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ZUSAMMENFASSUNG I

Des-TZR x K" Mause exprimieren das MHC-Molekiil K® in geringer Dichte und
haben gleichzeitig T-Zellen mit einem T-Zellrezeptor, der gegen das Molekul gerich-
tet ist. Die Tiere zeigen trotzdem keine Anzeichen von Autoimmunreaktionen, viel-
mehr konnen die T-Zellen, in andere Mause Ubertragen, eine parallel induzierte GvH-
Reaktion unterdriicken. Aufgrund dieser Wirkung wurden Des-TZR x K" T-Zellen
hinsichtlich ihres Phanotyps, ihrer Ontogenese und Funktionsweise charakterisiert.
Die T-Zellen wurden durch eine Negativselektion angereichert und ihr Phanotyp
bestimmt. Eine Aktivierung durch die Aufreinigungsprozedur fand nicht statt. Die
transgenen T-Zellen exprimierten den T-Zellrezeptor entweder in intermediarer
Dichte und keinen CD8-Korezeptor (Des-TZR™CD8) oder beide Molekiile in
niedriger Dichte (Des—TZR'°CD8'°). Beide Populationen exprimierten CD44, CD122,
und der CD8-Korezeptor wurde teilweise in seiner CD8a."p-Form exprimiert. Durch
diesen Phanotyp, aber auch durch den Nachweis einer hohen Produktionsrate an
IFNy gelang die Zuordnung der T-Zellen zu den intermedidren T-Zellen, zu denen
auch NKT-Zellen gezahlt werden. Des-TZR x K> T-Zellen befinden sich in einem
teil-anergen Zustand und zeigen eine besondere thymische Entwicklung: Des-
TZR"°CD8" Thymozyten differenzieren sich vergleichsweise schnell und nur in den
ersten Lebenstagen der Maus, durchlaufen die negative Selektion ohne ein doppelt-
positives Stadium, und sind in Thymi adulter Tiere nicht mehr nachweisbar, wahrend
sich Des-TZR™CD8  (DN) Thymozyten auch in adulten Tieren noch entwickeln und
ein doppelt-positives Stadium durchlaufen. Die T-Zellen sind zur homeostatischen
Proliferation fihig und dabei von der Expression des K°-Molekiils abhangig, zeigen
sich jedoch in vitro sehr empfindlich und werden innerhalb von 24 h apoptotisch.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse konnte die folgende Hypothese aufgestellt
werden: autoreaktive Des-TZR°CD8"° T-Zellen konnten der Selektion im noch
unreifen Thymus entkommen; diese Zellen werden von den nachfolgenden DN T-
Zellen mit Toleranz infiziert, so dal® beide Populationen diese Toleranz im GvH-
Modell Ubertragen konnen. Die Marker CD44, CD122 und die CD8a B -Form des
Korezeptors werden aufgrund der Wechselwirkung mit dem selektionierenden

Antigen exprimiert und dienen in der Peripherie zur Regulation der Zellen.

Schlagworte: intermediare T-Zellen, regulatorisch, infektiose Toleranz



ABSTRACT I

Double transgenic Des-TZR x K™ mice express ubiquitously the MHC molecule K®
in low density and although their T cells express a receptor which is directed against
the K molecule the mice show no autoimmune reaction. Even more, if the T cells
are transferred to other mice they can suppress a parallel induced GvHD reaction.
On the basis of these results Des-TZR x K°* T cells were characterised concerning
their phenotype, ontogenesis and abilities. The T cells were enriched with the help of
negative selection and their phenotype was identified. The cells were not activated
through the enrichment procedure. The transgenic cells expressed the T cell receptor
either in intermediate density without the CD8 co-receptor (Des-TZR™CD8") or both
molecules in low density (Des-TZR°CD8"). Both populations expressed CD44,
CD122, and the CD8 co-receptor was partially expressed in its CD8a."B~ version. Not
only because of this phenotype, but also because of the high production rate of IFNy
it was possible to classify the T cells as intermediate T cells, which also includes NKT
cells. Des-TZR x K™ T cells are partially anergic and show a special thymic
development: Des-TZR"CD8" thymocytes differentiate comparatively fast and only in
the first days after birth. They go through negative selection without a double positive
state and are not detectable in adult thymi, while Des-TZR™CD8" (double negative)
thymocytes still develop in adult mice and pass through a double positive state. Des-
TZR x K" T cells are capable of homeostatic proliferation and at the same time
depending on the expression of the K® molecule, but in vitro the cells are highly
sensitive and become apoptotic with 24 h. Following the results it can be
hypothesised that autoreactive Des-TZR°CD8"° T cells could escape negative
selection in the young and immature thymus; these cells are infected with tolerance
from the following double negative T cells. In the end, both populations can transfer
these tolerance in the GvHD model. The cell markers CD44, CD122 and the CD8a."p"
version of the co-receptor are expressed due to the interaction with the negative

selecting antigen and serve the regulation of the cells in the periphery.

Key words: intermediate T cells, regulatory, infectious tolerance
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1.1 Einleitunq

1.1.1 Die Herausbildung des T-Zell-Repertoires

Als Teil des adaptiven Immunsystems haben T-Zellen die Aufgabe, von intra-
zellularen Pathogenen befallene Zellen zu erkennen. Ein wichtiges Merkmal dieser
Erkennung ist dabei der Kontakt des T-Zellrezeptors mit Molekilen des Haupthisto-
kompatibilitatskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) auf der Zielzelle.
Diese haben die Aufgabe, intrazellulare Peptide zu binden und sie an der Zellober-

flache als Antigene zu prasentieren [1, 2].

Bei diesem Kontakt muly die T-Zelle in der Lage sein, korpereigene Antigene von
fremden unterscheiden zu kdnnen: handelt es sich um ein fremdes Antigen, muf} die
T-Zelle reagieren. Ist es dagegen ein korpereigenes Antigen, kdnnte eine Aktivierung
eine Autoimmunreaktion und damit die Zerstérung korpereigenen Gewebes
auslésen, d.h. die T-Zelle darf nicht reagieren. Die Resistenz gegentber einer
Aktivierung durch Antigene bezeichnet man dabei als Toleranz [3]. Die
Herausbildung eines funktionellen, aber selbsttoleranten Repertoires von
T-Zellen ist essentiell fiir das Uberleben eines Organismus und erfolgt im Thymus
durch Wechselwirkungen der unreifen T-Zelle (Thymozyt) mit MHC-Molekilen

innerhalb zweier Prozesse, der positiven und der negativen Selektion [4].

Die Entwicklung einer T-Zelle im Thymus erfolgt dabei aus Vorlauferzellen, die aus
dem Knochenmark einwandern. Diese Vorlauferzellen exprimieren weder den
T-Zellrezeptor, noch die fir T-Zellen charakteristischen Korezeptormolekile CD4
oder CD8, und werden mit Bezug auf die Korezeptormolekille als doppelt-negativ

bezeichnet.

Im doppelt-negativen Thymozyten findet wahrend der T-Zellreifung zunachst ein
Rearrangement der T-Zellrezeptor-p-Gene statt, um eine funktionierende p-Kette des

T-Zellrezeptors exprimieren zu kdnnen. Anschliel3end werden die beiden Korezeptor-



1 EINLEITUNG 4

molekule CD4 und CD8 exprimiert und die Zelle befindet sich im doppelt-positiven
Stadium. Mit Erreichen des doppelt-positiven Stadiums wird durch das Rearrange-
ment der T-Zellrezeptor-a-Gene ein funktionsfahiger, heterodimerer ap-T-Zellrezep-
tor exprimiert. Die Zelle wird nun der positiven Selektion unterworfen, d.h. es wird
uberpruft, ob der T-Zellrezeptor in der Lage ist, Uberhaupt Selbst-MHC-Molekule zu
erkennen und mit ihnen zu reagieren. Je nachdem, ob der Rezeptor dabei mit einem
MHC-Klasse-I-Molekul reagiert oder mit einem MHC-Klasse-II-Molekul, wird im
Anschlufy der CD4-Korezeptor bzw. der CD8-Korezeptor herunterreguliert und der
Thymozyt befindet sich im einfach-positiven Stadium. Erkennt der Rezeptor jedoch
kein Selbst-MHC-Molekul, erhalt die Zelle durch weitere Rearrangements der
Rezeptorgene und die Expression eines neues T-Zellrezeptors eine weitere

Uberlebenschance oder sie geht zuletzt durch Apoptose zu Grunde [5-7].

Nachdem die Thymozyten einen T-Zellrezeptor ausgebildet haben, der Selbst-MHC-
Molekule erkennt, mul} sichergestellt werden, dal} sie dabei nicht durch korpereigene
Peptide aktiviert werden. Reagieren Thymozyten wahrend ihrer Differenzierung auf
Selbst-Antigene, werden sie ebenfalls durch die Induktion von Apoptose aus dem
Repertoire entfernt. Diese sogenannte negative Selektion ist das erste Bollwerk zur

Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz eines Individuums [5, 8].

Wie kann es sein, dall einmal eine Wechselwirkung zwischen dem T-Zellrezeptor und
dem MHC-Molekiil ein positives Signal zum Uberleben des Thymozyten gibt, ein
anderes Mal aber Apoptose induziert? Hierzu gibt es im wesentlichen zwei Theorien:
Die Aviditatstheorie geht davon aus, dald das Ergebnis einer Wechselwirkung
zwischen dem T-Zellrezeptor und dem MHC-Molekul von der Aviditat der Bindung
bestimmt wird. Die Aviditat setzt sich dabei zusammen aus der Affinitdt des
T-Zellrezeptors zum MHC sowie der Dichte der T-Zellrezeptor:MHC-Komplexe auf der
Zelloberflache. Ist die Aviditat niedrig, wird die Zelle positiv selektioniert, ist sie zu
stark, wird durch dieses Signal im Thymozyten Apoptose induziert und die Zelle wird

negativ selektioniert [9-11].
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Die differentielle Signalhypothese hingegen geht davon aus, dal} die Signale, die zur
positiven und negativen Selektion flhren, sich in der Qualitdt und nicht in der
Quantitat unterscheiden [9]. Die differentielle Hypothese wird zur Zeit favorisiert, eine

endgultige Klarung steht jedoch noch aus.

Es ist nicht zwingend notwendig, dal} Thymozyten zuerst positiv und dann negativ
selektioniert werden. Vielmehr kann bei einer sehr starken Wechselwirkung des
T-Zellrezeptors mit dem MHC-Molekul die negative Selektion noch vor der positiven

erfolgen, es handelt sich also um zwei voneinander unabhangige Prozesse [12].

Der Ablauf der T-Zell-Differenzierung im Thymus kann nicht nur anhand der
Expression des T-Zellrezeptors und seiner Korezeptoren verfolgt werden. Ein
weiteres Charakteristikum ist u. a. auch die transiente Expression von CD69 [7, 13].
CD69" Thymozyten reprasentieren hierbei Zellen, die die positive Selektion durch-
laufen oder durchlaufen haben [14, 15]. Zwingend notwendig fur eine Expression von
CDG69 ist dabei die Wechselwirkung des T-Zellrezeptors mit dem selektionierenden
MHC-Liganden [16, 17].

T-Zellentwicklung im Thymus

reife

T-Zell- —
DN — T-Zellen

Vorlaufer
CD4CD8

O

TZR'

Abb. 1: Schematische Darstellung der T-Zellentwicklung im Thymus;
DN: doppelt-negativ, DP: doppelt-positiv; SP: einfach positiv, TZR: T-Zellrezeptor
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1.1.2 T-Zell-Homeostase

Mit Hilfe der positiven und negativen Selektion reifen T-Zellen heran, die, aus dem
Thymus entlassen, den peripheren T-Zell-Pool vervollstandigen. Generell unterliegt
der periphere T-Zell-Pool einer scharfen Regulation, um z.B. die Anzahl von Effektor-
T-Zellen nach einer Immunantwort wieder auf ein normales Mal} zu reduzieren, aber
auch, um den konstanten Flu® neugenerierter T-Zellen aus dem Thymus in die
Peripherie zu integrieren. Hierdurch bleibt die Anzahl reifer T-Zellen nahezu
konstant, selbst wenn in adultem Zustand der Thymus atrophiert ist, oder eine
Infektion eine Expansion von T-Zellen erfordert. Dieses Phanomen wird als

Homeostase bezeichnet [18-21].

Wahrend der Differenzierung im Thymus ist die Wechselwirkung des T-Zellrezeptors
mit dem selektionierenden MHC-Molekul Uberlebenswichtig flr die Zelle. Bis vor
kurzem ging man davon aus, dal reife T-Zellen, haben sie erst einmal den Thymus
verlassen, in der Peripherie in einem Ruhezustand verharren, bis sie von einem
Fremdantigen aktiviert werden [22]. Tatsachlich brauchen sie auch in der Peripherie
zum Uberleben ein konstantes Signal, und wieder ist es der Kontakt mit dem ehedem

positiv selektionierenden MHC-Molekdl, der die Zellen am Leben erhalt [22-24].

Untersuchungen zur Homeostase wurden an lymphopenen Tieren durchgeflhrt, d.h.
in Empfangertieren, deren periphere T-Zellen depletiert wurden oder die durch eine
Mutation keine T-Zellen besitzen. In diese Tiere wurden Spender-T-Zellen Uberfuhrt
und deren Proliferationsverhalten untersucht. Dabei wurde herausgefunden, dafl}
uberfuihrte, naive T-Zellen stark proliferieren. Diese sogenannte homeostatische
Proliferation verlauft polyklonal und ist unabhangig von einem stimulierenden
Antigen, zwingend notwendig ist jedoch auch hier der Kontakt mit dem positiv-
selektionierenden MHC:Peptidkomplex [21-26].

Wahrend der homeostatischen Proliferation erlangen die Zellen den Phanotyp und

auch die Effektorfunktionen von memory T-Zellen, d.h. CD8" T-Zellen exprimieren
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die Oberflachenmarker CD44 und CD122, weisen zytotoxische Aktivitat auf und
produzieren IFNy, wenn sie mit einem Antigen stimuliert werden [25, 28, 29]. Nach
Erreichen der Homeostase bildet sich je nach untersuchtem Modell der naive

Phanotyp zurtck [25] oder der memory-like Phanotyp bleibt erhalten [28, 29].

Bei der Aufrechterhaltung der Homeostase antigenspezifischer CD8" memory
T-Zellen spielen die Zytokine IL-15 und IL-2 eine wichtige Rolle: wahrend IL-15 die
Proliferation antreibt, ist IL-2 verantwortlich fir den Tod der sich teilenden Zellen
durch Fas-vermittelte Apoptose. Die Rezeptoren beider Zytokine teilen sich hierbei
die p-Kette des IL-2-Rezeptors (CD122). Da auch memory-like T-Zellen CD122
exprimieren, liegt die Vermutung nahe, dal ihr Proliferationsverhalten nach dem
gleichen Mechanismus kontrolliert wird. Der Beweis hierfur steht jedoch noch aus
[22, 30, 31].

Auch fir das Zytokin Interferon-y (IFNy) konnte neben seiner zentralen Rolle bei der
zellvermittelten Immunitat eine proapoptotische Funktion bei der Homeostase von

CD8" T-Zellen nachgewiesen werden [32, 33].

1.1.3 Periphere Toleranz

Neben der negativen Selektion im Thymus, der zentralen Toleranz, gibt es eine
Reihe von Mechanismen der peripheren Toleranz, die zusatzlich zu der Reifung im
Thymus sicherstellen, dal} autoreaktive Zellen in der Peripherie keinen Schaden
anrichten konnen. Hierbei handelt es sich um die Phanomene der Anergie, der
peripheren Deletion, Ignoranz und des Herunterregulierens des T-Zellrezeptors

sowie des CD8-Korezeptors [34].

Als Anergie bezeichnet man die Unfahigkeit der T-Zelle, auf Aktivierung hin zu
proliferieren, wenn bei der MHC:T-Zellrezeptor-Wechselwirkung das kostimula-

torische Signal ausgeblieben ist [35, 36]. Der Zustand ist unter anderem dadurch
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charakterisiert, dal’ anerge Zellen bei einer Restimulierung durch ihr Antigen nicht
proliferieren, weil sie kein IL-2 produzieren kénnen. Die Produktion von anderen
Zytokinen, wie z.B. IFNy wird in diesem Zustand nicht beeinfluRt [35]. Bei der
peripheren Deletion handelt es sich um einen zusatzlichen Mechanismus zur
Beseitigung autoreaktiver Zellen, die der negativen Selektion im Thymus entkommen
sind [36, 37].

Wird ein Antigen nur in geringer Menge exprimiert, kommt der Mechanismus der
Ignoranz zum Tragen, d.h. autoreaktive Zellen reagieren nicht, wenn sie mit dem
Antigen in Kontakt kommen [38]. Des weiteren kdnnen T-Zellen den T-Zellrezeptor
und den CD8-Korezeptor in der Oberflachenexpression herabregulieren, wenn sie in
der Peripherie auf ein Selbst-Antigen reagieren, das im Thymus nicht exprimiert
wurde [39].

1.1.4 Regulatorische T-Zellen

Neben den eben genannten, eher passiven Mechanismen der zentralen und
peripheren Toleranz stellen sog. regulatorische T-Zellen eine aktive Form der
Toleranz dar [40].

Es wurden mehrere Subpopulationen regulatorischer T-Zellen definiert, die sich in
der Wirkungsweise und dem Phanotyp unterscheiden. Zumeist fokussiert sich das
Interesse auf CD4 ap-T-Zellrezeptor® T-Zellen, die durch die Expression von CD25
charakterisiert werden, der o-Kette des IL-2-Rezeptors. Hierbei handelt es sich um
selbst-reaktive, aber anerge Zellen, die aktiv die Proliferation anderer T-Zellen
hemmen konnen [41]. Sie zeigen eine thymus-abhangige Entwicklung, d.h. sie
stammen nicht von CD4°CD25" Vorlaufern aus der Peripherie ab [42, 43]. In einem
doppelt transgenen Mausmodell, bei dem die Tiere einen transgenen T-Zellrezeptor
bekannter Spezifitat exprimierten und zusatzlich das entsprechende Antigen,
entstanden regulatorische T-Zellen als Konsequenz der negativen Selektion, wenn

das Antigen im Thymus nicht in zu hoher Dichte exprimiert wurde und die
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Thymozyten eine hohe Affinitat zum Antigen hatten [41, 44]. Charakteristische
Oberflachenmarker dieser T-Zellen sind neben dem konstitutiv exprimierten CD25
das kostimulatorische Molekll CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)
und der zu der TNF-Familie gehdérende Rezeptor GITR (glucocoticoid-induced tumor-

necrosis factor receptor family-related protein) [44].

Die Induktion der Suppressor-Funktion CD4"CD25" regulatorischer T-Zellen erfordert
die Aktivierung durch den T-Zellrezeptor - sind die Zellen jedoch erst einmal aktiviert,
regulieren sie andere T-Zellen unabhangig von einer weiteren Aktivierung durch ihr
Antigen, d.h. unspezifisch [43, 45]. In vitro Studien ergaben, dalR CD4'CD25"
regulatorische T-Zellen ihren inhibitorischen Effekt durch Zell-Zell-Kontakt austben

und unabhangig sind von immunsuppressiven Zytokinen.

Dem entgegen stehen CD4'CD25" regulatorische T-Zellen, deren Effektorfunktion in
vivo eine Abhangigkeit von IL-4, IL-10 und TGF-p zeigt [46]. Anders als die eben
beschriebenen T-Zellen, die wahrend der natlurlichen T-Zellreifung im Thymus
entstehen, entstehen diese regulatorischen T-Zellen aus reifen CD4" Zellen unter
bestimmten Bedingungen durch Antigen-Stimulierung und werden deswegen als
adaptive regulatorische T-Zellen bezeichnet. Sie kdnnen ex vivo generiert werden
durch eine Antigen-Stimulierung in Beisein immunsuppressiver Zytokine wie [L-10.
Auch in vivo ist die Funktion dieser regulatorischen T-Zellen von Zytokinen abhangig.
Ein weiterer Unterschied zu naturlichen regulatorischen T-Zellen ist die Abhangigkeit

von einer konstanten Aktivierung durch das Antigen [44, 46].

Weitere Modelle bestatigen die Existenz von CD4" regulatorischen T-Zellen, die
weder Uber suppressive Zytokine ihre Funktion ausiben, noch CD25 exprimieren
[42].

Neben CD4" regulatorischen T-Zellen gibt es noch weitere T-Zell-Populationen, die
regulatorische Fahigkeiten haben; zu nennen sind hierbei doppelt-negative CD4"
CD8TZRap" T-Zellen, CD8" T-Zellen und NKT-Zellen.
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Doppelt-negative TZRaf" T-Zellen reagieren mit MHC-Klasse-I-Molekiilen und
vermitteln ihren suppressiven Effekt nicht durch Zytokine, sondern supprimierten in
einem Transplantationsmodell alloreaktive CD8" T-Zellen gleicher Spezifitat durch
Fas-vermittelte Apoptose. In weiteren Modellen konnten Graft-versus-Host-Reak-
tionen unterdrickt oder autoreaktive T-Zellen daran gehindert werden, Autoimmun-
krankheiten auszuldsen. Bei humanen doppelt-negativen TZRaf* T-Zellen wurde die

Produktion von IL-4 und IFNy nachgewiesen [47].

Klassische NKT-Zellen stellen eine Population von Zellen dar, die Eigenschaften
sowohl mit T-Zellen, als auch mit NK-Zellen teilen. Sie koexprimieren NK1.1 und den
ap-T-Zellrezeptor, wobei der T-Zellrezeptor in seinem Repertoire reduziert ist auf
Expression von V@8, 7 oder 2 und der invariante Kette Va14Ja281 [48, 49], und
Antigene CD1d-restringiert erkennt [50]. NKT-Zellen sezernieren nach einer
Aktivierung mit hoher Geschwindigkeit groe Mengen an IFNy und IL-4 [48, 51, 52],
spielen eine Rolle bei der Bekampfung von Tumorzellen und Viren [53, 54] und

verhindern das Entstehen von Autoimmunkrankheiten [55, 56].

