werden. Dazu wurden die Zellen mithilfe eines Puffers (eBioscience) mindestens eine halbe
Stunde maximal aber 16h bei 4°C lichtgeschitzt fixiert und permeabilisiert. Danach sollten die Zellen
dreimal mit einem speziellen Wasch-Puffer (eBioscience) gewaschen werden. Anschlielend erfolgte die
intrazellulare Farbung 30min bei 4°C. Nach einem Waschschritt konnten die Zellen am FACS-Gerat ge-

messen werden.
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Farbung von Zytokinen fiir durchflusszytometrische Messungen (FACS)

Zur Detektion von Zytokinen muss der Zellkultur 4-6h vor der Farbung ein Protein-Transport-Inhibitor
zugegeben werden, damit die zu detektierenden nicht ins Medium abagegeben werden, sondern in der
Zelle festgehalten werden. 1ul Brefeldin A-haltige Lésung (GolgiPlug™) der Firma BD wurde zu 1ml Zell-
kultur beigefiigt.

Anreicherung von Zellen Gber magnetische Zellsortierung (MACS)

Eine besonders geeignete Methode zur schnellen und komfortablen Anreicherung einer grofien Menge
von Zellen, die ein bestimmtes Oberflachenmolekll exprimieren, ist die magnetische Zellsortierung
(magnetic cell sorting = MACS). MACS erlaubt die Markierung der anzureichernden Zellen durch Antikor-
per, welche entweder direkt an kleine Metallpartikel gebunden sind oder durch einen Sekundar-Antikérper
an diese konjugiert werden. Mit Hilfe eines Magneten und unter Verwendung spezieller Saulen lassen
sich unmarkierte Zellen durch Waschen entfernen, wahrend die an die Metallpartikel gebundenen Zellen
zurlckbleiben und anschliefend von der Saule eluiert werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die magnetische Zellsortierung verwendet, um T-Zellen aus zuvor préapa-
rierten murinen Milzzellen zu isolieren. Dazu wurden 1x108 Milzzellen nach Angaben des Herstellers mit
einem biotinylierten Antikérper-Mix gegen verschiedene ,nicht-T-Zellepitope® und anschlieRend mit anti-
Biotin MicroBeads inkubiert. Nach 15 Minuten Inkubation bei 4°C wurde der Ansatz mit 10ml MACS-
Puffer versetzt und zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden vorsichtig in 500ul MACS-Puffer re-
suspendiert und Uber eine LS-Separationssaule gegeben, welche zuvor in einen Magneten gehangt und
mit 3ml MACS-Puffer gespult worden war. Die Zellen wurden auf die Sdule gegeben und mit drei mal 3ml
MACS-Puffer gewaschen, danach mit 3ml MACS-Puffer eluiert. In diesem Fall enthalt der Durchlauf die
gewulnschten T-Zellen. Die Menge und Reinheit der angereicherten murinen T-Zellen wurde vor ihrer
weiteren Verwendung mittels Zellzdhlung bzw. Durchflusszytometrie tUberpruft. (Protokoll der Firma Milte-

nyi Biotec)

Anreicherung von Zellen mittels Durchflusszytometrie

Die Trennung von bestimmten Zellpopulationen kann auch durch verschiedene Durchflusszytometer er-
folgen. Daflir wurden entweder ein FACS-Aria Il der Firma BD oder das MoFlo-XDP der Firma Beckman
Coulter genutzt. Mit dieser Methode kdnnen die Zellen nach jedem beliebigen, mit Antikdrpern detektier-

baren Parameter sortiert werden.

Markierung von Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE

CFSE (5-(und-6)-Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher
auf Grund seiner lipophilen Beschaffenheit in Zellen diffundieren kann. Dort wird der farb- und fluores-
zenzlose Farbstoff durch zelluldre Esterasen gespalten, so dass er in eine starkfluoreszierende und ami-
noreaktive Form tUbergeht und an Amine in zellularen Proteinen irreversibel bindet. Bei der Zellteilung

wird jeweils die Halfte des Farbstoffes an die Tochterzellen weitergegeben. Durch die Halbierung der
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Fluoreszenz lasst sich die Proliferation von Zellen bis zur ca. siebten Generation im FACS verfolgen. In
dieser Arbeit wurden Lymphozyten mit CFSE markiert. Dazu wurden die Zellen auf eine Konzentration
von 1x107 Zellen/ml eingestellt und zweimal mit 1ml CFSE-Puffer gewaschen. Der Zugabe von 2yl einer
5mM CFSE-Stammldésung pro 1ml Zellsuspension wurde eine zehnminltige Inkubationszeit bei 37°C
angeschlossen (10uM Endkonzentration). Zur Entfernung von Uberschissigem CFSE folgten anschlie-
end drei Waschschritte mit jeweils 15ml kaltem CFSE-Puffer, nach denen die Zellen in PBS aufgenom-

men wurden.

Markierung von Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff PKH26

PKH-26 ist ein lipophiler stark roter Farbstoff (Anregung 551nm, Emission 567nm), der irreversibel an
Zellmembranen bindet. Die langen aliphatischen Ketten werden in die Lipidregion der Zellmembran stabil
eingebaut. Er ist sowohl /n vifro als auch /n vivo zur langfristigen Verfolgung von Zellen verwendbar.

Zur Zellmarkierung wurden 1*107 Zellen in 2ml Volumen mit einer Konzentration von 2uM PKH-26 ge-
farbt. Die Zellen wurden zunéchst in einem 15ml-Falcon mit Serum-freiem Medium (DMEM oder RPMI)
bei Raumtemperatur gewaschen und 5min bei RT und 1200rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uber-
stand abgenommen, sodass noch maximal 25yl zurtickblieben. Anschlielend wurden die Zellen in 1ml
Diluent C resuspendiert. Der Diluent C ist eine iso-osmotisch, wassrige Losung, die gleichzeitig fir Zellvi-
abilitédt und eine grundliche Farbung sorgen soll. Dann wurde eine 2x-Lésung PKH-26 (2uM) angesetzt,
zu den Zellen gegeben und schnell durch pipettieren gemischt. Eine 2-5-miniitige Inkubation bei RT folg-
te. Die Farbereaktion wurde durch Zugabe von 2ml (ein aquivalentes Volumen) FACS-Puffer gestoppt
und eine weitere Minute inkubiert. Dazu wurden weitere 4ml (adquivalentes Volumen) Vollmedium (RPMI
Spezial) zugefliigt und 10min bei RT zentrifugiert. Nach dreimaligem Waschen mit 10ml Vollmedium

konnten die Zellen im Versuch eingesetzt werden.

Markierung von Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DDAO

Dimethyldodecylaminoxid (DDAQ) ist ebenfalls ein stark rotes Fluorochrom, dessen Succinimidyl-Ester
eine starke kovalente Bindung zu primdren Aminen von Proteinen und anderen Molekilen irreversibel
herstellen. 1107 Zellen wurden in 1ml RPMI Vollmedium gewaschen und 10min bei 37°C inkubiert. Da-
nach wurden 2ul DDAO-Stockldsung (50ug/200ul, Endkonzentration = 0.5ug) zugegeben und 15min bei
37°C gefarbt. AnschlieBend sollte sofort 20ml kaltes PBS/FCS zugefiigt und zentrifugiert werden, woran
sich ein weiterer Waschgang schloss. Schlief3lich wurden die Zellen in einem adaquaten Volumen PBS

fur weitere Versuche aufgenommen.

Messung der Zellproliferation durch den Einbau von radioaktivem 3H-Thymidin

Das Prinzip dieser Messung beruht darauf, dass eine proliferierende Zelle neue DNA synthetisieren
muss. Man stellt der Zelle mit dem radioaktiven Thymidin (3H-Tymidin) einen Baustein der DNA als radio-
aktiv markierte Substanz zur Verfiigung. Der Einbau des 3H-Thymidin lasst sich messen, und man erhalt

einen relativen Wert fur die Proliferation der untersuchten Zellen. Je héher die gemessene Radioaktivitat,
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desto hoher ist die Thymidin-Einbaurate und damit die Proliferation der Zellen. In einer 96-well Platte
werden pro well 1uCi 3H-Thymidin aus einer 1mCi-Stammlésung, in 25ul Medium verdinnt, zu 200ul
Zellsuspension zugegeben.

Fir die Analyse der Proliferation wurden die Zellen mit einem automatischen Zellerntegerat aus den Ver-
tiefungen enthommen, wobei die Zellen mit dest. Wasser lysiert und durch einen Glasfaserfilter gesaugt
wurden. Die DNA wird dabei in dem Filter zurlickgehalten. Der Filter wurde in einer Mikrowelle getrocknet
und danach in einer Plastikhille verschweif3t. Da es nicht moglich ist, 3-Strahlung direkt zu messen, wur-
de der Filter mit 10ml Szintillationsflissigkeit getrankt, welche die B-Strahlung in Lichtblitze umwandelte
und es ermoglichte, die Radioaktivitat in einem B-Szintillationszahler zu bestimmen. Die Radioaktivitat

wurde in Anzahl der Signale pro Minute (counts per minute) angegeben.

Stimulation von murinen T-Zellen

Murine T-Zellen kdnnen in der Kulturschale auf verschiedene Art und Weise stimuliert werden. Die poly-
spezifische Stimulation erfolgte i. d. R. mit 5ug/ml plattengebundenem aCD3-Antikérper und 0.5ug/mi
I6slichem aCD28-Antikérper. Der aCD3-Ak wurde 2h bei 37°C im Zellkulturinkubator an eine 6-well-Platte
gebunden. Die Zellen sind aber auch mit Concanavalin A (2.5-5ug/ml) oder mit PMA (0.35ul/ml) und

lonomycin (0.35ul/ml) stimulierbar.

Immunhistochemische Farbungen

Herstellung von Gewebeschnitten

Mit Hilfe der Herstellung und Anfarbung von Gewebeschnitten lasst sich die Struktur von Organen sowie
der Anteil und die Lokalisierung bestimmter Zelltypen innerhalb derselben untersuchen. Um ein Gewebe
schneiden zu kdnnen, muss es zuvor in ein spezielles Lagerungsmedium (Paraffin) bzw. Einfriermedium
(TissueTek) eingebettet werden. Im Fall von Hautproben wurde diese sechs Stunden in 30%ige Succro-

se-Ldsung eingelegt und anschlieRend tGber Nacht in 1% PFA fixiert.

Herstellung von Paraffinschnitten

Zur Analyse von einer Gewebsschicht mittels H&E-Farbung eignet sich zum Beispiel die Paraffineinbet-
tung von diversen Organen (z.B. Haut). Hierbei wurde das Organ zunéachst in 4% PFA fixiert. Darauf folg-
te eine Entwasserung bevor das Organ mit heilem Paraffin in eine dafiir vorgesehene Kassette eingebet-

tet wurde.

Herstellung von Gefrierschnitten (Kryoschnitte)

Gefrierschnitte haben gegenulber solchen von in Paraffin eingebetteten Geweben den Vorteil, dass sie

sich wesentlich besser fir immunhistologische Farbungen eignen, da auf Grund der speziellen Schnitt-
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und Fixierungsbedingungen sowie der anschlieRenden Probenlagerung bei -70°C ein Grolfiteil der Anti-
korper-Epitope erhalten bleibt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden von Lymphknoten, Milzen und Haut aus
verschiedenen Mausen Gefrierschnitte angefertigt. Dazu wurde eine halbe Mausmilz, ganze Lymphkno-
ten oder transplantierte Haut in ein Einbettschéalchen Gberfihrt, mit Einbettmedium bedeckt und bei -70°C
eingefroren. Von einer solchen Probe wurden anschlieRend mit Hilfe eines Kryotoms 4-6pum dicke Schnit-
te angefertigt und auf einen ,Histobond“ Objekttrager transferiert. Nach einer Trocknung lber Nacht bei
Raumtemperatur wurden die Schnitte durch zehnminitige Inkubation in Methanol/Aceton fixiert, eine

Stunde bei 37°C getrocknet, bei -70°C gelagert oder fiir Farbungen verwendet.

H&E-Farbung auf Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte mussten zuerst entparaffinisiert werden, indem die Schnitte zweimal 10min in Xylol,
dann je 1mal 3min in 100%-, 95%-, 70%igem Ethanol getaucht und zum Schluss 5min in VE-Wasser
gelagert wurden. Danach folgte eine 2-minltige Farbung mit gefiltertem H&malaun, die anschlieRend
10min mit Hahnwasser und nachfolgend mit VE-Wasser gewaschen wurde. Der zweite Farbschritt erfolg-
te mit 1%igem Eosin fur 30sek. Gewaschen wurde mit VE-Wasser. Nun wurde mit aufsteigender Ethanol-
reihe (95%, 100%) je S5min entwéssert, um die Schnitte dann dreimal 2min in dem organischen Ldsungs-
mittel Xylol zu I6sen, damit der Schnitt zum Schluss mit Entellan (Xylolbasis) eingedeckelt werden konn-
te. Die Schnitte sollten mindestens Uber Nacht unterm Abzug getrocknet werden, damit das Xylol ver-

dampfen und das Entellan ausharten kann.

Immunfluoreszenzfarbung von Kryoschnitten

Das Schneiden eingefrorener Organe erfolgte an einem Kryotom der Fa. Leica. Wenn nicht anders ange-
ben, wurden Schnitte von 5um Dicke angefertigt. Diese wurden fiir eine bessere Anheftung an den Ob-
jekttrager fur ca.1h bei 37°C getrocknet und dann fir 5min in eiskaltem Aceton fixiert. Die Aceton-fixierten
Gefrierschnitte wurden zur Rehydrierung fir 5min in TBS-T inkubiert. AnschlieRend wurden die Objekt-
trager auf Plastik-Immunfarbekammern aufgelegt und in eine Plastik-Farbekassette eingesetzt. Alle
Schritte der Antikdrper-Farbungen wurden bei Raumtemperatur durchgeflihrt. Zunachst wurden auf jeden
Kapillarspalt 150ul TBS-T * 5% Serum (MS oder RS oder GS oder ein Gemisch aus MS, RS, GS) gege-
ben und die Gefrierschnitte durch 15min Inkubation geblockt. Die Antikérper wurden in ihrer jeweiligen
Verdiinnung in 120pl TBS-T /pro Schnitt aufgetragen und 1h inkubiert. Um eine bessere Ubersicht iiber
das jeweilige Gewebe zu bekommen, wurde die DNA der Zellkerne hochspezifisch mit dem Fluoreszenz-
farbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) angefarbt (2x 150ul, je 2min). Nach einem abschliefsenden
Waschschritt (zweimal 2 ml TBS-T) zur Beseitigung von Resten der DAPI-Lésung, wurden die Immunflu-
oreszenz-gefarbten Gefrierschnitte in Mowiol eingebettet. Die Auswertung der Immunhistologie erfolgte
am Zeiss M Fluoreszenzmikroskop. Die Bildbearbeitung erfolgte Uiber die Mikroskop-Software Axiovision
Rel. 4.8.
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Transfektion eukaryontischer Zellen

Bei diesem Vorgang der Virusproduktion wurde die Methode der Calcium-Phosphat-Prazipitation ange-
wandt. In einem Gemisch aus Calciumchlorid und Natriumphosphat (HEPES) bindet sich die zu lbertra-
gende DNA an ausfallendes Calciumphosphat. Die ausgefallenen Kristalle werden der Zellkultur zugege-
ben und von den Zellen durch Endocytose aufgenommen. In dieser Arbeit wurden als produzierende
Zelllinie i. d. R. 293T-Zellen verwendet. 293 Zellen sind HEK (human embryonic kidney cells = humane
embryonale Nierenzellen). 293T-Zellen sind eine spezielle Variante, die das ,SV40 large T-Antigen®
exprimieren, welches die DNA-Replikation von episomalen Plasmiden mit dem "SV40 origin of replicati-
on" ermdglicht. Damit lassen sich bestimmte Retroviren, wie beispielsweise Lentiviren besser vermehren.
Die in dieser Arbeit genutzten retroviralen Gene enthielten das murine (mlv) gag/pol- und das ecotrope
Verpackungsgen. Zur optimalen Virusproduktion wurden die Zellen so ausgesat, dass sie zum Zeitpunkt
der Tansfektion zu etwa 70% konfluent waren.

Bei der Calcium-Phosphat-Prazipitation wurden die DNA-Stiicke (pro 10cm-Kulturschale 5ug Vektor,
10pg gag/pol, 3ug K73ecoenv) in 450ul Wasser gemischt und das 50ul 2.5M Calciumchlorid zugegeben.
Dieser Mix wurde nun mithilfe der ,bubble“-Methode in den 500ml HBS-Puffer getropft, um eine grofit-
mdgliche Verteilung zu erreichen. Nach 20-30min Inkubation bei Raumtemperatur ist die Préazipitation
abgeschlosssen. Die Kristalle konnten sodann trépfchenweise auf die Zellen gegeben werden, die an-
schlieRend mit 9ml frischem DMEM geflttert und mit 100mM Chloroquin zur Erhéhung der Transfektion-
seffizienz versetzt wurden. Nach 6-12h wurde das Medium durch frisches ersetzt. Der Uberstand mit dem
produzierten Virus wurde 36-48h nach Transfektion abgenommen, gefiltert (2um) und bei -20°C in 1.5ml-

Aliquots eingefroren.

Transduktion eukaryontischer Zellen- Titerbestimmung

Zur Ermittlung der Menge an Viruspartikeln im Uberstand wurden SC-1 Zellen mit diesem infiziert. Die
Zellen wurden am Abend in 24well-Platten zu je 50.000 Zellen ausgesat. Am folgenden Morgen wurde
der Virusiberstand in verschiedenen Konzentrationen auf die Zellen verteilt. Um die Transduktionseffi-
zienz zu steigern, wurden 4ug/ml Protaminsulfat zugegeben. Dessen positive Ladung neutralisiert die
negativ geladenen Zellmembranen und fiihrt daher zur besseren Anheftung der Viruspartikel an die Zel-
len. Nach 12h wurde das Medium gegen frisches ausgetauscht. Nach weiteren 36h wurden die SC-1
Zellen gewaschen, abtrypsiniert und fir die FACS-Analyse gefarbt. Die MOI (multiplicity of infection) wur-
de mit folgender Formel errechnet:

Zellzahl * 2 * % infizierte Zellen * Verdiinnungsfaktor = MOI

Transduktion muriner T-Zellen

Die Transduktion muriner T-Zellen erfolgte Uber die sogenannte Spin Infection. Dazu wurde der Virus-
Uberstand mit 4pg/ml Protaminsulfat, 1000U/Im IL-2 auf die Zellen gegeben und 1.5h bei 31°C und
2.800rpm zentrifugiert. Nach 20h wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, das 1000U/ml IL-2 enthielt.
Nach weiteren 72h konnten mithilfe von MACS die erfolgreich infizierten Thy1.1-positiven Zellen isoliert

werden.
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Intravenése Injektion bei der Maus

Die intravendse Injektion von Maus-Splenozyten erfolgte mit einer 1ml U-40 Spritze der Firma BD mit

einem maximalen Volumen von 250ul. Injiziert wurde in die obere Schwanzvene.

