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1. Einleitung

1 Einleitung

Infektionskrankheiten gehoéren auf der einen Seite nach wie vor zu den grofiten
Verursachern gesundheitlicher Probleme, auf der anderen Seite ist die Eindammung
oder gar die vollstandige Ausrottung verschiedener Infektionskrankheiten durch
Impftherapien die wohl gréfdte Erfolgsgeschichte der Medizin Gberhaupt.

Es gibt jedoch flr viele Erkrankungen, die vor allem in Entwicklungslandern eine
wichtige Rolle spielen, bis zum heutigen Tag keinen effektiven Impfstoff. Daruber
hinaus treten immer haufiger neue und Erreger auf, gegen die kein Impfschutz
mdglich ist und deren rasche Verbreitung durch die hohe Mobilitdt der Menschen
extrem begunstigt wird. Zudem scheint der Einsatz von Erregern als biologische
Waffe wahrscheinlicher als je zuvor.

Es ergibt sich also ein hoher und immer neuer Bedarf an sicheren, effektiven, schnell
zu generierender, sowie gunstig und in kdrzester Zeit in groRer Menge
produzierbaren Impfstoffen. Moderne Impfmethoden sollten also auf einem
generellen Funktionsprinzip beruhen, dass sich durch Modifikationen auf neue
Erreger Ubertragen lasst. Hierfur ist natlrlich zunachst ein umfassendes und
detailliertes Verstandnis der verschiedenen Komponenten des Immunsystems sowie
deren Funktion von Noten.

In der vorliegenden Dissertation wurden im Tiermodell grundlegende Prinzipien der
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen untersucht, sowie ein neues voll synthetisches
Impfverfahren entwickelt.

Einleitend werden zunachst die Grundzlge des Immunsystems skizziert, sowie die

verschiedenen relevanten Komponenten und Vorgange vorgestellt und erlautert.

1.1 Das Immunsystem

Fast alle Organismen werden von den unterschiedlichsten Parasiten und
Pathogenen attackiert. Um sich vor, in vielen Fallen lebensbedrohlichem, Befall
anderer Organismen zu schutzen, entwickelten sich im Laufe der Evolution die
verschiedensten Abwehr- und Schutzmechanismen. Die Zahl und Variation
potenzieller Pathogene und Parasiten nimmt dabei mit der Entwicklungsstufe des
Organismus zu. Saugetiere verfugen dementsprechend Uber ein duRerst komplexes

und vielschichtiges Abwehrnetzwerk. Durchbricht ein Mikroorganismus die
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physikalischen und chemischen Barrieren und dringt somit in den Organismus ein
kommt das Immunsystem zum Tragen.

Die ersten Abwehrreaktionen erfolgen durch das nicht-adaptive Immunsystem. Die
Zellen des nicht-adaptiven Immunsystems erkennen Uber spezifische Rezeptoren ein
bestimmtes Spektrum an Erregern anhand molekularer Strukturen, so genannter
.pathogen associated molecular patterns® (PAMP). Bindet ein entsprechender
Rezeptor seinen Liganden, kommt es zur Aktivierung der Zellen und zur Bekampfung
des eingedrungenen Erregers durch phagozytotische Aktivitat und die Ausschittung
von Radikalen. Die Zellen sezernieren daruber hinaus eine Vielzahl verschiedener
I6slicher Mediatoren, die eine Entzindungsreaktion hervorrufen und damit die
Einwanderung weiterer Zellen des Immunsystems in den Entzindungsherd
vermitteln. Die Spezifitat und damit die Wirkung des nicht-adaptiven Systems sind
jedoch auf ein relativ enges Spektrum an Erregern begrenzt. Um auf die enorm hohe
Anzahl an verschiedensten, sich zum Teil sehr schnell verandernden, Pathogenen
angemessen reagieren zu konnen, ist eine weitaus dynamischere Reaktion
notwendig. Diese Leistung wird vom adaptiven Immunsystem vollbracht. Das
adaptive Immunsystem umfasst einen humoralen (Antikorper aus B-Zellen), sowie
einen zellularen Zweig (T-Zellen) und wird durch die nicht-adaptiven Reaktionen
aktiviert.

Das adaptive System beruht auf der Aufrechterhaltung eines extrem diversen Pools
an T- und B-Zellen vielfaltigster Spezifitdt durch die so genannte somatische
Rekombination der Gene des T-Zell-Rezeptors (TCR) und der Immunglobuline der B-
Zellen. Bei Antigen-Kontakt kommt es zur klonalen Vermehrung und Aktivierung der
fur das jeweilige Antigen spezifischen Zellen, und somit zu einer spezifisch gegen
dieses Antigen gerichteten Abwehrreaktion.