Das Expressionsmuster von NKT-Zellen zeigt mit der Expression von CD44",
CD45RB" und CD62"° einen aktivierten, bzw. memory Phanotyp [57, 58]. In der
Literatur wurden die klassischen NKT-Zellen zunéchst als CD4" bzw. doppelt-negativ
beschrieben [48, 59-61], jedoch konnte gezeigt werden, dal} es sich bei NKT-Zellen
um eine sehr heterogene Population von Zellen handelt, die sich im Phanotyp und in
der Funktion unterscheiden. So wurde z.B. neben den CD4" und doppelt-negativen
NKT-Zellen auch eine Population CD8" NKT-Zellen gefunden, die angereichert ist mit
CD8a'B" Zellen [62, 63]. Auch bezieht sich die Expression des Markers NK1.1 nur
auf Mausstamme, die das NK1.1 Allel exprimieren, wie z.B. C57BL/6 [60, 64]. NK1.1"
NKT-Zellen sind in der Regel CD4" oder doppelt negativ, NK1.1" NKT-Zellen
dagegen vornehmlich CD8" [65-67]. Wahrend die Mehrheit der CD4" NKT-Zellen
CD69 exprimiert, konnte dies fir CD8" NKT-Zellen nur zu einem geringen Anteil

festgestellt werden [62].
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Eine weitere Besonderheit von NKT-Zellen ist, dal® sie die IL-2-Rezeptor-B-Kette
(CD122) exprimieren und den T-Zellrezeptor in intermediarer Dichte. Dies trifft noch
auf eine Reihe weiterer T-Zellsubpopulationen zu, so dal3 Zellen dieses Phanotyps

insgesamt als intermediare T-Zellen bezeichnet werden [59-61].

Die immunsuppressiven Zytokine TGF-p und IL-10 nehmen eine Schlusselrolle in der
Vermittlung der Effektorfunktionen regulatorischer T-Zellen ein. IL-10 ist ein Zytokin
mit immunsuppressiver und anti-inflammatorischer Wirkung, dessen Funktion bisher
vornehmlich in Zusammenhang mit CD4" T-Zellen untersucht wurde, vor allem mit
CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen. Dabei wird teilweise von einer sehr hohen
Produktionsrate berichtet [68, 29]. IL-10 spielt eine wichtige Rolle bei der
Immunregulation des darmassoziierten lymphatischen Gewebes [67-73], beim
Langzeit-Uberleben allogener Transplantate [74], sowie dem Aufrechterhalten
peripherer T-Zell-Toleranz [75] und der CD4" T-Zell-Homeostase [76]. Des weiteren
hat es einen negativ-regulierenden Effekt auf die Produktion von IL-2 und die
Expression von CD25 [77].

TGF-B hat einen antiproliferativen Effekt auf CD4" T-Zellen und verhindert die
Differenzierung von Th1 und Th2 Helferzellen. Es inhibiert auRerdem die Aktivierung

von Makrophagen und ihre Fahigkeit, proinflammatorische Zytokine zu produzieren
[78].

Die Produktion und Funktion der beiden Zytokine scheinen Uber eine positive
Feedback-Schleife verbunden zu sein, wobei IL-10 die Produktion von TGF-B

verstarkt und umgekehrt [78].

Auch IFNy werden antiproliferative und immunmodulierende Fahigkeiten zuge-
schrieben, seine Rolle in der T-Zellhomeostase wurde bereits beschrieben. Es
beeinflul3t die Entstehung der experimentell allergischen Enzephalomyelitis [79, 80],
hat Einflu® auf die Tumorimmunitat [81] und es unterdrickt die Expression von IL-10
in Monozyten [82-84].
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Ebenso wird fur IL-4 eine immunregulatorische Wirkung vermutet, wobei das Zytokin
allein nicht vor Autoimmunreaktionen schitzen kann. Es wird deswegen diskutiert, ob
es nur fur einige Subpopulationen regulatorischer T-Zellen eine Rolle spielt und
dabei eher als Wachstumsfaktor fungiert [42]. Neben der Rolle der sezernierten
Zytokine in der Vermittlung der regulatorischen Aktivitat und des membrangebun-
denen TGF-B verweisen andere Modelle auf das bereits kurz erwahnte CTLA-4 und
GITR. So verhinderte die Blockade von CTLA-4 in einem Transplantationsmodell die
regulatorische Wirkung von CD4'CD25" T-Zellen [85, 86]. Die Expression von
CTLA-4 scheint funktionell mit regulatorischen T-Zellen assoziiert zu sein, ist aber
nicht spezifisch auf diese Zellpopulation beschrankt [86]. GITR wird im Gegensatz zu
CTLA-4 von CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen nicht konstitutiv, sondern erst nach
Aktivierung exprimiert [86]. Die Aktivierung des Rezeptors durch Antikorper
neutralisiert die immunregulatorische Wirkung der T-Zellen und induziert Autoimmun-

erkrankungen [87,88]

Ein weiteres Ligandenpaar mit regulatorischer Wirkung ist das Fas/FasL-System, das
uber Zell-Zell-Kontakt in der Zielzelle Apoptose induziert [89, 90].

Fiar alle Populationen regulatorischer T-Zellen gilt, dald sie sich in Bezug auf
Phanotyp und Zytokinprofil teilweise Uberlappen, so dal® es moglich ist, dal sie

tatsachlich oder zumindest funktionell miteinander verwandt sind [91].

Die T-Zell-vermittelte Immunregulation dient nicht nur zur Kontrolle der Immun-
Antwort auf Selbst-Antigene, sie kann auch verwendet werden, um die Immunantwort
auf Fremdantigene zu unterdricken, vor allem im Falle einer Organtransplantation.
Nach einer Transplantation wird das neue Organ vom Immunsystem als fremd
erkannt und bekampft, d.h. abgesto3en. Dies kann durch die Gabe von Immun-
suppressiva verhindert werden, mit der nicht unerheblichen Folge, dal} dabei das
gesamte Immunsystem beeintrachtigt wird und eine Verteidigung gegenuber
Pathogenen und Krebszellen nur noch eingeschrankt moglich ist. Dagegen stellt die

Moglichkeit, regulatorische T-Zellen einzusetzen, um die AbstoRungsreaktion zu
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unterdrucken, eine zielgenaue Methode dar, die alle weiteren Bereiche des

Immunsystems unbeeintrachtigt a3t [86, 92, 93].

Zahlreiche Modelle befassen sich mit der Rolle regulatorischer T-Zellen in der
Transplantationstoleranz, so konnte z. B. CD4'CD25" T-Zellen eine Rolle nach-
gewiesen werden bei der Akzeptanz von sowohl soliden Transplantaten, als auch
von Knochenmark [86] und z.B. fir CD45'RB" T-Zellen bei der Akzeptanz eines

Pankreas-Transplantates [94].

1.1.5 Das Modell MHC-Klasse-l (H-2K") und anti-K°-T-Zellrezeptor doppelt
transgener Mause

Insgesamt beschéftigen sich nur sehr wenige Modelle mit der Subpopulation CD8"
regulatorischer T-Zellen. Wir etablierten deswegen ein MHC-Klasse-I-restringiertes
Mausmodell, indem wir Mause kreuzten, die transgen sind fir das MHC-Klasse-I-

Molekiil H-2K®, mit Mausen, die transgen sind fiir einen anti-K°-T-Zellrezeptor.

Die H-2K® transgenen Mause exprimieren das MHC-Molekiil ubiquitar in geringerer
Dichte als der Wildtyp und werden deswegen im folgenden als , K> bezeichnet [11].
Der anti-K*-T-Zellrezeptor kann mit dem monoklonalen Antikdrper Désirée-1
nachgewiesen werden [95], deswegen wird im folgenden der Mausstamm und der
T-Zellrezeptor kurz mit ,Des” bezeichnet. Das Antigen K® wird auch im Thymus der
F4-Generation (im folgenden Des-TZR x K®'® genannt) in geringer Dichte exprimiert.
Dies hat zur Folge, dal3 Des-TZR transgene Thymozyten nicht vollstdndig negativ
selektioniert werden und in der Peripherie Des-TZR transgene T-Zellen nach-
gewiesen werden konnen, die entweder den T-Zellrezeptor (TZR) und den CD8-Ko-
rezeptor in geringer Dichte exprimieren (Des-TZR°CD8"°) oder nur den Des-T-
Zellrezeptor in intermedidrer Dichte (Des-TZR™CD8") [11].

Des x K" Mause zeigen keine Anzeichen von Autoimmunitat; K°-transgene Haut-
transplantate werden nicht abgestofen und in einer gemischten Lymphozyten-

Reaktion zeigten Des-TZR x KP'° T-Zellen keine Proliferation, auch nicht in
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Gegenwart von exogenem IL-2, d.h. Des-TZR x K> T-Zellen verhalten sich
gegenuber ihrem Antigen K® in vivo und in vitro tolerant [11 sowie unverdffentlichte
Daten]. In einem Graft-versus-Host-Modell konnte bewiesen werden, dal
Des-TZR x KP™ T-Zellen die Fahigkeit besitzen, regulatorisch auf das Immunsystem
einzuwirken: erhalten K"'°-Mause eine Injektion von 10° Des-TZR-Lymphknoten-
zellen, sterben sie innerhalb von 20 Tagen an einer Graft-versus-Host-Reaktion.
Erhalten sie aber gleichzeitig eine Koinjektion von 10° oder mehr Des-TZR x K"™-

Lymphknotenzellen, sind sie vor den letalen Folgen der Krankheit geschutzt [96].

100 %
s, 8 —&— 10 Des + 10° Des x K™
;-
i —<>— 10° Des + 107 Des x Kb™
50 % . —&— 10° Des + 10° Des x Kb™
—a— 10° Des
25 %
) A
0-' [} 1 1
0 50 100 150

Uberleben (d)

Abb. 2: Anzahl Uberlebender Mause in Prozent nach Injektion von 10° Des-TZR transgenen
Lymphknotenzellen mit und ohne Koinjektion von Des-TZR x K> Lymphknotenzellen.

1.2 Ziele der vorliegenden Arbeit

Basierend auf den Erkenntnissen einer regulatorischen Aktivitat sollten mit der
vorliegenden Arbeit Des-TZR x K®™ transgene T-Zellen in einem doppelt transgenen
Mausmodell charakterisiert werden. Mit Hilfe durchfluBzytometrischer Methoden
wurde der Phanotyp der adulten Lymphozyten ermittelt und die Ontogenese der

unreifen Vorlauferzellen im Thymus verfolgt.
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Mit Hilfe von Transferexperimenten wurde das Verhalten der T-Zellen in einem
lymphopenen Empfanger bei An- und Abwesenheit des positiv-selektionierenden
MHC-Komplexes untersucht, auRerdem wurden Untersuchungen zum apoptotischen

Verhalten in vitro vorgenommen.

Die T-Zellen unseres Tiermodells sind in der Lage, eine letale Graft-versus-Host-
Reaktion zu unterdricken. Um den Mechanismus dieser Regulation zu erforschen,
wurden die Zellen in vitro durch quervernetzende Antikorper stimuliert und die
Uberstande mit Hilfe der ELISA-Technik auf die Expression der Zytokine IL-2, IL-10,
TGFB und IFNy untersucht.

Phanotyp und Verhalten der Des-TZR x K*" transgenen T-Zellen wurde jeweils mit
Des-TZR transgenen T-Zellen der Parentalgeneration verglichen, die keine regula-
torischen Fahigkeiten hinsichtlich der untersuchten Parameter besitzen. Von den
Untersuchungen erhofften wir uns Erkenntnisse Uber die Art und das Verhalten der

regulatorischen Des-TZR x K** transgenen T-Zellen.
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2.1 Tiere und Tierhaltung

2.1.1 Tierschutzrechtliche Bestimmungen

Eine Genehmigung der Tierversuche durch die Bezirksregierung Hannover lag vor
(Aktenzeichen 509i-42502-00/273). Weiterhin lag eine Ausnahmegenehmigung vor
zur Durchfuhrung von nichtoperativen Eingriffen und Behandlungen von Mausen
gemal § 9 Abs. 1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes. Kenntnisse flr einfache operative
Eingriffe waren wahrend der Diplomarbeit zur Erlangung des Grades einer Diplom-
Biologin erworben und durch den Leiter des Tierlaboratoriums der Medizinischen

Hochschule Hannover, Herrn Prof. Hedrich, bestatigt worden.
2.1.2 Verwendete Stamme

Alle verwendeten Maus-Stamme sind transgene Inzuchtstamme mit B10.BR-
Hintergrund (H-2%), die in den Raumen des zentralen Tierlabors der Medizinischen
Hochschule unter der Leitung von Prof. Hedrich gehalten wurden. Fir Versuche

wurden nur heterozygote Tiere verwendet.
2.1.3 H-2K® transgene Miuse

Mause des Stammes 179-4 exprimieren ubiquitar das MHC-Klasse-I-Molekiil H-2K®
als Transgen unter der Kontrolle seines genomischen Promotors. Die Expressions-
dichte liegt bei ca. 33% gegenuber der Expressionsdichte einer Wildtyp-Maus
(C57BI/6), daher werden die Tiere dieses Stammes im folgenden als K>
bezeichnet [11].
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2.1.4 T-Zellrezeptor-transgene Mause

Mause dieses Stammes exprimieren bei einem H-2K*-Hintergrund auf allen reifen
T-Lymphozyten einen rearrangierten H-2K’-spezifischen T-Zellrezeptor. Das Trans-
gen wurde aus dem CD8-abhangigen CTL-Klon KB5.C20 isoliert und wird unter der
Kontrolle des endogenen Promotors und des p-chain enhancers auf T-Zellen
exprimiert [97]. Der H-2K’-spezifischen T-Zellrezeptor liegt bereits rearrangiert vor.
Er hat somit bei der T-Zell-Differenzierung im Thymus einen Vorteil gegenuber
anderen T-Zellrezeptoren und wird noch vor der Reifung der endogenen Rezeptoren

ausgebildet.

Der Vorteil ist nicht absolut, d.h. die Ausbildung endogen rearrangierter T-
Zellrezeptoren wird nicht vollstandig supprimiert, so dald einerseits T-Zellen
vorliegen, die den transgenen Rezeptor ausschliellich und in hoher Dichte
exprimieren, und andererseits Zellen, die die endogenen TZR-a Rezeptoren in hoher

Dichte exprimieren und zusatzlich den transgenen in geringer Dichte [98].

Da fast ausschliellich T-Zellen einer Spezifitdt vorliegen, zeigen die Tiere dieses

Stammes eine reduzierte Resistenz gegenuber Infektionen.

Der Nachweis des transgenen T-Zellrezeptors erfolgt durch den Klonotyp-
spezifischen Antikorper Désirée-1, der freundlicherweise von Ann-Marie Schmitt-
Verhulst zur Verfigung gestellt wurde [95]. Die T-Zellrezeptor-transgenen Tiere
waren freundlicherweise von Prof. Bernd Arnold zur Verfligung gestellt worden [97]

und werden im folgenden als ,Des-TZR"-transgen bezeichnet.
2.1.5 nicht-transgene Mause

Als nicht-transgene Kontrollen wurden Tiere des Stammes B10.BR und BALB/c

verwendet.
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2.1.6 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte in einem als Genlabor der Sicherheitsstufe S1 genehmigten
Raum des Zentralen Tierlabores der Medizinischen Hochschule Hannover, in
Gruppen von unterschiedlicher Grofe in durchsichtigen Makrolon-Kafigen des Typs

[l auf staubfreiem Weichholzgranulat.

Die Tiere wurden mit pelletiertem, spezialbehandelten Futter (1324 N; Altromin,
Lage) und Leitungswasser ad libitum versorgt. Einstreu, Futter und Trinkwasser
wurden wochentlich ausgetauscht. Eine Analyse auf Kontamination des Tier-

bestandes erfolgte regelmaliig alle drei Monate.
Die Temperatur (20°C +/- 2°C) und die relative Luftfeuchtigkeit (50% +/- 5 %) in den

Tierraumen wurde elektronisch Uberwacht, die Beleuchtung erfolgte in einem
12stindigem Hell-Dunkel-Rhythmus bei 300 Lux.

2.2 Narkotika

Fiar Operationen wurde ein Narkotikum verwendet, das in Endkonzentration 5 % (v/v)
Ketamin (Wirkstoff Ketaminhydrochlorid, Dr. E Graub AG, Bern) und 5 % (v/v)
Rompun (Wirkstoff Xylazinhydrochlorid, Bayer, Leverkusen) in PBS enthielt. Zur

kurzzeitigen Betaubung sowie zum Toten wurde CO, verwendet.
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2.3 Medien und Puffer

Soweit nicht anders beschrieben, erfolgte die Lagerung bei 4°C.

2.3.1 Kulturmedium

RPMI 1640 wurde in 500 miI-Flaschen von GIBCO invitrogen corporation (Karlsruhe)
bezogen. Um den kultivierten Zellen alle nétigen Wachstumsfaktoren zukommen zu
lassen, wurde dem Medium 10 % (v/v) in Endkonzentration hitzeinaktiviertes fetales
Kalberserum (FCS, Biochrom, Berlin) zugesetzt. Weiterhin wurden zugefugt: 4 mM
Glutamin (Biochrom, Berlin), 100 U/ml Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin) und
0,1 nM B-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt).

2.3.2 Kulturmedium mit *H-Thymidin

Fur Proliferationsmessungen wurde Kulturmedium im Verhaltnis 1:50 mit

*H-Thymidin (Uber Nuklearmedizin, Medizinische Hochschule Hannover) versetzt.

2.3.3 Medium 199

Medium 199 wurde als Pulver von Applichem (Darmstadt) bezogen. Eine Einheit

wurde in 10 | A. bidest gelost und sterilfiltriert.

2.3.4 Dulbecco’s phosphatgepufferte Saline (DPBS)

DPBS ohne Calcium und Magnesium wurde als Pulver von Biochrom (Berlin)

bezogen. 95,5 g wurden in 10 | A.bidest gelost und sterilfiltriert.



2 MATERIAL UND METHODEN 20

2.3.5 Hamolysepuffer

8,29 g NH4CI, 0,037 g Dinatrium-EDTA-2-Hydrat und 0,839 g NaHCO3 (alles Merck,
Darmstadt) wurden in 900 ml A.bidest. geldst, der pH auf 7,6 eingestellt und auf 1 |
aufgefullt.

2.3.6 Trypanblau-Losung

Trypanblau (Fluka, Schweiz) wurde 0,16 %ig (m/v) in DPBS gel0st.

2.4 Puffer und Losungen fur die Aufreinigung und Markierung von

Antikorpern

2.4.1 Waschpuffer

Eine 20 mM Na;HPO4-Lésung und eine 20 mM NaH,PO4-Lésung (Merck, Darmstadt)
wurden gemischt, bis sich ein pH-Wert von 7,0 einstellte.

2.4.2 Elutionspuffer

7,507 g Glycin (Merck, Darmstadt) wurden in 900 ml A.bidest mit 1 M HCI (Merck,
Darmstadt) auf pH 2,7 eingestellt und anschlieend mit A.bidest auf 1| aufgefulit.

2.4.3 Neutralisationspuffer

121,14 g Tris (Merck, Darmstadt) wurden in 900 ml bidest. H,0 geldst, mit 1 M HCI
(Merck, Darmstadt) auf pH 9,0 eingestellt und mit A.bidest auf 1 | aufgefulit.
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2.4.4 Regenerationspuffer |

60,06 g Harnstoff (Merck, Darmstadt) wurden in 400 ml bidest. H,0 gelést, mit 1 M
HCI (Merck, Darmstadt) auf pH 7.0 eingestellt und anschliefiend mit A.bidest auf
500 ml aufgefullt. Der pH-Wert wurde eingestellt, wenn die Losung Raumtemperatur
hatte.

2.4.5 Regenerationspuffer Il

100 ml Neutralisationspuffer wurden mit 800 ml A.bidest verdunnt, anschlielRend
wurden 29,22 g NaCl (Merck, Darmstadt) in die Losung gegeben. Der pH-Wert
wurde eingestellt, wenn die Lésung Raumtemperatur hatte, anschlieRend wurde die

Losung auf 1 | aufgefullt.

2.4.6 Kopplungspuffer fiir die Biotinylierung und FITC-Konjugation

Eine 0,1 mM Na,COs-Losung und eine 0,1 mM NaHCOs3-Losung (Merck, Darmstadt)
wurden gemischt, bis sich fur die Biotinylierung ein pH-Wert von 7,7 einstellte und fur
die FITC-Konjugation ein pH-Wert von 9,2.

2.4.7 Biotin-Stammldsung

Unmittelbar vor Gebrauch wurde 1 mg/ml Biotin (Biotinamidocaproat N-Hydroxy-
succinimid Ester, Sigma, Minchen) in Dimethylformamid (DMF, Merck, Darmstadt)
geldst. Es wurden Glasrohrchen verwendet, da DMF Kunststoff angreift.

2.4.8 FITC-Stamml6sung

Unmittelbar vor Gebrauch wurde 1 mg Fluorescein-lsothiocyanat Mixed Isomers

(FITC, Sigma, Munchen) in 500 pl Kopplungspuffer gelost.
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2.5 Losungen und Antikorper fir die durchfluBRzytometrische

Analyse

2.5.1 FACS-Puffer

500 ml DPBS wurden 0,02 % (v/v) NaN3z sowie 2 % (v/v) FCS in Endkonzentration
zugesetzt. NaN3 (Merck, Darmstadt) wurde als 10 %ige (w/v) Stammldsung in

A.bidest angesetzt.

2.5.2 Fertiglosungen fiir die DurchfluBzytometrie

Als Tragerflussigkeit wurde FACS Flow™ verwendet, FACS Rinse™ zur Reinigung

und FACS Safe™ zur Desinfektion (alle Becton Dickinson, Heidelberg).

2.5.3 CFSE-Losung

Verwendet wurde eine 5 mM Ldésung vom CFDA, SE Succinimidylester des
Fluoresceinisothiocyanats, (CFDA, SE, genannt CFSE, Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) in Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, Minchen). Die Lésung wurde in
Aliquots eingefroren und zum Gebrauch erneut in DMSO verdunnt.