Intraperitoneale Injektion bei der Maus

Bei intraperitonealer Injektion wurde mit einer 1ml U-100 Spritze der Firma BD mit maximalem Volumen

von 1ml injiziert. Die Injektion erfolgte in den unteren Bauchraum im Leistenbereich.

Adoptiver Transfer von Maus-Splenozyten

Mit Hilfe von adoptivem Zelltransfer kann in vivo eine spezifische Zellpopulation verfolgt und untersucht
werden. Hierzu kénnen die Zellen entweder durch die Detektion ihres transgenen Rezeptors mit Hilfe von
monoklonalen Antikérpern detektiert werden oder durch eine farbliche Markierung mit z.B. CFSE. Eine
weitere Moglichkeit besteht darin, kongene Tiere zu verwenden und hierdurch die transferierte Population
in dem Empfangertier detektieren zu kénnen. Bei Mausen existieren zwei Isoformen des CD90-Gens,
CD90.1 und CD90.2 (Thy1.1 und Thy1.2), welche in zwei unterschiedlichen Inzuchtlinien der Mause
exprimiert werden. CD90 bzw. Thy1 ist ein kleines Oberflachenprotein, zu der Immunglobulin-
Superfamilie gehérend, das urspriinglich als Thymozyten-Antigen identifziert worden ist. Nitzlich dabei
ist, dass sich alle Leukozyten der einen Linie mit Hilfe von spezifischen Antikérpern gegen die jeweilige
CD90-Isoform von der anderen Linie unterscheiden lassen.

Bei den Versuchen dieser Arbeit wurden i. d. R. Thy1.2-Empféngertiere und Thy1.1-Donorzellen intrave-

nds injiziert.

Anéasthesie bei der Maus

Eine Maus wird mit einem Gemisch aus Rompun, Ketanest und NaCl in Narkose versetzt. Der Wirkstoff
Xylazin wird in der Tiermedizin als Xylazinhydrochlorid eingesetzt. Rompun, der Handelsname, erzeugt
muskelrelaxierende Wirkung. Es ist ein zentraler und peripherer a2-Adrenozeptor-Agonist. Ketamin ist ein
Cyclohexanderivat und wird als Arzneistoff in der Human- und Tiermedizin zur Behandlung von Schmer-
zen, zur Einleitung einer Narkose eingesetzt. Es dient der Erzeugung von Schlaf und Schmerzfreiheit.
Das Gemisch wird intraperitoneal verabreicht. Da eine Maus keinen Lidreflex besitzt, wurden die Augen

wahrend der Narkose mit Bepanthen Augensalbe (Bayer) vor dem Austrocknen geschiitzt.

2% Rompun (Bayer Health Care) - 500l
Ketanest 100mg/ml (Albrecht) - 500pl
NaCl (Plastipur) - 4.5ml

Von diesem Gemisch werden 10pl/g Maus injiziert.
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Haut-Transplantation bei der Maus

Die Schwanzhaut einer getéteten Donor-Maus wurde im Ganzen Stlick vom Knochen gezogen, in kaltem
PBS gelagert und zeitgleich eine Rezipienten-Maus narkotisiert. Die linke Rickenflanke wurde dann mit
einem Rasierer (Tiermaschine POCKET PRO® von WAHL®) vom Fell befreit. Anschliefend wurde mit
einem Tropfen Sterillium die Hautpartie zunachst desinfiziert und dann ein ca. 1cm2 grofRes Stiick RU-
ckenhaut herausgeschnitten. Auf die nackte Stelle wurde dann ein passendes Stick Schwanzhaut gelegt,
die Wunde mit einer Salbenkompresse geschitzt und zunachst mit einer elastischen Fixierbinde (Ranco-
last® Lohmann&Rauscher), dann mit einem weichen Tape (Leukopor®) und schliellich mit Klebeband
Tape (Blenderm™) umwickelt. Der Verband wurde nach 8-10 Tagen vorsichtig gelost. Das Transplantat

wurde anschlieRend alle 2 Tage auf AbstolRungszeichen kontrolliert.

Statistik

Statistische Signifikanzen wurden durch den ungepaarten, zweiseitigen Studentischen t Test ermittelt. P-

werte unter 0.05 wurden als statistisch signifikant bezeichnet.
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Kapitel 3 Ergebnisse

Dieser Teil der Arbeit prasentiert die Generierung und Charakterisierung von Foxp3 transduzierten anti-
genspezifischen Tregs. Dazu wurden funktionelle Analysen in der allospezifischen Immunreaktion /in vitro
und /n vivo in lymphopenen Mausen durchgefiihrt. SchlieRlich wurden Bedingungen fiir den klinischen
Einsatz in nicht lymphopenen, stark immunogenen Mausmodellen untersucht. Der zweite Teil fokussiert

auf Untersuchungen der Mechanismen der Toleranzinduktion.

Teil |

Alloantigen-spezifische Aktivierung von murinen CD4+* T-Zellen (ber den direkten Erkennungsweg

Um regulatorische T-Zellen zu erhalten, kénnen die in der Peripherie befindlichen natirlichen Tregs iso-
liert und /n vifro expandiert werden. Es ist jedoch schwer, antigenspezifische Tregs zu identifizieren und
ihre Anzahl fir eine gegebene Antigenspezifitat ist gering. Daneben kdnnen Tregs wéahrend einer /n vitro-
Expansion deutlich an Reinheit verlieren. Schliellich ist unklar, ob Tregs, welche Uber langere Zeit /n vifro
aktiviert wurden, noch eine lange Uberlebenszeit /n vivo nach adoptivem Transfer haben. Effektor T-
Zellen verlieren zumindest durch eine /n vifro-Expansion deutlich an /n vivo-Effektivitat. Die Induktion von
iTregs durch Antigenstimulation in Anwesenheit von TGF-B /n vitro liefert hingegen nur Tregs mit einge-
schrankter Stabilitat und fehlender Demethylierung der TSDR Region (Floess 2007). Da es zudem ver-
mehrt Hinweise Uber eine eingeschrankte Stabilitdt von nTregs unter inflammatorischen oder lymphope-
nen Bedingungen gibt, wurden in dieser Arbeit antigenspezifische T-Zellen durch retrovirale Transduktion
mit dem Transkriptionsfaktor Foxp3 zu stabilen antigenspezifischen Tregs konvertiert.

Die meisten Studien im Zusammenhang mit Treg-vermittelter Toleranzinduktion befassen sich mit nTregs
polyklonaler Spezifitdt. Relativ wenige Arbeiten sind bisher vorgestellt worden zu allospezifischen Tregs,
die wahrscheinlich in diesem Kontext von groRer Bedeutung sind, aber bislang wenige Mittel und Strate-
gien zu deren ldentifikation und Isolierung bekannt sind. Ferner sind die Details bezuglich ihrer Stabilitat
noch ungeklart. Um die besten Bedingungen fir die alloantigen-spezifische Aktivierung von murinen nai-
ven T-Zellen zu ermitteln, wurden verschiedene Versuchsansatze ausgearbeitet. Zunachst wurden Sple-
nozyten, mesenteriale, inguinale und axiale Lymphozyten aus einer BALB/c-Maus isoliert. Aus diesen
wurden per Magnetic associated cell sorting (MACS) die CD4-positiven Zellen gewonnen und mit dem
Farbstoff CFSE markiert. Zusammen mit bestrahlten C57BL/6-Splenozyten wurden sie in einem Mi-
schungsverhaltnis von 2:1 in einer 96-Loch-Zellkulturplatte unterschiedlich lange inkubiert, um die Prolife-
ration und den Aktivierungsgrad zu untersuchen. Die Bestrahlungsdosis der C57BL/6 Splenozyten wurde
auf 20Gy beschrankt, um die Proliferationsfahigkeit zu unterbinden, ohne den APC ihre antigenprésentie-
rende Wirkung zu nehmen. Da die T-Zellaktivierung friihestens nach 24h erkennbar wird, erfolgte die
erste FACS-Analyse nach 48 Stunden, die weiteren nach 72h und 96h und die letzte nach 168h. Dazu
wurden die Zellen mit Antikérpern gegen CD4, CD25 und CD69, einem weiteren Aktivierungsmarker,
gefarbt. Nach 48h war eine leichte Proliferation und Expression von CD25 und CDG69 feststellbar (Abb. 4).
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Nach 72h und 96h war diese schon merklich erhéht und zeigte nach 168h ein sehr starkes Aktivierungs-
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Abb. 4: Allospezifische Aktivierung muriner CD4* T-Zellen. Als Stimulatoren dienten mit 20Gy bestrahlte C57BL/6-
Splenozyten. Mit 10uM CFSE markierte BALB/c-CD4* T-Zellen stellten die Responder-Zellen dar. Die Zellen wurden in einem
Mischungsverhaltnis von 2:1 (Stimulatoren 4*105, Responder 2*105) in einer 96-Loch-Zellkulturplatte inkubiert. Die FACS-
Analyse erfolgte nach A) 48h, B) 72h und C) 96h D) 168h. Dabei wurden die Zellen auf Expression von CD4, CD25, CD69

und CFSE untersucht. E) zeigt die Daten in komprimierter Form als Saulendiagramm.
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Anreicherung von allospezifisch aktivierten CD4+*CD25+*CD69* T-Zellen

Ziel ist es, eine mdglichst hohe Reinheit an alloreaktiven Zellen zu erhalten, um daraus Tregs zu generie-
ren. Um das Ausmal} der Antigenspezifitdt zu untersuchen, wurden Reca//-Experimente durchgefiihrt. In
einem weiteren Experiment sollte die Reaktion der aktivierten Zellen auf erneute Stimulation analysiert
werden. Dazu wurden BALB/c-CD4+ Zellen mit bestrahlten C57BL/6-Splenozyten 72h aktiviert. Daraufhin
wurden die CD25+*CD69* von den negativen Zellen per MACS voneinander getrennt. Jede Fraktion wurde
mit CFSE markiert und 24h kultiviert. Darauf folgte eine erneute dreitdgige Stimulation mit bestrahlten
C57BL/6-Splenozyten, Recall-Assay. Per FACS wurde schliellich die CFSE-

Verminderung und damit die Proliferationsrate der positiven und negativen Population ermittelt (Abb. 5).

ein sogenannter

Bei einer erstmaligen Stimulation proliferierten 28% der BALB/c-CD4+ Zellen nach 72h. Wurden isolierte
CD25+CD69* Zellen erneut drei Tage reaktiviert (Recall) proliferierten von diesen 86%, wahrend nur 18%
der CD25-/CD69--Fraktion auf Restimulation reagierten. Das heif3t, dass CD25+*CD69+ T-Zellen zu fast
90% stark allospezifisch reagieren und somit eine geeignete Population zur Generierung von allospezifi-

schen Regulatoren darstellen.
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Abb. 5: Anreicherung allospezifisch aktivierter BALB/c-CD4+ T-Zellen. Recall-Assay: BALB/c-CD4+* Zellen wurden mit bestrahlten
C57BL/6-Splenozyten 72h aktiviert. CD25+*CD69* wurden per MACS sortiert und mit CFSE markiert (5uM). Nach 24h wurden die
Zellen erneut mit bestrahlten C57BL/6-Splenozyten 72h reaktiviert (Recall). Die Proliferationsraten der BALB/c-CD4* Zellen wur-
den per FACS analysiert.

Alloantigen-spezifische Aktivierung von murinen CD4+ T-Zellen ({iber den indirekten Erkennungsweg

Es gibt Hinweise darauf, dass Transplantate im murinen sowie humanen System besser akzeptiert wer-
den, wenn Tregs mit indirekter Alloantigen-spezifitat transferiert werden (Hornick 2000; Jiang 2006;
Tsang, Tanriver et al. 2008). Allerdings konnte dies nur mit TCR-transgenen Mausmodellen gezeigt wer-
den. Daran anknlpfend wurden verschiedene Ansétze fur die Aktivierung und Isolierung von CD4 T-

Zellen mit indirekter Alloantigen-spezifitdt aus dem natlrlichen T-Zellrepertoire gestestet. Um indirekt
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prasentierende APC zu erhalten, wurden nach Knochenmarkentnahme aus BALB/c-Mausen DC generiert
und mit unterschiedlich erzeugten Zelllysaten koinkubiert und mittels Zugabe von CpG maturiert. Diese
sollten auf Empfanger-MHC allogene Peptide prasentieren. Die Zelllysate wurden aus BALB/c (syngen)
oder allogenen (C57BL/6) Milzzellen auf unterschiedliche Weise angefertigt. Das Protokoll nach Prof.
Martin Sauer sah zur Zelllyse einen 3-fachen Einfrier-Auftau-Zyklus in PBS mit nachfolgender Zentrifuga-
tion vor, wovon der Uberstand im Experiment eingesetzt wurde. In Prof. Warneckes Protokoll erhielten
die Milzzellen nach dem Einfrier-Auftau-Zyklus zusétzlich 5-6 Ultraschall-Impulse (Warnecke, Bushell et
al. 2007). Nach Prof. Lechler erfolgte die Milzzell-Lyse durch Einfrier-Auftau-Serien in einem Spezialpuf-
fer, der Protease-, Trypsin- und Serinproteaseinhibitoren, sowie Nonidet enthielt. Uberstand 1 wurde
nach der ersten anschlielenden Zentrifugation entnommen, nach einem weiteren Ultrazentrifugati-
onsschritt wurden Uberstand 2 und das Pellet geerntet (Baker, Hernandez-Fuentes et al. 2001). Zur Un-
tersuchung, ob und wie gut BALB/c CD4+* T-Zellen auf die mit C57BL/6-Zelllysat geladenen DC reagieren,
wurden sie mit CFSE markiert und vier Tage zusammen kultiviert. Per FACS-Analyse wurden dann die
Proliferationsraten im Vergleich zur direkten Stimulation ermittelt. Dabei zeigte die direkte Alloantigensti-
mulation die héchste Proliferationsrate mit 27%. Bei der indirekten Stimulation erzielten die generierten
allogenen Zelllysate unterschiedliche Ergebnisse. Die allogenen Ansatze nach den Protokollen von Sauer
(DC 2) und Warnecke (DC 3) ergaben nur Proliferationsraten von etwa 4 bzw. 5%, wahrend die beiden
Ubersténde (DC 4, 5) und das Zellpellet (DC 6) nach dem Protokoll Lechler 16, 11.5 bzw. 18.5 % Prolife-
ration zeigten (Abb. 6 A, B). Zur Kontrolle und zum Vergleich wurde die Proliferation von nicht stimulier-
ten, aber kultiverten BALB/c CD4+ T-Zellen gemessen. Da auch nach Stimulation mit syngenen Zelllysa-
ten 8.2% der Zellen proliferierten, zeigte die Stimulation mit allogenen Lysaten keine wesentlich hdhere
Proliferation. Auch ein Versuch der Amplifizierung indirekter allospezifischer Immunantworten durch
mehrfache Stimulation gelang nicht (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der geringen Zahl von T-Zellen mit vermeintlich indirekter Allospezifitat gelang es nicht, eine
ausreichende Anzahl fir die anschlieRende retrovirale Transduktion zu isolieren. Als Konsequenz daraus
wurden Splenozyten zur Stimulation herangezogen, die aus der F1-Generation einer Kreuzung zwischen
C57BL/6 und BALB/c stammten. Denn die APC dieser Tiere exprimieren beide MHC-Haplotypen, namlich
H-2Kb von C57BL/6 und H-2Kd von BALB/c und kénnen sowohl Uber den direkten als auch indirekten
Weg Antigen zu prasentieren (Abb. 7).
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Protokoll
Beschriftung | Ansatz Milzzell-Lysat nach
syngen | Einfrieren/Auftauen,
DC1 indirekt | Zentrifugation, Uberstand Sauer
allogen | Einfrieren/Auftauen,
DC 2 indirekt | Zentrifugation, Uberstand Sauer
allogen | Einfrieren/Auftauen,
DC 3 indirekt | Ultraschall, Zentrifugation, Uberstand Warnecke
allogen | Einfrieren/Auftauen,
DC 4 indirekt | Spezialpuffer, kurze Zentrifugation, Uberstand 1 Lechler
allogen
DC5 Indirekt | Zentrifugation 2, Uberstand 2 Lechler
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DC 6 indirekt | Pellet 2 Lechler
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Abb. 6: Vergleich indirekter mit direkter Alloantigenstimulation A) Beschriftung und Protokoll der unterschiedlichen Zelllysate B)
CD4+BALB/c T-Zellen wurden mit CFSE markiert und fir die direkte Antigen-Stimulation entweder zur Kontrolle alleine oder mit
bestrahlten C57BL/6-Splenozyten vier Tage kultiviert. Fir die indirekte Stimulation wurden BALB/c-DC generiert, die mit unter-
schiedlich erzeugten Zelllysaten inkubiert worden waren und vier Tage mit CFSE-markierten BALB/c-CD4* T-Zellen kultiviert.
Der Stimulationsgrad ist Uber die Proliferation, dargestellt durch die CFSE-Reduktion der CD4+ T-Zellen per FACS-Analyse
erkennbar. (Zelllysat Martin Sauer (nicht publiziert), Gregor Warnecke (Warnecke 2007), Robert Lechler SN1, SN2, P2: (Baker
2001; Trenado 2003))

Direkt Indirekt “Indirekt (F1)”

MHC

d
H2Kb/H2KD MHC H2K

MHC Il H-2Khb
Donor Antigen V—@’

g |

MHC Il H-2K
Donor Antigen

Abb. 7: Schema zur Veranschaulichung der Unterschiede zwischen direkter, indirekter und kombinierter Alloantigen-Erkennung.
Bei der Kreuzung zweier Tiere, von denen eines den MHC H-2Kb, das andere den MHC H-2Kd exprimiert, resultieren in der F1-

Generation Chimaren, die beide tragen.
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Das retrovirale System und Vektorkonstruktion

Das retrovirale Vektorsystem stellt ein effizientes Hilfsmittel flir den stabilen Gentransfer dar. In dieser
Arbeit wurden allospezifische CD4+ Effektoren Uber die ektopische Expression des Transkriptionsfaktors
Foxp3 durch retroviral vermittelten Gentransfer zum regulatorischen Geno- und Phanotyp umgestaltet
(Hori, Nomura et al. 2003; Jaeckel, von Boehmer et al. 2005). Zwei retrovirale Vektoren wurden herge-
stellt, die Replikationsinkompetent sind. Es wurden SIN (self inactivating=selbstinaktivierend) retrovirale
Vektoren entwickelt, denen die Enhancer/Promotor-Elemente der LTRs fehlen. Damit bleibt die Expressi-
on der Transgene in den Zielzellen von endogenen Promotoren abhangig (Yu 1986). Es wurden zwei
retrovirale Vektoren verwendet, welche das Gen fir den Transkriptionsfaktor Foxp3 zusammen mit dem
Oberflachenmarker Thy1.1 (CD90.1) exprimieren. Der Kontrollvektor enthalt nur Thy1.1. Die Gene wer-
den durch eine IRES (infernal ribosomal entry site = interne ribosomale Eingangsstelle) getrennt, um eine
unabhangige und unmittelbare Synthese der Proteine zu erleichtern (Abb. 8). Thy1 (CD90) ist ein nicht
immunogener Oberflichenmarker, der vor allem auf T-Zellen der Maus exprimiert wird (Raff 1971), je-
doch kein Signal weiterleitet. Die meisten Mausstamme exprimieren ausschliellich Thy1.2, eine spezielle
Mauslinie das Isomer Thy1.1 (Reif und Allen 1966).