Wahrend die von den B-Zellen produzierten Antikorper extrazellulare Antigene
erkennen, werden intrazellular vorkommende Pathogene von zytotoxischen T-Zellen
(CTL) bekampft.

Nachdem korpereigene Strukturen nicht gegen die Angriffe des Immunsystems
geschuitzt sind, ist die Fahigkeit des Immunsystems eigene von fremden Antigenen
unterscheiden zu koénnen essentiell fiir das Funktionieren und Uberleben des

gesamten Organismus.
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1.2 Hauptgewebevertraglichkeitskomplex und Antigen-

Prozessierung

1.2.1 MHC |

Mit Ausnahme der Erythrozyten finden sich auf der Oberflache aller Zellen des
Menschen und der Maus so genannte MHC Proteine (major histocompatibility
complex beziehungsweise Hauptgewebevertraglichkeitskomplex) der Klasse |. Diese
Molekule binden Peptide aus in der Zelle synthetisierten Proteinen und erlauben
damit deren Erkennung durch zytotoxische T-Zellen.

Die heterodimeren MHC I-Molekile gehéren zur Immunglobulin-Familie und
bestehen aus einer a-Kette sowie einem nicht kovalent assoziierten p,-Mikroglobulin.
Die a-Kette besteht aus drei extrazellularen Immunglobulindomanen (a1 bis a3) und
verfugt Uber eine Transmembrandomane. Die beiden membrandistalen Domanen (o
und o) bilden eine Furche, in der Peptide mit einer Lange von acht bis zehn
Aminosauren binden kdnnen (vergleiche Abbildung 1.1). Die Affinitat der MHC-
Peptid-Bindung hangt von der Aminosauresequenz des Peptids ab (Falk et al., 1991).
Die Polygenie und der Polymorphismus des MHC sorgen fur ein breites Spektrum an
verschiedenen Peptidbindungstaschen und gewahrleisten so die zuverlassige
Erkennung moglichst vieler Pathogene.

Im Menschen wird der MHC auch als HLA (human leukocyte antigen) bezeichnet, in
Mausen als H2 (histocompatibility 2). Die drei Hauptloci werden im Menschen als
HLA-A, -B und —C, in der Maus als H2-K, -D und -L bezeichnet. Zurzeit sind beim
Menschen 478 HLA-A-, 805 HLA-B- und 256 HLA-C-Allele bekannt
(http://www.anthonynolan.com/HIG/). Die Gene des MHC sind kodominant, jeder
Mensch exprimiert bis zu sechs verschiedene MHC-Klasse [-Molekdle.

Die auf den MHC I-Proteinen gebundenen Peptide stammen aus zellularen Proteinen.
Ausgediente und fehlgefaltete Proteine werden zunachst ubiquitinyliert und dann
durch das Proteasom verdaut (Schubert et al., 2000; Yewdell et al., 2001; Yewdell,
2002; Kloetzel, 2004). Nach dem Verdau im Proteasom, werden die entstandenen
Peptide durch Aminopetidasen verklrzt (Kloetzel, 2004) und schliel3lich Uber den
TAP (Transporter associated with antigen processing) in das Endoplasmatische
Retikulum transportiert (Momburg et al., 1994), wo sie weiter prozessiert werden

konnen (Kloetzel, 2004) und schlieBBlich an neu synthetisierte MHC I-Molekule binden.

-8-
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Die fertigen MHC |-Peptid-Komplexe werden an die Zelloberflache transportiert und
reprasentieren dort das Expressionsmuster der jeweiligen Zelle.

Entsprechend den obigen Ausfuhrungen ware also keine Prasentation exogener
Antigene auf MHC I|-Molekulen einer Zelle moglich. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass es dennoch zur Prasentation nicht zelleigener Antigene auf MHC I-Molekulen
von APCs kommt. Es ist bestimmten Zellen also madglich, exogenes Antigen
aufzunehmen, zu prozessieren und auf MHC I-Molekulen zu prasentieren. Diesen
Vorgang bezeichnet man als Cross-Prasentation (Bevan, 1976; Bevan, 2006; Heath
and Carbone, 2001). Die Cross-Prasentation ist essentiell fiir die Induktion von CD8"-
T-Zellantworten gegen Tumorantigene sowie gegen Pathogenen, die die APCs nicht
direkt infizieren (Schroder and Bowie, 2005; Le Bon et al., 2003; Winau et al., 2006;
Schulz et al., 2005; Heath et al., 2004). Es ist nicht genau bekannt, auf welchen
Wegen das Antigen aus den Endosomen schliellich auf die MHC |-Molekullen
gelangt (Groothuis and Neefjes, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass sich der
Mechanismus der Cross-Prasentation effektiv flir Immunisierungsansatze verwenden
lasst, so konnen Immunkomplexe aus Antikorpern und Antigenen erfolgreich zur

Induktion einer CD8"-T-Zellantwort eingesetzt werden (Schuurhuis et al., 2006).