2.5.4 Antikorper

Folgende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin, Biotin oder Fluoreszin-
isothiocyanat konjugierte Antikdrper wurden fur die Analyse am DurchfluRzytometer
verwendet. Die monoklonalen Antikérper wurden entweder von BD Pharmingen
(Heidelberg) bzw. Caltag (Hamburg) erworben oder wurden mit Hilfe von

Hybridomzellen selbst hergestellt.
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Spezifitat Klon Isotyp Referenz
anti-TZRp-Kette!  H57-597 arm. Hamster IgG, [99]
Gruppe 2, A
Caspase-3, Polyklonal Kaninchen [100]
aktive Form?
CcD4° GK1.5 (L3T4) Ratte 1gG2, k [101]
CD80u 53-6.7 Ratte 19Gaa,k [102]
CD8p? 53-5.8 Ratte 19G1, k [102]
CD11b’ M1/70 Ratte 1gGap, « [103]
CcD19' 1D3 Ratte 19Gya, K [104]
CD24' M1/69 Ratte IgM, « [103]
CD25' PC61 Ratte 1gG4, A [105]
CD28? 37.51 Hamster IgG, [106]
CD44* IM7 Ratte 1gGap, « [107]
CD45.1" A20 Maus IgGza, [108]
CD45.2' 104 Maus 1gGza,k [108]
CD45R’ RA3.6B2 (B220) Ratte I9Gya, [109]
CD45RB? 16A Ratte 19G2a, [110]
cD62L’ MEL-14 Ratte 19G2,, [111]
CD69° H1.2F3 arm. Hamster IgG, [112]
Gruppe 1, A
CD122° TMB1 Ratte IgGy, K [113]
Des-TZR-Klonotyp' Desirée-1 Maus 1gGg,, [95]
Ly-6G (Gr-1)’ RB6.8C5 Ratte IgGap, [114]
anti-K"’ K9.178 Maus 1gGaa, [115]
NK-1.17 PK136 Maus IgGaa, [116]
anti-Thy1.2" T24 Ratte 1gG [117]
CD54’ YN-1 Ratte IgGap, [118]

Tab. 1: Die fir die vorliegende Arbeit verwendeten Antikorper; angegeben sind
Spezifitat, Klon, Isotyp und der Literatur-Nachweis (Referenz). ! eigene Produktion,
2 BD Pharmingen, >Caltag.

2.6 Antikorper-Aufreinigunq

Die Aufreinigung monoklonaler Antikérper aus dem Kulturtiberstand von Hybridom-
zellen erfolgte Uber eine ProteinG-Saule (High Trap ProteinG Sepharose, Pharmacia,
Erlangen in einer Econo Columns Saule, Biorad, Munchen, Volumen ca. 5 ml) bei
4°C. Es wurde die Chromatographie-Anlage LKB GP-10 von Pharmacia, Erlangen
verwendet, einschlie3lich der Pumpe LKB Pump-1, dem Detektor LKB
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Uvicord SlI (Detektion von Protein im UV-Bereich bei 280 nm) und dem Schreiber
LKB Rec 101. Die Saule wurde zu Beginn mit Waschpuffer equilibriert, d.h. mit dem
funffachen Saulenvolumen gesplilt bei einer Flufdrate von 1-2 ml/Min. Der Hybridom-
uberstand wurde mit HCI angesauert, bis sich ein pH-Wert von 6,7 ergab, und Uber

einen 0,45 ym-Zellulose-Acetat-Filter (Sartorius, Gottingen) gegeben.

AnschlieBend wurde der Uberstand lber die ProteinG-Saule gegeben, bei einer
FluBrate, die nicht dber 1 ml/Min. lag. Nicht gebundene Substanzen wurden mit
Waschpuffer solange bei einer FluRrate von 1-2 ml/Min. herausgespult, bis kein

Proteinpeak am Schreiber mehr sichtbar war (Nullinie).

Zur Elution gebundener Immunglobuline wurde der Elutionspuffer mit einer Flul3rate
von 1 ml/Min. Uber die Saule gegeben. Sobald ein Proteinpeak sichtbar wurde,
wurde das Eluat in einem 50 ml-Polypropylen-Rdhrchen (Sarstedt, NUmbrecht)
aufgefangen, welches 0,5 — 1 ml Neutralisationspuffer enthielt. Das Auffangen wurde

abgebrochen, sobald der Peak wieder fiel.

Die Antikorper-Fraktion wurde sofort gegen DPBS dialysiert, indem die Lésung in
einen Dialysierschlauch (Visking, Roth, Karlsruhe) Uberfihrt wurde und dieser
anschlie3end in ein Gefal® mit 500 ml DPBS kam. Inkubiert wurde unter Ruhren fur
24 h bei 4°C, das DPBS wurde dreimal ausgetauscht.

Vorbereitung der Dialysierschlauche: Ein Schlauch wurde in 20 cm grolR3e Stlicke
geschnitten und in einem Becherglas mit A.bidest zum Kochen gebracht, das Wasser
wurde dabei zweimal gewechselt. Schlauche, die nicht sofort verwendet wurden,
wurden in A.bidest mit 0,02 % (v/v) NaN3 bei 4°C gelagert und vor Gebrauch mit
A.bidest gesplult. Zur Regeneration wurde so lange Elutionspuffer Gber die ProteinG-
Saule gegeben, bis alle Immunglobuline eluiert waren (Nullinie), danach wurde in
folgender Reihenfolge mit dem jeweils funffachen Saulenvolumen gespdlt:
Regenerationspuffer I, Regenerationspuffer Il, Elutionspuffer, Waschpuffer und zur
Aufbewahrung abschlielend mit 20 % Ethanol.
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2.7 Konjugation der Antikorper

2.7.1 Biotinylierung

Zum Umpuffern der Antikdrper-Losung wurden PD10-Saulen (Pharmacia, Erlangen)
mit 20 ml Kopplungspuffer pH 7,7 equilibriert. Die Antikdrper-Losung wurde in einer

Konzentration von 3,5 mg in 2,5 ml auf die Saule gegeben.

Nach dem Waschen der Saule wurde der Kopplungspuffer vollstandig eingelassen,
so dal sich keine Flussigkeit mehr Uber der Saule befand. Die Antikorper-Losung
wurde auf die Saule gegeben und vollstandig eingelassen, das Eluat wurde
verworfen. Anschlieend wurde 3,5 ml Kopplungspuffer aufgetragen, das Eluat (nun
in einer Konzentration von 1 mg/ml) wurde aufgefangen und die Saule mit DPBS

equilibriert.

Das umgepufferte Eluat wurde mit Biotin versetzt, indem das entsprechende
Volumen von 50 pg Biotin/mg (Stammlésung) auf die Antikdrper-Losung pipettiert
wurde. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fur 30 Min. unter leichtem
Schutteln (Schattler Uber Roth, Karlsruhe).

2,5 ml der Lésung wurden auf die DPBS-equilibrierte PD10-Saule gegeben, das
Eluat wurde verworfen, dann folgten 3,5 ml DPBS, das Eluat wurde aufgefangen.
Zum restlichen Milliliter der Antikorper-Losung wurden 1,5 ml DPBS gegeben und
ebenfalls wie oben beschrieben auf die PD10-Saule gegeben. Die beiden Fraktionen

wurden getrennt austitriert.
2.7.2 Konjugation mit FITC
Das Verfahren gleicht der unter 2.7.1 beschriebenen Biotinylierung mit der

Ausnahme, dal} die Inkubation flr 4 h unter Lichtausschlul®3 bei Raumtemperatur

erfolgte.
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Bei der anschlieRenden Elution erhielt man zwei gelbe Fraktionen, die erste Fraktion
enthielt den mit FITC konjugierten Antikorper, die zweite unkonjugiertes FITC,
welches auch beim Eluieren der zweiten Fraktion der Antikdrper-Losung in der Saule

verblieb.

2.8 Organentnahme

2.8.1 Blutentnahme

Mit einer Mikro-Hamatokrit-Kapillare (75 mm von Brand, Wertheim) wurde bei einer
narkotisierten Maus retrobulbar Blut enthommen, in ein 5 ml Polystyren-Rundboden-

Rohrchen (Nunc, Wiesbaden) uberfuhrt und auf Eis gehalten.

Auf die Blutprobe kamen 3 ml Hamolyse-Puffer, es wurde sofort resuspendiert und
fur 3 Min. bei 300 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert,
das Zellpellet wurde in 5 ml FACS-Puffer aufgenommen und wieder zentrifugiert. Fur
diesen Vorgang, also Dekantieren des Uberstandes, erneutes Aufnehmen und
zentrifugieren bei 300 x g und 4°C wird im folgenden der Begriff ,Waschen®

verwendet.

Die Zellen wurden ungezahlt fur die durchflulRzytometrische Analyse verwendet.

2.8.2 T-Zell-Depletion im Tier

Zur Depletion von T-Zellen im Tier wurden dem Empfanger 400 ug vom Antikorper

anti-Thy1.2 in Losung intraperitoneal verabreicht. Die Depletion wurde nach wenigen

Tagen durchflulizytometrisch Gberpruft.
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2.8.3 Entnahme von Lymphknoten und Milz

Die Maus wurde mit CO, getdtet und anschlieRend mit 70 %igem Ethanol
desinfiziert. Mit einer chirurgischen Pinzette (alle Instrumente Aesculap Uber
Medicalis, Garbsen) wurde das Fell unterhalb der Rippen gegriffen und mit einer

Schere vorsichtig hineingeschnitten, um die Bauchdecke nicht zu verletzen.

Der Schnitt wurde transversal erweitert und das Fell nach cranial und caudal
abgezogen. In folgender Reihenfolge wurden die Lymphknoten entnommen: axillar,
submandibular, danach inguinal. Zuletzt wurde mit einem Schnitt in Hohe der Leber
das Peritoneum gedffnet, die mesenterialen Lymphknoten enthommen und danach
die Milz.

Die Organe wurden in 10 ml Medium 199 aufgenommen und bis zur folgenden

Homogenisierung auf Eis gelagert.

Die Homogenisierung erfolgte in einem Edelstahl-Sieb (Maschenweite 0,2 um,
Anfertigung durch die Forschungswerkstatt der Medizinischen Hochschule
Hannover), indem die Organe mit Hilfe eines 5 ml-Spritzenstempels (Braun,

Melsungen) durch das Sieb gerieben wurden.

Die Milzzellen wurden anschliel’end einer Hamolyse unterzogen: die Zellsuspension
wurde bei 300 x g fiir 10 Min. bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert,
das Zellpellet in 5 ml Hamolyse-Puffer aufgenommen und fur 5 — 10 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde wieder bei 300 x g fur 10 Min. bei 4°C

zentrifugiert und das Pellet zweimal gewaschen.

Die Zellsuspensionen wurden in 10 ml DPBS oder FACS-Puffer aufgenommen,
gezahlt und je nach Versuch auf die gewlinschte Zellzahl eingestellt. Das Zahlen

erfolgte in Trypanblau, um tote Zellen auszuschliel3en.
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2.8.4 Entnahme des Thymus beim adulten Tier

Die Maus wurde wie unter 2.7.1 beschrieben getotet, desinfiziert und anschlief3end
mit Hilfe von Stecknadeln auf einem Korkbrett fixiert. Das Fell wurde mit einer
Pinzette unterhalb der Rippen gegriffen und mit einer kleinen Schere vorsichtig
hineingeschnitten, um das Peritoneum nicht zu verletzen. Die geschlossenen Schere
wurde zwischen Fell und Peritoneum zum Kiefer gefuihrt und das Fell wurde entlang
dieses Kanals aufgeschnitten. Desgleichen wurde mit den Extremitaten verfahren,

dann wurde das Fell abgelost.

Mit einem Schnitt in Hohe der Leber wurde das Peritoneum erdffnet, der Einschnitt
wurde vorsichtig erweitert. Durch Anschneiden des Zwerchfells wurde das pleurale
Vakuum aufgehoben. Um das Sternum herum wurde der Thorax grof3zlgig entfernt,
um den Thymus freizulegen. Das Organ wurde mit einer Pinzette vorsichtig gegriffen
und herausgel6st, anschlieBend in Medium 199 Uberfihrt und bis zur Homo-

genisierung auf Eis gelagert.

2.8.5 Entnahme des Thymus beim neonatalen Tier

Das Tier wurde mit Hilfe einer starken Schere decapititert. Mit einer kleinen Schere
wurde anschlielRend der Thorax vorsichtig angehoben und durchtrennt. Der nun

sichtbare Thymus wurde entnommen und in Medium 199 auf Eis gelagert.

2.8.6 Thymektomie

Ein vier bis sechs Wochen altes narkotisiertes Tier wurde mit Hilfe von
Gummibandern auf ein Korkbrett fixiert. Unter den Nacken wurde eine etwa
daumendicke Rolle gelegt. Der Nacken wurde Uberstreckt, indem ein Bindfaden um
die Zahne des Tieres gelegt und mit einer Stechnadel auf dem Korkbrett festgesteckt
wurde. Der Bereich zwischen Thorax und Kiefer wurde vorsichtig mit 70 %igem
Ethanol desinfiziert. In HOhe des Jugulums wurde ein Einschnitt in das Fell gesetzt

und bis zum Thorax erweitert.
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Eine spitze Schere wurde unter das Jugulum gefuhrt und am ,V* der oberen Rippen
ein Schnitt gesetzt. Der Schnitt wurde auf der anderen Seite wiederholt. Das dabei
entstandene Dreieck und die darunterliegende Muskulatur wurde entfernt, dadurch

wurde der Thymus sichtbar.

An eine Vakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim) wurde Uber ein Gummischlauch
eine Pasteurpipette (Roth, Karlsruhe) angeschlossen, deren Spitze so weit
abgeschmolzen worden war, das sich eine Offnung ergab, die in etwa der GroRe des

Thymus entsprach.

Durch das Entfernen des Thymus wurde das pleurale Vakuum aufgehoben. Damit
die Lunge hierbei nicht zusammenfiel, wurde flr die Dauer der Operation die Atmung
der Maus unterbunden. Mit dem Zeigefinger und Daumen der linken Hand wurde der
Thorax der Maus umfal’t, mit dem Mittelfinger wurde gegen das Diaphragma
gedrlckt. Sofort wurde mit der rechten Hand die Pasteurpipette an den Thymus

gesetzt und das Gewebe mit leicht massierenden Bewegungen herausgesaugt.

Nach Absaugen des Thymus wurde das Fell mit einer Pinzette gegriffen und mit Hilfe
einer Hautklammer (Autoclip 9 mm wound clip system von Clay Adams™ Uber

Becton Dickinson, USA) verschlossen.

2.9 DurchfluBRzytometrische Anwendungen

2.9.1 Farbung mit fluoreszenz-markiertem Antikorper

Es wurden 5 x 10 ° Zellen in FACS-Puffer vorliegend in ein 5 ml Polystyren-
Rundboden-Réhrchen Uberflhrt. Eine Ausnahme bildet die Farbung von Thymus-
zellen neonataler Tiere: hier wurde ohne zu zahlen die Halfte des Organs
entgenommen, homogenisiert und auf die Rohrchen verteilt. Bei alteren Jungtieren
(bis zu 10 Tage) wurde ein Stick des Organs entnommen, das in seiner Grof3e dem
Organ neonataler Tiere glich. Alle Zellen wurden Uber die gesamte Zeit bei 4°C bzw.

auf Eis gehalten. Auf die Zellen wurden jeweils 20 ul Antikdrper-Losung in optimaler
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Konzentration gegeben. Die Zellen wurden resuspendiert und fur 20 Min. bei 4°C in
Dunkelheit inkubiert, anschlieBend zweimal mit 2 ml FACS-Medium far 3 Min.
gewaschen. Bei Verwendung biotinylierter Antikérper erfolgte eine zweite Farbung
mit streptavidin-konjugiertem Tri-Color oder Allophycocyanin (APC) (beide Caltag,
Hamburg).

Die Erfassung von 10.000 Ereignissen/Probe erfolgte am FACScan oder am
FACScalibur (beide Becton Dickinson, Heidelberg), die Datenerfassung und
Auswertung mit Cell Quest Pro und WinMDI.

2.9.2 Farbung mit anti-Caspase-3-Antikorper

Um die aktive Form der Caspase-3 intrazellular nachweisen zu kénnen, wurden 10°
Zellen mit dem Cytofix/Cytoperm Kit von BD Pharmingen (Heidelberg) gemaf
Anleitung behandelt. Die Zellen wurden zunachst mit Antikorpern gegen Ober-
flachen-Marker inkubiert, danach wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit

dem Anti-Caspase-3-Antikorper gegengefarbt.
2.9.3 CFSE-Farbung

Lymphknoten wurden wie unter 2.8.1 beschrieben entnommen und homogenisiert.
10" Lymphknotenzellen wurden jeweils in DPBS in einem 1,5 ml-ReaktionsgefaR
(Eppendorf, Hamburg) aufgenommen. Ein Aliquot der CFSE-L6sung wurde 1:20 in
DMSO verdlinnt. Davon wurden 5 uyl an den Rand des Reaktionsgefal3es pipettiert
und die Zellen schnell resuspendiert. Es folgte eine zehnminitige Inkubation in
einem Wasserbad (Jurgens uUber Omnilab, Hannover) bei 37°C. Anschlielend
wurden die Lymphknotenzellen in einem 50 ml-Reaktionsgefall (Sarstedt,

Numbrecht) vereinigt und zweimal mit DPBS gewaschen.

Die Zellen wurden durch ein Sieb gegeben, auf die gewunschte Zellzahl in DPBS
eingestellt und den Mausen intravends durch die Schwanzvene verabreicht.

Das Aliquot der CFSE-LA6sung wurde eingefroren und mehrmals verwendet.
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Bei der abschlieRenden Messung am DurchfluBzytometer wurden 100.000

Ereignisse/Probe erfal3t.

2.10 Zellkultur

Viele der verwendeten Antikorper wurden mit Hilfe von Hybridomzellen selbst
produziert. Die Zellen wurden in Kulturmedium bei 37°C und 5% CO, in einem

Brutschrank von Haereus (Hanau) kultiviert.
2.10.1 Einfrieren von Hybridomzellen

Der Inhalt einer Kulturflasche (Nunc Surface 160 ml, bis maximal 50 ml gefullt) wurde
bei 300 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei —20°C eingefroren bis zur

Aufreinigung der Antikorper, das Zellpellet wurde auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt.

Dabei wurden die Zellen in 90% des errechneten Volumens aufgenommen und
jeweils 900 pl in eine 2 ml-Mikro-Réhre zur Kryolagerung (Sarstedt, Nimbrecht)
uberfuhrt. Auf die Zellsuspension kam 100 ul DMSO, anschliefend wurden die Zellen

bei -80°C eingefroren.
2.10.2 Auftauen von Hybridomzellen
Der Inhalt einer 2 ml-Mikro-Rohre wurde schnell aufgetaut, in ein 50 ml-

Reaktionsgefal® mit DPBS uberfuhrt und zweimal gewaschen. Das Zellpellet wurde in

50 ml Kulturmedium aufgenommen und in einer Kulturflasche ausgesat.
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2.11 in vitro Testverfahren

2.11.1 Aktivierung von T-Zellen durch vernetzende Antikorper

Eine Mikrotiterplatte (Nunclon Surface von Nunc, 96 Kavitaten, Flachboden) wurde
mit Antikérper beschichtet, indem in jede Kavitat mit Ausnahme der Negativ-
kontrollen 100 pl einer Antikdrperlésung (10 mg/ml anti-TZRp-Kette + 10 mg/ml
CD28 bzw. Des-TZR-Klonotyp + 10 mg/ml CD28) pipettiert wurden. Es folgte eine
Inkubation fir 24 h bei 4°C. Wie unter 2.8.1 beschrieben, wurden von den zu
testenden Mausen Lymphknotenzellen entnommen, vereinzelt und in Kulturmedium
auf 1 x 10" Zellen/ml eingestellt. In einer Mikrotiterplatte (Nunclon Surface von Nunc,
96 Kavitaten, Rundboden) wurden 100 pl Kulturmedium vorgelegt. In die erste
vertikale Reihe wurden 100 pl Zellsuspension pipettiert und seriell 1:1 in der
horizontalen Reihe verdinnt. Die mit Antikorper beschichtete Platte wurde zweimal
mit DPBS gespdlt, danach wurde die vortitrierte Zellsuspension Ubertragen und jede

Kavitat mit 100 pl Kulturmedium komplementiert.

Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5 % CO,. Nach 48 h Inkubation wurde in jede
Kavitat 50 pyl Kulturmedium mit *H-Thymidin pipettiert und die Inkubation fir weitere
8 Stunden fortgesetzt. Bis zur Radioaktivitdtsbestimmung wurden die Platten bei

—20°C eingefroren.

2.11.2 ELISA

Wie unter 2.11.1 beschrieben, wurde eine Mikrotiterplatte (Nunclon Surface von
Nunc, 96 Kavitaten, Flachboden) mit Antikorper beschichtet, indem in jede Kavitat
mit Ausnahme der Negativkontrollen 100 pl einer Antikdrperldsung (10 mg/ml anti-
TZRB-Kette + 10 mg/ml CD28 bzw. Des-TZR-Klonotyp + 10 mg/ml CD28) pipettiert

wurden. Es folgte eine Inkubation fur 24 h bei 4°C.

Wie unter 2.8.1 beschrieben, wurden von den zu testenden Mausen Lymphknoten-

zellen entnommen, vereinzelt und in Kulturmedium auf 2,5 x 107 Zellen/ml eingestellt.
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Die mit Antikorper beschichtete Mikrotiterplatte wurde zweimal mit DPBS gespdlt,
anschliefend kam in jede Kavitat 200 pl der Zellsuspension. Die Inkubation erfolgte
bei 37°C und 5 % CO,. Nach 24 h und 48 h Inkubation wurde jeweils 1 ml Uberstand
abgenommen, bei 2100 x g fur 5 Min. abzentrifugiert und bei -80°C eingefroren. Der
ELISA (Quantikine® der Firma R&D Systems, Wiesbaden) wurde mit den

aufgetauten Proben nach Vorschrift durchgefthrt.