RSF91 IRES-Thy1.1 LTR == IRES | Thyl1 = LTR

RSF91 Fox-IRES-Thy1.1 LTR mlREE Thy1l1 = LTR

Abb. 8: Grafische Darstellung der verwendeten Konstrukte RSF91 IRES-Thy1.1 und RSF91 Foxp3-IRES-
Thy1.1. Foxp3 und Thy1.1 cDNA wurden in das RSF91 Vektorsystem (Schambach 2006) kloniert. Foxp3 und
Thy1.1 werden gleichzeitig durch die interne ribosomale entry site (IRES) exprimiert. Dem Kontrollvektor fehlt

Foxp3.

Virusproduktion Foxp3-Thy1.1 und Thy1.1 und Titerbestimmung

Mithilfe des beschriebenen Vektorsystems wurden 293T-Zellen via Calcium-Chlorid-Prazipitation transfi-
ziert, um eine maoglichst grofe Anzahl Foxp3-Thy1.1 bzw. Thy1.1 tragender Viruspartikel zu produzieren.
Zur Uberpriifung des Titers wurden SC1-Fibroblasten mit Virusiiberstand infiziert und nach drei Tagen die
Transduktionseffizienz per FACS-Analyse ermittelt. Dazu wurden die Zellen mit Antikérpern gegen
Thy1.1 und das intrazellular vorliegende Foxp3 gefarbt. Im Falle des Foxp3-Thy1.1 Vektors exprimierten
76% Foxp3 und Thy1.1, der Thy1.1 Kontrollvektor erzeugte fast 98% Thy1.1 aber keine Foxp3-
Expression (Abb. 9). Die Kalkulation der MOI (Multiplicity of Infection), die das zahlenmaRige Verhaltnis
von Viruspartikeln zu deren Zielzellen beschreibt, ergab in diesem Fall bei dem Kontrollvirus einen Wert
von 1.54*108 und bei dem Foxp3Thy1.1 Virus 9.11*107. Die FACS-Farbung und Werte der MOI sind eine

reprasentative Darstellung fir zahlreiche Experimente derselben Art.
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Abb. 9: Reprasentative Darstellung der Foxp3- und Thy1.1-Expression nach Transduktion mit retroviralen
Vektoren in SC1-Zellen per FACS-Analyse. SC1-Zellen wurden mit den zuvor produzierten Virusiberstan-
den transduziert. Nach 3 Tagen konnten die Expression von Thy1.1 und im Falle des Foxp3-Thy1.1-Vektors

auch Foxp3 nachgewiesen werden.

Effizienz der Transduktion muriner T-Zellen

Das eigentliche Ziel der Virusproduktion in dieser Arbeit besteht in der Transduktion muriner, aktivierter
CD4+ T-Zellen, um diesen regulatorischen Geno- und Phénotyp zu verleihen. Dazu wurden Vorversuche
mit durchgefiihrt, um die Bedingungen fir eine hochstmdgliche Transduktion zu optimieren. Es wurden je
1*108 aktivierte CD4+*CD25* Zellen mit Foxp3-Thy1.1 Virustberstand und einer MOI 5 einmal durch Spin
Infection transduziert und drei Tage kultiviert. Die unterschiedlichen Zytokinzugaben sind auch der Abb.
10 zu entnehmen. Die Zellen wurden entweder ohne IL-2 kultiviert oder mit 100U/mL bzw. 1000U/mL IL-2
oder mit 1000 U/mL IL-2 und 100ng/mL IL-7 oder zweifach transduziert mit zuséatzlich 100 U/ml IL-2. Per
FACS-Analyse wurden die Thy1.1-positiven Zellen gemessen und manuell mit einem Zellzahler und Try-
panblau-Farbung die Lebendzellzahl ermittelt. Die unterschiedlichen Bedingungen hatten keine Auswir-
kung auf die Transduktionseffizienz, da alle Ansatze eine Thy1.1-Expression zwischen 90 und 95% auf-
wiesen. In der Anzahl lebender Zellen waren aber gravierende Unterschiede feststellbar. So war im An-
satz, der kein IL-2 erhalten hatte, mit 330.000 die geringste Anzahl lebender Zellen zu finden, wahrend
die zweimalige Transduktion mit 100U/ml knapp 1.2*10¢ lebende Zellen ergaben, was einer geringen
Vermehrung entspricht (Abb. 10).
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Zellzahl
Lebende Zellen 331.250 459.375 546,878 750,000 1.187.500
Tote Zellen keine 25.000 37.500 keine 37.500

Abb. 10 : Transduktionseffizienz muriner CD4+ T-Zellen. Alloaktivierte CD4+*CD25+*CD69* BALB/c Splenozyten wurden
auf unterschiedliche Weise mit Virus transduziert. In der Regel wurde eine Spin-Infektion vorgenommen ohne IL-2,
mit 100U/mL, 1000U/mL, 1000U/mL und IL-7. In einem Fall wurde an eine Spin-Infektion eine zweite Runde ange-
schlossen und 100U/mL IL-2 zugegeben. Die Transduktionseffizienz wurde ermittelt tber die Thy1.1-Expression per
FACS-Analyse.

Expansion transduzierter T-Zellen

Humane regulatorische T-Zellen lassen sich aulerordentlich effizient /n vifro expandieren (Hoffmann
2004). Die Expansion muriner naturlicher und induzierter Tregs ist vergleichsweise schwer. Um die Ex-
pansionsfahigkeit der mit Foxp3-Thy1.1 Virus oder Thy1.1 Kontroll-Virus transduzierten Zellen zu prifen,
wurden die Thy1.1 positiven Zellen per MACS isoliert und zusammen mindestens 20 Tage kultiviert. IL-2
wurde alle 2 Tage erneuert (1000 U/mL). Die Anzahl lebender Zellen wurde an den Tagen 0, 12 und 20
manuell ermittelt. Nach 12 Tagen hatte sich die Anzahl Foxp3+Thy1.1* Zellen um den Faktor 11.8 ver-
groéRert, die der Kontrollzellen um 18.8 (Abb. 11). Nach 20 Tagen hatten sich die Foxp3+Thy1.1+ 27fach
und die Thy1.1* Zellen 17.1fach vermehrt. Anhand der nach 20 Tagen per FACS-Analyse gemessenen
Thy1.1 Expression, die bei den Kontrollzellen bei 95% und den Foxp3*Thy1.1+ Tregs noch bei 92% lag,
bewiesen letztere einen sehr stabilen Treg-Phanotyp nach /n vitro-Expansion.
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Regulatorischer T-Zellphanotyp von transduzierten Tregs

Die natirlichen und induzierten Tregs im Immunsystem der Maus lassen sich durch eine relativ charakte-
ristische Expression diverser Oberflachen- und Intrazellularmarker von anderen Zellen unterscheiden.
Der wichtigste Marker ist der Transkriptionsfaktor Foxp3, den in der Maus nahezu ausschlief3lich Regula-
toren exprimieren (Hori 2003). Daneben exprimieren Tregs konstitutiv CTLA-4, ein negativer Kostimula-
tor, welcher Effektorfunktionen von Tregs vermittelt (Wing 2008). GITR ist an der Oberflache von Tregs
aber auch aktivierten T-Zellen zu finden (McHugh 2002; Ronchetti 2004). Eine mégliche suppressorische
Rolle wird allerdings noch kontrovers diskutiert (Shimizu 2002; Shevach 2006). CD62L (L-Selectin), ein
Homingmarker oder Zelladhasionsrezeptor. Er wird auf naiven und frisch aktivierten T-Zellen exprimiert
und ist dafiir verantwortlich, dass diese in sekundares, lymphoides Gewebe migrieren kdnnen. CCRY7 ist
ein Chemokinrezeptor, der ebenfalls auf aktivierten T-Zellen zu finden ist und als Homingmarker gilt, da
er die Migration in lymphoides Gewebe unterstiitzt (Sallusto 1999).

Zur Typisierung der durch retroviralen Gentransfer /in vifro induzierten Tregs im Vergleich zu den Merk-
malen natirlich vorkommender Tregs wurden diese per FACS-Analyse auf die Expression obengenann-
ter Marker Uberprift. Selbst nach zwanzigtagiger Expansion waren die Zellen zu 96% CD4+CD25+*,
exprimierten zu 89% Foxp3 und CTLA-4. Aullerdem wiesen 95% eine besonders hohe Expression von
GITR auf. Die Homingmarker CD62L und CCR7 waren auch nach 20-tagiger /n vifro-Expansion nur in
einem Teil der Zellen herunterreguliert, so dass ein Homing in sekundare lymphatische Organe noch
mdoglich ist (Abb. 12).
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Abb. 12: Phanotyp und Stabilitdt der Tregs. Nach
20-tagiger Expansion zeigt sich per FACS-Analyse
verschiedener Treg-Marker deren Charakteristik

und Stabilitat. Dazu gehoren die starke Expression

CD62L. ——»

der Aktivierungsmarker CD25, der Treg-Marker
Foxp3, CTLA-4, GITR. Die Homingrezeptoren
CD62L und CCRY7 waren auch nach Expansion nur W f

in einem Teil der Zellen herunterreguliert.

Suppressions-Assay - /n Vitro

Im folgenden Experiment wurden die suppressorischen Fahigkeiten der durch retroviralen Gentransfer
generierten Tregs im Vergleich zu kontrolltransduzierten Zellen /in vitro untersucht. Dazu wurden in einer
gemischten Lymphozytenreaktion (MLR) CD4+*-sortierte BALB/c T-Zellen mit bestrahlten C57BL/6 Sple-
nozyten allogen stimuliert. Zu einer solchen MLR wurden entweder Foxp3Thy1.1-transduzierte BALB/c
Tregs oder zum Vergleich Thy1.1* kontrolltransduzierte BALB/c CD4+CD25+* Zellen gegeben. Nach drei
Tagen Stimulation wurden die Zellen mit radioaktiv markiertem Thymidin markiert und nach weiteren 18h
der Einbau des radioaktiven Materials gemessen. Die Tregs waren in der Lage, die Proliferation der nai-
ven CD4+ T-Zellen signifikant zu inhibieren (p=0.0042), wahrend der Einfluss der Kontrollzellen unwe-
sentlich war. Die Tregs selbst waren anerg, wenn sie erneut nur mit allogenen Stimulatorzellen in Kontakt
kamen (Abb. 13).
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Hauttransplantation im lymphopenen Mausmodell

Nachdem die per Virustransduktion hergestellten Tregs /n vifro eine durch Alloantigen stimulierte MLR
inhibieren konnten, wurde anschlieRend deren Kompetenz /n vivo untersucht. Um die translationale Be-
deutung der Experimente zu erhéhen, wurde das immunogenste Allotransplantationsmodell untersucht.
Die Haut ist deutlich immunogener als das Herz. Nierentransplantate werden zwischen einigen Maus-
stdmmen spontan toleriert und allogene Lebertransplantate werden in der Regel in Mausen nicht abge-
stoRen. Daneben verwenden viele Transplantationsexperimente nur einen partiellen MHC-mismafch oder
Empfangerméause, welche nur zu einer geringen Abstoung flhren (z.B. C3H). In dieser Arbeit wurde
bewusst ein  kompletter MHC-mismatch (H-2KP->H-2Kd) in  einer immunogenen Do-
nor/Spenderkombination gewahlt (C57BL/6>BALB/c). Toleranzinduzierende Protokolle in diesem Setting
sollten mdglicherweise auch Translationspotenzial besitzen. Um Uber ein mdglichst definiertes Umfeld im
lebenden Organismus zu verfligen und den experimentellen Aufbau kalkulierbarer zu machen, wurden
zunéchst lymphopene, d.h. nicht immunkompetente, Mause eingesetzt. Dazu eignen sich die sogenann-
ten RAG1-defizienten (recombination activating gene) Mause. lhnen fehlt das rag7-Gen. Der knock-out
hat zur Folge, dass keine reifen B- und T-Zellen generiert werden kénnen und damit keine adaptive Im-
munantwort zustande kommt (Bories 1991).

Im nachfolgend beschriebenen Modell (Abb. 14) modifiziert nach Kathryn Wood (Kingsley, Karim et al.
2002) dienten BALB/c-RAG1---Mause als Rezipienten. Kontrollmause erhielten zur immunologischen
Rekonstitution 5*105 naive, sortierte CD4+*CD45RBN T-Zellen. Versuchsmausen wurden am Tag -1 je
5*105 naive CD4+*CD45RBh T-Zellen und entweder transduzierte CD4+CD25*Foxp3* Tregs unterschiedli-
cher Spezifitat, in vitro aktivierte nTregs oder Thy1.1-transduzierte Kontrollzellen intravends injiziert. Am
nachsten Tag bekamen eine Kontrollgruppe syngene (BALB/c), alle anderen allogene (C57BL/6) Haut-
transplantate. Zwischen acht und zehn Tagen spéater wurde der Verband abgenommen und die Trans-
plantate taglich auf Anzeichen von AbstoRBungsreaktionen in Form nekrotischen Gewebes untersucht.
Abb. 15 veranschaulicht die Fahigkeit der transduzierten Tregs, das Transplantatiiberleben nach Haut-
transplantation signifikant zu verlangern. Ein allogenes Transplantat ohne Zugabe von Tregs wurde im
Schnitt nach 10.5 Tagen abgestoRen. Wenn kontrolltransduzierte Thy1.1 Zellen injiziert wurden, war eine
komplette AbstoRung durchschnittlich an Tag 13 feststellbar. Polyspezifsch aktivierte, nTregs konnten die
Abstollung immerhin signifikant 33.5 Tage verhindern (p=0.0039). Hingegen zeigten 40% der Mause mit
polyspezifisch und allospezifisch aktivierten, transduzierten Tregs eine Toleranz ohne AbstoRung der
Transplantate (>100 Tage, p<0.0001, Abb. 15 A). Hatten die Tregs eine Kombination aus indirekter und
direkter Spezifitat (allo F1), konnten sie in Uber 80% der Versuchstiere eine Langzeit-Toleranz induzieren
(p=0.0001, Abb. 15 B) und waren dabei sogar signifikant besser geeignet als nTregs (p=0.0121). Synge-
ne Transplantate wurden in keinem der Falle abgestolien und mindestens 100 Tage akzeptiert. Alloanti-
gen-spezifische Tregs mit direkter und indirekter Antigenerkennung waren deutlich effektiver als polyspe-
zifische Tregs und Tregs mit rein direkter Antigenerkennung. Es ist das erste Mal, dass dieser Vorteil

antigenspezifischer Tregs in der Allotoleranz mit Tregs des nattirlichen Repertoires gezeigt wurde.
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Abb. 15: Tregs mit indirekter Alloantigen-Spezifitét sind effektiver bei der Toleranzinduktion als polyspezifische Tregs. Die Trans-
plantation erfolgte wie oben angegeben. Vergleichend sind zu sehen Versuchstiere, die natirliche Tregs (nTregs), polyspezifisch
(poly Tregs), direkt allospezifisch (allo Tregs) (A), direkt/indirekt allospezifisch (allo F1 Tregs, B) aktivierte, keine Tregs (allo) oder
Thy1.1-Kontrollzellen (Thy) und ein allogenes Transplantat erhalten hatten. 4 Tiere hatten eine syngenes Transplantation bekom-
men (syn). C) Fotografie eines tolerogenen Transplantats.
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Nicht lymphopene Transplantationsmodelle

Um der klinischen Situation bezuglich der Transplantation etwas ndher zu kommen ist es erforderlich, das
Potenzial der transduzierten Tregs in einem nicht lymphopenen Mausmodell zu testen. Der alleinige Ein-
satz von Tregs zur erfolgreichen Toleranz eines allogenen Hauttransplantats mit vollem MHC-mismatch
in einem immunkompetenten Modell war nicht ausreichend, wie die ersten Versuche bewiesen (p= 0.157)
(Abb. 16).
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Die Tregs alleine zeigten keine ausreichende Regulation. Dies kdnnte entweder an einer zu geringen
Anzahl transferierter Tregs oder an einer zu hohen Prakursorfrequenz alloreaktiver Effektorzellen liegen.
Da bereits 1*108 Tregs appliziert wurden (5*107/kg), ware eine Erhéhung der Zellzahl unphysiologisch
und nicht translational bedeutsam gewesen. Geht man von 108 T Zellen in einer Maus aus, von denen ca.
10% alloreaktiv sind, ware das Treg/Teff-Verhaltnis immer noch 1:10. Daher wurden Protokolle getestet,
welche Effektor-T-Zellen in moderatem Malf} reduzieren und deren Expansion Uber einen kurzen Zeitraum
inibieren, ohne die Aktivitat und Expansion der adoptiv transferierten Tregs zu beeinflussen. Letzteres
sollte durch eine zeitlich eng limitierte Gabe von Rapamycin erfolgen. Bezlglich der T-Zelldepletion war
es wichtig, nur eine moderate Depletion zu erzeugen, da eine zu starke Depletion eine verstarkte Bildung
von Memory T-Zellen bewirken kann. Geeignet sind dafiir Protokolle, die eine transiente und partielle T-
Zelldepletion verursachen. Depletierende Antikdrper wie ATG, anti-CD3 (OKT3) und CAMPATH-1H ge-
horen bereits zu vielen klinischen Transplantionsprotokollen. Ein solches Mittel stellt der depletierende
monoklonale anti-Thy1.2 Antikérper in der Maus dar, der zur transienten Eliminierung Thy1.2 exprimie-
render Wildtyp-BALB/c-Zellen fiihrt. Die Funktionalitat dieses Antikdrpers wurde an Wildtyp BALB/c Mau-
sen Uberprift, indem 250ug anti-Thy1.2-Antikdrper injiziert wurden und am fiinften Tag die verbleibende
Menge an CD4, Foxp3 und CD8 exprimierenden T-Zellen per FACS ermittelt wurde. In der Milz fiel die
Gesamtzellzahl der CD4 exprimierenden Population im Vergleich zu einer Wildtyp-Kontrollmaus von
3.3*107 auf 4*106 Zellen, in den Lymphknoten von 5.2*108 auf 9*105 Zellen (Abb. 17 A). Auch der Anteil
Foxp3 positiver Zellen reduzierte sich um mehr als die Halfte. Die CD8* Zellzahl war in der Milz von
1.6*107 auf 1.5*105, in den Lymphknoten von 1.8*10¢ auf 2*105 dezimiert (Abb. 17 B).
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Durch eine Zeitkinetik wurde dann der Nadir der Depletion untersucht, da Tregs erst nach Erreichen des
Nadirs gegeben werden sollten, um eine Depletion transferierter Tregs durch anti-Thy1.2 Antikdrper zu
verhindern. Dazu wurde BALB/c-Mausen 250ug Thy1.2 Antikdrper intravends injiziert. Milz, Lymphknoten
und peripheres Blut (PB) wurden nach drei, finf und sieben Tagen enthommen und per FACS auf CD4+
und CD8* Zellen untersucht. Der Wert ,Tag Null ist dargestellt durch eine BALB/c-Kontrollmaus, die kei-
ne Antikdrper-Injektion erhalten hatte. Drei Tage nach Antikérpergabe waren nur noch 7% des urspriing-
lichen 20% CD4-Anteils in der Milz vorhanden (Abb. 18 A). Dieser Wert halbierte sich am funften Tag auf
3%. In den Lymphknoten reduzierte sich der Anteil von 53% auf 16% und 7%, im peripheren Blut von
24% auf 0.5%. Am siebten Tag stiegen die Werte wieder leicht an, in der Milz auf 63%, in den Lymphkno-
ten auf 11% und die des Bluts auf 8%. In der CD8-exprimierenden Population entstand eine ahnliche
Kurve mit einem Nadir am Tag 5 (Abb. 18 B).
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Abb. 17: T-Zell-Depletion mit aThy1.2-Ab /n vivo. Wildtyp BALB/c-Mause erhielten entweder 250ug oder keinen aThy1.2-Ab. Die
Analyse erfolgte per FACS an Tag 5 nach Injektion A) Saulendiagramm zeigt die Gesamtzellzahlen der CD4, CD8 und Foxp3