1.2.2 MHC II

Die MHC II-Proteine werden lediglich auf antigenprasentierenden Zellen
(dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen) exprimiert. Die auf den MHC II-
Molekulen prasentierten Peptide entstammen dem endosomalen Verdau aus pino-
beziehungsweise phagozytierten Proteinen und Organismen. Die Proteine werden
dabei im Phagolysosom von sauren Proteasen und Cathepsinen zu Peptiden verdaut.
Diese binden an MHC II-Molekule und werden schlieBlich auf die Zelloberflache
transportiert (Chapman, 2006; Pieters, 1997). Die MHC II-Peptid-Komplexe dienen
der Erkennung durch T-Helferzellen (Th) und spielen somit eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung verschiedener Zellen des Immunsystems.

MHC II-Molekule bestehen aus einer o- und einer fB-Kette mit jeweils 2
extrazellularen Immunglobulindomanen sowie je einer Transmembrandomane. Die
beiden membrandistalen Domanen (a4 und f¢) bilden analog zu den MHC I-
Molekulen eine Peptid-bindende Furche. Hier werden Peptide bis zu einer Grof3e von
etwa 20 Aminosaureresten gebunden (vergleiche Abbildung 1.1). Die MHC II-Gene
werden im Menschen HLA-DR, -DP und —-DQ genannt, in der Maus H2-A und —E.

-9-
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Zurzeit sind im Menschen 3 HLA-DRA-, 542 HLA-DRB-, 23 HLA-DPA1-, 125 HLA-
DPB1-, 34 HLA-DQA-1 und 73 HLA-DQB1-Allele bekannt
(http://www.anthonynolan.com/HIG/).

Neben den MHC I- und MHC lI-Molekulen, die auch als klassische MHC-Molekile
bezeichnet werden, gibt es verschiedene, nichtklassische MHC-Molekdle. Diese sind
weitaus weniger polymorph, binden zum Teil keine Peptide und erflillen nicht immer
eine immunologische Funktion (Alfonso and Karlsson, 2000; Braud et al., 1999;
Ehrlich and Lemonnier, 2000; Maenaka and Jones, 1999).

MHC | MHC I
Peptid-
S
| R /)
a, d B || o
S e et

. s
9’:% *J*Fjg

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der MHC I- und MHC lI- Proteine

Auf der linken Seite ist das aus der a-Kette sowie aus dem [,-Mikroglobulin bestehende MHC I-
Molekil abgebildet. Die membrandistalen as- und a,-Domanen bilden die seitlich geschlossene
Peptidbindungstasche. Auf der rechten Seite ist das aus einer a- und einer B-Kette aufgebaute
MHC II-Molekul dargestellt, hier bilden die a4- und die pi-Domane eine seitlich offene
Peptidbindungstasche (Janeway et al., 2001)

1.3 Dendritische Zellen

Bei der Aktivierung naiver T-Zellen spielen, neben den Makrophagen, die
Dendritischen Zellen (DCs) eine herausragende Rolle. Die DCs entstehen aus
hamatopoetischen Stammenzellen des Knochenmarks und sind als unreife DCs in
den meisten Geweben des Korpers zu finden. Sie verfigen uber langliche Auslaufer,
denen sie ihren Namen verdanken (,dendron®, griechisch fur Baum). DCs nehmen
unspezifisch Proteine und kleine Partikel durch Pinozytose, Phagozytose und
rezeptorvermittelte Endozytose (Fc-Rezeptor, Mannoserezeptor, CD14,...) auf
(Banchereau et al., 2000).