2.12 Isolierung und Separation k°-positiver T-Lymphozyten durch
Dynabeads

Um CD8*-T-Zellen aus der Population der Lymphknotenzellen zu isolieren, wurde
das Verfahren der indirekten Negativ-Selektion (= Depletion) mit Hilfe von
Dynabeads (Dynabeads M-450 Sheep anti-Rat 1gG von Dynal, Hamburg)
angewandt: die Lymphknotenzellen wurden mit Primar-AntikGrpern markiert, mit
denen Sekundar-Antikorper reagieren, die ihrerseits an Dynabeads gekoppelt sind.
Durch die Wahl der Primar-Antikorper wurden bei der anschlieBenden Trennung am
Magneten alle Zellen aufer den gewiinschten CD8%*-T-Zellen depletiert: Fir die
Depletion von CD4" T-Zellen wurde der Klon GK1.5 (erkennt CD4) verwendet, B-
Zellen durch die Klone 1D3 (CD19) und M1/69 (CD24), Granulozyten durch RB6.8C5
(Ly6G) und Makrophagen durch M1/70 (CD11b)

Zielzellen Spezifitat Klon
CD4" T-Zellen CD4 GK1.5
B-Zellen CD19 1D3
B-Zellen CD24 M1/69
Granulozyten Ly-6G RB6.8C5
Makrophagen CD11b M1/70

Tab. 2: fir die Separation verwendete Antikdrper (siehe auch Tab. 1)

Die Lymphknotenzellen von jeweils zwei Mausen wurden vereinzelt, gezahlt und in
einem Reaktionsvolumen von 5 ml in DPBS aufgenommen, dazu kamen die in
Tabelle 2 aufgefUhrten Antikdrper in optimaler Verdinnung.

Die Inkubation erfolgte fur 20 Min. auf Eis, nach zweimaligem Waschen erfolgte die
Inkubation mit Dynabeads. Die Beads wurden im Verhaltnis 4:1 zu den Zellen
gegeben, nachdem sie dreimal in DBBS am Magneten gewaschen worden waren.
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Das Reaktionsvolumen betrug pro 2 x 107 Zellen 1 ml. Die Inkubation erfolgte 30
Min. bei 4°C auf einem Schuttler (Roth, Karlsruhe).

Bei der Separation am Magneten wurde der Uberstand abgenommen, die Beads
einmal gewaschen, der Uberstand erneut abgenommen, dann wurden die Beads
verworfen. Die Zellen wurden auf die gewlnschte Konzentration eingestellt, die
Separation wurde am DurchfluRzytometer Gberpruft.
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3.1 Phianotyp der Des-TZR x KP'° transgenen T-Zellen

Lymphknoten- und Milzzellen von fiinf Des-TZR x K®™ transgenen Mausen wurden
vereinigt. Durch eine indirekte Negativselektion mit Hilfe von Dynabeads wurden
Granulozyten Uber einen anti-Ly-6G-Antikorper, Makrophagen uber einen CD11b-
Antikdrper, CD4"-T-Zellen Uber einen CD4-Antikdrper sowie B-Zellen (ber einen
CD24- und einen CD19-Antikdrper aus der Zellsuspension entfernt. Anschlie3end
wurden die aufgereinigten Zellen auf die Expression von Aktivierungsmarkern und
NKT-Zellmarkern untersucht. Verglichen wurde mit ebenfalls aufgereinigten Des-TZR

transgenen T-Zellen. Der Versuch wurde zweimal durchgefuhrt.

3.1.1 Anreicherung von Des-TZR x K" transgenen T-Zellen durch indirekte

Negativselektion am Beispiel von Lymphknotenzellen

Durch eine indirekte Negativselektion von Lymphknotenzellen mit Hilfe von
Dynabeads konnte im dargestellten Beispiel der Anteil an Des-TZR°CD8" T-Zellen
von 9,25 % auf 16,05 % angehoben werden. Der Anteil an Des-TZR™CD8" und Des-
TZR'CD8" T-Zellen wurde von 12,66 % auf 28,65 % bzw. von 4,63 % auf 9.4 %
verdoppelt. Der Anteil Des-TZR'CD8 Zellen konnte dagegen von 61,83 % auf
33,75 % nahezu halbiert werden.

Des-TZR x K*'° Lymphknotenzellen Des-TZR x K*'° Lymphknotenzellen

(vor Negativselektion) (nach Negativselektion)

10
10

103

26,65 14

Des-TZR-Klonotyp

CDg

Abb. 3: Darstellung von Des-TZR x K> transgenen Lymphknotenzellen vor und nach
Negativselektion in der durchfluBzytometrischen Analyse.
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3.1.2 Anreicherung von Des-TZR transgenen T-Zellen durch indirekte Negativ-

selektion am Beispiel von Lymphknotenzellen

Durch eine indirekte Negativselektion mit Hilfe von Dynabeads konnte im dar-
gestellten Beispiel der Anteil an Des-TZR" CD8" T-Zellen von 19,11 % auf 52,42 %
angehoben werden. Der Anteil an Des-TZR"CD8 T-Zellen wurde von 14,88 % auf
4,16 % reduziert und der Anteil an Des-TZR' CD8" T-Zellen von 52,55 % auf 18 %.

Des-TZR Lymphknotenzellen Des-TZR Lymphknotenzellen

(vor Negativselektion) (nach Negativselektion)

10
10*

107
10

14,88 %
: 4,16 %

19,11%

Des-TAR-Klonotyp

CDg

Abb. 4: Darstellung von Des-TZR transgenen Lymphknotenzellen
vor und nach Negativselektion in der durchfluRzytometrischen Analyse.

3.1.3 Expression von Aktivierungmarkern

Die angereicherten T-Zellen wurden auf Expression von CD62L (L-Selektin)
untersucht, einem Marker fur naive T-Zellen, der nach Aktivierung der Zelle
herunterreguliert wird, sowie auf Expression von CD69, einem sehr fruhen
Aktivierungsmarker. Weiterhin wurde die Expression der a-Kette (CD25) und der 3-
Kette (CD122) des IL-2-Rezeptors untersucht, ebenso die Expression von CD45RB

und die des memory-T-Zellmarkers CD44.
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Untersucht wurden die Populationen Des-TZR"CD8" der Des-TZR transgenen
Mause, sowie die Populationen Des-TZR"°CD8"° und Des-TZR™CD8 der Des-TZR x

K" transgenen Mause.

Alle Populationen exprimierten in hoher Dichte CD62L und CD45RB. CD69 und

CD25 wurden nicht exprimiert.

Des-TZR Des-TZR x KP'°
Des-TZR"CD8" Des-TZR™CDS8" Des-TZR"°CD8"
CD62L
CD69 I |
CD45RB |
CD25

)
B T Ao a1 TE B Rt Y LRI TR I T TR rhe Siof o' 0% 107 T0*

r—a

Abb. 5: Phanotyp der Des-TZR (Des-TZRhiCDShi) sowie der Des-TZR x K*® transgenen T-Zellen
(Des-TZR™CD8 und Des-TZR"°CD8") bezogen auf Aktivierungsmarker; dargestellt ist die
Expression von CD62L, CD69, CD45RB und CD25.
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Unterschiede gab es in der Expression von CD122 und CD44. Wahrend die
untersuchte Population der Des-TZR transgenen T-Zellen (Des-TZR"CD8") CD122
nicht und CD44 nur in geringer Dichte exprimierte, exprimierten beide Populationen
der Des-TZR x K" doppelt-transgenen T-Zellen (Des-TZR°CD8"° und Des-
TZR™CD8") diese Marker in hoher Dichte (siehe Tabelle und Abbildung).

Des-TZR Des-TZR x KP'°
Des-TZR"CD8" Des-TZR™CDS8" Des-TZR"°CD8"

o
&

32
32

CD122

N T e R -
Siad gt ad TgdTar 109 ot e 0T 0

CD44

o
FLE1 R LT (TR [

St 0t 07 10 w0t

Abb. 6: Phanotyp der Des-TZR (Des-TZR"CD8") sowie der Des-TZR x K®* transgenen
(Des-TZR™CD8 und Des-TZR"°CD8") T-Zellen bezogen auf Aktivierungsmarker;
dargestellt ist die Expression von CD122 und CD44.

Des-TZR Des-TZR x K™
Marker  Des-TZR"CD8"  Des-TZR"°CD8"° Des-TZR™CDS8
CD62L hi hi hi
CD69 - - -
CD25 - - -
CD122 - hi hi
CD45RB hi hi hi
CD44 lo hi hi

Tab. 3: tabellarische Darstellung des Phanotyps der Des-TZR
(Des-TZR"CD8") sowie der Des-TZR x K** transgenen (Des-TZR™CD8
und Des-TZR'°CD8'°) T-Zellen bezogen auf Aktivierungsmarker.
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3.1.4 Expression von NKT-Zellmarkern

Neben der Expression von Aktivierungsmarkern wurde auch die Expression von
NK1.1 untersucht und die Expression von CD8a."p-Korezeptoren, beides Marker fur
NKT-Zellen.

Weder Des-TZR"CD8" T-Zellen der Des-TZR transgenen Maiuse, noch die
Populationen Des-TZR°CD8" und Des-TZR™CD8 der Des-TZR x K™ transgenen
Mause exprimierten NK1.1. Wahrend Des-TZR"CD8" T-Zellen der Des-TZR
transgenen Mause den CD8-Korezeptor ausschlieldlich in seiner heterodimeren Form
(CD8ap) exprimierten, exprimierten Des-TZR°CD8" T-Zellen der Des-TZR x K®™
transgenen Mause zum groRten Teil den CD8-Korezeptor in seiner o' p-Form, wie

man aus der niedrigen Expression von CD8p rtickschlieRen kann.

Des-TZR Des-TZR x KP'°
Des-TZR"CD8" Des-TZR™CDS8" Des-TZR"°CD8"

o

CD8p ‘ W i

o
107 n* 10?10 RUTER TR TR TR U

b
& b
NK1.1 [ﬂl M
. B
10° 10t o oqpd 10t

I TR T R TR (TR TR

Abb. 7: Expression von NK1.1 und CD8p auf Des-TZR (Des-TZR"CD8") und
Des-TZR x K" transgenen T-Zellen (Des-TZR™CD8 und Des-TZR"°CD8").
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Des-TZR Des-TZR x KP'°
Marker Des-TZR"CD8"  Des-TZR"°CD8"° Des-TZR™CDS8"
CcDS8p hi lo -

NK1.1 - - -

Tab. 4: Tabellarische Darstellung des Phanotyps der Des-TZR (Des-TZR"CD8")
T-Zellen sowie der Des-TZR x K™ transgenen (Des-TZR™CD8 und Des-TZR°CD8")
T-Zellen bezogen auf NKT-Zellmarker.

3.2 Zytokinproduktion von Des-TZR x KP'° und Des-TZR transgenen

Lymphknotenzellen nach Aktivierung durch vernetzende Antikorper

Des-TZR x K®™ transgene Lymphknotenzellen wurden in vitro durch vernetzende
Antikdrper fur 48 h aktiviert. AnschlieRend wurden die Kultur-Uberstéande in einem
ELISA auf die Zytokine IL-2, IL-10, IFNy und TGF-B hin Uberprift. Untersucht wurde
die Zytokin-Produktion nach 24 h und 48 h Aktivierung mit den Antikorper-
kombinationen anti-TZRp-Kette mit einem CD28 Antikérper und anti-Des-TZR-
Klonotyp mit einem CD28 Antikorper, sowie ohne Aktivierung. Verglichen wurde mit
der Zytokinbildung von Des-TZR transgenen Lymphknotenzellen und B10.BR-

Lymphknotenzellen bei gleichen Parametern.

Parallel wurde ein weiterer Ansatz nach Ende der Inkubation mit *H-Thymidin
versetzt und fiir weitere 8 h inkubiert. Die Menge des aufgenommenen *H-Thymidins
diente als Mal fur die Aktivierung der Zellen, die sich in einer erhdhten

Proliferationsrate darstellt. Einheit der Radioaktivitatsmessung war counts per minute

(cpm).

Der Versuch wurde einmal durchgefuhrt, eine statistische Auswertung der
Unterschiede zwischen Des-TZR und Des-TZR x K™ transgenen Lymphknoten-
zellen in der Proliferation und der Zytokinproduktion war aufgrund des geringen

Probenaufkommens nicht durchfiihrbar.
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Der jeweilige Ansatz erfolgte in Doppelbestimmung, die Uberstédnde wurden vor der

Auswertung vereinigt.

3.21 Aktivierung von Des-TZR Lymphknotenzellen durch vernetzende

Antikorper

Des-TZR Lymphknotenzellen zeigen insgesamt bei der Aktivierung durch die
Kombination des Antikorpers anti-Des-TZR-Klonotyp mit einem CD28 Antikérper eine
starkere Proliferation als durch die Kombination des Antikdrpers anti-TZRp-Kette mit
einem CD28 Antikdrper, ausgenommen die erste Verdiinnungsstufe von 10° Zellen
mit 124.991 cpm, die unterhalb der ersten Verdunnungsstufe der Kombination des
Antikorpers anti-TZRpB-Kette und einem CD28 Antikorper mit 142.691,05 cpm lag.
Auch die Des-TZR Lymphknotenzellen, die nicht durch vernetzende Antikorper
aktiviert wurden, zeigen mit 24678 cpm in der ersten Verdinnungsstufe eine

Proliferation.

Aktivierunqg: Des-TZR Lymphknotenzellen

150000 +

—e—Des-TZR + CD28
100000 - —— TZRbeta-Kette+CD28
—aA— keine Aktivierung

cpm

50000 -

0,
1 3 5 7 9 11

Verdiinnungsstufen

Abb. 8: Aktivierung der Des-TZR Lymphknotenzellen durch vernetzende Antikérper. Beginnend bei
der Verdiinnungsstufe 1, entsprechend 10° Zellen, wurden die Zellen 1:2 seriell Giber zwolf
Verdliinnungsstufen verdiinnt. Nach 48 h Inkubation wurde zu den Zellen *H-Thymidin
gegeben; dargestellt ist die Aufnahme der Radioaktivitat nach einer
Inkubation von 8 h; Des-TZR = anti-Des-TZR-Klonotyp.
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Verdiinnungsstufe/ Des-TZR + anti-TZRB-Kette keine

Zellzahl CD28 + CD28 Aktivierung
1/10° 124991 142691,05 24678
2/ 5x10° 108539 92998,8 49417
3/2,5x10° 76124,5 52963,2 2025,7
4/ 1,25x10° 412576 32827,65 22284
5/ 6,25x10" 21209,2 15103,5 1025
6/ 3,13 x10* 12984, 1 10293,35 744,85
7/ 1,56 x10* 6504,5 5162,2 299,45
8/ 7,8 x10° 2642,35 27416 176,95
9/ 3,9 x10° 967,2 559,8 81,75
10/ 1,95 x10° 413,7 406,6 84,85
11/9,75 x107 1491 124.6 56,5
12/4,88 x107 156,05 109,05 60,05

Tab. 5: Aktivierung der Des-TZR Lymphknotenzellen durch vernetzende Antikdrper.
Dargestellt sind die tatsachlichen Werte der Radioaktivitats-Inkorporation in cpm
nach einer Inkubation von 8 h; Des-TZR = anti-Des-TZR-Klonotyp.

3.2.2 Aktivierung von Des-TZR x K"'° Lymphknotenzellen durch vernetzende

Antikorper

Des x K* Lymphknotenzellen wurden ebenfalls durch die Kombination des Anti-
korpers anti-TZRB-Kette mit einem CD28 Antikdrper starker aktiviert als durch die
Kombination des Antikorpers anti-Des-TZR-Klonotyp mit einem CD28 Antikorper,
insgesamt lag aber eine geringere Aktivitat vor als bei Des-TZR Lymphknotenzellen.
Das Maximum bei der Aktivierung durch die Kombination des Antikorpers anti-TZRj-
Kette mit einem CD28 Antikdrper lag bei der ersten Verdiinnungsstufe von 10° Zellen
bei den Des-TZR transgenen Lymphknotenzellen bei 142.691,05 cpm gegenuber
100.173,5 cpm bei den Des-TZR x K"* Lymphknotenzellen. Das Maximum bei der
Aktivierung durch die Kombination des Antikdrpers anti-Des-TZR mit einem CD28
Antikorper lag bei der ersten Verdunnungsstufe von 10° Zellen bei den Des-TZR
transgenen Lymphknotenzellen bei 124.991 cpm gegenuber 51412,5 cpm bei den
Des-TZR x K" Lymphknotenzellen. Nicht-aktivierte Des x K®'® Lymphknotenzellen

zeigten keine Aktivierung.
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Aktivierung: Des-TZR x Kb-lo Lymphknotenzellen
150000 ~
c 100000 - —e—Des-TZR+CD28
& —— TZRbeta-
50000 - Kette+CD28
—A—keine Aktivierung
O _
1 3 5 7 9 11
Verdiinnungsstufen

Verdiinnungsstufe/ Des-TZR anti-TZRp-Kette  keine
Zellzahl + CD28 + CD28 Aktivierung
1/10° 51412,5 100173,5 3731,3

2/ 5x10° 37200,1 64405,2 1281,3
3/2,5x10° 291154 27588,55 452,2

4/ 1,25x10° 15726,8 17358,35 207

5/ 6,25x10* 7159,2 8206,05 121,05

6/ 3,13 x10° 4035,25 5352,85 87,3

7/ 1,56 x10° 615,85 1685 114,6
8/7,8x10° 299,8 968,85 117,6
9/3,9x10° 133,7 301,8 86,3

10/ 1,95 x10° 98,95 95,9 58,55
11/9,75 x10° 59,5 77 53

12/4,88 x10° 60,05 68,6 66,6

Abb. 9 und Tab. 6: Aktivierung der Des-TZR x K> Lymphknotenzellen durch vernetzende Antikdrper.
Beginnend bei der Verdiinnungsstufe 1, entsprechend 10° Zellen, wurden die Zellen 1:1 seriell
verdunnt dber zwdlf Verdlinnungsstufen, nach 48 h Inkubation wurde zu den Zellen 3H-Thymidin
gegeben; dargestellt ist die Aufnahme der Radioaktivitat nach einer Inkubation von 8 h;
Des-TZR = anti-Des-TZR-Klonotyp.
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3.2.3 Aktivierung von B10.BR Lymphknotenzellen durch vernetzende Anti-

korper

B10.BR Lymphknotenzellen wurden nur durch die Kombination des Antikorpers anti-
TZRB-Kette mit einem CD28 Antikorper aktiviert, nicht durch den spezifischen anti-
Des-TZR-Antikorper.

Aktivierung: B10.BR Lymphknotenzellen

150000 +
100000 - —o—Des-TZR+CD28
g
o —— TZRbeta-
50000 - Kette+CD28
—A— keine Aktivierung
0 _
-~ ™ 0 N~ » ‘\:
Verdiinnungsstufen

Verdiinnungsstufe/ anti-Des-TZR anti-TZRp-Kette keine

Zellzahl + CD28 + CD28 Aktivierung
1/10° 252445 125801,85 2421
2/ 5x10° 752 97073,65 735,7
3/2,5x10° 227 1 46936,75 306,85
4/ 1,25x10° 115,1 20048,6 142,9
5/ 6,25x10" 78,5 8559,9 93

6/ 3,13 x10* 67,1 5585,5 72,7
7/ 1,56 x10* 79,8 2000,05 85,45
8/7,8 x10° 91,35 1017,25 89,75
9/ 3,9 x10° 127,65 589,05 73,15
10/ 1,95 x10° 82,8 194,45 57,55
11/9,75 x10° 69 97,5 56,5
12/4,88 x10° 67,6 107 65,1

Abb.10 und Tab.7: Aktivierung der B10.BR Lymphknotenzellen durch vernetzende Antikdrper.
Dargestellt ist die Aufnahme der Radioaktivitat nach einer Inkubation von 8 h;
Des-TZR = anti-Des-TZR-Klonotyp.
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3.2.4 Sekretion von IL-10 von Des-TZR x K°' Lymphknotenzellen nach
Aktivierung durch vernetzende Antikorper, verglichen mit aktivierten Des-TZR

Lymphknotenzellen und B10.BR Lymphknotenzellen

Des-TZR Lymphknotenzellen sezernierten nach Aktivierung durch die Kombination
des Antikorpers anti-TZRp-Kette mit einem CD28 Antikdrper und die Kombination
des Antikorpers anti-Des-TZR-Klonotyp mit einem CD28 Antikdrper die gleiche
Menge an IL-10. So konnten bei der Aktivierung durch anti-TZRp-Kette und einem
CD28 Antikorper im Zelliberstand nach 24 h Inkubation 30,26 pg/ml festgestellt
werden, bei der Aktivierung durch anti-Des-TZR-Klonotyp und einem CD28
Antikorper 29,55 pg/ml. Nach 48 h wurden bei der Aktivierung durch anti-TZRp-Kette
und einem CD28 Antikdrper im Zelliberstand 77,97 pg/ml festgestellt, bei der
Aktivierung durch anti-Des-TZR-Klonotyp und einem CD28 Antikorper 75,99 pg/ml.
Nicht aktivierte Des-TZR Lymphknotenzellen sezernierten kein IL-10.

Durch anti-Des-TZR-Klonotyp und einem CD28 Antikdrper aktivierte Des-TZR x K°™°
Lymphknotenzellen hatten nach 24 h 5,57 pg/ml IL-10 sezerniert, nach 48 h
8,04 pg/ml. Nach Aktivierung durch anti-TZRp-Kette und einem CD28 Antikorper war
die Konzentration mit der der Des-TZR-Lymphknotenzellen vergleichbar, mit 32,28
pg/ml nach 24 h und 70,29 pg/ml nach 48 h. Nicht aktivierte Des-TZR x K°™

Lymphknotenzellen sezernierten kein IL-10.