Populationen in der Milz B) und den Lymphknoten.
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Abb. 18: T-Zell-Depletion mit aThy1.2-Ab im Zeitverlauf. Pro Analysetag wurde eine Maus mit 250ug aThy1.2- Ab injiziert. Der
prozentuale Anteil verbleibender CD4* (A) und CD8* (B) Zellen in Milz, Lymphknoten und peripherem Blut (PB) wurde per FACS-
Analyse ermittelt und erfolgte an den Tagen 0, 3, 5und 7.
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Der Effekt dieses und des depletierenden anti-Thy1.2 Antikoérpers wurde in Kombination mit und ohne
Rapamycin im folgenden Hauttransplantationsexperiment an immunkompetenten Wildtyp-Mausen getes-
tet. Denn wie in der Einleitung beschrieben, ist bei der Wirkungsweise fir Rapamycin eine praferentielle
Apoptoseinduktion der effektorischen T-Zellen beschrieben worden, wahrend Tregs weiterhin expandie-
ren kdnnen. Die Versuchsgruppen erhielten an drei Tagen Rapamycin entweder zu einem frihen (Tag -1,
0 und 2) oder spaten Zeitpunkt (Tag 6, 7 und 8) mit oder ohne anti-Thy1.2 Antikdrper, wie in Abb. 19 (A)
schematisch dargestellt. Aufgrund der Vorarbeiten zur Wirkungsweise des aThy1.2-Antikérpers wurden
den Mausen 250ug an Tag -4 intraperitoneal verabreicht. Allogene Haut wurde an Tag 0 transplantiert,
90ug Rapamycin erhielten die Tiere zum friihen oder spaten Zeitpunkt. Aus den Uberlebenskurven der
Transplantate in Abb. 19 (B) wird deutlich, dass die T-Zelldepletion alleine nicht in der Lage war, eine
Prolongation des Transplantatiberlebens zu erreichen. Die Verabreichung des anit-Thy1.2 Antikorpers
fuhrte zu einer AbstoBung nach durchschnittlich 10 Tagen. Wurde Rapamycin zum friihen oder spaten
Zeitpunkt injiziert (Rapa friih, Rapa spat) fand die AbstofRung der Haut im Mittel nach 13.5 Tagen statt
(p=0.0246 bzw. 0.01). Vergleichend hierzu betrug die mittlere Uberlebenszeit eines allogenen Transplan-
tats ohne Zugabe von Medikamenten 10 Tage (ohne). Wurde aber eine Kombination der Antikérper zu-
sammen mit Rapamycin gespritzt, konnte die AbstoBung um bis zu 25 Tage (aThy1.2 Rapa friih) verzé-
gert werden (p<0.0001). Dies sollte somit ein Fenster 6ffnen, in welchem Toleranzinduktion nur durch

den Transfer von alloantigen-spezifischen Tregs maoglich sein kdnnte.
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Ein weiteres therapeutisches Mittel zur voriibergehenden Unterdriickung einiger Immunzellen zur Klini-
schen Behandlung von Transplantationspatienten ist Muronomab (Orthoclone), ein humanisierter mo-
noklonaler anti-CD3 Antikérper (Cosimi 1981). Aufgrund des starken Zytokinfreisetzungssyndroms nach
anti-CD3-Gabe wird derzeit praklinisch eine Variante getestet, welche keine Fc-Rezeptorbindung (Tepli-
zumab) mehr zuldsst. Das murine anti-CD3 F(ab’)2 Fragment des anti-CD3 Antikdrpers stellt eine Alter-
native dar, ebenfalls ohne FcRezeptorbindung. Es erzeugt nicht nur eine milde Lymphopenie, sondern
vielmehr eine CD3/TCR-Komplex-Modulation in T-Zellen, welche Autoimmunantworten verhindert
(Jenkins 1990). Die Verabreichung dieses Antikdrpers konnte eine lang anhaltende Remission von Dia-
betes in NOD-Mausen verhindern (Chatenoud 1994) und Immunsuppression und Toleranz induzieren
(Chatenoud 2003). Aufgrund dieser Resultate wurden humanisierte Antikérper wie der OKT3y1 Ala-Ala
hergestellt (Bolt 1993), um damit auch in Patienten mit autoimmuner Diabetes Selbst-Toleranz zu indu-
zieren (Herold 2005).

Auch dieser Antikorper wurde zusammen mit einer limitierten Rapamycin-Gabe kombiniert, um ein Fens-
ter fur die Verabreichung von Tregs zu erhalten. BALB/c-M&usen wurde, wie im Modell (Abb. 20) be-
schrieben, finf Tage einmal taglich je 20ug aCD3 F(ab’)2-Antikdrper injiziert. Nach weiteren 24h wurde
die Expression diverser T-Zellmarker in der Milz per FACS analysiert. Dabei zeigte sich eine Reduktion
der Gesamtzellzahl von 1.25*108 Zellen in einer unbehandelten Maus (Abb. 20 WT) auf 8*107 Splenozy-
ten in einer mit aCD3F(ab’)2 behandelten Maus. Die CD3*, TCR[*, CD4*- und CD8*-T-Zellpopulationen
waren im Vergleich zur Wildtypmaus halbiert. Die Anzahl Foxp3 exprimierender Zellen war allerdings,
verglichen zum Wildtyp, stark erhéht (1.6 zu 2.5*107 Zellen/Milz).
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Die Eignung des aCD3F(ab")2-Fragments wurde daraufhin in der Hauttransplantation getestet. Dazu er-
hielten BALB/c-Mause an finf aufeinander folgenden Tagen je 20ug dieses Antikdrpers mit oder ohne
Rapamycin zum spaten Zeitpunkt (Abb. 21 A). Bei aCD3-Gabe wurden die Transplantate durchschnittlich
nach 13 Tagen abgestol3en, wahrend die Kombination aus Rapamycin und aCD3F(ab’)2 (aCD3 Rapa
spat) zu einer signifikanten (p=0.0018) Prolongation des Transplantatiiberlebens im Durchschnitt auf 26
Tage fihrte (Abb. 21 B).
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Um einen weiteren Kandidaten zur Depletion von Effektorzellen und Kreation einer Nische fiir die Tregs
zu testen, wurde ein weiterer haufig verwendeter Antikdrper der Transplantationsmedizin gewahlt, der
CD25-exprimierende aktivierte T-Zellen depletieren und die IL-2 vermittelte T-Zellaktivierung hemmen
sollte (Basiliximab). PC61 ist ein anti-CD25-Antikérper, von dem man zunachst annahm, er depletiere alle
CD4+CD25* T-Zellen nach Injektion (McHugh und Shevach 2002). Eine andere Forschergruppe konnte
aber zeigen, dass die Injektion des Antikdrpers keine physikalische Depletion dieser Zellen auslést, son-
dern eher eine Herabregulation des Rezeptors von der Zelloberflache verursacht. Die Versuche zeigen
somit eine Verminderung an CD25* Zellen, ohne die Dezimierung von Foxp3+* Zellen. Dies entspricht
einer Herabregulation an CD25 auf Foxp3* Zellen (Kohm 2006).

Auch dieser Antikdrper wurde zusammen mit Rapamycin im Rahmen der Hauttransplantation getestet.

BALB/c-Mausen wurden dazu zweimalig jeweils 250ug oder 500ug aCD25-Antikdrper (Klon PC61) verab-
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reicht und nach 0, 6 und 20 Tagen die Gesamtlymphozytenzahlen der Milz und Lymphknoten und die
darin enthaltenen CD4*, Foxp3* und CD25* (Klon 7D4) exprimierenden Zellen berechnet. In der Milz
zeigte sich eine Reduktion der Gesamtlymphozytenzahl, aber keine nennenswerte Veranderung der An-
zahl CD4+, CD25* und Foxp3* exprimierender Zellen (Abb. 22). Wahrend in den inguinalen Lymphknoten
die Gesamtlymphozytenzahl und auch die Menge an CD4*, CD25* und Foxp3*+ Zellen zwischen Tag 6
und 20 deutlich reduziert war, war vor allem an Tag 6 in den mesenterischen Lymphknoten der umge-

kehrte Fall erkennbar.
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Abb. 22: Wirkung des aCD25-Antikérpers (PC61) auf die T-Zellzahl in Milz und Lymphknoten /in vivo. BALB/c-Mausen
wurden zweimalig 250ug oder 500ug aCD25-Ab injiziert. Nach 0, 6 und 20 Tagen wurden die Gesamtzellzahl und der
Anteil CD4, Foxp3 und CD25 (7D4) exprimierender Milzzellen durch FACS-Analyse ermittelt.
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Im Folgenden wurde der Effekt des aCD25-Antikorpers bei der Hauttransplantation getestet. Dazu erhiel-
ten BALB/c-Mause zweimalig 250ug des Antikdrpers mit oder ohne Rapamycin zum friihen und spaten
Zeitpunkt (Abb. 23 A). Das Transplantatiiberleben konnte durch die Kombination aus Rapamycin und
Antikdrper im Schnitt von 13 auf 20 Tage signifikant (p=0.0246) verlangert werden (Abb. 23 B). Dabei
hatte die Verabreichung des Rapamycins zum friihen oder zum spaten Zeitpunkt den gleichen Effekt. Es
ist anzunehmen, dass auch durch dieses Protokoll ein Fenster zur Induktion von Allotoleranz durch Treg-

Transfer bestehen konnte.
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Dass Tregs ohne die Unterstiitzung immunsupprimierender Agenzien oder permanenter Manipulation des
Empféngers in normalen immunkompetenten Mausen langfristig Toleranz gegen ein allogenes Haut-
transplantat zu bewirken in der Lage sind, ist bisher in der Literatur noch nicht beschrieben worden
(Golshayan 2007; Joffre, Santolaria et al. 2008; Park 2010). In den Vorversuchen wurde die Wirkung
verschiedener temporar wirkender T-Zell-depletierender Antikdrper mit und ohne Rapamycin in Wildtyp-
mausen hinsichtlich allogener Hauttransplantationen getestet. Das anti-Thy1.2-Antikérper-Rapamycin-
Modell schien dabei das liberzeugendste zu sein. Mdglicherweise kdnnte mit Hilfe dieses Protokolls auch
eine Nische fur antigenspezifische Tregs kreiert werden, durch deren adoptiven Transfer dann eine deut-

liche Verlangerung des Transplantatiberlebens erzielbar ware. Dazu wurden im Folgenden BALB/c-
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Mause in zuvor beschriebener Weise mit aThy1.2-Antikérper und Rapamycin behandelt. An Tag -1 erhiel-
ten sie zudem 3*108 transduzierte Foxp3+Thy1.1* Tregs. Wahrend Versuchstiere, die nur Antikérper- und
Rapamycin-Therapie erhalten hatten, ihr Transplantat durchschnittlich nach 25 Tagen abgestoRen hatten,
waren in insgesamt finf Versuchstieren, denen Tregs injiziert worden waren, auch nach 100 Tagen noch
keine Anzeichen von AbstofRung zu sehen (p<0.0001). Es ist somit erstmalig gelungen, durch den Trans-
fer transduzierter Tregs eine lang anhaltende Toleranz gegen ein allogenes Hauttransplantat in einem

immunkompetenten Modell zu erzeugen (Abb. 24).
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Teil Il Mechanismen der allospezifischen Immunregulation

Langzeit-Uberleben der allospezifischen Tregs in vivo

Bislang waren Tregs nach adoptivem Transfer immer nur kurzzeitig nachweisbar, so dass der Mechanis-
mus der Toleranzinduktion unklar ist. Ferner ist ungeklart, ob die Tregs nur in der Anfangs- bzw. Tole-
ranzinduktionsphase oder auch fur die Toleranzerhaltung verantwortlich sind.

Um eine Antwort darauf zu erhalten, wie lange die Tregs tatsachlich im transplantierten Organismus zu
finden sind, wurden 100 Tage nach Transplantation in den verschiedenen lymphatischen Organen der
Mause die transduzierten Tregs nachverfolgt. Dazu wurden Milz, inguinale und mesenterische Lymph-
knoten entnommen und auf Thy1.1 und Foxp3 exprimierende Zellen per FACS untersucht. Dabei fanden
sich in allen drei Organen die transferierten Tregs in Form Thy1.1*Foxp3* doppelt positiver Zellen wieder.
In der Milz waren dies immerhin noch 8% der CD4-positiven Fraktion, in den Lymphknoten noch etwa
5%. Aber auch ein hoher Prozentsatz anderer CD4+Foxp3+ Zellen zeigte sich in Milz und mesenterischen

Lymphknoten mit 22%, den inguinalen Lymphknoten mit 18% (Abb. 25).
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Abb. 25: Langzeit-Uberleben allospezifischer Tregs /n vivo. 100 Tage nach Transplantation wurden Milz, inguinale und

mesenterische Lymphknoten einer toleranten BALB/c-RAG1---Maus entnommen und per FACS analysiert.

Alloantigen-spezifische Toleranzinduktion

Die Resultate des ersten Teils deuten darauf hin, dass transduzierte Tregs Allotoleranz gegeniiber im-
munogenen Hauttransplantaten induzieren kénnen. Ihre Spezifitat ist dabei von ausschlaggebender Be-
deutung. Toleranz kann nachweislich durch donorspezifische Sensibilisierung erreicht werden (Bushell
1994; Francis 2011), die aber nicht gleichzeitig gegen Drittspenderantigen wirksam ist, was einen weite-
ren Hinweis auf die Relevanz der Alloantigen-spezifitat liefert (Kingsley, Karim et al. 2002; Pilat, Baranyi
et al. 2010). Deshalb wurde hier die Spezifitdt der Toleranz durch Transplantation von MHC-ungleichen
Drittspendertransplantaten untersucht. Dazu erhielten die lymphopenen Versuchstiere, in denen eine
langfristige Toleranz gegen ein allogenes Hauttransplantat vorlag, ein Hauttransplantat einer Drittspen-
dermaus (3rd party, C3H), deren MHC-Haplotyp sich sowohl vom Rezipienten als auch vom priméren
Donor unterscheidet (C3H=H-2Kk). Diese wurden wie normale allogene Transplantate sehr schnell nach
13 Tagen abgestolien (p=0.212) (Abb. 26). Die zuvor induzierte Toleranz gegen Donorantigen scheint
somit nicht auf Drittspenderantigen Ubertragbar zu sein.
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Systemische Toleranz

Im Anschluss sollte geklart werden, ob alloantigen-spezifische Tregs nur im Transplantat eine Abstolung
verhindern kénnen oder ob diese Toleranz in sekundaren lymphatischen Organen nach Transfer von
allogenen Zielzellen besteht. Dazu wurde ein /n vivo Killing-Assay in den langzeit-tolerogenen BALB/c-
RAG--Mausen durchgefiihrt. Dabei sollte verglichen werden, ob und wie schnell Splenozyten unter-
schiedlicher Antigenherkunft (syngen, allogen, Drittspender) nach Transfer vom Immunsystem unter-
schiedlich geprimter Empfanger attackiert werden. Im folgenden Experiment wurden pro Maus je 5*10%
naive Splenozyten einer syngenen H-2kd (BALB/c), allogenen H-2kb (C57BL/6) und einer Drittspender-
Maus (C3H, H-2k) mit jeweils einer speziellen Konzentration CFSE markiert (BALB/c 4nM, C57BL/6
0.2uM, C3H 10pM), so dass sie sich fiir die spatere Analyse deutlich voneinander unterschieden. Danach
wurden sie parallel mit einem weiteren Farbstoff (PKH-26) geféarbt, um sie insgesamt von den nichttrans-
ferierten eigenen Zellen unterscheidbar zu machen. Diese Zellen wurden anschlieRend in eine naive, in
eine durch eine vorhergegangene allogene Hauttransplantation C57BL/6-geprimte BALB/c-RAG1---Maus
und in eine mehr als 100 Tage langzeitig tolerante BALB/c-RAG1-, die entweder durch allospezifische
oder polyspezifische Tregs induziert worden war, intravends injiziert. Nach drei Stunden wurde den Tie-
ren die Milz entnommen und die Zellen per FACS analysiert (Abb. 27). In der PKH-26-positiven Populati-
on (obere Reihe, Dotplots) waren drei unterschiedlich stark fluoreszierende CFSE-Fraktionen erkennbar
(untere Reihe, Histogramme). Die am schwachsten leuchtenden Zellen, vertreten durch die transferierten,
syngenen BALB/c-Splenozyten, waren in allen Versuchstieren gleich stark erhalten geblieben, da Zellen
des syngenen Mausstamms nicht angegriffen werden sollten (linke Population in den Histogrammen). Die
Drittspendersplenozyten, die fir alle Tiere fremd und neuartig waren, stellen die am starksten fluoreszie-
rende Population dar und blieben zunachst ebenfalls von allen Versuchstieren in etwa gleichem Maf
bewahrt, da bislang keine Sensibilisierung gegeniber diesen Antigenen erfolgt war und der Assay pra-
formierte memory-Antworten untersucht (rechte Population der Histogramme). Die allogenen C57BL/6-
Splenozyten waren in der naiven Maus zu 40% detektierbar, in der geprimten Maus nur noch zu 4%, was
die Funktionalitdt des Assays unterstreicht. In den beiden langzeit-tolerogenen Mausen wurden die allo-
genen Zielzellen ebenfalls nicht abgestolien. Dies deutet darauf hin, dass die Treg-vermittelite dominante

Toleranz nicht nur im Transplantat, sondern auch in lymphatischen Organen wie der Milz besteht.
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Abb. 27: Die Treg-vermittelte Allotoleranz ist systemisch. Naive Splenozyten einer syngenen (BALB/c), allogenen (C57BL/6)
und Drittspendermaus (C3H) wurden mit dem Farbstoff PKH-26 und unterschiedlichen Konzentrationen CFSE markiert (BALB/c
= 4nM, C57BL/6 = 0.2uM, C3H = 10uM). Je 5*10¢ markierte T-Zellen wurden i.v. in je eine naive, C57BL/6-allo-geprimte, eine
durch allospezifische und eine durch polyspezifische Tregs tolerante BALB/c-RAG1--Maus injiziert. Nach 3 Stunden erfolgte die
Analyse per FACS. Die CFSE-Histogramme (untere Reihe) gehen aus der PKH26-positiven Fraktion hervor (Dotplots, obere
Reihe).