-10 -
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Unreife DCs exprimieren eine Reihe verschiedener Rezeptoren, welche die
Aktivierung der Zellen vermitteln konnen. Die Aktivierung kann dabei Uber andere
Komponenten des Immunsystems vermittelt werden. So kann die Aktivierung Uber
verschiedene Zytokine (unter anderem IL-1B, IL-6, TNF-a), welche von Zellen des
nicht-adaptiven  Immunsystems  ausgeschittet werden, erfolgen. Weitere
Moglichkeiten der Aktivierung bestehen in der Bindung von Antikorper-Antigen-
Komplexen an Fc-Rezeptoren sowie der CD40-CD40L-Wechselwirkung mit CD4*-T-
Zellen. Dartber hinaus konnen DCs durch apoptotische oder nekrotische Zellen,
sowie Zellfragmente, aktiviert werden. SchlieBlich verfigen die DCs uber eine
Vielzahl an Rezeptoren, die die direkte Erkennung von Pathogenen erlauben. Hierbei
werden bestimmte Fragmente des entsprechenden Mikroorganismus, so genannte
.pathogen-associated molecular patterns® (PAMPs) direkt von Rezeptoren, so
genannten ,pattern recognition receptors® (PRRs) gebunden und induzieren ein
intrazellulares Signal in der DC. Man kennt verschiedene Rezeptorfamilien, darunter
ist neben der NOD-like- und RIG-like-Rezeptorenfamilie, die Toll-like Rezeptorfamilie
(TLR) (Creagh and O'Neill, 2006) die bekannteste.

Werden die DCs aktiviert, kommt es zur Reifung der Zellen. Diese macht sich
zunachst dadurch bemerkbar, dass die Antigenaufnahme gestoppt wird und die
Antigenprozessierung und —prasentation zunimmt (Banchereau et al., 2000). Zudem
werden auf der Oberflache der jetzt reifen DCs verstarkt kostimulatorische Molekule
wie zum Beispiel CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) exprimiert (Benvenuti et al., 2004).
Die reifen DCs fangen zudem an, aus dem Gewebe auszuwandern. Damit geht die
erhdhte Expression verschiedener Chemokinrezeptoren und Zelladhasionsmolekile
einher (Sallusto and Lanzavecchia, 2000). Diese ermoglichen die gezielte
Wanderung der DCs in die T-Zell-Zone der Lymphknoten (Gunn et al., 1998). Hier
interagieren die DCs mit den T-Zellen und ermdglichen so deren Aktivierung. Die
DCs sezernieren zudem Zytokine und Chemokine (unter anderem IL-12, IL-6, IL-10,
TNF-a, RANTES), um weitere Zellen anzulocken und die induzierten Antworten
gezielt zu beeinflussen.

Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen lassen den Schluss zu, dass die DCs, die
aus den Geweben in die Lymphknoten einwandern, dort nicht unbedingt auch die T-
Zellen aktivieren. So konnte gezeigt werden, dass Antigene von sesshaften

Lymphknoten-DCs prasentiert werden. Zudem ist bekannt, dass Antigene auf
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verschiedenen Wegen zwischen Zellen ausgetauscht werden kénnen (Neijssen et al.,
2005; lezzi et al., 2006; Allan et al., 2006; Dudda et al., 2005).

Hierbei kommt den DCs eine besondere Rolle zu, sie stellen die einzige
Zellpopulation dar, die zur Cross-Prasentation befahigt ist. Es wird vermutet, dass
DCs Antigendepots im Zytosol anlegen kdnnen um das Antigen zu spateren
Zeitpunkten zu prozessieren und zu prasentieren (Herter et al., 2005; Lelouard et al.,
2002; Lelouard et al., 2004).

Man unterscheidet zurzeit drei Hauptpopulationen an DCs: Die sich aus CD34"
hamatopoetischen Stammzellen entwickelnden myeloiden, die lymphoiden
Dendritischen Zellen sowie, die Langerhanszellen monozytaren Ursprungs.

Anhand von verschiedenen Oberflachenantigenen lassen sich myeloide
(CD11b"CD11¢"CD8 DEC205") von lymphoiden (CD11b°CD11¢"CD8"DEC205") DCs
unterscheiden. Diese beiden Populationen spalten sich in weitere Subpopulationen
auf. Die verschiedenen Populationen verteilen sich auf verschiedenste Organe und
scheinen definierte Aufgaben zu erfillen.

Die Langerhanszellen finden sich ausschlieRlich in der Epidermis, dort befinden sie
sich in enger Nachbarschaft zu dermalen DCs. Nachdem sich beiden Zellarten in der
Expression verschiedener Oberflachenantigene (CD11c, CD205, CD207) nur
marginal unterscheiden konnen sie durchflusszytometrisch nicht eindeutig
voneinander unterschieden werden (Kissenpfennig and Malissen, 2006).

Inaba et al. konnten ein Protokoll erarbeiten, das, mit Hilfe von GM-CSF, die in vitro
Differenzierung Dendritischer Zellen aus Knochenmarkszellen der Maus erlaubt. Die
erhaltenen ,bone marrow-derived dendritic cells® (BMDCs) ahneln in ihrem Phanotyp

und ihrer Funktion den myeloiden DCs.