Weder durch anti-Des-TZR-Klonotyp und einem CD28 Antikérper, noch nicht-
aktivierte B10.BR Lymphknotenzellen sezernierten II-10. Nach 24 h Aktivierung durch
anti-TZRp-Kette und einem CD28 Antikorper wurden 45,47 pg/ml sezerniert,
respektive 132,24 pg/ml nach 48 h.
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Des-TZR Lymphknotenzellen: IL-10
150 W24 h
W48 h
E 100 - 75,99 77,97
=)
2 50 30,26 29,55
0 0
0 - ;
Des-TZR+CD28  TZRbeta-Kette+CD28 keine Aktivierung
Aktivierung
Des-TZR x Kb-lo Lymphknotenzellen:IL-10
W24 h
150
W48 h
£ 1007 70,29
=)
2 50 -
5,57 8,04 0 0
0 - ;
Des-TZR+CD28  TZRbeta-Kette+CD28 keine Aktivierung
Aktivierung
B10.BR Lymphknotenzellen: IL-10
150
132,24 m24 h
W48 h
_ 100 -
E
2
50 -
0 0 0 0
0 | ;
Des-TZR+CD28  TZRbeta-Kette+CD28 keine Aktivierung
Aktivierung

Abb. 11: Darstellung der IL-10-Sekretion von Des-TZR, Des-TZR x K™ und
B10.BR Lymphknotenzellen nach 24 h bzw. 48 h Aktivierung durch vernetzende
Antikérper; Angaben in pg/ml; Des-TZR = anti-Des-TZR-Klonotyp.
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3.2.5 Sekretion von IL-2 von Des-TZR x K"'° Lymphknotenzellen nach
Aktivierung durch vernetzende Antikorper, verglichen mit aktivierten Des-TZR-

Lymphknotenzellen und B10.BR Lymphknotenzellen

Des-TZR Lymphknotenzellen sezernierten nach Aktivierung durch die Kombination
des Antikdrpers anti-TZRpB-Kette mit einem CD28 Antikérper nach 24 h 1761,16
pg/ml IL-2 und nach 48 h 272,29 pg/ml. Aktiviert durch die Kombination des
Antikorpers anti-Des-TZR-Klonotyp mit einem CD28 Antikorper wurden nach 24 h
1155,81 pg/ml IL-2 sezerniert, nach 48 h konnten 174,54 pg/ml nachgewiesen

werden. Nicht aktivierte Des-TZR Lymphknotenzellen sezernierten kein IL-2.

Durch anti-Des-TZR-Klonotyp und einem CD28 Antikorper aktivierte Des-TZR x Koo
Lymphknotenzellen hatten nach 24 h 70,8 pg/ml IL-2 sezerniert, nach 48 h wurden
20,16 pg/ml nachgewiesen. Nach Aktivierung durch anti-TZRp-Kette und einem
CD28 Antikorper lag die Konzentration nach 24 h bei 2821 pg/ml, und nach 48 h bei
175,68 pg/ml. Nicht aktivierte Des-TZR x Koo Lymphknotenzellen sezernierten nach
24 h 3,05 pg/ml, und nach 48 h wurden 2,21pg/ml IL-2 nachgewiesen.

Weder durch anti-Des-TZR-Klonotyp und einem CD28 Antikorper, noch nicht-
aktivierte B10.BR Lymphknotenzellen sezernierten IL-2, ausgenommen nicht-
aktivierte Lymphknotenzellen nach 24 h mit 3,08 pg/ml. Nach 24 h Aktivierung durch
anti-TZRp-Kette und einem CD28 Antikérper wurden 2230,61 pg/ml sezerniert,
respektive 2292,81 pg/ml nach 48 h.
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Des-TZR Lymphknotenzellen: IL-2

3000 -
W24 h
W48 h
__ 2000 1761,16
£
B 1155,81
o
1000 +
0 0
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Des-TZR+CD28  TZRbeta-Kette+CD28  keine Aktivierung
Aktivierung
Des-TZR x Kb-lo Lymphknotenzellen: IL-2
3000 - 2821,44
W24 h
W48 h
_ 2000 ~
E
=)
o
1000 +
70,8 20,16 175,68 3,05 2,21
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Des-TZR+CD28  TZRbeta-Kette+CD28  keine Aktivierung
Aktivierung
B10.BR Lymphknotenzellen: IL-2
3000 1 m24h
2292,81
2230,61 m48h
_ 2000 ~
E
=)
o
1000 +
0 0 3,08 0
0

Des-TZR+CD28  TZRbeta-Kette+CD28 keine Aktivierung

Aktivierung

Abb. 12: Darstellung der IL-2-Sekretion von Des-TZR, Des-TZR x K> und

B10.BR Lymphknotenzellen nach 24 h bzw. 48 h Aktivierung durch vernetzende
Antikdrper; Angaben in pg/ml; Des-TZR = anti-Des-TZR-Klonotyp.
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3.2.6 Sekretion von IFNy und TGF-B durch Des-TZR x K"'° Lymphknotenzellen
nach Aktivierung durch vernetzende Antikorper, verglichen mit aktivierten Des-

TZR Lymphknotenzellen und B10.BR Lymphknotenzellen

Des-TZR Lymphknotenzellen sezernierten nach Aktivierung durch die Kombination
des Antikorpers anti-TZRB-Kette mit einem CD28 Antikérper nach 24 h 8837,75
pg/ml IFNy und nach 48 h 40380,75 pg/ml. Aktiviert durch die Kombination des
Antikorpers anti-Des-TZR-Klonotyp mit einem CD28 Antikdrper wurden nach 24 h
7196,15 pg/ml IFNy sezerniert, nach 48 h konnten 29794,5 pg/ml nachgewiesen
werden. Nicht aktivierte Des-TZR Lymphknotenzellen sezernierten nach 24 h 3,14
pg/ml IFNy, nach 48 h 10,71 pg/ml.

Durch anti-Des-TZR-Klonotyp + anti-CD28 aktivierte Des-TZR x K" Lymphknoten-
zellen hatten nach 24 h 14211,5 pg/ml IFNy und nach 48 h 30177,25 pg/ml
sezerniert. Nach Aktivierung durch anti-TZRp-Kette und einem CD28 Antikdrper lag
die Konzentration nach 24 h bei 25496,75 pg/ml, und nach 48 h bei 63734,75 pg/ml.
Nicht aktiviete Des-TZR x K" Lymphknotenzellen sezernierten nach 24 h
19,36 pg/ml und nach 48 h 34,45 pg/ml IFNy.

Durch anti-Des-TZR-Klonotyp und einem CD28 Antikdrper aktivierte B10.BR
Lymphknotenzellen sezernierten nach 24 h 99,59 pg/ml und nach 48 h 61,29 pg/ml,
nicht-aktivierte B10.BR Lymphknotenzellen sezernierten nach 24 h 199,09 pg/ml
IFNy, nach 48 h 95,06 pg/ml. Nach 24 h Aktivierung durch anti-TZRp-Kette und
einem CD28 Antikdrper wurden 4972,78 pg/ml sezerniert, respektive 23670,25
pg/ml nach 48 h.

Die Produktion von TGF-B durch Lymphknotenzellen konnte im ELISA auch bei

Aktivierung fur keinen Mausstamm nachgewiesen werden.
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Abb. 13: Darstellung der IFNy-Sekretion von Des-TZR, Des-TZR x K*™ und
B10.BR Lymphknotenzellen nach 24 h bzw. 48 h Aktivierung durch vernetzende
Antikdrper; Angaben in pg/ml; Des-TZR = anti-Des-TZR-Klonotyp.
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3.3 Nachweis einer thymusabhangigen Entwicklung von Des-TZR x

KP'° transgenen T-Zellen

Um festzustellen, ob die Entwicklung von Des-TZR x K°" transgenen T-Zellen
thymusabhangig ist, wurden 8 Des-TZR x Koo transgene Tiere thymektomiert und
T-Zell-depletiert. AnschlieRend wurden in Abstadnden von mehreren Tagen,
beginnend mit Tag 41 nach der Thymektomie und endend am Tag 120, Blutproben
entnommen und durchfluBzytometrisch auf die Anwesenheit von Des-TZR*CD8" T-

Zellen Uberprift.

3.3.1 Verfolgung der Rekonstitution des T-Zell-Repertoires in T-Zell-

depletierten Des-TZR x K*'° transgenen Miusen

Bei 4 von 8 Tieren zeigte sich bis zum Tag 120 nach Thymektomie und T-Zell-
Depletion keine Rekonstitution des T-Zell-Repertoires, die Uber den Werten der
Depletionskontrolle lag. Ein Tier verstarb nach der Messung am Tag 58 und zeigte
bis zu diesem Tag ebenfalls keine Rekonstitution des T-Zell-Repertoires, die Uber
dem Wert der Depletionskontrolle lag. Gleiches gilt fur ein Tier, dem nach Tag 93

retrobulbar kein Blut mehr enthommen werden konnte.

Beispielhaft zeigt sich an der Maus 608 vor der Depletion eine Des-TZR'CDS8"
Population von 5,56 %, die durch die Depletion auf 0,58% reduziert wurde. Nach 120
Tagen lag der Anteil dieser Population bei 0,24 %.
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Abb. 14: DurchfluRzytometrische Darstellung der Rekonstitution von Des-TZR*CD8" T-Zellen am
Beispiel der Des-TZR x K>'° Maus 608. Gezeigt ist die Situation vor der Depletion, die
Depletionskontrolle und die Situation 120 Tage nach der Depletion.

Bei zwei Tieren konnte eine Rekonstitution des T-Zell-Repertoires festgestellt

werden.

Beispielhaft zeigt sich an der Maus 579 vor der Depletion eine Des-TZR'CD8"
Population von 8,56 %, die durch die Depletion auf 1,04 % reduziert wurde. Nach
120 Tagen war diese Population wieder auf 1,44 % angewachsen, wobei bereits am

Tag 41 nach der Depletion eine Population von 1,28 % nachweisbar war.
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Abb. 15: DurchfluRzytometrische Darstellung der Rekonstitution Des-TZR*CD8" T-Zellen am Beispiel
der Des-TZR x K”° Maus 579 vor der Depletion, die Depletionskontrolle und 41 bzw. 120 Tage nach
der Depletion.

3.3.2 Phanotyp des rekonstituierten T-Zell-Repertoires nach Thymektomie und
T-Zell-Depletion

10 Monate nach der Thymektomie wurden von den vier bis zu diesem Zeitpunkt
uberlebenden Mausen Blut, Milz und Lymphknoten enthommen und die T-Zellen
durchflulizytometrisch dargestellt. Bis auf Maus 603 konnte bei keinen von diesen
Mausen ein Thymusrest gefunden werden. Bei der Untersuchung der
Lymphknotenzellen auf Expression von CD69, CD44, CD122 und CD25 konnten bis
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auf eine Ausnahme keine Unterschiede
untersuchten Tieren und einer mitgefihrten Kontrolle festgestellt werden. Bei der
Maus 604 zeigten Des-TZR"°CD8"° T-Zellen und Des-TZR™CD8" T-Zellen eine leicht

in der

erhdhte Expression von CD25 gegenuber der Kontrolle.
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Abb.16: Expression von CD69, CD44, CD122 und CD25 auf rekonstituierten
Des x K™ T-Zellen (Des-TZR°CD8lo Des-TZR™CD8’) der Maus 573 10 Monate
nach Thymektomie und T-Zell-Depletion.
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3.4 Rekonstitution des T-Zell-Repertoires von Des-TZR x K°'° und

Des-TZR transgenen Mausen nach Depletion mit einem anti-Thy1.2

Antikorper

Des-TZR x K™ und Des-TZR transgene Mause wurden durch eine Injektion eines
anti-Thy1.2-Antikérpers T-Zell-depletiert, die Rekonstitution der CD8* T-Zellen wurde

7 Wochen nach Depletion durchfluRzytometrisch Uberpruft.

Es wurden jeweils 4 Mause T-Zell-depletiert, ein weiteres Tier gleichen Alters wurde

nicht depletiert und diente als Kontrolle.

Um trotz MeRschwankungen am DurchfluRzytometer die Rekonstitution darstellen zu
konnen, wurden die Ergebnisse mit einem Faktor multipliziert. Der Faktor wurde
berechnet, indem der Mel3wert des Kontrolltieres vor der Depletion dividiert wurde
durch den MeRwert nach der Depletion. So gilt fir die Messung der CD8" T-Zellen
bei Des-TZR Mausen der Faktor 3,91/3,48 = 1,1236.

Unterschiede bezuglich der Rekonstitution des T-Zell-Repertoires zwischen Des-TZR
und Des-TZR x K™ transgenen Mausen konnten aufgrund der geringen Gruppen-
grofRe nicht statistisch analysiert werden.

3.4.1 Rekonstitution des T-Zell-Repertoires von Des-TZR transgenen Mausen
Nach 7 Wochen war die Population der CD8+ T-Zellen in den Mausen 432, 433 und

434 wiederhergestellt, Maus 436 hatte zu diesem Zeitpunkt 77,2 % der

ursprunglichen GroRRe ihrer Population wiedererlangt.
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. Anteil CD8" T-Zellen vor der Anteil CD8" T-Zellen 7 Wochen nach der
Tier-Nr. . L
Depletion in Prozent Depletion in Prozent
432 6,34 6,82 (6,07)
433 4,43 4,26 (3,8)
434 3,14 5,36 (4,77)
436 6,05 4,67 (4,16)
435 = Kontrolle 3,91 3,91 (3,48)

Tab. 8: Anteile der CD8" T-Zellen von Des-TZR transgenen Mausen vor und 7 Wochen nach der
T-Zell-Depletion, dem jeweiligen Tier zugeordnet; Angaben in Prozent, Werte in Klammern stellen
jeweils den unkorrigierten Wert dar.

Maus 432
vor Depletion Depletionskontrolle Woche 7 nach Depletion
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Abb. 17: Rekonstitution des T-Zell-Repertoires am Beispiel der Des-TZR transgenen Maus 432;
dargestellt sind die Situation vor der Depletion, 7 Wochen danach sowie die Depletionskontrolle.

3.4.2 Rekonstitution des T-Zell-Repertoires von Des-TZR x K" transgenen
Mausen

Maus 946 hatte 7 Wochen nach der Depletion 19,6 % der urspringlichen
Populationsgrof3e erreicht, Maus 942 41,42%, Maus 943 20,14 %, Maus 917 18 %

und Maus 918 25,23 %.
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Maus Anteil CD8+ T-Zellen vor Anteil CD8+ T-Zellen 7 Wochen

der Depletion in Prozent nach der Depletion in Prozent
924 = Kontrolle 7,36 7,72 (6,43)

946 3,72 0,73 (0,64)

942 2,97 1,23 (1,07)

943 2,83 0,57 (0,5)

917 6,83 1,23 (1,07)

918 3,25 0,82 (0,72)

Tab. 9: Anteile der CD8" T-Zellen vor und 7 Wochen nach der Depletion, dem jeweiligen
Des x K™ transgenen Tier zugeordnet; Angaben in Prozent, Werte in Klammern stellen
jeweils den unkorrigierten Wert dar.

Maus 917
vor Depletion Depletionskontrolle Woche 7 nach Depletion
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Abb. 18: Rekonstitution des T-Zell-Repertoires am Beispiel der Des-TZR x K”™ transgenen
Maus 917; dargestellt sind die Situation vor der Depletion, 7 Wochen danach sowie die
Depletionskontrolle.

3.5 Homeostatische Proliferation von Des x K*'° T-Zellen

4 x 10" Des-TZR x K*™ Lymphknotenzellen wurden mit dem Fluoreszenz-Farbstoff
CFSE markiert und in lymphopene Empfanger Uberfuhrt, die entweder den positiv-
selektionierenden Hintergrund aufwiesen (B10.BR), den negativ-selektionierenden

Hintergrund (K>*) oder einen véllig disparaten Hintergrund (BALB/c).
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3.5.1 T-Zell-Depletion mit Hilfe eines anti-Thy1.2 Antikorpers im Empfangertier

Die Lymphopenie der Empfangertiere wurde durch eine Thymektomie und
anschlieBender T-Zell-Depletion mit Hilfe einer Injektion eines anti-Thy1.2 Anti-
kérpers erreicht. Es folgte eine durchfluRzytometrische Uberpriifung an einer Blut-
probe. Die Darstellung zeigt eine T-Zell-Depletion am Beispiel eines positiv-
selektionierenden Empfangers. So wurde die CD4" T-Zell-Population von 24,31 %
auf 0,05 % reduziert, die CD8" T-Zell-Population von 11,84 % auf 0,01 %.

Vor Depletion Nach Depletion

10*
10

2431 %

1 0
1 od

0,05 %

D4
D4
102

11,84 % 0,01 %

100 ! 107 107 104
CD3

Abb. 19: T-Zell-Depletion am Beispiel eines B10.BR Empfangers: das linke Bild stellt
die Situation der Blutprobe vor der Depletion dar, das rechte die Situation danach.

3.5.2 Des x K" transgene T-Zellen zeigen eine homeostatische Proliferation in

lymphopenen Empfangern mit positiv-selektionierendem Hintergrund

B10.BR-Empfanger (n = 15) wurden thymektomiert und T-Zell-depletiert. Danach
erhielten sie eine intravendse Injektion von 4 x 10" Des-TZR x K®' Lymphknoten-
zellen. Nach 4, 7 und 14 Tagen erfolgte die durchflulRzytometrische Auswertung der
Lymphknoten- und Milzzellen von jeweils 5 Tieren. Innerhalb von 4 Tagen hatten sich
Des-TZR'CFSE" T-Zellen zweimal geteilt, innerhalb von 7 Tagen dreimal und
innerhalb von 14 Tagen viermal, dargestellt sind jeweils an einem Beispiel

Lymphknotenzellen.
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Abb. 20: Des-TZR'CFSE" T-Zellen teilen sich in Empfangern mit positiv-
selektionierendem Hintergrund (B10.BR) innerhalb von 14 Tagen viermal.

3.5.3 Des x K™ transgene T-Zellen zeigen eine homeostatische Proliferation in

lymphopenen Empfangern mit negativ-selektionierendem Hintergrund

KP°-Empfanger (n = 11) wurden thymektomiert und T-Zell-depletiert. Danach
erhielten sie eine intravendse Injektion von 4 x 10" Des-TZR x K®' Lymphknoten-
zellen. Nach 4, 7 und 14 Tagen erfolgte die durchflulRzytometrische Auswertung der
Lymphknoten- und Milzellen von 3 bzw. 4 Tieren. Innerhalb von 4 Tagen hatten sich
Des-TZR'CFSE" T-Zellen zweimal geteilt, innerhalb von 7 Tagen viermal. Nach 14
Tagen hatten sich alle Des-TZR"CFSE" T-Zellen mindestens zweimal geteilt.

4 Tage 7 Tage 14 Tage

W

10*
10*

10+

1.03

Des-TAR-Klonotyp

CFsE

Abb. 21: Des-TZR'CFSE" T-Zellen teilen sich in Empfangern mit negativ-selektionierendem
Hintergrund (Kb"°) innerhalb von 14 Tagen mindestens zweimal.
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3.5.4 Des x K" transgene T-Zellen zeigen keine homeostatische Proliferation

in lymphopenen Empfangern mit nicht-selektionierendem Hintergrund

BALB/c Empfanger (H2-K%, n = 7) wurden thymektomiert und T-Zell-depletiert,
zusétzlich wurden sie einen Tag vor der Injektion von 2 x 10’ Des x K°"-
Lymphknotenzellen mit 6,5 Gy bestrahlt, um verbliebene alloreaktive Zellen zu
deaktivieren. Nach 4, 7 und 14 Tagen erfolgte die durchfluBzytometrische
Auswertung der Lymphknoten- und Milzzellen von 2 bzw. 3 Tieren. Des-TZR*CFSE"
T-Zellen teilten sich nicht in lymphopenen Empfangern mit einem fir sie nicht-
selektionierenden Hintergrund und konnten nach 7 Tagen nicht mehr nachgewiesen

werden. Dargestellt sind jeweils an einem Beispiel Lymphknotenzellen.

4 Tage 7 Tage 14 Tage
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Abb. 22: Des-TZR'CFSE" T-Zellen teilen sich in nicht-lymphophenen Empfangern mit nicht-
selektionierendem Hintergrund (BALB/c) nicht und sind innerhalb von 7 Tagen nicht mehr
nachweisbar.

3.5.5 Des x K" transgene T-Zellen zeigen keine homeostatische Proliferation

in nicht-lymphopenen Empfangern mit negativ-selektionierendem Hintergrund

Unbehandelte KP°-Empfanger (n = 7) erhielten eine intravendse Injektion von
4 x 10" Des-TZR x K*" Lymphknotenzellen. Nach 4, 7 und 14 Tagen erfolgte die

durchfluBRzytometrische Auswertung der Lymphknoten- und Milzzellen von jeweils 2
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bzw. 3 Tieren. Des-TZR'CFSE" T-Zellen teilten sich innerhalb von 14 Tagen nicht.

Dargestellt sind jeweils an einem Beispiel Lymphknotenzellen.

4 Tage 7 Tage 14 Tage
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Abb. 23: Des-TZR'CFSE" T-Zellen teilen sich in nicht-lymphophenen Empfangern mit negativ
selektionierendem Hintergrund (Kb"°) innerhalb von 14 Tagen nicht.