Transfer tolerogener Splenozyten

Es blieb aber unklar, ob die Toleranz nur dominant war oder ob es im Verlauf auch zu einer deletionalen
Toleranz alloreaktiver Effektorzellen gekommen war. Deshalb wurden die Splenozyten aus den toleroge-
nen Tieren isoliert in neue BALB/c-RAG1--Mause gespritzt. Kontrolltieren wurden 5*105 naive T-Zellen
(Teff) injiziert. Am darauffolgenden Tag erhielten die Mause je ein allogenes Hauttransplantat. Diese wur-
den jedoch, vergleichbar mit dem Kontrolltier, das nur Effektorzellen bekommen hatte, friihzeitig an Tag
13 abgestolRen (Abb. 28). Die tolerogenen Splenozyten waren offensichtlich nicht in der Lage, die zuvor
erwirkte Toleranz in einem neuen Tier fortzufiihren, so dass nicht von einer deletionalen Toleranz auszu-

gehen ist.
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Abb. 28: Der Transfer tolerogener
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Transplantierte Haut in der Histologie

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Toleranz in sekundaren lymphatischen Organen wirksam ist,
war es wichtig zu untersuchen, ob es auch im Transplantat eine lokale Immunregulation gibt. In der H&E-
Farbung zeigten sich deutliche Unterschiede im Infiltrationsgrad zwischen den Versuchstieren, die eine
syngene Transplantation erhalten hatten und denen, die ein allogenes Transplantat mit oder ohne Tregs
bekommen hatten. Die syngene Haut (BALB/c>BALB/c) wurde 40 Tage nach Transplantation herausge-
schnitten und nach Fixierung in Paraffin eingebettet. Die Schnitte wurden freundlicherweise im Pathologi-
schen Institut des Nordstadtkrankenhauses Hannover von Dr. Voelker angefertigt und verblindet beurteilt.
Trotz des syngenen Ansatzes sind eine milde Infiltration und fibrotisches Gewebe erkennbar. Aulerdem
ist eine akanthotische Verbreiterung der Epidermis mit einer Orthohyperkeratose festzustellen (Abb. 29
A). Im allogenen Ansatz (C57BL/6->BALB/c) ist eine massive lymphohistiozytéare und neutrophilenreiche
Infiltration zu sehen. Das Gewebe unterhalb der Epidermis ist stark fibrotisch mit einer Hypergranulose,
die gekennzeichnet ist durch eine Verbreiterung der Granularzellschicht der Epidermis als Konsequenz
einer groReren Anzahl Keratinozyten mit Keratohyalingranula. Die Epidermis ist bedeutend verdickt mit
dichter Orthohyperkeratose. Eine Hyperkeratose beschreibt eine UbermafRige Verhornung der obersten
Hautschicht. Die wenigen verbliebenen Haarfollikel und Talgdriisen sind von histiozytaren, mehrkernigen
Riesenzellen vom Fremdkoérpertyp umgeben. Im oberen und mittleren Corium sind Pigment beladene
Makrophagen sichtbar, Uberwiegend Melanophagen, die in der GvHD bekannt sind (Abb. 29 B). Nach
allogener Transplantation (C57BL/6->BALB/c) mit Zugabe von Tregs ist, vergleichbar mit der syngenen,
lediglich eine milde Infiltration feststellbar. Die Epidermis ist akanthotisch verbreitert mit Orthohyperkera-
tose. Das darunterliegende Gewebe ist fibrotisch mit einer Hypergranulose. Der Schwund von Haarfolli-
keln und Talgdrisen taucht nur in der fibrotischen Zone auf (Abb. 29 C). Dennoch blieb die Frage beste-

hen, ob es sich bei den milden Infiltraten um eine chronische AbstoRungsreaktion handeln kénnte.
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Abb. 29: H&E-Farbung transplantierterHaut mit und ohne Tregs. A) syngene Transplantation, Analyse nach 40 Tagen B) Allogene

Transplantation mit ersten AbstoBungsreaktionen nach 12 Tagen, Analyse nach 20 Tagen C) Hautanalyse 100 Tage nach alloge-
ner Transplantation mit allospezifischen, transduzierten Thy1.1*Foxp3* Tregs und toleriertem Transplantat. Die Bildausschnitte

zeigen eine 10fache VergroRerung.

Per Immunfluoreszenz wurden die Infiltrate deshalb weiter charakterisiert. BALB/c-RAG1---Tiere erhielten
zur Rekonstitution naive BALB/c-CD4+*CD45RB" T-Zellen, alloantigenspezifische, transduzierte syngene
Tregs und eine allogene Hauttransplantation. Am Tag 40 wurde die gut verheilte, tolerante Haut heraus-
geschnitten. Die Kryoschnitte wurden auf CD4, Thy1.1 und Foxp3 exprimierende Zellen mikroskopisch
analysiert. Durch gleichzeitige DAPI-Farbung konnten Lymphozyten von anderen in der Haut befindlichen
Zellen gut unterschieden werden. Die Analyse ergab einen sehr hohen Anteil CD4+*Thy1.1* exprimieren-
der Zellen. Das Verhaltnis naturlicher Tregs (Foxp3*, blau) zu transduzierten Tregs lag stark auf Seite
Letzterer, gekennzeichnet durch pink fluoreszierende Thy1.1*Foxp3*+ Zellen (B). Die Zellen wurden aus-
gezahlt, dabei die Proportionen prozentual berechnet und in Abb. 30 C als Saulendiagramm dargestellt.
Dabei fallt auf, dass fast 50% aller Lymphozyten in der Haut CD4* T-Zellen und davon 83% Foxp3-
positiv waren, was 10-15x mehr als den Erwartungen entspricht. Von den Foxp3 positiven Tregs waren
sogar 72% die zuvor transferierten Thy1.1*Foxp3* Tregs. Es kam also zu einer deutlichen Akkumulation

von antigenspezifischen Tregs im Transplantat.
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Abb. 30: Akkumulation antigen-
spezifischer Tregs im Transplan-
tat. Fluoreszenzfarbung allogen
transplantierter tolerogener Haut
A) Das hohe Treg/Teff Verhaltnis
ist gekennzeichnet durch einen
hohen Anteil gelb fluoreszieren-
der CD4*Thy1.1* Zellen (CD4*
grin, Thy1.1* rot) B) Das hohe
Foxp3*Thy1.1+*-Treg/nTreg Ver-
héltnis ist gekennzeichnet durch

eine hohe Anzahl pink fluoreszie-

render Thy1.1* Foxp3* Zellen
T-Zellpopulationen in der Haut (Thy1.1* rot, Foxp3* blau).
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C) Grafische Darstellung des Anteils Foxp3 expri-

60 4 mierender Zellen aller Lymphozyten und der CD4-

positiven Fraktion und des Anteils Thy1.1 positiver
01 Zellen in der Foxp3-exprimierenden Population als
Saulendiagramm. Gesamtlymphozytenzahl (DAPI),

effektorische T-Zellen (CD4+*), natirliche regulatori-

Populationsverteilung f Sichtfeld [%]

sche T-Zellen (Foxp3*) und transduzierte Tregs

CD4*Foxp3* ' CD4+Foxp3+ ‘ Thy1.1+ Foxp3*+ ‘ (Thy1.1*) wurden ausgezahlt und die prozentuale
aller Lymphozyten aller CDA* aller Foxp3*

Verteilung berechnet.

Es stellte sich somit die Frage, ob diese starke lokale Anreicherung von antigenspezifischen Tregs aus-
reichend ist, um lokal eine Allotoleranz aufrecht zu erhalten. Die langzeit-tolerogenen Transplantate wur-
den deshalb auf neue mit CD4+*CD45RBh Zellen rekonstituierte BALB/c-RAG1---Mause transplantiert.
Tatsachlich wurden die Transplantate in allen Tieren signifikant (p=0.016) weitere 100 Tage akzeptiert,
obwohl keine neuen Tregs verabreicht wurden (Abb. 31). Vermutlich wurde die Toleranz also durch das
tolerogene Transplantat auf einen neuen Organismus Ubertragen. Da sich in Lymphknoten und Milz die-
ser Tiere keine Thy1.1 positiven Zellen fanden, ist davon auszugehen, dass die lokale Kontrolle von Al-
loimmunantworten zur Aufrechterhaltung einer Toleranz ausreichend ist. Dies wird im Weiteren auch

noch durch Depletionsexperimente bestatigt (siehe unten).



ERGEBNISSE 79

100 - - > Abb. 31: Tolerogene Haut wird nach Retransplantati-
) ‘ on in neuen Rezipienten akzeptiert. Tieren mit lang-
§ 754 A - allogen n= 12 zeittoleranten Transplantaten, wurden diese nach 100
o ! B =
£ A ReTx n= 2 Tagen vom Tier entfernt und auf neue Rezipienten
% 20= ' (BALB/c-RAG1--) Ubertragen, die gleichzeitig mit

: CD4+CD45RBM Zellen rekonstituiert wurden.
g &
B 20+ :
: i
a :
0 L] L) L)
0 30 60 90

Zeit nach Tx [Tage]

Treg-Depletion nach Toleranzinduktion in vivo

Die Resultate der vorangegangenen Experimente deuten nicht nur auf eine maf3gebliche Rolle von Tregs
in der Induktion von Toleranz /n vivo hin, sondern auch auf ihren Einfluss beim Verbleib in der Peripherie
(Abb. 25 und Abb. 27) und lokal im transplantierten Organ (Abb. 29 und Abb. 30). Nach erfolgreich indu-
zierter Toleranz durch den Transfer von Tregs musste demzufolge die Depletion dieser Zellen wiederum
zum AbstoRungsprozess flihren. Zur Beantwortung dieser Frage wurde zunachst der T-Zell-depletierende
Antikérper anti-Thy1.1 (Klon 19E12) auf seine depletierende Fahigkeit /n vivo getestet. Dazu wurden
2*107 Milzzellen einer BALB/c-Thy1a-Maus (ausschlieRlich Thy1.1 exprimierend) in BALB/c-Tiere (Thy1.2
exprimierend) injiziert. 10 Tage spéter erhielt eine Maus 1mg anti-Thy1.1-Antikérper (19E12), das Kon-
trollitier nicht. Ob sich zwei Tage spater in der Maus, die Antikorper erhalten hatte, noch Thy1a-Zellen
befanden, wurde per FACS mit einem anderen Thy1.1-Antikérper (Klon Ox-7) analysiert (Abb. 32). Es
zeigte sich, dass die transferierten Thy1.1 positiven Zellen durch Antikérpergabe in Milz und Lymphkno-
ten vollstandig deletierbar waren. Eine klonale Konkurrenz zwischen depletierendem und Detektionsanti-

kérper war zuvor ausgeschlossen worden.

Milz iLN alN Abb. 32: Volistandige
Jos 006" Jo.a “oer In vivo-Depletion mit
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Im eigentlichen Versuch wurden BALB/c-RAG1--Mause mit allogener Haut transplantiert, mit naiven
CD4+CD45RBM Zellen rekonstituiert (Thy1.2*) und erhielten transduzierte Thy1.1*Foxp3* Tregs. Nach 40
Tagen war die Haut der Mause, die Tregs bekommen hatte gut verheilt und die Mause somit tolerant. In
einer Versuchsreihe wurde 1mg depletierender anti-Thy1.1 Antikdrper injiziert, der nur die transduzierten
Tregs depletieren kann, weil sie durch den retroviralen Gentransfer aufler Foxp3 auch Thy1.1 exprimie-
ren, wahrend die T-Zellen der Empfangertiere nur Thy1.2 auf ihrer Oberflache tragen. Auch nach 20 Ta-
gen zeigte die Haut keines der Versuchstiere AbstolRungsmerkmale. Daraufhin wurden Milz, Lymphkno-
ten und die Haut entnommen und per FACS auf verbliebene Tregs berprift (Abb. 33 A). In den Organen
des Kontrolltieres, das keinen depletierenden anti-Thy1.1-Antikérper bekommen hatte, waren zwischen
20% und 30% Thy1.1*Foxp3* Tregs wieder auffindbar. Zudem fielen in der Milz 31% Foxp3* Tregs auf,
die sich erst nach Transfer und Transplantation entwickelt haben kénnen, da transduzierte Foxp3 Tregs
Thy1.1 koexprimieren und die CD4*CD45RB"-Zellen zur Rekonstitution reine Effektoren ohne Foxp3-
Anteil sind. Hatte das Versuchstier den depletierenden Antikdrper erhalten, waren in Milz und Lymphkno-
ten lediglich noch 2% der transferierten Tregs zu finden, in der Haut aber noch 7.4%. Die im Rezipienten
induzierten Foxp3-positiven Tregs waren von dem Antikdrper erwartungsgemaf verschont geblieben und
in der Milz zu 31% vertreten, in den Lymphknoten und der Haut mit 23%. Auch nach wiederholter Injekti-
on von 1mg anti-Thy1.1 Antikérper blieb das Transplantat unverandert und akzeptiert.

Auch im immunkompetenten Transplantationsmodell konnte die Injektion des Treg-depletierenden Anti-
korpers keinen Toleranzabbruch initiieren, obwohl selbst 140 Tage spéater in der Milz und den Lymphkno-
ten fast keine (0.1-0.3%) transferierten Tregs detektiert werden konnten. Nur in der Haut befand sich
noch ein etwas groRerer Anteil transduzierter Tregs von knapp 9% (Abb. 33 B). Auch wenn die Tregs
nach Antikdrpergabe deutlich reduziert sind, kénnten gerade die wenigen Tregs in der Haut zur Auf-
rechterhaltung der Toleranz beitragen, die selbst durch massive Depletion nicht erreichbar waren. Es
bleibt somit ein Stlick weit unklar, ob Tregs nur in der Induktionsphase oder kontinuierlich zum Erhalt der
Toleranz bendtigt werden. Alternativ kdnnten die antigenspezifischen Tregs nach Transfer andere naive
T-Zellen zu Tregs induziert haben. Da die Tregs aus sekundaren lymphatischen Organen aber nahezu
komplett entfernt wurden, kann im Zusammenhang mit dem Transfer der Toleranz durch das Transplan-
tat davon ausgegangen werden, dass die lokale Anwesenheit von Tregs in hoher Anzahl notwendig und

hinreichend ist, um eine Allotoleranz zu induzieren und aufrecht zu erhalten.
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Abb. 33: Der depletierende aThy1.1-Antikérper induzierte keine TransplantatabstoBung, obwohl die adoptiv transferierten
Tregs eliminiert waren. A) BALB/c-RAG1---Mause wurden an Tag-1 mit naiven BALB/c-CD4*CD45RB" T-Zellen rekonstitu-

iert, Thy1.1*Foxp3* transduzierte Tregs injiziert und an Tag 0 allogene Haut transplantiert. 40 Tage spater wurden entweder

1mg oder kein depletierender aThy1.1-Antikorper intravends gespritzt. Weitere 20 Tage danach wurden Milz, mesenterische
(mLN), inguinale und axiale Lymphknoten (iaLN) und die Haut per FACS-Farbung auf Thy1.1*Foxp3* exprimierende Tregs
analysiert. B) Nicht lymphopene durch Tregs induziert tolerante BALB/c-Mause 40 Tage nach Transplantation erhielten 1mg
aThy1.1-Antikdrper. 100 Tage spater wurden die Milz, Lymphknoten (mLN, iaLN) und die Haut per FACS auf verbleibende

Tregs analysiert. Zum Vergleich wurden die Milz einer naiven und einer geprimten (C57BL/6=allo) Maus im FACS analysiert.
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De novo induzierte Foxp3-Expression /n vitro und /n vivo

Das Ergebnis des vorangegangenen Experiments warf die Frage auf, ob die transferierten
Foxp3*Thy1.1* Tregs in der Lage waren, naive T-Zellen in Tregs zu konvertieren (infektiose Toleranz).
Denn in der FACS-Farbung waren Tregs zu sehen, die nicht zur transferierten Foxp3*Thy1.1* Population
gehorten, sondern aus den rekonstituierten Zellen hervorgegangen sein mussen. Auflerdem existieren in
der Literatur diesbezlglich Anhaltspunkte, die darauf hindeuten, dass adoptiv transferierte Tregs wahrend
ihrer Tatigkeit weitere Zellen zur Foxp3-Expression veranlassen kdnnen, was als ,/nfectious folerance'
bezeichnet wird (Graca 2000). Um diesen Aspekt in vivo zu verfolgen, wurden lymphopene BALB/c-
RAG1-- Mause mit CD4+*GFP- gesorteten naiven Zellen aus einer BALB/c-Foxp3-eGFP Reportermaus
rekonstituiert. Diese Zellen enthielten keinerlei naturliche Regulatoren und waren dementsprechend
Foxp3 negativ, da in dieser transgenen Maus ein eGFP-Protein in die nicht codierende Region des foxp3
Locus insertiert wurde, welches unter Kontrolle des normalen Foxp3-Promotors exprimiert wird (Haribhai
2007). Das GFP-Signal korreliert in diesem System also mit der Foxp3-Expression. Ein Versuchstier er-
hielt zusétzlich transduzierte Foxp3*Thy1.1* Tregs, das andere nicht. An beiden Mausen folgte eine allo-
gene Hauttransplantation. Erwartungsgemafl® war das Transplantat der Kontrollmaus nach 13 Tagen
komplett abgestoRen, das der Maus, die zusatzlich transduzierte Tregs erhalten hatte, wurde akzeptiert.
Ein anderes Kontrolltier bekam lediglich transduzierte Tregs, aber kein Transplantat. An Tag 30 wurden
Milz und Lymphknoten aller Versuchstiere entnommen und auf GFP* bzw. Foxp3* innerhalb der CD4* T-
Zellen untersucht. In der FACS-Analyse konnten entweder Foxp3 oder GFP gemessen werden. Eine
gleichzeitige Farbung ist nicht méglich, da das zytosolische, nicht verankerte GFP nach dem notwendi-
gen Fixierungs-/Permeabiliserungsschritt der Zellen zur Foxp3-Farbung ausgespult wird und nicht mehr
detektierbar ist. In der BALB/c-Maus mit adoptiv transferierten, transduzierten Tregs konnten noch zwi-
schen 7% und 13% Foxp3*Thy1.1* transduzierte Tregs nachgewiesen werden (Abb. 34 A). Der
Foxp3*Thy1.1--Anteil in der Milz der Tiere, die Tregs erhalten hatte, war mit 30% fast doppelt so hoch wie
der der Milz der Kontrollmaus mit 17%. In den inguinalen Lymphknoten der Kontroll-Maus betrug der
Anteil 16%, wahrend in der Maus mit transferierten Tregs 27% zu finden waren. Hatte ein Kontrolltier
zwar Tregs, aber kein Transplantat bekommen (Kontrolle Treg, kein Tx), war trotzdem in allen untersuch-
ten Organen ein dhnlich hoher Anteil iTregs wie im Versuchstier (Treg, Tx) zu finden (Abb. 34 B). Auch

die Frequenz transduzierter Tregs unterschied sich unwesentlich von dem Versuchstier.
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Abb. 34: De novo iTreg-Induktion /in vivo. BALB/c-RAG1/- Mduse wurden an Tag -1 mit naiven CD4*GFP- T-Zellen aus einer
BALB/c-Foxp3-eGFP Reportermaus rekonstituiert, mit Thy1.1*Foxp3* transduzierten (Treg) oder keinen Tregs (Kontrolle keine
Tregs, Tx; Abb. A) injiziert und an Tag 0 mit allogener Haut transplantiert oder nicht (Kontrolle Tregs, keine Tx; Abb. B). Nach 30
Tagen wurden Milz und Lymphknoten entnommen und per FACS der Anteil Foxp3+* und Foxp3+Thy1.1* Zellen ermittelt.