1.4 Toll-Like Rezeptoren

Die Erkennung verschiedener Mikroorganismen durch die Zellen des nicht-adaptiven
Immunsystems erfolgt Uber die Bindung spezifischer molekularer Muster (PAMPs)
durch spezifische Rezeptoren (PRRs). Von den verschiedenen Rezeptorfamilien ist
die TLR-Familie (Rock et al., 1998) am besten charakterisiert. Der Begriff TLR
stammt aus der Entwicklungsbiologie, das dort zuerst beschriebene Toll-Protein in
Drosophila melanogaster (St Johnston and Nusslein-Volhard, 1992; Hashimoto et al.,
1988) weist Homologien zu den TLRs auf (Medzhitov et al., 1997).

-12 -
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Allen TLRs ist eine extrazellulare Leucin-reiche repetitive Sequenz zur
Ligandenbindung sowie ein zytoplasmatisches Aktivierungsmotiv, die ,Toll/IL-1
receptor homology“-Domane (TIR) zur Signalweiterleitung gemein (O'Neill, 2006).
Die Weiterleitung des Signals erfolgt dann Uber die Adaptormolekile MyD88 und
TIRAP oder Uber TRIF und TRAM (Fitzgerald et al., 2003; Horng et al., 2001;
Medzhitov et al., 1998; Yamamoto et al., 2003). Im Wesentlichen unterscheidet man
zwei Hauptwege der TLR-vermittelten Signaltransduktion, den MyD88-abhangigen,
sowie den MyD88-unabhangigen. Die induzierte Signalkaskade fuhrt schlie3lich zur
Aktivierung von NF-kB, AP-1 und IRF-3 (Fitzgerald et al., 2003; Kawai et al., 2001).
Zurzeit sind beim Menschen 11 verschiedene TLRs bekannt, sie erkennen
verschiedenste molekulare Strukturen. Die TLRs unterscheiden sich zudem stark in
ihrer zellularen Verteilung. So zeigen die unterschiedlichen DC-Subpopulationen
jeweils unterschiedliche Expressionsmuster der TLRs. Somit ist eine adaquate
Reaktion des Immunsystems gegen die entsprechenden Pathogene gewahrleistet.
Es konnte gezeigt werden, dass auch verschiedene Zellen, die nicht dem
Immunsystem zugeordnet werden, TLRs exprimieren und auf die Liganden reagieren
(lwasaki and Medzhitov, 2004; Mempel et al., 2003).

Vor kurzem wurden antagonistische TLR-Liganden beschrieben (Macagno et al.,
2006), die TLRs scheinen also auch zur Inhibierung der Immunantwort fahig zu sein.
Daruber hinaus werfen eine Vielzahl von Studien die Frage auf, ob zur Liganden-
Erkennung der TLRs weitere Moleklle bendtigt werden, und ob der Liganden-
Bindung intrazellular vorhandener TLRs der spezifische Transport des Liganden in
die Zelle vorausgehen muss. Die Funktion der TLRs scheint also sehr reguliert und
vielschichtig zu sein.

Nachdem sich wahrend der letzten Jahre die Forschung vor allem auf die TLRs
konzentriert hatte, treten nach und nach andere PRRs in den Fokus des Interesses.
Es konnte vor allem gezeigt werden, dass die Erkennung bakterieller und viraler
PAMPs auch durch die intrazellular vorkommenden Rezeptoren der NOD-like- und
RIG-like-Familie erfolgen kann (Creagh and O'Neill, 2006).

1.5 T-Zellen

1.5.1 T-Zellpopulationen

Die am haufigsten vorkommende T-Zellpopulation stellen die so genannten ap-T-

Zellen dar. Der Name grindet auf der Expression des antigenspezifischen Rezeptors,
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der aus einer a- und einer B-Kette besteht. T-Zellen erkennen ihr spezifisches
Antigen durch Interaktion des TCR mit einem Komplex aus einem MHC-Protein und
einem Peptid (Garboczi et al., 1996).

Die ap-T-Zellen zudem aufgrund der Expression der Oberflachenantigene CD4 und
CD8 weiter unterschieden. Die CD8-positiven Zellen, die zytotoxischen T-Zellen
greifen virusinfizierte und entartete kdrpereigene Zellen direkt an und téten sie ab.
Die CD4-positiven Zellen, die so genannten Helferzellen werden klassisch in zwei
Untergruppen unterteilt. Die Th1-Zellen sezernieren Interleukin 2 (IL-2), Interferon-y
(IFN-y) und Tumornekrosefaktor-p (TNF-B) und aktivieren somit Makrophagen
(Munoz-Fernandez et al., 1992; Stout and Bottomly, 1989), sie unterstlitzen zudem
die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen (Andreasen et al., 2000). Th2-Zellen aktivieren
B-Zellen (Parker, 1993). Sie produzieren die Interleukine 4, 5 und 13, und forcieren
dadurch die Antikorperproduktion (Croft and Swain, 1991).