3.6 Vergleich der Vitalitit von Des-TZR und Des-TZR x K"

Lymphknotenzellen in vitro

Jeweils 5 x 10° Des-TZR x K°* und Des-TZR Lymphknotenzellen wurden in eine
Kavitat einer 96-Kavitaten-Platte in Vollmedium ausgesat und bei 5 % CO, und 37°C
inkubiert. Nach 4 h, 24 h und 48 h wurde mit 10° permeabilisierten und fixierten
Zellen eine intrazellulare Farbung der aktiven Caspase-3 als Marker fur Apoptose
vorgenommen und durchfluBzytometrisch analysiert. Parallel wurden nicht-
permeabilisierte und -fixierte Zellen mit Propidiumiodid als Marker fir nekrotische
Zellen gefarbt. Als Positiv-Kontrolle dienten Lymphknotenzellen, die fir 4 h mit
5 % Ethanol in Vollmedium inkubiert wurden, als Negativ-Kontrolle Lymph-
knotenzellen, die fur 4 h in Vollmedium inkubiert wurden. Der Versuch wurde dreimal

durchgefuhrt.
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3.6.1 Vitalitat von Des-TZR x K®™ transgenen Lymphknotenzellen in vitro

Des-TZR x KP™° Lymphknotenzellen wurden innerhalb von 48 h granularer (dar-
gestellt im Forward-/Sidescatter, R1 bis R3). Des-TZR'CD8'T-Zellen exprimierten
innerhalb von 48 h zunehmend die aktive Form des Enzyms Caspase-3, im dar-
gestellten Beispiel mit 0,16 % aktive Caspase-3-positiven, CD8" Zellen nach 4 h
Inkubation, Uber 1,02 % nach 24 h hin zu 23,34 % nach 48 h. Ebenso waren Des-
TZR x K*" Lymphknotenzellen zunehmend Propidiumiodid-positiv, bei 2,2 % gesamt
Propidiumiodid-positiven Lymphknotenzellen nach 4 h Inkubation, Uber 4,05 % nach
24 h zu 28,26 % positiven Zellen nach 48 h Inkubation.

Das Bild der Des-TZR x K" Lymphknotenzellen nach vierstiindiger Inkubation in
5 % Ethanol zur Kontrolle entspricht dem Bild nach 24 h Inkubation in Vollmedium
mit 2,3 % aktive Caspase-3-positiven, CD8" Zellen und 1,6 % Propidiumiodid-
positiven, CD8" Zellen.

Positivkontrolle Des-TZR x K°'°

4 h Inkubation in 5 % Ethanol

10*
10%

713% 23% 45% 16 %

1 03

Altive Caspase-3
Fropidiumjodid

D3

Abb. 24: Inkubation von Des-TZR x K> Lymphknotenzellen tber 4 Stunden in 5 % Ethanol.
Dargestellt sind die Zunahme von Zellen, die aktive Caspase-3 als Marker fur Apoptose exprimieren
sowie die Zunahme von Zellen, die Propidiumiodid-positiv sind als Marker fir nekrotische Zellen.
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Des-TZR x KP'°
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Abb. 25: Inkubation von Des-TZR x K**° Lymphknotenzellen (iber 48 Stunden. Dargestellt sind
die Zunahme an Granularitat, die Zunahme von Zellen, die aktive Caspase-3 exprimieren als
Marker fur Apoptose sowie die Zunahme von Zellen, die Propidiumiodid-positiv sind als Marker
fur nekrotische Zellen. Wiedergegeben sind Ergebnisse der jeweiligen Populationen R1 bis R3.
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3.6.2 Vitalitat von Des-TZR transgenen Lymphknotenzellen in vitro

Des-TZR Lymphknotenzellen wurden innerhalb von 48 h granularer, dargestellt im
Forward/Sidescatter (R1 bis R3). Innerhalb von 48 h stieg der Anteil aktiver
Caspase-3-positiver, CD8" T-Zellen nicht Uiber 4 %, bei 1,08 % nach 4 h Inkubation
und 1,84 % nach 24 h Inkubation. Der Anteil Propidiumjodid-positiver Lymphknoten-
zellen lag nach 4 h Inkubation bei 3,3 %, nach 24 h bei 5,88 % und nach 48 h bei
9,95 %. Der Anteil aktiver Caspase-3-negativer CD8" Zellen lag wéahrend der
gesamten Inkubation im Mittel bei 36,13 %.

Des-TZR*CD8" T-Zellen werden bei der vierstiindigen Inkubation mit 5 % Ethanol zu

36,47 % Aktive-Caspase-3-positiv und zu 12,38 % Propidiumiodid-positiv.

Positivkontrolle Des-TZR

4 h Inkubation in 5 % Ethanol
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Abb. 26: Inkubation von Des-TZR Lymphknotenzellen Gber 4 Stunden in 5 % Ethanol. Dargestellt sind
die Zunahme von Zellen, die aktive Caspase-3 exprimieren als Marker flir Apoptose sowie die
Zunahme von Zellen, die Propidiumiodid-positiv sind als Marker fir nekrotische Zellen.
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Abb. 27: Inkubation von Des-TZR Lymphknotenzellen Gber 48 Stunden. Dargestellt sind die Zunahme
an Granularitat, die Zunahme von Zellen, die aktive Caspase-3 exprimieren als Marker fir Apoptose
sowie die Zunahme von Zellen, die Propidiumiodid-positiv sind als Marker fir nekrotische Zellen.
Wiedergegeben sind Ergebnisse der jeweiligen Populationen R1 bis R3.
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3.7 Positive und negative Selektion im Thymus von Des-TZR x K°'"°

transgenen und Des-TZR transgenen Thymozyten beim adulten Tier

Thymuszellen adulter Des-TZR und Des-TZR x K" transgener Tiere wurden
vereinzelt und durchfluizytometrisch auf die Expression von CD4, CD8 und Des-
TZR hin untersucht. Durchgefihrt wurden die Experimente mit 5 Tieren, es wird

jeweils ein Tier exemplarisch dargestellt.

3.7.1 Expression von CD4 und CD8 durch Des-TZR x K" transgene und Des-
TZR transgene Thymozyten

Des-TZR und Des-TZR x K®™ transgene Thymozyten unterscheiden sich in der
Expression von CD8 und CD4. Wahrend in der Des-TZR transgenen Maus 33,73 %
der Thymozyten doppelt-positiv sind, sind es in der Des-TZR x Koo transgenen Maus
63,82 %.

Unterschiede gibt es auch in der Expression nur eines der beiden T-Zell-Marker:
wahrend bei der Des-TZR transgenen Maus im einfach-positiven Stadium mehr
Thymozyten CD8 exprimieren als CD4, ist es bei der Des-TZR x KP' transgenen

Maus umgekehrt, es exprimieren mehr Thymozyten CD4 als CD8.

Des-TZR Des-TZR x KP'°
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103
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Abb. 29: Expression von CD4 und CD8 bei Thymozyten Des-TZR x K**
und Des-TZR transgener, adulter Tiere.
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3.7.2 Expression des Des-TZR-Klonotyps durch Des-TZR x K"'° transgene und
Des-TZR transgene Thymozyten

8,46 % der CD8" Des-TZR transgenen Thymozyten exprimieren den Des-T-
Zellrezeptor im Thymus einer adulten Maus. Im Thymus einer adulten Des-TZR x
K> transgenen Maus sind 1,09 % der Thymozyten Des-TZR*CD8".

Des-TZR Des-TZR x KP'°
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2,02 % 7,46 % 10,97 % 1,08 %
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Abb. 30: Expression von CD4 und CD8 bei Thymozyten Des-TZR x K>
transgener und Des-TZR transgener, adulter Tiere.

3.7.3 Des-TZR'CD8" Thymozyten in adulten Des-TZR x KP-le transgenen Tieren
sind doppelt negativ

Des-TZR*CD8 Thymozyten (R1) in adulten Des-TZR x K™ transgenen Tieren
exprimieren nicht den CD4-Korezeptor, sie sind in Bezug auf die Korezeptoren also
doppelt-negativ. Sowohl CD69 als auch CD122 werden von der Population

exprimiert.

Im Vergleich dazu exprimieren die Thymozyten adulter Des-TZR transgener Tiere
CD69 in héherer Dichte als in adulten Des-TZR x K®™ transgenen Tieren. CD122

wird nicht exprimiert, aber ein Teil der Thymozyten exprimiert CD4.
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Abb. 31: Expression von CD4, CD122 und CD 69 bei Des-TZR*CD8" Thymozyten
adulter Des-TZR x K** und Des-TZR transgener Tiere.
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Des-TZR x K"'° adult Des-TZR adult
CD4 - +/-
CD122 + -
CD69 + ++

Tab. 10: Expression von CD4, CD122 und CD 69 bei Des-TZR'CD8’
Thymozyten adulter Des-TZR x K™ und Des-TZR transgener Tiere.

3.8 Unterschiede in der Differenzierunq zwischen Des-TZR x KP'°

und Des-TZR transgenen Thymozyten

Des-TZR x K™ und Des-TZR transgenen Mausen wurden im Alter von 0, 5, 10 und
23 Tagen der Thymus entnommen, die Zellen vereinzelt und durchfluRzytometrisch
dargestellt. Verglichen wurde mit adulten Des-TZR x K®™ transgenen Méausen, als
Kontrolle wurde bei jeder Farbung ein adultes Des-TZR transgenes Tier mitgefuhrt.
Durchgefiihrt wurden die Experimente mit 20 Des-TZR und 25 Des-TZR x K°™°

transgenen Tieren, es wird jeweils ein Tier exemplarisch dargestellt.

3.8.1 Unterschiede in der Expression von CD4 und CD8 zwischen

neonatalen Des-TZR x K*'° und Des-TZR transgenen Thymozyten

Bei der neonatalen Des-TZR transgenen Maus ist die Population der doppelt-
postiven Thymozyten am starksten vertreten mit 82,28 %. 8,36 % der Zellen sind
einfach-positiv fir CD8, 2,52 % fiir CD4. Des-TZR x K®" transgene Thymozyten
exprimieren zu 1,87 % CD4 und CD8 gleichzeitig. Eine eindeutige Zuordnung zu
einer einfach positiven Population ist jedoch schwierig, da die restlichen Thymozyten
uberwiegend doppelt-negativ sind, bzw. einen der beiden Korezeptoren in sehr

geringer Dichte exprimieren und eine eindeutige Zuordnung nicht ermadglichten.
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Des-TZR neonatal Des-TZR x K°'° neonatal
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Abb. 31: Expression von CD4 und CD8 bei Thymozyten Des-TZR x K*™°
transgener und Des-TZR transgener, neonataler Tiere nach der Geburt.
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3.8.2 Unterschiede in der Expression des Des-TZR-Klonotyp zwischen

neonatalen Des-TZR x K*'° und Des-TZR transgenen Thymozyten

Bei neonatalen Des-TZR transgenen Thymozyten fehlt die Des-TZR"CD8"
Population, im Vergleich dazu liegt die Expression bei der mitgeflihrten adulten

Kontrolle bei 5,7 %.

Des-TZR neonatal Des-TZR adult (Kontrolle)
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Dez-TZR-Klonatyp
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Abb. 32: Expression des Des-TZR und CD8 bei Thymozyten
Des-TZR transgener, neonataler Tiere.

Bei den Des-TZR x K™ transgenen Tieren finden sich zwei Populationen von Des-

TZR'CD8" Thymozyten: 25,2 % exprimieren den Des-T-Zellrezeptor in intermediarer
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und CD8 in geringer Dichte (Des™CD8°), 29,96 % exprimieren den Des-T-
Zellrezeptor und CD8 in geringer Dichte (Des°CD8").

Des-TZR x K*'° neonatal Des-TZR adult (Kontrolle)
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Abb. 33: Expression des Des-T-Zellrezeptors und CD8 bei Thymozyten
Des-TZR x K™ transgener, neonataler Tiere.

3.8.3 Phanotyp der Des"CD8"° und Des"™CD8'° Thymozyten

Des™CD8"° (R1) Thymozyten exprimieren CD122 in geringer Dichte, von den
Des'°CD8" (R2) Thymozyten wird der Marker nicht exprimiert.

Beide Thymozyten-Populationen exprimieren CDG69, Des™CD8" Thymozyten in
hoher Dichte. Des'°CD80" Thymozyten exprimieren CD69 sowohl in geringer, als

auch in hoher Dichte.
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Des'™CD8'" (R1) Des'°CD8' (R2)
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Abb. 34: Phanotyp der Des"CD8" und Des™CD8"° Thymozyten,
untersucht wurde die Expression von CD122 und CD69
Des-TZR™CD8" (R1) Des-TZR" CD8" (R2)
CD122 + -
CD69 ++ +/-

b-lo

Tab. 11: tabellarische Darstellung des Phanotyps der Des-TZR x K™ doppelt-transgenen
(Des-TZR™CD8" und Des-TZR°CD8") Thymozyten bezogen auf CD69 und CD122.

3.8.4 Des-TZR*CD8"* Thymozyten sind in adulten Des-TZR x K" Tieren nicht

mehr nachweisbar

Sind im Thymus einer neonatalen Des x K®'° Maus 35,05 % der Thymozyten noch
vom Des™CD8" (R1) Phanotyp und 24,55 % von Des°CD80" (R2) Phanotyp, so hat
sich die Des™CD8" Population am Tag 5 auf 19,77 % reduziert, wiahrend die
Des°CD80'° Population mit 26,1 % erhalten blieb.

Mit zunehmenden Alter kénnen keine Des-TZR positiven Thymozyten mehr

nachgewiesen werden und generell gleicht das Bild dem einer adulten Des-TZR
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Maus, bei der jedoch eine Bildung Des-TZR positiver Thymozyten nachgewiesen

werden kann.

Des-TZR x K*'° neonatal Des-TZR x K*'° Taqg 5
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Abb. 35: Die Expression des Des-TZR auf Thymozyten von Des-TZR x K**
transgenen Tieren nimmt mit zunehmenden Alter ab, dargestellt ist der Verlauf
von neonatal bis adult im Vergleich zu einer adulten Des-TZR transgenen Maus.
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3.8.5 Des-TZR*CD8" T-Zellen sind in adulten Des-TZR x K®'" transgenen Tieren

doppelt negativ

Des-TZR*CD8 T-Zellen adulter Des-TZR x K®™ transgener Tiere exprimieren auch

nicht den CD4-Korezeptor.

Des-TZR x K°'° adult
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Abb. 36: CD4-Expression Des-TZR'CD8" T-Zellen (R1) adulter
Des-TZR x K™ transgener Tiere.
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4.1 Phanotyp Des x K°'° transgener T-Zellen

Die Antwort des Immunsystems auf eine Antigenstimulation, sei es ein Pathogen,
eine Krebszelle oder ein Selbstantigen, ist so ausbalanciert, dal} normalerweise eine
angemessene Antwort erfolgt: Reaktionen auf Selbstantigene werden kontrolliert
oder verhindert und expandierte Populationen reaktiver Zellen werden nach

Beseitigung des Pathogens wieder auf ihr normales Mal} gestutzt [91].

Seit den siebziger Jahren vermutet man, dal} u.a. spezialisierte Lymphozyten fur die
Regulation des Immunsystems verantwortlich sind: man postulierte die Existenz sog.
Tsuppressor-Zellen, da T-Zellen eines toleranten Tieres diese Toleranz auf ein naives
Tier Ubertragen konnten, wenn sie zusammen mit dem Antigen verabreicht wurden
[119, 120].

Ungllcklicherweise wurden bei der Erforschung dieser Zellen Fehler gemacht und
falsche Schlusse gezogen, so dal® das ganze Konzept diskreditiert war, bis Mitte der
neunziger Jahre neue Erkenntnisse (ber CD4'CD25" — nun regulatorische T-Zellen

genannte — Lymphozyten zum Umdenken zwangen [91, 119].

Seitdem konnten viele Erkenntnisse Uber regulatorische T-Zellen gewonnen werden,
die sich jedoch zumeist auf CD4" T-Zellen beschréanken. Im Gegensatz dazu stand
den hier vorliegenden Untersuchungen ein Modell CD8" T-Zellen zur Verfiigung, das
durch seine Besonderheiten hervorragend flr Versuche geeignet war. Durch die
Kreuzung zweier transgener Mausstamme entstanden nicht nur T-Zellen mit
regulatorischen Fahigkeiten, wie in einem Graft-versus-Host-Modell bewiesen
werden konnte. Auch die Spezifitat dieser Zellen war bekannt und konnte anhand

eines Klonotyp-spezifischen Antikérpers sichtbar gemacht werden.

Wahrend parallel weitere Untersuchungen zum  Graft-versus-Host-Modell
durchgefuhrt wurden [siehe Dissertation von Sebastian Schwarte, Etablierung einer
allogenen Knochenmarktransplantation zur Prédvention der Graft-versus-Host

Reaktion mittels immunregulatorischer T-Zellen in einem transgenen
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Mausmodell, an der Medizinischen Hochschule Hannover] stand im Zusammenhang
mit der vorliegenden Arbeit die regulatorische Zelle an sich im Zentrum des
Interesses: was ist ihr Phanotyp, zeigt sie eine thymische oder extrathymische
Entwicklung, wie verhalt sie sich in der Peripherie und uber welche Mechanismen bt

sie ihren regulatorischen Effekt aus?

Um zunéchst den Phanotyp der CD8" regulatorischen T-Zellen unseres Modells zu
beschreiben, wurden diese durch eine indirekte Negativ-Selektion mit Hilfe von
Dynabeads zuerst angereichert, indem aus einer Suspension von Lymphknoten- und

Milzzellen CD4" T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und Granulozyten entfernt wurden.

Der Anteil Des-TZR'CD8" Zellen konnte insgesamt stark reduziert, aber nicht ganz
beseitigt werden. Der Grund hierfur liegt im Kompromifd zwischen der Reinheit der
Zellpopulation und der Ausbeute: die verwendeten Antikorper wurden in einer
Konzentration eingesetzt, die ein hdhere Ausbeute der erwinschten Zellen
erlaubten. Bei einer hoheren Konzentration vor allem der Antikorper gegen B-

Zellantigene kam es zu hohen Verlusten bei den Zielzellen.

Das Verfahren der Negativ-Selektion wurde angewandt, um die Zielzellen nicht durch
eine direkte Aufreinigung, z.B. unter Verwendung des Des-TZR-Klonotyp-
Antikoérpers, zu aktivieren. Tatsachlich zeigen die Zellen im Hinblick auf die
Oberflachen-Marker CD62L (L-Selektin), CD69, CD25 (a-Kette des IL-2-Rezeptors),
und CD45RB einen naiven Phanotyp. Untersucht wurden die Populationen Des-
TZR"CD8" der Des-TZR transgenen Mause, sowie die Populationen Des-
TZR"°CD8" und Des-TZR™CD8" der Des-TZR x K** transgenen Mause.

L-Selektin wird auf naiven T-Zellen in hoher Dichte exprimiert und ist verantwortlich
fur das Homing der Zellen vom Blut in peripheres lymphatisches Gewebe [121].
Sowohl die untersuchten Zellen der Des-TZR transgenen als auch Des-TZR x K
transgenen Tiere exprimierten dieses Antigen in hoher Dichte. Gleiches gilt fur die
Expression von CD45RB, das in der Entwicklung von der naiven zur memory-T-Zelle
hin abnimmt [122].
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CDG69 oder early activation antigen ist ein Antigen, das in weniger als zwei Stunden
nach Aktivierung von T-Zellen exprimiert wird [123, 124], es wurde von den

untersuchten Zellen nicht exprimiert.

Interessanterweise zeigen aber die T-Zellen der Des-TZR x K*™ transgenen Mause
im Gegensatz zu den einfach-transgenen Tieren eine hohe Expressionsdichte von
CD44 und der IL-2-Rezeptor-p-Kette (CD122). Dieser Phanotyp erinnert an NKT-
Zellen, auch auf Hinblick der Expression von CD8a'p~ Korezeptoren und der

intermediaren Expressionsdichte des T-Zellrezeptors.

Die in der Untersuchung verwendeten Mause sind auf B10.BR-Hintergrund gezlichtet
und exprimieren somit das NK1.1 Allel [125, 126]. Zudem exprimieren Des-
TZR"°CD8" T-Zellen CD8, und der T-Zellreptor setzt sich nicht aus dem fiir NKT-
Zellen bekannten kanonischen V8 Repertoire und der invarianten Kette Va14Ja281
zusammen, sondern besteht aus den Ketten Va2 und VB2 [95]. Diese Fakten
sprechen gegen eine Zuordnung der Des-TZR'°CD8" zu den klassischen NKT-Zellen
[58]. Hammond et al. und Emoto et al. zahlen jedoch, wie eingangs erwahnt [62, 63],
auch andere T-Zellen zu den NKT-Zellen. Hammond et al. beschreiben CD8" NKT-
Zellen, die NK1.1 negativ sind und vornehmlich CD8a."f" Korezeptoren exprimieren,
aulRerdem nicht abhangig sind von der invarianten Kette Va14Ja281 und im
Gegensatz zu anderen NKT-Zellen nach Aktivierung kein IL-4 produzieren. Emoto et
al. beschreiben CD8" NKT-Zellen u.a. als CD122" und, anders als unsere Zellen, als
CD69", aber auch als CD25'.

Watanabe et al. gehen einen Schritt weiter und fassen alle T-Zellen, auch die NKT-
Zellen, die den T-Zellrezeptor in intermediarer Dichte sowie CD122 exprimieren, als
intermediare T-Zellen zusammen [69]. Unabhangig von der Frage, ob die in dieser
Arbeit beschriebenen regulatorischen T-Zellen zu NKT-Zellen gezahlt werden
konnen oder nicht, weil sie nicht der klassischen Definition entsprechen, wohl aber
der erweiterten, fligen sie sich ein in die heterogene Population der intermediaren

T-Zellen nach Watanabe et al.
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4.2 Zytokinproduktion von Des-TZR x K°'° und Des-TZR transgenen

Lymphknotenzellen nach Aktivierung durch vernetzende Antikorper

Neben den klassischen NKT-Zellen, die nach Aktivierung gro3e Mengen an IFNy und
IL-4 produzieren, konnte auch fiir CD8"CD122" intermediére T-Zellen die Produktion
von IFNy nachgewiesen werden [65]. Aullerdem sind IL-10 und TGF-B immer wieder
in Zusammenhang mit den Effektorfunktionen CD4*CD25" T-Zellen gebracht worden.
Die in dieser Arbeit charakterisierten Des-TZR und Des-TZR x K" transgenen
T-Zellen wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, nach Aktivierung durch anti-TZRp-
Kette und CD28 bzw. Des-TZR-Klonotyp und CD28 die Interleukine IL-2, IL-10, IFNy

und TGF- zu sezernieren. Untersucht wurde nach 24 h und 48 h Aktivierung.