Im letzten Experiment war eine iTreg-Induktion /n vivo zu sehen, die zahlenmaRig nicht vom Antigen,
sondern nur von der Anwesenheit der Tregs abhangig zu sein scheint. Fraglich ist dementsprechend, ob
sich ein ahnliches Phanomen auch /n vitro zeigen wirde. Um das Verhalten induzierter Foxp3-Zellen in
Gegenwart transduzierter Tregs zu ergriinden, wie und ob sich zunachst CD4+Foxp3- T-Zellen durch
transduzierte Tregs /in vitro zur Foxp3-Expression anregen lassen, wurden CD4*GFP- T-Zellen aus
BALB/c-FoxGFP Reportermausen sortiert, um sicher zu stellen, dass keine natirlichen Regulatoren zu-
gegen sind. AnschlieBend erfolgte eine polyspezifische Aktivierung mit anti-CD3/CD28 Antikdrpern (a)
oder nur Kultivierung (na). Nach 36 Stunden folgte eine Transduktion mit Foxp3-Thy1.1-Virus (t) oder
nicht (nt). Jeweils nach 2 und 6 Tagen wurde per FACS-Analyse der Anteil GFP* und Thy1.1* Zellen er-
mittelt. Als GFP-positive Kontrolle wurden sortierte und aktivierte nTregs (CD4*GFP*) parallel kultiviert. In
der Zweitageanalyse zeigte sich eine starke Transduktionseffizienz von 61% bei den aktivierten Zellen
(Abb. 35 A). Nur in den aktivierten Kulturen waren einige GFP-positive Zellen erkennbar. Der Prozentsatz

GFP+ Zellen der aktivierten, nicht transduzierten (a, nt) lag bei 4.55%, wahrend der der zuséatzlich Trans-
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duzierten (a, t) insgesamt bei 13% lag. Nach 6 Tagen war dieser Anteil in den nicht transduzierten Zellen

auf 13.4% angestiegen, in den Transduzierten auf 31%. Fast 50% der transduzierten Thy1.1+ Zellen

exprimierten dann auch GFP (B). Transduzierte Tregs exprimieren also auch Foxp3 vom endogenen

Locus, fuhren in vitro aber kaum zur iTreg-Induktion. Die Aktivierung scheint bei einem Teil der Zellen

den endogenen Locus eventuell nur vorribergehend zu 6ffnen.
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Abb. 35: De novo iTreg-
Induktion in vitro. CD4*GFP-
T-Zellen wurden aus einer
BALB/c-Foxp3GFP  Repor-
termaus sortiert und entwe-
der mit Antikdrper aktiviert
(a) oder nur kultiviert (na).
Nach 2 Tagen wurden sie
entweder mit Foxp3-Thy1.1-
Virus transduziert (t) oder
(nt). Als

sortierte

nicht Kontrolle
dienten
(CD4+*GFP+),

und Kultiviert wurden.

nTregs
die aktiviert
Je-
weils nach 2 (A) und 6
Tagen (B) wurden die jewei-
ligen Zellen auf Thy1.1 und

GFP Expression untersucht.
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Im vorangehend beschriebenen Versuch zeigten naive T-Zellen einige Zeit nach Aktivierung im Vergleich
zu nicht aktivierten T-Zellen eine erhéhte GFP und damit Foxp3-Expression. Auch in mit Foxp3Thy1.1-
Virus transduzierten Tregs war nach einigen Tagen ein beachtlicher Anteil GFP-positiver Zellen detek-
tierbar. Ein wichtiger Aspekt, wenn es sich um Tregs in der Wissenschaft und Medizin handelt, dreht sich
um die Stabilitdt bzw. die mogliche Konversion zu T-Effektoren. Mittlerweile hat man herausgefunden,
dass der Demethylierungsgrad einer speziellen Region in der Nahe des Foxp3-Promotors, TSDR (7reg
specific demethylated region) genannt, mit erhdhter Stabilitét korreliert (Huehn 2009). Aufgrund der hier
beschriebenen Experimente war von gro3em Interesse, inwiefern man bei den de novo induzierten Tregs
von einem stabilen Phanotyp ausgehen kann. Um Auskunft Gber den Methylierungsgrad dieser verschie-
denen Tregs zu erhalten, wurden GFP*, Thy1.1* und Thy1.1*Foxp3* an Tag 6 nach Transduktion sortiert
und jeweils eine DNA-Extraktion vorgenommen. Per quantitativer PCR wurde von diesen Proben der
Demethylierungsstatus ihrer TSDR ermittelt (Baron, Turbachova et al. 2006). Wahrend bei den nTregs
ein Demethylierungsstatus von 88.4% berechnet wurde, waren die transduzierten Tregs, die Foxp3 aus-
schlieRlich aufgrund der Insertion exprimieren (Thy1.1*), nur zu 2.2% demethyliert. Aber auch die TSDR
der de novo induzierten GFP+* iTregs, ergab nur einen Wert von 3.2% (Abb. 36). Da eine Transduktion
den endogenen foxp3Locus nicht 6ffnet, war bei der Methylierungsanalyse der Thy1.1-positiven Zellen
ein niedriger Prozentsatz zu erwarten. Induzierte GFP+ Zelllen, deren endogener foxp3Locus transkripti-
onell allein aktiv ist, sind dem Methylierungsstatus nach zu urteilen nicht stabil. Eventuell ist eine zu ge-
ringe Zellzahl nicht in der Lage, stabil zu bleiben. Anscheinend bedarf es flr einen stabilen Treg-
Phanotyp der dauerhaften Expression des retroviral insertierten Locus, um den Treg-Phanotyp aufrecht
zuerhalten. Es bleibt aber festzuhalten, dass die Stabilitdt der Foxp3-Expression der iTregs auch 100
Tage nach Transplantation in den /n Vivo-Experimenten unter inflammatorischen und lymphopenen Be-

dingungen noch nachweisbar war.

Abb. 36: De novo induzierte
Tregs zeigen eine vollstandig
methylierte TSDR. CD4+*GFP+
100 4 nTregs und CD4*GFP- T-
90 1 Zellen wurden aus einer
L BALB/c-Foxp3GFP  Reporter-

maus sortiert und mit Antikor-

TSDR

70 -
B0 4 per aktiviert. Nach 2 Tagen
wurden die CD4+*GFP- Zellen

mit Foxp3-Thy1.1-Virus trans-

50 4
40 4
20 duziert. Nach 6 Tagen wurden
die Thy1.1* und GFP+ Zellen

sortiert, jeweils DNA extrahiert

Demethylierungsstatus [%]

20 A

und von der Firma Epiontis per
nTreg Thyl.1+ GFP+ gPCR die TSDR analysiert
(Baron 2006).
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Wenn auch die Ergebnisse der Methylierungsanalysen bei den induzierten GFP-positiven Tregs keine
Stabilitdt prognostizieren, so sollte in einem /n vivo-Versuch getestet werden, ob die einzelnen Zellpopu-
lationen Toleranz gegen Hauttransplantate bewirken kdnnen. GemalR dem standardisierten Transplanta-
tionsmodell erhielten BALB/c-RAG1--Mause effektorische T-Zellen sowie aus dem vorangegangenen
Transduktionsexperiment die gleiche Menge von aktivierten und sortierten entweder nTregs, Thy1.1+
Tregs oder GFP+ iTregs und ein allogenes Hauttransplantat. Die Haut der Tiere, die nTregs und die trans-
duzierten Thy1.1* (Foxp3*) Tregs bekommen hatten, wurde mindestens 40 Tage toleriert (Abb. 37). Im
Gegensatz dazu wurde das Transplantat der Maus, die lediglich GFP+ iTregs erhalten hatte relativ frih-
zeitig an Tag 16 abgestof3en. Kontrolltiere, die nur Effektoren bekommen hatten, stielen allogene Haut-
transplantate in der Regel zwischen Tag 8 und 12 ab. De novo induzierte Tregs, die entweder durch
transduzierte Tregs oder lediglich aufgrund polyspezifischer Aktivierung entstanden sind, waren tatsach-
lich nicht in der Lage eine Immunantwort zu regulieren. Eventuell ist die Induktion dieser Tregs nur eine
transiente Erscheinung, die Tregs sind also instabil und haben daher /n vivo keine supprimierende Wir-

kung mehr.

Abb. 37. De novo induzierte

§ 100 T > Tregs koénnen keine allogene
E i TransplantatabstoBung  verhin-
E 75+ P ~m Teff dern. BALB/c-RAG1---Mause
E ! —o— Teff + nTreg erhielten BALB/c-CD4+* CD45RBM
% 504 i i p= Teff + Thy1.1 Treg Effektorzellen und aktivierte und
i= - - #= Teff + GFP Treg sortierte entweder nTregs (5*105),
o H l i +
= 254 Yo transduzierte  Thy1.1 Tregs
4 C (2*105), GFP* iTregs (5*105). Am
m .
= 0 - folgenden Tag wurde ihnen allo-
L] L] L] L] L |
0 10 20 30 40 50 gene Haut transplantiert.

Zeit nach Tx [Tage]
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Kapitel 4 Diskussion

Eines der grol3en Ziele in der Transplantation ist die Toleranzinduktion, folglich das Langzeitliberleben
von Transplantaten ohne dauerhafte Immunsuppression. In diesem Zusammenhang sind wahrend der
letzten Jahre die regulatorischen T-Zellen in den wissenschaftlichen Fokus geraten. Aufgrund der Starke
der allospezifischen Immunantwort kann eine Toleranz wahrscheinlich nur durch die gleichzeitige Inhibiti-

on von Effektorzellen (Te) und Férderung der Regulatoren (Treg) erreicht werden.

Foxp3-transduzierte Tregs erzeugen Toleranz im klinisch relevanten immunkompetenten Transplantati-
onsmodell

Tregs haben mittlerweile eine unumstrittene physiologische Bedeutung, weshalb ihr Einsatz in der Trans-
plantationsimmunologie naheliegend ist. In immunkompetenten Tieren ist es trotzdem deutlich schwieri-
ger, lang anhaltende Toleranz nach Transplantation solider Organe zu induzieren, als in lymphopenen
Modellen. Durch die Gabe von polyspezifischen Tregs kann hdmatopoetischer Chimarismus nach Kno-
chenmarktransplantation erreicht werden (Joffre, Gorsse et al. 2004). Auch Autoimmundiabetes kann
durch /n vifro expandierte antigenspezifische Tregs supprimiert werden (Tang, Henriksen et al. 2004;
Jaeckel, von Boehmer et al. 2005). Aber bislang hat noch niemand demonstrieren kénnen, dass Tregs
allein solide Organe vor der akuten Abstollung schiitzen kénnen. Wie in einer Studie deutlich wurde,
konnte die Injektion alloantigen-aktivierter Tregs in subletal bestrahlte Empfangertiere das Uberleben
allogener Hauttransplantate nicht prolongieren (Joffre, Santolaria et al. 2008). Auch der Versuch, durch
anti-CD4/DST induzierte Tregs in Wildtypmausen Toleranz gegen Herztransplantate zu erzeugen schlug
fehl (Karim 2005). In Ubereinstimmung mit diesen Arbeiten konnte in dieser Arbeit ebenfalls allein durch
den Transfer von Tregs in nicht lymphopenen Modellen keine Toleranz induziert werden (Abb. 16). Die
Anzahl alloreaktiver T-Zellen ist im Verhaltnis zu den transferierten Tregs wahrscheinlich zu grof3. Damit
die Effektivitdt der Tregs gesteigert werden kann, muss also vermutlich die Menge alloreaktiver T-Zellen
reduziert werden. Um eine klinisch hohe Relevanz der Tregs im Kontext der Toleranzinduktion zu bekraf-
tigen, mussen fur die Tiermodelle klinisch realisierbare Protokolle erprobt werden. Dies gilt sowohl fur die
Reduktion von Effektor-T-Zellen als auch fiir die Zahlen der adoptiv transferierten Tregs. Daten zur Tole-
ranzinduktion mittels Antikérpern und Treg-Transfer zeigten, dass durch DST generierte alloantigen-
spezifische Tregs, zusammen mit Gabe eines toleranzinduzierenden anti-CD4 Antikdrpers in nicht
lymphopenen Wildtypméusen eine Toleranz gegen allogene Herztransplantate induzieren konnten
(Bushell 1995). Allerdings sind allogene Herztransplantate (Schenk 2005), ebenso wie Leber- (Steger
2006) und Nierentransplantate (Bickerstaff 2001; Wang 2011), in Nagern nur gering immunogen. Um ein
klinisch relevantes Modell zu benutzen, wurde deshalb die Hauttransplantation in einer immunogenen
Donor/Empfanger-Kombination (C57BL6—-BALB/c) gewahlt. Dies sollte helfen, die Ergebnisse auf den
Menschen zu Ubertragen. Gleichsam konnte der Transfer von alloantigen-spezifischen Tregs in Verbin-

dung mit depletierenden anti-CD8 Antikdrpern in Kombination mit Rapamycin die AbstoBung von Herz-
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transplantaten verhindern (Tsang 2009). Langzeit-Toleranz gegen stark immunogene Hauttransplantate
hingegen konnten im identischen experimentellen Setting nicht erzielt werden. In einem anderen Ansatz
konnten alloantigen-spezifische Tregs zwar ohne Immunsuppression die AbstoRung von allogenen Haut-
transplantaten verhindern, wobei die Donor-Empféanger-Kombination aber nur einen einzigen MHC- und
keinen vollstandigen MHC-mismatch beinhaltete (Golshayan, Jiang et al. 2007). Die Depletion von CD4
und CD8 T-Zellen und Injektion /n vifro generierter Tregs konnte in einer immunogenen Stammkombinati-
on auch keine Toleranz gegen Hauttransplantate bewirken. Wenn die Donormaus aus einer Kreuzung
zwischen Donor und Rezipient (F1) bestand (haploidenter mismatch), konnte die akute AbstolRung verzo-
gert aber nicht verhindert werden (Park, Koo et al. 2010). Toleranz nach adoptivem Treg-Transfer gegen
allogene Hauttransplantate mit komplettem MHC-mismatch in immunkompententen, nicht lymphopenen
Mausen konnte bis jetzt in keiner Studie gezeigt werden.

Toleranz findet vermutlich durch komplementdre Mechanismen der Deletion und Regulation statt (Li
2001). Sinnvoll kdnnte somit sein, initial alloreaktive Zellen zu minimieren, so dass die regulatorischen
Elemente dann die Kontrolle (ibernehmen kénnen. Aufgrund dieser Uberlegungen ist es in dieser Arbeit
gelungen, lediglich durch die Injektion Foxp3-transduzierter Tregs, kombiniert mit einer milden T-
Zelldepletion und kurzzeitigen Rapamycingabe, langfristig Toleranz in einem immunkompetenten und
vollstandig allogenen Hauttransplantationsmodell zu erreichen (Abb. 24). Dieses Resultat ist auch des-
wegen ein enormer Fortschritt, da T-Zell-depletierende Antikérper, wie anti-CD52 (CAMPATH-1H), Anti-
Thymozyten Globulin (ATG) oder anti-CD3 (OKT3), in der medizinischen Organtransplantation bereits
angewendet werden. Wie die Vorversuche dieser Arbeit zeigen, ist die milde Lymphozytendepletion be-
reits nach 5-7 Tagen voll reversibel (Abb. 17). Rapamycin wird bereits seit einiger Zeit in der klinischen
Transplantationsmedizin eingesetzt. Arbeiten im Mausmodell zeigen, dass Rapamycin mTOR-abhangig
Effektor T-Zellen inhibiert, wohingegen Tregs kaum beintrachtigt werden (Zeiser, Leveson-Gower et al.
2008). Die nur temporare Verabreichung, um den Tregs einen selektiven Vorsprung zu verschaffen, wére

fur die therapeutische Anwendung bei Transplantationspatienten somit ein enormer Vorteil.