Die Differenzierung einer naiven Helferzelle in den jeweiligen Subtyp hangt unter
anderem vom Zytokin-Milieu wahrend deren Aktivierung ab. IL-12 aus Makrophagen
oder Dendritischen Zellen und IFN-y aus zytotoxischen T-Zellen oder naturlichen
Killerzellen (NK) begunstigen die Entstehung von Th1-Zellen. Findet die Aktivierung
dagegen in Gegenwart von IL-4 statt, so entstehen bevorzugt Th2-Zellen (O'Garra
and Arai, 2000).

Neben den klassischen Th1- und Th2-Zellen kennt man inzwischen auch die Th3-
Zellen, diese haben suppressive Funktion. Sie werden anhand der Produktion von IL-
10 beziehungsweise TGF-B in zwei Subpopulationen, die Tr1- (IL-10) und Th3-
(TGF-B) Zellen weiter unterteilt (Faria and Weiner, 2005). Neben diesen
suppressiven T-Zellpopulationen treten die so genannten naturlich vorkommenden
regulatorischen T-Zellen auf.

Die Familie der Helferzellen wurde vor kurzem um eine Gruppe erweitert. Die Th17,
Zellen stellen eine Subpopulation der Th2-Zellen dar. lhre Differenzierung hangt von
IL-25 ab, detaillierte Informationen Uber die Funktion und die Relevanz der Th17-
Population liegen noch nicht vor, es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Zellen
bei der Antwort gegen Helminthen-Befall eine bedeutende Rolle spielen (Tato et al.,
2006; Tato and O'Shea, 2006; Fallon et al., 2006; Owyang et al., 2006; Mangan et al.,
2006; Bettelli et al., 2006).

Neben den ap-T-Zellen kennt man die yd-T-Zellen. Der TCR dieser Zellen setzt sich

aus einer y- sowie einer 0-Kette zusammen. Die Rezeptoren der yd-T-Zellen sind
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weitaus weniger divers als die der aB-T-Zellen. Die yd-T-Zellen erkennen, unter
anderem Lipide und Nukleotide. Im Gegensatz zu aB-T-Zellen finden sich die y&-T-
Zellen hauptsachlich in peripheren Geweben und nur selten in lymphatischen
Organen (Hayday, 2000). Ferner konnte gezeigt werden, dass yd-T-Zellen auch als
APCs fungieren kénnen (Moser and Brandes, 2006).

1.5.2 Der T-Zell-Rezeptor

Der TCR der ap-T-Zellen ist aus je einer a- und einer B-Kette aufgebaut. Das
Heterodimer besteht aus zwei membranstandigen Glykoproteinen die Uber eine
Disulfidbricke miteinander verbunden sind. Beide Ketten umfassen zwei
Immunglobulindomanen, eine Transmembrandomane sowie eine kurze zytosolische
Sequenz. Die membranstandigen Immunglobulindoméanen (C,, Cg) weisen eine
konservierte Sequenz auf, dagegen sind die membrandistalen Domanen (V,, Vp)
hoch variabel und vermitteln die Bindung an den MHC-Peptid-Komplex. Diese
Bindung ist vor allem von den drei Schleifen zwischen den p-Faltblattern der V-
Domaénen abhangig. Diese werden daher als CDRs (complementarity determining
regions) bezeichnet. Sie weisen eine hohe Varianz der Aminosauresequenzen auf
(Garcia et al., 1996).

Die Gene fur die V-Domanen der TCRs sind auf viele Segmente verteilt. Erst durch
die somatische Rekombination wird ein exprimierbares TCR-Gen erzeugt. Die
verschiedenen Gensegmente werden als V- (variable), D- (diversity) und J- (joining)
Segmente bezeichnet.