Da die Funktion von IL-4, wie eingangs erwahnt, bei regulatorischen T-Zellen eine
eher untergeordnete Rolle spielt, wurde seine Produktion nicht untersucht; von
grolerem Interesse war, eine mogliche Produktion von IL-2 zu untersuchen: Des-
TZR x K™ transgene T-Zellen stoRen keine KP-positiven Hauttransplantate ab und
zeigen in einer gemischten Lymphozyten-Reaktion keine Proliferation, der Verdacht,

dal} die Zellen anerg sind, liegt also nahe.

IL-2 ist ein Interleukin, das T-Zellen nach erfolgter Aktivierung aus ihrem ruhenden
Zustand heraus zur Proliferation anregt. Es wird durch die aktivierte Zelle selbst

sezerniert und wieder verbraucht [120].

Des-TZR x K™ transgene T-Zellen produzieren im Vergleich zu Des-TZR
transgenen T-Zellen kaum IL-2 oder IL-10 nach Aktivierung mit dem spezifischen
Antikorper anti-Des-TZR-Klonotyp. Eine deutliche Produktion zeigt sich erst durch die
Aktivierung mit dem Antikorper gegen die TZRp-Kette. Dies ist ein deutlicher Unter-
schied zu den Des-TZR transgenen T-Zellen, die auch durch die Aktivierung mit dem
spezifischen Antikorper anti-Des-TZR-Klonotyp erhohte Mengen an IL-2 und IL-10

sezernieren.
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Die Sekretion von IL-2, aktiviert durch den pan-TZRp-Antikdrper, fallt starker aus als
durch den Klonotyp-spezifischen Antikorper , weil durch ersteren zusatzlich T-Zellen
aktiviert werden, die neben dem transgenen Des-T-Zellrezeptor aufgrund eines
Rearrangements endogener TZRa-Ketten auch einen zweiten T-Zellrezeptor an der
Zelloberflache exprimieren. Diese T-Zellen haben in der doppelt-transgenen Des x
K> Maus einen Selektionsvorteil, was sich in der erhdhten IL-2-Sekretion im

Vergleich zu den Des-TZR-Mausen wiederspiegelt [98].

Beide Zellpopulationen verbrauchen das Interleukin innerhalb der 48stindigen
Inkubation wieder. Die als Kontrolle mitgefihrten B10.BR T-Zellen beweisen die
Spezifitat des Antikdrpers anti-Des-TZR-Klonotyp, da sie durch ihn nicht zur
Sekretion von IL-2 angeregt werden. Ein Unterschied zu den transgenen
Mausstammen zeigt sich auch in der Aktivierung durch den pan-TZRp-Antikorper:
das sezernierte IL-2 akkumuliert und wird in der Inkubationszeit von 48 Stunden

langsamer verbraucht.

DaR Des x K*™ transgene T-Zellen verglichen mit Des-TZR transgenen T-Zellen nur
aullert geringe Mengen an IL-2 sezernieren, weist auf einen anergen Zustand dieser
Zellen hin. Die parallel zu den Zytokin-Messungen durchgefuhrten Proliferations-
studien zeigen jedoch, dal® die geringe Menge an IL-2, die von den Des x Koo
transgenen T-Zellen nach Aktivierung durch den Klonotyp-spezifischen Antikorper
sezerniert wird, ausreicht, eine Proliferation zu stimulieren, wenn auch die
Proliferationsrate gegenuber der der Des-TZR transgenen T-Zellen um zwei Drittel
reduziert ist. R. H. Schwartz fal3t in einem Review verschiedene Ergebnisse von
Studien zusammen, die den Rulckschlul® zulassen, dal} Anergie kein absoluter
Zustand ist, sondern vielmehr Abstufungen erkennbar sind [35]. Die Charakteristika
der Des x K®" transgenen T-Zellen — keine Reaktion auf das Antigen, aber dennoch
geringe Produktion von IL-2 und geringe Proliferation — lassen den Schluf3 zu, daf

sie sich in einem teil-anergen Zustand befinden.

Generell spiegelt die Proliferationsrate das Verhalten bei der Zytokin-Produktion

wieder: Des-TZR T-Zellen werden im gleichen Malde durch den Klonotyp-
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spezifischen Antikdrper aktiviert, wie durch den pan-TZRp-Antikdrper, wahrend Des-
TZR x K°" transgene T-Zellen starker durch den pan-TZRp-Antikorper aktiviert
werden, der auch die endogen rearrangierten T-Zellrezeptoren aktiviert. Die zur
Kontrolle mitgefihrten B10.BR T-Zellen zeigen nur bei dem pan-TZRp-Antikdrper
eine Proliferation sowie eine Produktion der untersuchten Interleukine. Auch zeigt
sich, daR ausgehend von der Proliferationskinetik Des-TZR" transgene T-Zellen
schneller sind als B10.BR- T-Zellen. Dies spiegelt sich auch in dem schnelleren

Verbrauch von IL-2 innerhalb von 48 Stunden wieder.

Generell produzieren Des-TZR und Des-TZR x K" transgene T-Zellen nur geringe
Mengen an IL-10. Eine Effektorfunktion von IL-10 in unserem Modell CD8"
regulatorischer T-Zellen, vergleichbar mit anderen Modellen regulatorischer T-Zellen

ist somit wenig wahrscheinlich.

Hingegen produzieren Des-TZR x K** transgene T-Zellen innerhalb von 48 Stunden
genauso viel IFN-y durch die Aktivierung mit dem spezifischen Antikorper anti-Des-
TZR-Klonotyp wie Des-TZR transgene T-Zellen, innerhalb von 24 h sogar doppelt
soviel. Dies ist eine sehr hohe Produktionsrate, wenn man bedenkt, dal} die
Proliferationsrate der doppelt-transgenen T-Zellen um zwei Drittel geringer ausfallt
und gleichzeitig weniger Des-TZR x K** transgene Zellen den Des-T-Zellrezeptor
exprimieren als Des-TZR Zellen (22 % gegenuber 36 % im unter 3.1.1 aufgefuhrten
Beispiel der Negativselektion). Die Produktion von IFN-y stimmt erneut mit
Beobachtungen Uberein, die bei intermediaren TZR-Zellen gemacht wurden [65].
Dem Interleukin kénnte somit eine Schlisselposition bei der Funktionsweise der
Zellen zukommen. In diesem Zusammenhang sei noch einmal auf die
Untersuchungen an Makrophagen hingewiesen [82-84], die gezeigt haben, dal’ IFN-y
die Expression von IL-10 supprimiert - ein interessanter Aspekt, der mit der
Beobachtung einer hohen Produktionsrate von IFN-y und einer sehr niedrigen Rate

von IL-10 in unserem Modell der Des-TZR x K™ transgenen T-Zellen konform geht.
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Bei keiner der untersuchten Zellpopulationen gelang ein Nachweis von sezerniertem
TGF-B. Der Versuch wurde nur einmal durchgefuhrt. Da nicht einmal die
unspezifische Stimulierung durch den Antikorper gegen die T-Zellrezeptor-p-Kette
zusammen mit CD28 zu einer Sekretion von TGF-f fuhrte, liegt die Vermutung nahe,
dald der Nachweis fehlgeschlagen ist, bzw. insgesamt unter der Nachweisgrenze des

Assays lag.

Hinzu kommt die Tatsache, dal¥ man membranstandiges TGF-f, wie es fur andere
regulatorische T-Zellen nachgewiesen wurde [127], nicht mit dem ELISA-Verfahren
nachweisen kann, so dal} der letztendliche Beweis, da} Des-TZR x Kbl transgene
T-Zellen ihren immunmodulierenden Effekt nicht durch TGF-B vermitteln, in der

vorliegenden Arbeit nicht erbracht wurde.
Geht man jedoch davon aus, dal TGF- und IL-10 sich gegenseitig bedingen [78],
scheint eine Beteiligung von TGF-p an den Effektorfunktionen regulatorischer Des-

TZR x K> transgener T-Zellen wenig wahrscheinlich.

4. 3 Homeostatische Proliferation von Des x K*'° T-Zellen

Die Expression der Marker CD122 und CD44 trifft noch auf eine weitere Population
von T-Zellen zu: auf naive T-Zellen, die eine homeostatische Proliferation durch-
laufen. Es zeigen jedoch nicht alle bisher untersuchten transgenen T-Zellen diese
spezielle Form der Vermehrung [22]. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Des-TZR x KPP transgenen T-Zellen wurden deswegen auf ihre Fahigkeit hin
uberpruft, unter lymphopenen Bedingungen und in Abhagigkeit vom positiv- und
negativ-selektioniernden MHC:Antigen-Komplex zu proliferieren. Verglichen wurde

hierbei mit der Proliferation in nicht-lymphopener und vollig disparater Umgebung.

Des-TZR x K°™ transgene T-Zellen zeigen eine Proliferation sowohl in Empfangern
mit positiv- als auch mit negativ-selektionierendem Hintergrund, wobei sie im

letzteren starker zur Teilung angeregt werden. Dies zeigt eine Abhangigkeit vom
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selektionierenden MHC:Peptid-Komplex an, zumal Des-TZR x K™ transgene
T-Zellen in einer vollig disparaten Umgebung, die diesen Komplex nicht bietet,
zugrunde gehen. Zellteilungen finden auf3erdem nicht in negativ-selektionierenden
Empfangern mit vollstdndigem T-Zell-Kompartiment statt, die T-Zellen unseres
doppelt-transgenen Mausmodells sind also in der Lage, eine homeostatische

Proliferation durchzufthren.

Weiterhin zeigt die Abhangigkeit vom selektionierenden MHC:Peptid-Komplex, daf
der Phanotyp von Des-TZR x K® transgenen T-Zellen dem von memory-like
T-Zellen entspricht, und nicht memory T-Zellen, die zur homeostatischen Proliferation

auch ohne ihr selektionierendes Antigen fahig sind [22].

Da memory-like T-Zellen durch die homeostatische Proliferation nicht nur den
Phanotyp, sondern auch die Effektorfunktionen von memory T-Zellen entwickeln,
konnte in dem Proliferationsverhalten der Des-TZR x K*™ transgenen T-Zellen der
Schliissel zu ihrem Phanotyp (CD44*, CD122%) und ihrer Effektorfunktion liegen:
IL-15 hat nachweislich eine regulierende Funktion bei memory T-Zellen und teilt sich
die Rezeptor-Kette CD122 mit IL-2. Die Vermutung, daR bei aller Ahnlichkeit
zwischen memory T-Zellen und memory-like T-Zellen IL-15 auch bei letzteren
proliferations-regulierende Funktion ausubt, scheint bei unseren regulatorischen
T-Zellen nahezuliegen. Des weiteren wurde mehrfach von einer schnelleren IFNy-
Produktion durch memory-like T-Zellen berichtet, verglichen mit naiven Zellen [27].
Hierin koénnte der Grund dafiir liegen, daR Des-TZR x K°™ transgene T-Zellen
verglichen mit Des-TZR transgenen T-Zellen bei geringerer Aktivierung trotzdem
mehr IFNy produzieren, so dal® der Phanotyp nicht einfach zufallig bei der
homeostatischen Proliferation entsteht, sondern die Zellen in ihrer regulatorischen

Funktion unterstitzt.

Die Ergebnisse sind auch ein Hinweis auf das Verhalten der Des-TZR x K®™
transgenen T-Zellen in der Peripherie: je nach Modell erlangen memory-like T-Zellen
nach Erreichen der Homeostase den naiven Phanotyp wieder oder nicht. Dies kdnnte

daraufhin deuten, dal} sich eine Zellpopulation in ihrem Kompartiment einrichtet und
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standig weiterteilt [22]. Da Des-TZR x Kbl transgene T-Zellen von vornherein den

memory-like Phanotyp aufweisen, konnte eine standige Proliferation vorliegen.

4.4 Des x K'° T-Zellen zeigen eine thymusabhingige Entwicklung

Die hauptséachliche Differenzierung von T-Zellen zu CD4'- oder CD8'- T-Zellen
erfolgt im Thymus [128, 130]. Daneben gibt es jedoch auch extrathymische
Entwicklungswege im Darm [130, 131] und in der Leber [132]. T-Zellen, die in der
Leber differenzieren, exprimieren den T-Zellrezeptor in intermediarer Dichte, T-Zellen
aus dem Darm, sog. intraepitheliale Lymphozyten (IEL), in hoher. Alle TCR™ T-Zellen
aus der Leber exprimieren CD122 in hoher Dichte, ebenso ein Teil der IEL. Beide

Populationen enthalten CD8a.c.-Homodimere [133, 134].

Aufgrund der Gemeinsamkeiten im Phanotyp mit den oben beschriebenen
extrathymisch differenzierten T-Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob Des-TZR x K™ transgene T-Zellen extrathymischen Ursprunges sind. Hierfiir
wurden Tiere thymektomiert und T-Zell-depletiert, danach folgte eine Beobachtung

von bis zu 120 Tagen.

Bei 4 von 8 Tieren zeigte sich innerhalb diesen Zeitraumes keine Rekonstitution des
T-Zell-Repertoires. Bei zwei weiteren Tieren konnten nur bis zum Tag 53 bzw. 93
eine Untersuchung durchgefuhrt werden; diese Tiere zeigten ebenfalls keine
Rekonstitution. Diese Ergebnisse lassen auf eine thymusabhangige Entwicklung der

Des-TZR x KP™ transgenen T-Zellen schlieRen.

Zwei Tiere zeigten demgegenuber eine Rekonstitution, die in ihrer Geschwindigkeit
vergleichbar ist mit der Rekonstitution nach einer T-Zell-Depletion ohne voraus-
gehende Thymektomie. Diese Rekonstitutionsgeschwindigkeit lag bei ca. 20 % der
urspringlichen PopulationsgroRe bei 4 untersuchten Tieren und bei ca. 40 % bei
einem Tier, jeweils nach 7 Wochen. Obwohl bei den thymektomierten Tieren in der
abschlielenden Untersuchung kein Thymusrest festgestellt werden konnte, ist es

mdglich, dal® trotzdem Thymusgewebe nach der Operation verblieb, z.B. als sehr
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kleiner Rest, der Ubersehen wurde, der aber ausreicht, um neue T-Zellen heranreifen
zu lassen. Dies geht jedoch nicht mit der Beobachtung konform, dafd ein anderes
Tier trotz nachgewiesenen Thymusrests keine Rekonstitution zeigte. Eine weitere
Erklarung fir die Rekonstitution bei zwei der untersuchten Tiere konnte eine
unvollstandige T-Zell-Depletion sein; die verbliebenen Zellen erholten sich und

konnten proliferierten.

Wahrend sich das T-Zell-Repertoire bei Des-TZR transgenen Tieren innerhalb von 7
Wochen nach einer T-Zell-Depletion vollstandig erholt, findet, wie bereits erwahnt,
bei Des-TZR x K®™ transgenen Tieren eine Rekonstitution nur langsam statt, nach 7
Wochen liegt sie bei ca. 20 %. Dieses Ergebnis wiederspricht der Aussage des
vorhergehenden Versuchs, wenn nach einer Thymektomie und T-Zell-Depletion
keine T-Zellen nachkommen, handelt es sich um eine thymusabhangige Entwicklung,
denn mit einem funktionsfahigen Thymus mufdte ein hoherer Ausstol} junger T-Zellen
madglich sein, vergleichbar mit den Des-TZR transgenen Tieren — es sei denn, Des-
TZR x K*™ transgene T-Zellen differenzieren nur zu bestimmten Zeitpunkten oder vor
bzw. kurz nach der Geburt und sind danach auf homeostatische Proliferation
angewiesen. Dies wurde auch erklaren, warum ein Tier trotz nachgewiesenen

Thymusrests keine Rekonstitution zeigte.

Uberraschend ist der Unterschied in der Proliferationsrate, vergleicht man die beiden
folgenden Versuchsansatze: werden Des-TZR x K" transgene T-Zellen in einen
lymphopenen Empfanger Uberfuhrt, findet innerhalb von 14 Tagen ein starke Pro-
liferation statt, verbleiben jedoch einige T-Zellen im lymphopenen Tier, ist die
Proliferationsrate nur gering. Hierbei kann es sich um eine optische Tauschung
handeln, da lymphopene Empfanger mit einer hohen Anzahl an CFSE-markierten
Zellen geschwemmt wurden, um die Proliferation erst sichtbar machen zu kdnnen.
Jedoch bleibt der Unterschied zu den Des-TZR transgenen T-Zellen, die so stark
proliferieren, dal} innerhalb von 7 Wochen die Population wieder ihren vorherigen
Zustand erreicht hat, im Gegensatz zu Des-TZR x K*" transgenen T-Zellen, deren

Rekonstitution bei 20-40% der urspruanglichen PopulationsgroRe lag.
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Gleiches gilt fiir die Erklarung, daR Des-TZR x K" transgene T-Zellen, die im Tier
verblieben, im Gegensatz zu den Zellen, die in einen Empfanger Uberfuhrt wurden,
selbst dem depletierenden Antikorper ausgesetzt waren, bzw. der immunologischen
Reaktion, die zur Depletion flhrte. Sie haben dabei méglicherweise einen Schaden
erlitten, der eine Proliferation behindert, wahrend bei den Versuchen zur
Homeostase gesunde Zellen in einen lymphopenen Empfanger tberfuhrt werden —
auch hier miuBten Des-TZR transgene T-Zellen ebenso auf die Behandlung
reagieren, es sei denn, Des-TZR x K" transgene T-Zellen reagieren empfindlicher

als Des-TZR transgene Zellen.

FUr diese Vermutung spricht auch der folgende Versuch: stellt man in vitro
Vergleiche zwischen der Vitalitat von Des-TZR x KP"° und Des-TZR T-Zellen an, so
sind Des-TZR x K" T-Zellen nach 48 h Inkubation stark apoptotisch bzw.
nekrotisch, Des-TZR T-Zellen hingegen nur zu einem geringen Teil. Interessanter-
weise zeigen sich die Zellen umgekehrt anfallig fur die Positivkontrolle zur Apoptose-
Induktion, die vierstindige Inkubation in Ethanol. Dabei scheint es, dal® Des-TZR x
K™ transgene T-Zellen weniger empfindlich auf eine kurze Stérung reagieren, wie
z.B. eine Aufreinigung mit anschlieRender CFSE- Farbung in DMSO oder eine kurze
Inkubation in 5%iger Ethanol-Loésung zur Apoptose-Induktion, als eine T-Zell-
Depletion im Tier oder eine 48stundige Inkubation unter physiologischen Bedingun-

gen.

Hierin zeigen Des x K®' transgene Zellen Ahnlichkeiten mit einem Modell muriner
CD8"°Vp5° T-Zellen, beschrieben von Blish et al. Diese Zellen haben einen memory
Phanotyp, proliferieren nach Aktivierung trotz exogenem IL-2 nur schwach und
kénnen ihre Zielzelle in vitro nicht zerstéren. Mit Hilfe einer RT-PCR wurde in frisch
isolierten, nicht aktivierten Zellen hohen Mengen an IFNy mRNA nachgewiesen.
Auch diese Zellen sterben in vitro sehr schnell an Apoptose. Aus ihren Ergebnissen
entwickelten C.A. Blish et al. das Modell CD8" T-Zellen, die nach erfolgter
Aktivierung und Blastogenese ihren T-Zellrezeptor und Korezeptor herunter-

regulieren und in einen anergen Zustand verfallen, jedoch zu
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Entzindungsorten wandern konnten, um dort IFNy zur Regulation der Immunantwort
zu produzieren. Da in vivo eine etwas hohere Lebenszeit nachgewiesen werden
konnte als in vitro, wurde vermutet, dal} die Zellen durch ein Uberlebenssignal,
Ubermittelt durch IL-15, am Leben bleiben kénnten [135]. Ubertragen auf unser
Modell kdénnte eine Abhangigkeit von IL-15 die Expression von CD122 begriinden,

zumal die Rolle von IL-15 bei der Homeostase bereits eingangs diskutiert wurde [31].

Um die Frage einer thymusabhangigen Entwicklung der Des-TZR x K" transgenen
T-Zellen abschlieRend beantworten zu kdnnen, wurde die Differenzierung von Des-
TZR x K*" und Des-TZR transgenen Thymozyten untersucht. Tatsachlich findet man
im Thymus neugeborener Tiere CD8" Thymozyten, die den Des-T-Zellrezeptor in

hoher, bzw. intermediarer Dichte exprimieren.

Betrachtet man die Expression von CD4 und CD8 bei Des-TZR x K und Des-TZR
transgenen Thymozyten adulter Tiere, so lassen sich bereits am Bild der sog.
Thymusschwalbe Unterschiede in der Differenzierung erkennen: bei den Des-TZR
transgenen Thymozyten ist die CD8-einfach-positive Population groRer als die der
die CD4-einfach-positiven Population, bei den Des-TZR x K™ transgenen Thymo-
zyten ist dieses Verhaltnis umgekehrt. Dieses bereits veroffentlichte Ergebnis [11]
beruht auf dem Modellansatz: der transgene Des-T-Zellrezeptor ist MHC-Klasse-I-
restringiert, im einfach-transgenen Mausmodell der Des-TZR Maus haben CD8"
Thymozyten somit einen Vorteil bei der positiven Selektion. Hingegen treffen
potentiell autoreaktive, Des-TZR x K" Thymozyten im doppelt-transgenen Maus-
modell im Thymus auf ihr Antigen, sie stellen somit fur das Tier eine Gefahr dar und

werden negativ selektioniert.

Dies spiegelt sich auch in der GroRe des Thymus und der Anzahl der Thymozyten
wieder: Bei Des-TZR x K™ doppelt-transgenen Tieren ist der Thymus gegeniiber
den einfach-transgenen Tieren kleiner und die Anzahl der Thymozyten ist um das

zwanzigfache reduziert [11].
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Im neonatalen Thymus sind die Auswirkungen der negativen Selektion noch
deutlicher. Generell steht das Bild der Thymusschwalbe fir den Verlauf der T-Zell-
Differenzierung: eingewanderte Vorlauferzellen entwickeln sich vom doppelt-
negativen Uber das doppelt-positive Stadium hin zu einfach-positiven Zellen, die

entweder den CD4- oder den CD8-Korezeptor zusammen mit CD3 exprimieren.