Alloantigen-spezifische Tregs sind effektiver bei der Induktion von Toleranz

Tregs mussen zur Aktivierung Uber ihren TCR aktiviert werden (Thornton und Shevach 2000). Obwohl
man noch nicht im Detail Gber ihre TCR-Liganden Bescheid weil}, gelten nTregs als autoreaktive Zellen,
wahrend induzierte Tregs wahrscheinlich unterschiedliche Spezifititen gegen Antigene besitzen (Hsieh
2006). In der klinischen Transplantation wird die Anzahl an Tregs Ublicherweise im Blut und nicht in den
betreffenden Organen iberpriift. Uber die Antigenspezifitat dieser nTregs gibt es bislang keine Daten. Es
gibt aber Hinweise darauf, dass alloantigen-spezifische Tregs in der klinischen Induktion von Toleranz
gegen Autoimmunerkrankungen effektiver sein konnten (Tang, Henriksen et al. 2004; Jaeckel, von
Boehmer et al. 2005). Es ist allerdings schwierig, Tregs mit polyklonalem Repertoire von allospezifischen
zu distinguieren. Am Mausmodell konnte demonstriert werden, dass isolierte nTregs, die mit allogenen
APC aktiviert worden waren, nach Knochenmarktransplantation sowohl das Anwachsen des Transplan-
tats in bestrahlten Rezipienten férdern, als auch eine GvHD komplett verhindern. Die gleichen Tregs, die
mit Drittspender-APC stimuliert wurden, hatten diesen Effekt nicht (Trenado, Charlotte et al. 2003). Ob-

wohl auch polyspezifische Tregs GvHD inhibieren kdnnen, ohne den GvL-Effekt zu stéren (Edinger
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2003), ist die Datenlage bei solider Organtransplantation noch unklar. Mit TCR-transgenen Tregs konnte
in der soliden Organtransplantation gezeigt werden, dass alloantigen-spezifische Tregs effektiver die
AbstoRung von Herztransplantaten verhindern und das Uberleben von Hauttransplantaten zumindest
mehr verlangern konnten als polyspezifische nTregs (Sanchez-Fueyo 2006). Allerdings wurden diese
Versuche in zuvor entweder thymektomierten und CD25-depletierten oder bestrahlten Rezipienten
durchgefiihrt. Auch wir konnten zeigen, dass aktivierte polyspezifische nTregs im lymphopenen Modell
kaum eine Verldngerung des Transplantatiiberlebens bewirken. Aber Foxp3-transduzierte Tregs waren in
der Lage, ohne zusatzliche Unterstiitzung, lang anhaltende Toleranz gegen Hauttransplantate in 33% der
Falle zu erzeugen. Dabei waren erstaunlicherweise polyspezifische und alloantigen-spezifsche Regulato-
ren gleichermalien effektiv (Abb. 15 A). Die durch die Tregs herbeigeflihrte Allotoleranz war donorspezi-
fisch, da ein Drittspendertransplantat sehr schnell abgestoRen wurde (Abb. 26).

Die chronische Allotransplantatdysfunktion ist der haufigste Grund fur die spéate allogene Transplantatab-
stoBung. Dabei ist der direkte Antigen-Erkennungsweg fiir die akute Abstollung von grofter Relevanz,
wahrend in der chronischen Transplantatabstollung auch indirekte Antigenerkennung bedeutsam ist
(Hornick und Lechler 1997). Die direkte Immunreaktion verliert nach einer Transplantation mit der Zeit an
Bedeutung, wahrend die indirekte Immunantwort im zeitlichen Abstand nach Transplantation relevanter
wird. Das bedeutet demzufolge, dass es wichtig sein kdnnte, ob therapeutisch eingesetzte Alloantigene
ihr Antigen direkt oder indirekt erkennen. Einige Arbeiten belegen bereits, dass Tregs mit indirekter Anti-
generkennung in zuvor thymektomierte und CD4/CD8-depletierte Rezipienten eine langanhaltende Tole-
ranz gegeniber Hauttransplantaten mit einem geringen MHC-mismatch (ein MHC | mismaftch) erzeugen
kdnnen (Golshayan, Jiang et al. 2007). Als weiterer Ansatz wurden aus nTregs Zelllinien hergestellt, die
zunachst direkte Alloantigen-Spezifitat erhielten und anschlieBend durch retroviralen Gentransfer einen
TCR-Rezeptor exprimieren, der allogene Peptide indirekt erkennen kann (Tsang, Tanriver et al. 2008).
Diese Tregs konnten zusammen mit anti-CD8 Antikdrper und Rapamycin Toleranz gegen Herztransplan-
tate mit partiellem MHC-mismatch induzieren. Tregs mit ausschlieBlich direkter Spezifitat, ohne einen
zusétzlichen transduzierten TCR waren weniger effektiv. Demnach scheinen beide Mechanismen der
Alloantigenerkennung flr die Spezifitdt von Regulatoren von Bedeutung zu sein. Diese Modelle sind zwar
mechanistisch interessant und hilfreich fir weitere Studien, aber in die klinische Anwendung nicht Gber-
tragbar, da entweder kein vollstdndiger MHC-mismatch involviert ist oder es sich um transgene Zellen
handelt. Aulierdem konnten die transgenen Tregs keine bemerkenswerte Toleranz gegen Hauttransplan-
tate bewirken. Auch wenn die Haut nicht zu den klassischen Organen im Bereich der Transplantations-
medizin gehdrt, so stellt sie das am starksten immunogene Transplantat dar, dessen allogene Transplan-
tation, im Gegensatz zu Leber, Nieren und Herz, in der Regel nicht zu spontaner Toleranz fiihrt. Deshalb
ist es in der murinen Transplantationsforschung ein bliches Modell, um Toleranz unter schwierigen und
klinik-relevanten Verhaltnissen zu demonstrieren. Eine alternative Vorgehensweise, um eine Treg-
Population mit direkter und indirekter Antigenerkennung zu schaffen und deren Effektivitat zu testen, ist
die Aktivierung und Expansion von isolierten nTregs mit F1-APC. Tatsachlich konnten diese Tregs in
subletal bestrahlten Rezipienten die Induktion eines gemischten hamatopoetischen Chimarismus bewir-
ken, welcher dann eine Toleranz von allogenen Hauttransplantaten ermdglichte (Joffre, Santolaria et al.
2008). In der vorliegenden Arbeit wurden direkt sowie indirekt alloantigen-spezifische Tregs generiert, in

dem Empfanger CD4+ T-Zellen mit F1-APC (Kreuzung zwischen Donor- und Empfangertier) aktiviert und
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anschlieRend mit Foxp3 transduziert wurden. Im lymphopenen Transplantationsmodell konnten diese
Tregs in 80% der Félle eine Langzeit-Toleranz gegen allogene Haut erzeugen und waren damit deutlich
effizienter als Tregs mit direkter oder polyklonaler Spezifitat (Abb. 15 B). Im Gegensatz zu den vorherigen
Modellen kann man mit dieser Methode eine grofle Anzahl an Tregs mit indirekter Antigenerkennung
erhalten, ohne aufwendige /in vifro-Expansion, da das gesamte CD4+* T-Zellrepertoire und die hohe Pra-

kursorfrequenz alloreaktiver Zellen genutzt werden kann.

Alloantigen-spezifische Foxp3-tranduzierte Tregs sind funktionell und stabil

Viele natirliche und auch experimentell generierte Tregs sind als Prototyp fiir die klinische Applikation
bereits beschrieben worden (Brusko 2008), wobei die Anzahl der isolierten Tregs nach wie vor limitierend
ist. Dieses Problem kann durch die Expansion von nTregs oder retrovirale Insertion eines foxp3Gens in
T-Zellen geldst werden. Da die Anzahl natirlicher Regulatoren sowohl in der Maus als auch im Menschen
sehr limitiert ist, ist die Umprogrammierung von CD4+ T-Zellen in Tregs durch retroviralen Gentransfer
ergiebiger. Daflr wurden CD4* T-Zellen mit Donoralloantigen aktiviert. Die donorreaktiven Zellen waren
durch die Isolation mittels der Aktivierungsmarker CD25 und CDG69 erfolgreich angereichert. Durch retro-
viralen Gentransfer des foxp3Gens wurden sie anschlieRend zu Tregs umprogrammiert. Dieser Transfer
erfolgte auf hochst effizienter Basis (Abb. 10). Phanotypisch glichen die transduzierten Zellen den Tregs
natdrlicher Herkunft, da sie in hohem Mal} die Molekule CD25 (Sakaguchi 1995) und den Transkriptions-
faktor Foxp3 (Fontenot 2003), CTLA-4 (Takahashi 2000) und die Migrationsmarker CD62L und CCR7
exprimierten, deren Anwesenheit in vifro sowie in vivo fir immunmodulatorische Effekte essentiell sind
(Walunas und Bluestone 1998; Kingsley, Karim et al. 2002). Uberdies konnten diese Tregs (iber den ge-
nannten Zeitraum effizient expandiert werden, so dass nicht nur aufgrund der hohen Transduktionsrate,
sondern auch der Mdéglichkeit zur Expansion eine groRe Anzahl Tregs erzeugt werden kann, welche eine
Translation ermoglicht. /n vifro konnten sie, im Gegensatz zu kontrolltransduzierten Effektoren, signifikant
eine MLR unterdriicken, wahrend sie selbst anerg auf Restimulation mit Alloantigen reagierten (Abb. 13)
Alloantigen-spezifische Foxp3-transduzierte Tregs waren sowohl phanotypisch als auch in ihrer Stabilitat
von nTregs nicht unterscheidbar und zeigten /in vifro keine geringeren supprimierenden Eigenschaften.

Foxp3 ist derzeit der verlasslichste Marker zur Identifikation von Tregs (Bennett, Christie et al. 2001;
Brunkow, Jeffery et al. 2001). Studien an Foxp3GFP Anock-in Reportermausen zeigten, dass Foxp3 fir
das Uberleben der Treg-Vorlaufer nicht notwendig, aber essentiell fiir deren Suppressorfunktion ist
(Gavin 2007; Lin 2007). Anscheinend ist auch die Menge an vorhandenem Foxp3 fir die regulatorische
Funktion von groRBer Bedeutung, wie eine Studie demonstrierte, in der Tregs mit 10-fach dezimierter
Foxp3-Proteinexpression keine autoimmune Erkrankung inhibieren konnten (Wan und Flavell 2007).
Transkriptionelle Analysen gaben Hinweise darauf, dass der regulatorische Phanotyp durch die Expressi-
on von CD25 und CTLA-4 mit abhangt, aber durch Foxp3 gefestigt wird (Gavin, Rasmussen et al. 2007).
Die groRe Sorge beim Einsatz von antigenspezifischen Tregs in der Klinik ist die mdgliche Konversion in
Effektoren, die infolgedessen alloreaktiv waren. In den letzten Jahren mehren sich Hinweise, dass Foxp3+
Tregs nur eine eingeschrankte Stabilitat besitzen. Denn es wurde gezeigt, dass nTregs ihre Foxp3-
Expression verlieren kénnen, und damit auch ihre inhibitorischen Fahigkeiten einbifRen. Nach Verlust von

Foxp3 kénnen sie dann inflammatorische Zytokine wie IFN-y, IL-4 und IL-17 produzieren und Effektor-



DISKUSSION 91

funktionen erhalten (Williams und Rudensky 2007; Yang 2008; Sharma 2010). Auch im diabetischen
Mausmodell fand man einen bedeutenden Anteil Tregs, die ihre Foxp3-Expression verloren und Effektor-
funktion angenommen hatten (Zhou 2009). Auch Tregs, welche nach Induktion in Gegenwart von TGF-
induziert wurden (iTregs), scheinen nur eine instabile Expression des foxp3Gens zu besitzen (Koenecke
2009). Auf der anderen Seite ergab die Analyse von genetisch markierten Foxp3* Tregs, dass die Mehr-
zahl der nTregs in gesunden Mausen stabil bleibt (Rubtsov 2010). Eine andere Studie berichtet von einer
sehr stabilen Foxp3-Expression in CD25M-Tregs, wahrend ein kleiner Anteil Tregs mit geringem CD25-
Expressionslevel Foxp3 nach adoptivem Transfer in lymphopene Rezipienten verloren hatte (Komatsu
2009). In jedem Fall hat die Stabilitdt der Foxp3-Expression und damit des nTreg-Phanotyps bei der Ver-
wendung von antigenspezifischen Zellen eine besondere Bedeutung, da durch den Verlust von Foxp3
effiziente Effektorzellen entstehen wirden.

Die Foxp3-transduzierten Tregs, die in dieser Arbeit zur Induktion von Toleranz eingesetzt wurden, be-
wiesen /n vitro phanotypisch ein dullerst stabiles Expressionsprofil, wie die FACS-Analysen nach 20-
tagiger Zellkultur beweisen (Abb. 12). Wurden diese Zellen /n vivo im lymphopenen oder immunkompe-
tenten Transplantationsmodell eingesetzt, erzeugten sie dort nicht nur eine lang anhaltende Toleranz
gegenuber allogener Haut, sondern waren auch nach 100 Tagen und langer sowohl in der Milz als auch
den Lymphknoten und der Haut noch aufzufinden. Auch in den immunhistochemischen Analysen konnte
gezeigt werden, dass die in der Haut befindlichen Tregs dort langfristig persistierten, da nicht nur tber
80% der effektorischen T-Zellen Foxp3 exprimierten, sondern diese zu fast 80% aus den transferierten
Foxp3Thy1.1 Tregs bestanden. So zeigte sich bei den durch retroviralen Transfer transduzierten Tregs
im Gegensatz zu einigen Studien mit nTregs und iTregs eine langfristige Stabilitdt und Présenz in Tieren,
in denen Toleranz gegen ein allogenes Hauttransplantat induziert worden war. Wichtig ist hier sicherlich
auch die Prasenz des Transplantats als konstanter Antigen-Lieferant, der auch zur Stabilitat der Tregs
und dadurch zur Toleranzerhaltung beitrégt. Die funktionelle und genetische Stabilitat der Tregs ist eine
weitere Bestatigung, dass sie bei der Toleranzinduktion und -erhaltung eine aulerordentlich wichtige
Rolle spielt und die transduzierten Tregs im Gegensatz zu induzierten Tregs diese Anforderung erfillen

kénnen.

Einfluss der Foxp3-Transduktion auf den endogenen foxp3-Locus

Die Verwendung von Foxp3-Reportermdusen zeigte, dass retroviral transduzierte Zellen in 50% auch
Foxp3 von ihrem endogenen Locus exprimieren (Abb. 35). Da Foxp3 eine zentrale Rolle bei der Treg-
Funktion wahrend der Differenzierung und Erhaltung zukommt, werden in letzter Zeit wieder vermehrt die
molekularen Mechanismen des foxp3-Locus untersucht. Die Analysen von hochkonservierten nicht codie-
renden Sequenzen (CNS) im foxp3Locus offenbaren eine grofRe Rolle dieser Elemente bei der Kontrolle
der Foxp3-Expression (Zheng 2010). Aufgrund der Kontroversen bezlglich Stabilitdt und regulatorische
Wirksamkeit gerade von iTregs bot sich eine Analyse des Demethylierungszustandes ihrer TSDR an, der
mit erhéhter Stabilitat korreliert. Die Resultate der induzierten Tregs ergaben jedoch eine nahezu kom-
plett methylierte TSDR (Abb. 36). Dies steht im Einklang mit Ergbenissen von Studien, in denen mit TGF-
B /n vitro induzierten Tregs ebenfalls zwar eine Foxp3-Expression, aber eine unvollstidndige Demethylie-

rung des CpG-Motivs detektierbar war (Floess, Freyer et al. 2007). Diese iTregs hatten auch nach erneu-
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ter Stimulation keine suppressorische Fahigkeit. Es ist somit davon auszugehen, dass die konstante Ex-
pression vom transduzierten Locus dauerhaft fur eine stabile Treg-Funktion notwendig ist und es nicht zu
einer stabilen Expression des endogenen Locus kommt. Die de novo induzierten Tregs dieser Experi-
mente scheinen damit also eine instabile Population zu sein. Im Transplantationsmodell erwiesen sie sich
auch nicht erfolgreich in der Toleranzinduktion, da sie eine akute Abstof3ung der Haut nicht verhindern
konnten (Abb. 37). Die transduzierten Tregs aus dem gleichen experimentellen Ansatz hingegen konnten
eine Toleranz gegen die Haut induzieren. Fir die Stabilitdt und die Toleranzinduktion ist also eine dauer-
hafte Expression des retroviralen Promotors notwendig, da die Expression des endogenen Locus weder
einen stabilen Phénotyp noch regulatorisch wirksame Tregs hervorruft. Vielleicht kébnnen de novo indu-
zierte Tregs das Transplantat deshalb nicht schitzen, weil sie aus dem naiven T-Zellpool stammen und
ohne Praaktivierung transferiert werden. Die hierbei neu entstandenen Tregs entwickeln offensichtlich
zwar zumindest vorrubergehend einen regulatorischen Phanotyp, verlieren diesen aber entweder nach

Transfer /in vivo sehr schnell wieder oder sind suppressorisch wirkungslos.

Langzeit-Persistenz der Tregs

Ob ein Kernmechanismus fir die supprimierenden Eigenschaften von Tregs verantwortlich ist oder der
Toleranzinduktion mehrere komplementare Strategien zugrunde liegen ist noch ungewiss. Unklar ist
auch, ob ein spezieller Mechanismus eine dominante Rolle in bestimmten Situationen spielt, oder ver-
schiedene Mechanismen simultan und synergetisch eingreifen und ob das Ausfallen eines derer zum
Versagen der Toleranzinduktion fuhren kann. Um die Funktionsweise von regulatorischen T-Zellen /n vivo
besser zu verstehen, ist es zunachst auch wichtig zu wissen, wo genau sie wirken und wie lange. Bisher
sind aber keine Arbeiten bekannt, die Aufschluss darliber geben, was mit Tregs nach dem adoptiven
Transfer passiert.