Die p-Kette wird aus je einem V-, D- und J-Segment gebildet, die a-Kette dagegen
besteht aus je einem V- und einem J-Segment (Davis and Bjorkman, 1988). Die hohe
Variabilitat von etwa 10" verschiedenen TCRs wird durch beliebige Kombination der
verschiedenen Segmente sowie durch =zufalliges Einfugen beziehungsweise
Entfernen einzelner Nukleotide zwischen den Segmenten erreicht. Die somatische
Rekombination wird vor allem durch einen Enzymkomplex aus RAG1 und RAG2
(recombination activating genes) vermittelt (Rowen et al., 1996; Shinkai et al., 1992).
Im Gegensatz zur Hypermutation in den B-Zellen findet eine Mutation der TCRs reifer
T-Zellen nicht statt.

Die TCRs der CD4- und CD8-T-Zellen haben denselben Ursprung, die Spezifitat der
TCRs fur MHC [- beziehungsweise MHC |I-Molekule ergibt sich also lediglich aus der
Varianz der CDRs.
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Sowohl a- als auch B- Kette des TCR verfugen lediglich Uber sehr kurze,
funktionslose intrazellulare Domanen. Zur Transduktion eines Signals sind also
weitere membranstandige Komponenten nétig. So sind die a- und p-Ketten des TCR
mit sechs weiteren Molekilen zum TCR-Komplex assoziiert.

Neben vier CD3-Ketten (y,0,¢,€) sind zwei &-Ketten im Komplex enthalten. Die CD3-
Molekile weisen jeweils eine extrazellulare Immunglobulindomane, sowie eine
intrazellulare ITAM-Sequenz (immunoreceptor tyrosin-based activation motif) auf. Die
beiden identischen &-Ketten verfigen jeweils Uber einen kurzen extrazellularen
Abschnitt, der Uber eine Transmembrandomane mit einer groReren intrazellularen
Domane verbunden ist. Diese enthalt drei ITAM-Sequenzen. Die beiden &-Ketten
sind an den Transmembrandoménen uber eine Disulfidbricke kovalent aneinander
gebunden (siehe Abbildung 1.2). Die ITAM-Sequenzen weisen das allgemeine
Schema ...YXX[L/V]X6-9YXX[L/V]... auf, welches zuerst im B-Zell-Rezeptor-Komplex
beschrieben wurde (Reth, 1989). Bei Aktivierung des Rezeptors werden die Tyrosin-
Reste des Motivs phosphoryliert und erlauben die Bindung verschiedener Kinasen
Uber deren SH2-Domanen. Die Kinasen vermitteln schliel3lich die Weiterleitung des

Signals.

1.5.3 Korezeptoren

Die Bindung der TCRs an den MHC-Peptid-Komplex wird durch Korezeptoren
unterstitzt. Helferzellen exprimieren den CD4-Korezptor, zytotoxische T-Zellen den
CD8-Korepzeptor. Die entsprechenden membranstandigen Korezeptoren binden
sowohl an den TCR als auch an das jeweilige MHC-Molekul und erhdhen damit die
Bindungsstarke des TCR an den MHC-Peptid-Komplex bis zu einem Faktor von 100.
Die Bindung des Korezeptors an das MHC-Molekll ist prinzipiell vom gebundenen
Peptid unabhangig.

CD4 ist ein Monomer und aus vier Domanen (D1-D4) aufgebaut. Die beiden dicht
gepackten membrandistalen Domanen (D1 und D2) sind Uber ein kurzes, flexibles
Verbindungsstlick an die, ebenfalls dicht gepackten, membranstandigen Domanen
gebunden (siehe Abbildung 1.2). Die zytosolische Domane ermoglicht die Interaktion
mit der Lck-Kinase. Die D1-Domane bindet an die f2-Doméane des MHC Il-Molekdls.
CDS8 ist ein aus einer a- und einer B-Kette aufgebauter Heterodimer. Neben der
heterodimeren Form tritt CD8 jedoch auch als a-a-Homodimer auf (Gao et al., 1997).

Jede Kette besteht aus einer Immunglobulindoméane, die Uber eine lange
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Polypeptidkette mit der Transmembrandomane verbunden ist (siehe Abbildung 1.2).
Die zytosolische Domane der a-Kette ermdglicht die Interaktion mit der Lck-Kinase.
CD8 bindet vermutlich Uber die a-Kette an die az-Domane des MHC | (Zamoyska,
1998).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des TCR-Komplexes und der Korezeptoren

Auf der linken Seite ist der CD4-Korezeptor schematisch dargestellt, es handelt sich dabei um ein
membranstandiges Monomer aus 4 Doméanen, die membrandistale Domane bindet an die B2-Domane
des MHC [I-Molekiils. Der zytosolische Abschnitt ermdglicht die Bindung an die Kinase Lck.