Wahrend in der neonatalen Des-TZR transgenen Maus die Thymusschwalbe in
Ansatzen schon ausgebildet ist, vor allem mit der groRen Population doppelt-
positiver Thymozyten und dem starkeren Flugel CD8-einfach positiver Zellen, zeigt
sich bei der Des-TZR x K" doppelt-transgenen Maus ein véllig anderes Bild: die
Population doppelt-positiver Thymozyten ist kaum vorhanden, dafir ist die
Population doppelt-negativer Zellen hier fast so grol3 wie die der doppelt-positiven
Thymozyten der Des-TZR transgenen Maus. Fast untrennbar von der doppelt-
negativen Population gehen die Thymozyten in das einfach-positive Stadium der

CD8" Zellen Uiber, ohne vorher das doppelt-positive Stadium zu durchlaufen.

Diese Art der Differenzierung von Thymozyten wurde bereits fiir CD4" NKT-Zellen
beschrieben, die den T-Zell-Rezeptor in intermediarer Dichte exprimieren [136].
Maruyama et al. konnten in kunstlich akut-athrophierten Mausen einen alternativen
Weg der T-Zell-Differenzierung nachweisen, wobei die untersuchten Thymozyten
einen selbst-reaktiven T-Zellrezeptor stets in intermediarer Dichte exprimierten -
ganz im Gegensatz zur normalen Entwicklung (vgl. Abb.1) - und ohne eine doppelt-
positiven Entwicklungsstufe entweder nur den CD4-Korezeptor exprimierten oder
doppelt-negativ waren. Die Autoren vermuteten statt der gewodhnlichen Differen-
zierung einen Verlauf (iber CD3'CD4 CD8 —» CD3'CD4"° —» CD3™CD4". Die Ursache
fur diesen Sonderweg sahen sie in der unvollstdndigen negativen Selektion der

Zellen.

Vergleichbare Ergebnisse zeigen sich in einem transgenen Mausmodell, in welchem
MHC-I-restringierte T-Zellen das H-Y Antigen erkennen [137]. Auch hier findet sich in
transgenen Mannchen eine im Vergleich zum transgenen Weibchen reduzierte

Population doppelt-positiver Thymozyten, und auch die Gesamtzahl der Thymozyten
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beim Mannchen ist stark reduziert. Die Autoren Kisielow et al. erklarten dieses
Phanomen jedoch durch eine verstarkte Depletion auf der Stufe der doppelt-positiven
Zellen, ebenfalls hervorgerufen durch die Expression des spezifischen T-Zell-

Rezeptors.

Takahama et al. untersuchten ebenfalls das Phanomen, dal} die Population doppelt-
positiver Thymozyten in negativ-selektionierenden transgenen Mausstammen nicht
oder nur stark reduziert nachgewiesen werden kann. Sie kamen dabei zum Schluf3,
ahnlich wie Maruyama et al., dal3 die negative Selektion nicht wie von Kisielow et al.
angenommen, im Stadium der doppelt-positiven Thymozyten stattfindet, sondern
bereits im direkten Vorlaufer-Stadium der CD4°CD8"° Thymozyten [138].

Anhnlich den Ergebnissen von Maruyama et al. gibt es auch bei der Expression des
Des® T-Zellrezeptors zwischen den beiden hier untersuchten Mausstammen starke
Unterschiede. Bei Des-TZR transgenen Tieren findet man im neonatalen Thymus
keine Des™CD8" Thymozyten, erst einige Tage spater, am Tag 5, sind die Zellen

nachweisbar und zwischen Tag 10 und Tag 23 wird die Population deutlich sichtbar.

Bei Des-TZR x K™ transgenen Tieren findet man im neonatalen Thymus gleich zwei
Des-TZR und CD8 exprimierende Populationen: Des™CD8" sowie Des°CD8"°. Man
findet also bei dem Mausstamm, der das negativ-selektionierende Antigen im
Thymus exprimiert, eine schnellere Entwicklung der Thymozyten vor, als bei dem

Mausstamm, der das Antigen nicht exprimiert.

Die beiden Thymozyten-Populationen Des™CD8° und Des°CD8° in der
Des-TZR x K" transgenen Maus unterscheiden sich in der Expression der beiden
Oberflachenmarker CD69 sowie CD122: Des™CD8"° Thymozyten exprimieren CD69
und zum groRBen Teil CD122, wahrend Des'°CD8"° kein CD122 exprimieren und nur
die Halfte CD609.

CD69 wird von doppelt-positiven Thymozyten exprimiert, die die positive Selektion

durchlaufen oder durchlaufen haben. Hare et al. [16] konnten beweisen, dal} es
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dabei fur die Expression von CD69 zwingend notwendig ist, dal® der Thymozyt in
Wechselwirkung mit dem selektionierendem MHC getreten ist. Des x K*™ transgene

Thymozyten durchlaufen jedoch nicht das doppelt-positive Stadium.

Hanke et al. fanden hingegen heraus [139], da} Thymozyten CDG69 exprimieren,
wenn sie auf ihr negativ-selektionierendes Antigen treffen, und dal® diese Zellen
auRerdem auch CD122" sind. Die Expression der beiden Marker wird also im
vorliegenden Modell durch die TZR:MHC-Wechselwirkung des Des-TZR x K"
transgenen Thymozyten induziert.

Vergleicht man nun die Des™CD8'"° mit der Des'°CD8'"° Population, scheint es sich bei
der Des™CD8"° um die reifere Thymozytenpopulation zu handeln, da sie den
T-Zellrezeptor in etwas héherer Dichte exprimiert und CD122" ist. Die Population der
Des'°CD8"° Thymozyten ist hinsichtlich der Expressionsdichte von CD69 zweigeteilt
mit einer Population, die den Marker in geringer Dichte exprimiert und einer anderen,
die ihn in hoéherer Dichte exprimiert. CD122 exprimiert sie nicht und scheint

deswegen die weniger reife Population zu sein.

Diese Ergebnisse zeigen nicht nur erneut, dald die Negativselektion von Thymozyten
bereits vor der Positivselektion stattfinden kann, es sich also hierbei um zwei
voneinander unabhangige Prozesse handelt [12]. Vielmehr zeigen sie auf, dal® auch
die Positivselektion entgegen der gangigen Lehrmeinung [140-142] nicht nur im
doppelt-positiven Stadium der Zelle stattfinden, sondern durch die Anwesenheit des

selektionierenden Antigens auch zu einem friheren Zeitpunkt forciert werden kann.

Mit zunehmenden Alter der Des-TZR x K** transgenen Maus veréndert sich das Bild
Des-TZR und CD8 exprimierender Thymozyten: die Population der Des™CD8"
Thymozyten scheint sich in der Darstellung in die Population der Des™CD8" Zellen
zu senken, aber auch diese Population exprimiert bald keinen Des-T-Zell-Rezeptor
mehr und schlieRlich findet man in der adulten Maus nur noch Des-TZR'CDS8

Thymozyten. Gleichzeitig bildet sich das Bild der Thymusschwalbe heraus, d.h. der
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Sonderweg der T-Zelldifferenzierung wurde in der adulten Maus zugunsten der
gewohnten Differenzierung mit Positiv-Selektion im doppelt-positiven Stadium

aufgegeben.

Diesen Ergebnissen ahnlich konnten verschiedene Studien zur Entwicklung des
Immunsystems in Huhn- bzw. Mausmodellen [143-145] zeigen, dal} der fetale
Thymus wahrend der Ontogenese in Wellen von hamatopoietischen Vorlauferzellen
besiedelt wird, die wiederum in Wellen den Thymus als ausgereifte T-Zellen
verlassen. Der ersten Emigrationswelle wird hierbei eine besondere Bedeutung bei
der Etablierung des peripheren T-Zellpools zugesprochen, zumal weitere Studien
vermuten lassen, dal} die Emigration reifer T-Zellen bei Neugeborenen zu einer

héheren Rate erfolgt, als bei adulten Tieren [144].

Auch konnte gezeigt werden, dal’ sich Thymozyten, vergleicht man neonatale Zellen
mit adulten, funktionell voneinander unterscheiden [145]. Bei Des x Koo transgene
Tieren scheint dieses Phanomen auf die Spitze getrieben zu sein: nicht nur, daf® die
Differenzierung Des-TZR'CD8" T-Zellen im Gegensatz zu Des-TZR einfach-
transgenen T-Zellen nicht Uber das Stadium doppelt positiver Thymozyten verlauft,
sie erfolgt auch nur bis zu einem bestimmten Alter des Tieres und wird dann

vollstandig eingestellt.

Die Population der Des-TZR*CD8  Thymozyten exprimiert ebensowenig den CD4-
Korezeptor, es handelt sich also um doppelt-negative T-Zellen (DN T-Zellen), die

auch in der Peripherie der Des-TZR x K®'® Mause zu finden sind.

DN T-Zellen werden auch zu den regulatorischen T-Zellen gezahlt. Sie zeigen
antitumorale Aktivitat [146], induzieren Transplantat-Toleranz [147, 148], regulieren
Autoimmunitat [149] und sie verhindern eine Graft-versus-Host-Reaktion [150]. DN T-
Zellen entstehen erst spat in der Ontogenie [151, 152] und man vermutet, dal} sie
sich aus CD8" Vorlauferzellen entwickeln, da sich ihr CD8a-Genlocus im de-

methylierten Zustand befindet und die Anzahl der DN T-Zellen in Bz"'Tieren stark
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reduziert ist [153, 154]. Innerhalb dieser Population doppelt-negativer Zellen finden
sich auch NKT-Zellen mit einem reduzierten T-Zellrezeptor-Repertoire, beschrankt
auf Va14-Ja281 und VB8.2, 7 oder 2 [49, 50, 57].

DN T-Zellen entstehen aufgrund der Wechselwirkung des T-Zellrezeptors mit einem
Selbst-Antigen. Budd und Mixter stellen dabei folgende Hypothese auf [155, 156]: auf
Thymozyten und auf reifen T-Zellen in der Peripherie erscheint wahrend der
MHC:T-Zellrezeptor-Wechselwirkung auf der Zelloberflache eine Kaskade von
Oberflachenmolekilen, die die Intensitat der T-Zellrezeptor- und kostimulatorischen
Signale reflektiert. Am untersten Ende der Skala ist keine Interaktion und die Zelle
stirbt aufgrund der Verweigerung, am obersten Ende steht das hdchstmdgliche
Signal, das die Deletion hervorruft. Dazwischen liegt ein breites Spektrum an
Méglichkeiten, die das Uberleben der Zelle sichern und die insgesamt als positive
Selektion bezeichnet werden. Bei einem starken Signal werden CD4 und CD8
herunterreguliert, um das Signal abzuschwachen. Gleichzeitig wird die Expression
anderer Marker wie CD69, CD122, CD44 und NK1.1 induziert.

Dieses Modell geht im hohen MaRe mit der Entwicklung der Des x K*™ transgenen
T-Zellen konform: in der neonatalen Maus exprimieren Des°CD8" Thymozyten kein
CD122, beginnen aber mit der Expression von CDG69, wie die Zweiteilung der
Population im Histogramm zeigt. Mit der Heraufregulierung des T-Zellrezeptors bei
den Des™CD8° Thymozyten exprimieren die Zellen CD122 und die gesamte
Population exprimiert CD69. Diese Thymozyten haben eine so starke Wechsel-
wirkung mit dem selektionierenden Antigen, das die positive Selektion Uber ein
doppelt-positives Stadium ausbleibt. Vielmehr werden die Zellen bereits vorher
negativ selektioniert. Mit dem Heranreifen des Thymus wird dieser Entwicklungsweg
zugunsten einer positiven Selektion eingestellt. Da die zuvor entstanden T-Zellen
nicht mehr durch Neuankdmmlinge in der Peripherie ersetzt werden, halt sich die

Population durch homeostatische Proliferation stabil.
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Die jetzt durch die positive Selektion entstehenden Zellen haben aufgrund der
starken Wechselwirkung des T-Zellrezeptors mit dem selektionierenden Antigen nur
eine Uberlebenschance, wenn kein Korezeptor exprimiert wird, also sind T-Zellen,
die in der Des x K°" Maus den T-Zellrezeptor in intermedidrer Dichte exprimieren,

doppelt-negativ.

In die gleiche Richtung zielt die Arbeit von Park et al. [157]. Sie fanden heraus, daf}
die Stimulation unreifer doppelt-positiver Thymozyten eine Differenzierung hervor-
ruft, bei der durch IL-2 Uber den IL-2 Rezeptor B (CD122) die Reifung zugunsten von

CD8aa Homodimeren ausfallt, um die Zellen vor der Deletion zu retten.

Der Phanotyp der Des-TZR x K" T-Zellen mit der Expression von CD122, CD44
und CD8a.*B™ ergibt sich also durch die Umsténde ihrer Differenzierung. Spatestens
hier stellt sich die Frage, warum es zwei unterschiedliche Wege der T-Zell-
differenzierung in der Des-TZR x K®° Maus gibt, noch dazu der eine zeitlich
begrenzt. Es ist jedoch bekannt, dal} der neonatale Thymus bei der Vermittlung der
klonalen Deletion ineffizient ist und autoreaktive Zellen wahrend der ersten
Lebenstage in die Peripherie gelangen konnen [158]. Der Grund fur die zwei
Differenzierungswege konnte also ein unreifer Thymus sein, der erst im Laufe der
ersten Lebenstage in der Lage ist, die Neubildung von Des-TZR"°CD8" T-Zellen zu

unterbinden.

Andererseits reifen Des-TZR transgene Thymozyten durch ihren bereits rearrangiert
vorliegenden T-Zellrezeptor schneller heran als Thymozyten mit einem nattrlichen
endogenen Rearrangement. Diese erste Welle von Des-TZR x K™ T-Zellen kénnte
damit vor den endogenen Zellen die Thymusreifung durchlaufen, spater aber

kompetitiv unterdrickt werden.

Dies wiederum wirft die Frage auf nach Unterschieden in den Populationen der Des-
TZR x K®™ T-Zellen, ob sogar die eine Population autoreaktiv ist und durch die

andere in Schach gehalten werden mulf3.
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Parallel zu den ersten Untersuchungen der Tsyppressor-Z€llen, die dann kurze Zeit
spater aufgrund von Falschinterpretationen fir lange Zeit das Konzept in Verruf
brachten, machten Nishizuka und Sakakura die Entdeckung, dal} Mause, die im Alter
von 3 Tagen thymektomiert wurden, eine Oophoritis entwickelten. Andere Forscher
beschrieben weitere Autoimmunkrankheiten wie Gastritis, Pancreatitis und Thyro-

iditis, die in Abhangigkeit vom Mausstamm ausgebildet wurden [159, 160].

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden thymusabhangige Zellen vermutet, deren
Entwicklung erst einige Tage nach der Geburt einsetzt und die immunregulatorische
Fahigkeiten haben. Wird der Thymus vor ihrer Entstehung entfernt, entwickeln die

Tiere Autoimmunkrankheiten.

Dementsprechend kdnnten Des-TZR"°CD8" T-Zellen autoreaktive Zellen sein, die in
den ersten Lebenstagen der Deletion entkommen, und Des-TZR™CD8 sind die
regulatorischen T-Zellen, deren Aufgabe es ist, die autoreaktiven T-Zellen der ersten
Generation in Schach zu halten. Da neonatale Mause jedoch flir eine Thymektomie
nicht zufriedenstellend betaubt werden konnen, konnten Untersuchungen, die
Aufschlufy Uber diese Vermutung hatten erbringen koénnen, aufgrund der

Tierschutzbestimmungen in Deutschland nicht durchgefihrt werden.

Hammond et al. [158] konnten jedoch anhand NK1.1 exprimierender Tiere beweisen,
dal} es sich bei den regulatorischen T-Zellen bei Tag 3 thymektomierten Mausen um
klassische NKT-Zellen handelt, die nach der Thymektomie nicht mehr entstehen und
ihre Funktion austben kdnnen. Allgemein zeigen die T-Zellen einer am Tag 3
thymektomierten Maus den Phanotyp von intermediaren T-Zellen [158, 159]. Diese
Ergebnisse lassen sich auf unser Modell Ubertragen, denn NKT-Zellen sind eine

Subpopulation intermediarer T-Zellen und kdnnen auch doppelt-negativ sein.



4 DISKUSSION 94

4.5 Wirkmechanismus der Des x K°'° requlatorischen T-Zellen

Zum Wirkmechanismus regulatorischer T—Zellen werden verschiedene Modelle
diskutiert. Zum einen wurde der Veto-Effekt postuliert: die regulatorische T-Zelle
eliminiert die Zielzelle aufgrund einer Wechselwirkung ihres MHC-Molektils mit dem
CD8-Molekule auf der (zytotoxischen) T-Zielzelle. Dabei wird ein Signal Ubermittelt,
sofern im Gegenzug bei der Wechselwirkung die Zielzelle ihrerseits durch Erkennung
eines MHC:Peptid-Komplexes auf der regulatorischen, also der Veto-Zelle aktiviert
wurde [160, 161].

Es werden noch zwei weitere Effekte fur die Induktion peripherer Toleranz
verantwortlich gemacht, die sog. linked suppression und die infektidse Toleranz.
Beide Phanomene stehen in engem Zusammenhang zueinander und wurden flr
CD4" regulatorische T-Zellen beschrieben: linked suppression stellt sich ein bei
Mausen, die sich z.B. durch Verwendung eines nicht-depletierenden CD4 Anti-
korpers tolerant gegenltber einem Transplantat verhalten. Die Mause akzeptieren ein
erneutes Transplantat der gleichen Spezifitat, stolen aber ein Transplantat einer
anderen Spezifitat ab, die Toleranz ist also antigenabhangig. Jedoch werden
bestimmte Transplantate eines parentalen Spenders akzeptiert, sofern das Antigen
von der gleichen Antigen-prasentierenden Zelle prasentiert wird, wie das tolerierte

Antigen der F1-Generation zweier Spenderstamme.

Diese linked suppression einer AbstoRung kann beim Original-Tier beobachtet
werden, oder aber bei Tieren, denen aufgereinigte CD4" T-Zellen des Original-Tieres
Ubertragen wurden. Dabei wird die Toleranz nicht nur von den Spenderzellen
ubertragen, vielmehr erwerben auch die naiven T-Zellen des Empfangertieres diese

Fahigkeiten, sie sind also von der Toleranz infiziert worden [162].

Die molekularen Mechanismen, die hinter den genannten Phanomenen stehen, sind
noch unbekannt. Diskutiert werden fir den Veto-Effekt das Fas/FasL-System oder
TGF-B [163, 164].
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Welches der genannten Phanomene dem regulatorischen Effekt der Des x K™
transgenen T-Zellen zugrunde liegt, konnte mit dem Ansatz der vorliegenden Arbeit
nicht abschlieRend geklart werden. Sebastian Schwarte konnte jedoch im Zuge

seines Ansatzes nachweisen, daf es sich nicht um den Veto-Effekt handelt.

Die Zielzelle, im Falle unseres Graft-versus-Host-Modells die Des-TZR*CD8" T-Zelle,
wird aufgrund der Wechselwirkung mit der Veto-Zelle eliminiert, jedoch konnten Des-
TZR*CD8" T-Zellen auch 14 Tage nach der Induktion der Graft-versus-Host-Reaktion

trotz Koinjektion von Des x K*™ transgenen Zellen nachgewiesen werden.

Wendet man hingegen das Phanomen der infektidsen Toleranz auf unser Modell an,
so entspriachen Des x K*™ transgene T-Zellen aufgrund ihres Entwicklungsweges im
Thymus den T-Zellen eines Original-Tieres, die durch linked suppression Toleranz
gegenuber dem Transplantat entwickelt haben. Werden diese T-Zellen nun
zusammen mit Des-TZR transgenen T-Zellen in einen KP-positiven Empfanger
Ubertragen, Ubertragen sie ihre Toleranz auf die Des-TZR transgenen Zellen und
eine Graft-versus-Host-Reaktion bliebe aus. Betrachtet man die beiden T-Zellpo-
pulationen Des x K™ transgener Tiere dabei noch getrennt, wiirde dies bedeuten,
dall die toleranten DN Des-TZR transgenen T-Zellen ihre Toleranz auf die
autoreaktiven Des-TZR°CD8" iibertragen haben und beide Populationen zusammen

wiederum im Graft-versus-Host-Modell auf die reaktiven Des-TZR transgenen Zellen.

Fir diese Theorie spricht auch, daR sich die beiden Des-TZR x K** transgenen T-
Zellpopulationen, sieht man von der Expression des Des-TZR und des CD8-
Korezeptors einmal ab, in keinem weiteren der untersuchten Marker unterscheiden.
Funktionelle Unterschiede konnten innerhalb dieser Arbeit nicht ermittelt werden, da
aufgrund der Ahnlichkeit die beiden Populationen nicht getrennt werden konnten.
Eine Trennung Uber den CD8-Korezeptor hatte die Aktivierung der einen Population
zur Folge gehabt, ein Vergleich ware dann hinfallig geworden. Ob und wie sich die
Des-TZR x K> transgenen T-Zellpopulationen voneinander unterscheiden, mufite in

nachfolgenden Versuchen, z.B. auf Gen-Ebene geklart werden.
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Diese Versuche konnten dann auch Aufschlu® geben Uber die Theorie zur
Infektidsen Toleranz zwischen den beiden Des-TZR x K" transgenen T-Zell-
populationen und gegenuber Des-TZR transgenen T-Zellen im Graft-versus-Host-
Modell. Auch konnten weitere Versuche Aufschlul® geben Uber den molekularen
Mechanismus insgesamt hinter der infektiosen Toleranz. Dieser ist bei Abschlufd der
vorliegenden Arbeit noch ungeklart, wobei die erhohte IFNy-Produktion der
Des x K*™ transgenen T-Zellen eine Rolle spielen konnte, so dal3 eine Vermittlung

des regulatorischen Effektes Uber Zytokine mogliche ware.
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