T-Zellen haben eine begrenzte Lebensdauer. Selbst memory T-Zellen, die eigentlich als sehr langlebig
gelten, zeigen in einigen Studien eine langsame aber kontinuierliche Reduktion in der Peripherie (Surh
2006). Uber die Lebensdauer von Tregs ist bisher wenig bekannt. Unwahrscheinlich aber ist, dass sie
immortal sind. Fraglich ist demzufolge, wie Langzeit-Toleranz aufrechterhalten werden kann. Ob Tregs im
Kontext der Allotoleranz, solange Alloantigen gegenwartig ist, Uberleben und konstant alloreaktive T-
Zellen und APC kontrollieren oder ob sie nach einiger Zeit neue alloreaktive Tregs rekrutieren, ist unklar.
Wenige Arbeiten haben bisher die Uberlebensdauer und —raten von Tregs bei der allogenen Transplanta-
tion untersucht. Der Mechanismus der Toleranzinduktion nach adoptivem Treg-Transfer ist also bislang
ungewiss, da transferierte Tregs maximal 2 Wochen nach Transfer reisoliert werden konnten. In einigen
Arbeiten wurden lediglich kurzfristig die Uberlebens- und Proliferationsfahigkeiten tiberpriift. So fand man
beispielsweise, dass /in vifro expandierte Tregs, die langzeitlich Toleranz gegen Herztransplantate indu-
zieren konnten, zumindest bis 7 Tage danach spezifisch in der Milz proliferiert hatten (Komatsu, Mariotti-
Ferrandiz et al. 2009). Es konnte auch gezeigt werden, dass CD4+*CD25* T-Zellen in lymphopenen Mau-
sen Toleranz gegen Hauttransplantate bewirken konnten und nach 100 Tagen noch detektierbar waren
(Nishimura 2004). Aber nach heutigen Erkenntnissen bestehen sortierte CD4+CD25* T-Zellen nicht aus
einer reinen nTreg-Population, sondern enthalten eine groRe Anzahl naiver und potenziell effektorischer

T-Zellen. Bei den Zellen, die bei den Langzeit-Experimenten gefunden wurden, ist somit nicht klar, ob es
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sich um transferierte oder induzierte Tregs handelt. In den Transplantationsversuchen dieser Arbeit konn-
te erstmals demonstriert werden, dass adoptiv transferierte alloantigen-spezifische Tregs, die Toleranz
gegen allogene Hauttransplantate induzieren kénnen, auch in nicht lymphopener Umgebung mindestens
100 Tage uberleben. So war sowohl in der Milz, den inguinalen sowie mesenterischen Lymphknoten als
auch der Haut noch eine signifikante Anzahl transferierter Foxp3-positiver Tregs auffindbar (Abb. 25).
Offensichtlich sind Tregs in der Lage, die kurzfristige Zerstérung allogener Zielzellen zu regulieren. Der
Befund der Langzeit-Persistenz von Tregs erklart auch, warum in einem /n vivo-Killing-Assay, Mause mit
dauerhaft akzeptierten Transplantaten frisch injizierte allogene Donorzellen nicht eliminierten. Tiere, die
gegen das Alloantigen ohne gleichzeitige Toleranzinduktion durch Tregs bereits geprimt waren, beseitig-
ten die neuen allogenen Zellen sofort (Abb. 27). Durch die alloantigen-spezifische Treg-vermittelte Tole-
ranz gegen Hauttransplantate waren die Tiere offenbar grundlegend gegen das Alloantigen sensibilisiert.
Die Erkenntnis, dass sich durch die Tregs eine systemische Toleranz entwickelt und scheinbar stabili-
siert, da sie auch nach langer Zeit wirksam war, ist neu und in der wissenschaftlichen Literatur noch nie
beschrieben worden. Das lokale wie systemische Vorhandensein der antigenspezifischen Tregs in unse-
rem Modell Iasst den Schluss zu, dass beides flir eine stabile Toleranzinduktion notwendig ist. Dass der
Transfer tolerogener Splenozyten in neue Rezipienten in dieser Arbeit die Toleranz gegen ein allogenes
Hauttransplantat nicht fortfiihren konnte (Abb. 28), kénnte also darin begriindet sein, dass keine lokal im
Transplantat vorhandenen Tregs zugegen waren. Diese Tatsache scheint zumindest in diesem stark
immunogenen Transplantations-Modell von grofer Bedeutung, da in der Literatur der serielle Transfer
donorspezifischer Toleranz gegen Herztransplantate Gber tolerogene Splenozyten gezeigt werden konnte
(Chen 1996). Ob die lokale und systemische Anwesenheit der Tregs sowohl in der Induktionsphase als

auch im spéateren Verlauf des Toleranzerhalts benétigt wird, bleibt dabei noch ungeklart.

Lokale Toleranzinduktion

Tregs haben multiple Effektomechanismen der Regulation der adaptiven und angeborenen Immunant-
wort, welche entweder kontaktabhangig sind oder durch sezernierte Zytokine vermittelt werden (Tang und
Bluestone 2008; Shevach 2009). Experimentelle Modelle /n vivo haben gezeigt, dass die primare, initiale
Interaktionsstelle zwischen Tregs und naiven T-Zellen das drainierende lymphoide Gewebe ist und die
Tregs spater erst in das Transplantat wandern (Carvalho-Gaspar 2008). Eine Inflammation zum Zeitpunkt
einer Transplantation veranlasst die Migration und Reifung von Donor-APC vom Transplantat in die drai-
nierenden Lymphknoten (Larsen 1990). In Abwesenheit von Tregs werden dabei alloreaktive T-Zellen
von Donor-APC geprimt, wodurch der AbstoRungsprozess initiiert wird. In Anwesenheit von aktivierten
Tregs, wird das T-Zell-Priming in den sekundaren Lymphknoten verhindert (Carvalho-Gaspar, Jones et
al. 2008). Daneben kénnen Tregs auch lokal am Ort der Entziindung aktivierte Immunantworten modulie-
ren. Tregs sind also eventuell in der Lage, zwischen drainierenden Lymphknoten und dem Transplantat
hin und her zu wandern, um zunachst die potenzielle Alloantigen-Reaktivitat zu verhindern und im Trans-
plantat bereits aktivierte Zellen nachtraglich zu kontrollieren. Zusammengefasst deuten Arbeiten mit Mo-
dellantigenen darauf hin, dass zur effektiven Kontrolle adaptiver Imnmunantworten, Tregs am Ort des Ent-
ziindungsgeschehens und in den drainierenden Lymphknoten notwenig sind (Huehn und Hamann 2005).

In den Histologien der Hauttransplantate war eine starke Inflammation im allogenen Ansatz ohne Tole-
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ranzinduktion erkennbar. Einige wenige Infiltrate waren aber auch im syngenen Ansatz zu finden, was
wahrscheinlich an dem Wundheilungsprozess nach der Operation liegt. Obwohl die Haut im allogenen
Versuch mit Zugabe von Tregs dauerhaft akzeptiert worden war, fanden sich in der Histologie auch hier
einige Infiltrate (Abb. 29 C). Entgegen der wahrscheinlichen Annahme handelt es sich bei diesen Infiltra-
ten aber nicht um Zeichen einer chronischen Abstoflung, sondern gegenteilig um eine starke Akkumulati-
on von Tregs. Denn 50% aller CD4+* Zellen waren Foxp3 positiv. Die Tatsache, dass von allen Foxp3+*
Zellen fast 80% auch Thy1.1 exprimierten bewies, dass viele der adoptiv transferierten allospezifischen
Tregs speziell in das Transplantat gewandert sind, um dort die alloreaktiven Effektoren unter Kontrolle zu
halten. Die allospezifischen Tregs dominieren also die lokale Treg-Nische. Von einer derart starken loka-
len Akkumulation alloantigen-spezifischer Tregs ist bislang nicht berichtet worden.

Die funktionelle Bedeutung der Akkumulation alloantigen-spezifischer Tregs war zunachst unklar. Die
Versuche dieser Arbeit zur Retransplantation tolerierter Transplantate, gefolgt von einer sofortigen Re-
konstitution mit stark alloreaktiven Immunzellen zeigen, dass die durch transduzierte Tregs induzierte
Toleranz mit dem transplantierten Organ transferierbar ist (Abb. 31). Die Toleranzinduktion durch akku-
mulierte Tregs im Transplantat unterstreicht die Bedeutung der lokalen Toleranzinduktion im Vergleich zu
systemischen Toleranzmechanismen. Die Versuche stehen im Einklang mit Ergebnissen der Arbeits-
gruppe um H. Waldmann. Auch diese Gruppe konnte Allotoleranz mit Retransplantation des Transplan-
tats Ubertragen (Graca 2002). Allerdings mussten dazu die Transplantate (iber 30 Tage vorher auf eine
lymphopene Maus transplantiert werden, ehe diese immunrekonstituiert wurde. Somit ist hier nicht sicher
eine lokale Kontrolle gegeben, da die transferierten Zellen iber die homdostatische Expansion auch die
lymphoiden Organe besiedelten, bevor ein alloreaktives Immunsystem gegeben war. Im Gegensatz dazu
waren in den Versuchen dieser Arbeit mit sofortiger Immunrekonstitution keine Thy1.1 Tregs in sekunda-
ren lymphatischen Organen nachweisbar, was auf eine eher lokale Immunkontrolle schlieBen lasst. Zu-
dem wurden in den Experimenten von Waldmann und Mitarbeitern nicht eine definierte Treg-Population,
sondern tolerogene Splenozyten zur Toleranzinduktion gegeben, so dass die Mediatoren der Allotoleranz
eher undurchsichtig blieben (Graca, Cobbold et al. 2002).

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten stark darauf hin, dass der Transfer der transduzierten Tregs fir die
Toleranzinduktion essentiell ist. Die Depletion von Tregs in Tieren, die ein stabiles Hauttransplantat ha-
ben, sollte demzufolge eine AbstolRung auslésen. Auch nach wiederholter Injektion des Antikdrpers traten
aber weder im lymphopenen noch immunkompetenten Modell AbstoRungsanzeichen der Haut ein, ob-
wohl in der FACS-Analyse, im Gegensatz zu Kontrolltieren, die keinen Antikdrper erhalten hatten, keine
Tregs in der Milz und den Lymphknoten mehr zu finden waren. Auch 100 Tage nach Depletion konnten
keine transduzierten Tregs in lymphoiden Organen detektiert werden, ohne dass wahrenddessen die
Transplantate abgestolen wurden. Dies verdeutlicht, dass die dauerhafte Prasenz in sekundéaren
lymphatischen Organen fiir die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz nicht notwendig ist, obwohl in der
Literatur von der unbedingten Notwendigkeit toleranzinduzierender Tregs in den Lymphknoten berichtet
wird (Ochando 2005). Es zeigte sich jedoch, dass auch durch wiederholte Gabe depletierenden Antikor-
pers eine komplette Depletion von transferierten Tregs im Transplantat nicht méglich war (Abb. 33). Es
ware somit moglich, dass die verbliebenen lokalen Tregs fir die Aufrechterhaltung der Toleranz verant-
wortlich sind und die Anwesenheit von Tregs in den anderen Organen nur in der Induktionsphase erfor-

derlich ist.
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Alternativ kdnnten die Ergebnisse durch eine infektiése Toleranz oder deletionale Toleranzmechanismen
erklart werden.

(1) Als infektidse Toleranz wird die Induktion neuer alloantigen-spezifischer iTregs durch die initial trans-
ferierte Regulatorenpopulation verstanden. So konnte gezeigt werden, dass die supprimierenden Effekte
von tolerogenen Splenozyten aus herz-transplantierten Tieren seriell transferiert werden konnten und
hierbei eine infektiose Toleranz involviert war (Chen, Cobbold et al. 1996). Die Rolle solcher de novo
induzierter Tregs bei der Toleranzinduktion und -erhaltung wurde auch in TCR-transgenen Foxp3-
Reportermausen untersucht. Man konnte in lymphopenen Mausen Toleranz gegen Hauttransplantate
induzieren, die mit der Entwicklung von iTregs in der Peripherie assoziiert war (Kendal 2011). Unsere
Versuche zeigen jedoch, dass iTregs auch durch polyspezifische Tregs induziert werden, ohne dass
hierdurch eine Allotoleranz entsteht. Die iTregs entwickelten sich eher in Abhangigkeit von anwesenden
transduzierten Tregs und nicht von Alloantigen, da sie auch in hoher Anzahl in Kontrolltieren zu finden
waren, die kein allogenes Transplantat erhalten hatten (Abb. 34). Obwohl sich die iTregs auch in Tieren
entwickelten, die keine transduzierte Tregs erhalten hatten, konnten sie keine Allotoleranz gegen ein
Hauttransplantat induzieren.

(2) Es ware andererseits denkbar, dass die transferierten Tregs nur initial zur Toleranzinduktion benétigt
werden und es im Anschluss zu einer deletionalen Toleranz alloreaktiver T-Zellen kommt. Ahnliche Wir-
kungsweisen von Tregs wurden bei der Induktion von Allotoleranz durch Induktion eines Treg-
vermittelnden hdmatopoetischen Spenderchimarismus beschrieben (Pilat, Baranyi et al. 2010). In unse-
ren Versuchen flihrte der Transfer von Splenozyten von toleranten Mausen in RAG1---Tiere jedoch zur
AbstoRung von Donorgewebe. Dies spricht gegen eine deletionale Toleranz, da offensichtlich ausrei-
chend allospezifische Effektorzellen in sekundéren lymphatischen Organen vorhanden sind.

Da die Transplantate nicht abgestoRen wurden und eine infektiése Toleranz und eine deletionale Tole-
ranz ausgeschlossen werden konnten, kénnte das bedeuten, dass die wenigen lokal verbliebenen alloan-
tigen-spezifischen Tregs eine Abstoflung dauerhaft verhindern kénnen und damit eher die dominante

Toleranz wirksam ist.

Sicherheit in der Anwendung transduzierter Tregs

Wie oben beschrieben zeigten Foxp3 transduzierte Tregs eine hohe Stabilitat, waren jedoch auf die stabi-
le Expression vom transduzierten Gen abhangig, da der endogene foxp3Locus keine epigenetischen
Veranderungen zeigte. Dies stellt die Umsetzung in die Klinik in Frage, da theoretisch eine Insertionsmu-
tagenese denkbar wéare. Diese war nach Transduktion von hamatopoetischen Stammzellen gesehen
worden und hatte zur Entwicklung von Leukamien gefuihrt (Modlich 2005). In dieser Arbeit hingegen wur-
de in den Mausmodellen nie die Entwicklung von T-Zelllymphomen gesehen. Dies steht im Einklang mit
klinischen Studien, in welchen HIV- oder Krebspatienten genetisch modifizierte T-Zellen erhalten hatten
(Levine 2001). Auch in diesen Studien wurde niemals die Entstehung von Lymphomen beobachtet. Of-
fensichtlich ist das transformationelle Potenzial von Gentherapie in differenzierten Zellen deutlich gerin-
ger. Selbst durch Transduktion mit milden Onkogenen war hier keine maligne Transformation mdglich
(Baum 2006; Modlich 2006) .
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Ausblick

In dieser Arbeit konnte in klinisch relevanten, immunogenen Modellen eindeutig gezeigt werden, dass der
Transfer von spenderspezifischen Tregs fur die erfolgreiche aber auch schonende Therapie von Absto-
Bungsreaktionen nach einer Transplantation von grofer Bedeutung ist. Ferner wurden Protokolle entwi-
ckelt, mit denen eine Toleranzinduktion in nicht lymphopenen Empfangern nur durch einmaligen Transfer
einer kleinen Anzahl von antigenspezifischen Tregs mit einer milden, zeitlich limitierten Immunsuppressi-
on mdoglich ist. Um die Entwicklung weiterer, klinisch noch relevanterer Protokolle voranzutreiben, kénn-
ten weitere Medikamente in dem hier beschriebenen Modell getestet werden. Darin eingeschlossen wa-
ren verschiedene Derivate des bereits zum Teil erprobten aCD3¢ (OKT3) Antikérpers, aCD25 (Basilixi-
mab) und das murine ATG (Anti Thymozyten Globulin). Diese Antikérper finden gegenwartig schon bei
Transplantationen zur Toleranzinduktion bzw. Therapie steroidrefraktarer AbstolRungsperioden Verwen-
dung.

Im Gegensatz zu SPF-Mausen (specific pathogen free) existieren in Patienten schon vor der Transplanta-
tion donorreaktive T-Zellen (Nather 2006). Diese sind wahrscheinlich fir schnellere Abstol3ungsreaktio-
nen verantwortlich, da sie bereits sensibilisiert sind. Es gibt Hinweise darauf, dass solche memory T-
Zellen durch Tregs schwieriger zu kontrollieren sind als normale Effektoren (Le Moine 2009). Um dieser
Problematik in dem hier beschriebenen immunkompetenten Transplantationsmodell nachzugehen, kénn-
te man die Rezipienten vor der Transplantation und dem Treg-Transfer mit Donorantigen sensibilisieren.
In dieser Arbeit wurden bei der Toleranzinduktion nach Organtransplantation natlrliche mit poly- und
alloantigen-stimulierten transduzierten Tregs verglichen. In einem weiteren Schritt kénnte man die Fahig-
keiten autoantigen-spezifischer Tregs in der Induktion gewebespezifischer Toleranz bei der allogenen
Transplantation testen. Dieser Ansatz hatte den klinischen Vorteil, dass solche Tregs schon wahrend der
Wartezeiten der Patienten auf das zu transplantierende Organ generiert werden kénnten. Um sich der
klinischen Relevanz noch weiter anzundhern kénnten Tregs, die gegen ein endogenes Selbstantigen von
Betazellen gerichtet sind, in der Inselzelltransplantation eingesetzt werden. Um der Limitierung durch
MHC-Restriktion der Tregs entgehen zu kénnen, ist es denkbar, die Spezifitdt von polyspezifischen
nTregs durch Transduktion mit einem alloantigen-spezifischen chimaren Antigenrezeptor (CAR) zu ver-

andern (Bridgeman 2010).

Zusammengefasst konnte somit zum ersten Mal durch den alleinigen Transfer von Tregs aus dem peri-
pheren Repertoire eine stabile Allotoleranz erzeugt werden. Da hierzu ein immunogenes Allotransplanta-
tionsmodell verwendet wurde, besitzen die Ergebnisse ein hohes translationales Potenzial. Die grof3e
Bedeutung der lokal akkumulierten Tregs suggeriert dazu, dass die Induktion einer gewebespezifischen
Toleranz mdglich ist, ohne die Immunkompetenz des Empfangers systemisch zu schwachen und ohne
die Notwendigkeit zur dauerhaften Immunsuppression. Die Arbeiten definieren aber auch Kriterien fur den
erfolgreichen Einsatz von Tregs nach Organtransplantation: Die transferierten Tregs sollten alloantigen-
spezifisch sein und eine hohe Stabilitadt des Treg-Phanotyps besitzen. Die Arbeiten geben somit konkrete

Hinweise fir die Entwicklung klinischer Studien.
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Kapitel 5 Anhang
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NatriumAzid

Natriumhydroxid

Nanogramm
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NH4CI Ammoniumchlorid

NH4Cl2 Ammoniumchlorid

NK Zelle Natural Killer = Natirliche Killer Zelle
nTreg Naturliche regulatorische T Zelle

oD Optische Dichte

P Pellet= Zellabsatz nach Zentrifugation
PB Pacific blue

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction = Polymerase Ketten Reaktion
PE Phycoerythrin

PEG Polyethylenglycol

PerCp Peridinin chlorphyll protein

PFA Paraformaldehyd

[o¢] Pikogramm

PMA Phorbol myristate actetate

poly polyspezifisch

PS Protaminsulfat

R Responder

r Reverse = Ruckwarts

RAG Recombination activating gene

Rapa Rapamycin (Sirolimus)

RBC Red blood cell = rotes Blutkdrperchen
RNA Ribonucleic acid = Ribonukleinséure
rpm Rounds per minute = Umdrehungen pro Minute
RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RV Retrovirus

S Stimulator

SA Streptavidin

Si Stimulationsindex

SN Supernatant = Uberstand

Sp Spleen = Milz

SSC Sideward scatter

STAT signal transducers and activators of transcription
syn syngen

TBS-T Tris buffered saline-Tween

TCR T cell recepfor=T Zell Rezeptor

TE Tris/EDTA-Puffer

Tett Effektorische T Zelle

TGF-B Transforming growth factor-beta

Th T Helfer Zelle

Tm Memory T Zelle

TNF-a Tumor necrosis factor-alpha

Treg Regulatorische T Zelle

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
TSDR Treg specific demethylated region

Tx Transplantation

U Units

UN Uber Nacht

VE-Wasser Vollentsalztes Wasser (Demineralisiert)

a anti
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