Auf der rechten Seite ist der CD8-Korzeptor dargestellt, es handelt sich dabei um ein Heterodimer, die
a-Kette bindet die a3-Domane des MHC I-Molekdl, die zytosolische Abschnitt der a-Kette vermittelt
die Bindung an Lck.

In der Mitte ist der TCR-Komplex dargestellt, die kovalent verbundenen a- und B-Ketten sind dabei mit
vier CD3- und zwei (-Ketten assoziiert. Jede CD3-Kette verfligt liber eine zytosolisch gelegene ITAM-
Sequenz, die beiden {-Ketten verfligen Uber jeweils 3 ITAM-Sequenzen (Janeway et al., 2001; Cole
and Gao, 2004; Schrum et al., 2003).

1.5.4 Entwicklung, Selektion und Homoostase naiver T-Zellen

Die Entwicklung der T-Zellen beginnt mit der Einwanderung hamatopoetischer
Stammzellen aus dem Knochenmark in den Thymus. Diese Thymozyten exprimieren
noch keinen TCR und keinen der beiden TCR-Korezeptoren, sie werden daher als
doppelt-negative Thymozyten bezeichnet. Die Entwicklung der Thymozyten beginnt

in der kortiko-medullaren Grenzregion mit der Aktivierung der RAGs und somit mit
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der somatischen Rekombination der TCR-Gene. Zunachst wird die B-TCR-Kette aus
einem V-, einem D- und einem J-Segment rekombiniert. Zeigt sich diese in einem,
zusammen mit einer pra-TCR-a-Kette (pTa), zusammengeflgten pra-TCR funktionell
wird die somatische Rekombination zunachst eingestellt und die Zelle teilt sich einige
Male. Hieran schliel3t sich die Rekombination der a-Kette aus je einem V- und einem
D-Segment an. Die Expression eines funktionsfahigen TCRs erlaubt die weitere
Entwicklung des Thymozyten. Sollte die a-Kette nicht funktionsfahig sein, werden die
RAGs erneut aktiviert. Es kommt solange zur Rekombination bis eine funktionelle a-
Kette gebildet wird. Geschieht dies nicht innerhalb von etwa vier Tagen, stirbt die
Zelle (Starr et al., 2003).

Noch wahrend der Rekombination der a-Kette beginnen die Thymozyten den CD4-
sowie den CD8-Korezeptor auf ihrer Oberflache zu exprimieren. Die Zellen werden
dementsprechend als doppelt positive Thymozyten bezeichnet.

Im Folgenden schlie3en sich positive und negative Selektion an. Diese Vorgange
gewahrleisten die Erkennung der MHC-Molekile durch die TCRs (positive Selektion)
sowie die Eliminierung selbst-reaktiver T-Zellen (negative Selektion). Die Vorgange
der positiven und negativen Selektion werden von nicht-hdmatopoetischen Thymus-
Epithelzellen (,TEC's", Thymic Epithelial Cells) und mesenchymalen Fibroblasten
sowie von Makrophagen und Dendritischen Zellen vermittelt (Starr et al., 2003).

Die positive Selektion findet im Kortex statt. Bindet der TCR nicht an einen Komplex
aus einem MHC-Molekul und einem korpereigenen Antigen, fuhrt dies zum
Absterben der Zellen durch ,Vernachlassigung® (,Death by Neglect). Uberstehen die
Thymozyten die positive Selektion wandern sie in die kortiko-medullaren Region ein.
Hier werden fast alle korpereigenen Antigene unter der Kontrolle des
Transkriptionsfaktors AIRE (Derbinski et al., 2005; Anderson et al., 2005) ektopisch
exprimiert. Bindet ein Thymozyt mit zu hoher Affinitat einen Komplex aus MHC-
Molekll und Selbst-Peptid, wird Apoptose induziert und die Zelle stirbt. Dieser
Mechanismus verhindert also die Reifung autoreaktiver T-Zellen. Schatzungen
zufolge Uberstehen lediglich etwa zwei Prozent aller Thymozyten die
Selektionsvorgange. Die Zellen exprimieren fortan nur noch einen der beiden
Korezeptoren und verlassen den Thymus nach etwa 3 Wochen als reife, naive T-
Zellen (Shortman et al., 1990; Strasser, 1995; Surh and Sprent, 1994). Welche
Mechanismen die Herunterregulation des jeweils anderen Korezeptors vermitteln ist

noch nicht abschlieBend geklart, es werden jedoch zwei Modelle diskutiert. Das
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stochastische Modell geht davon aus, dass einer der beiden Korezeptoren spontan
herunterreguliert wird und sich die Zellen mit dem jeweilig verbleibenden Korezeptor
den Selektionsprozessen unterziehen. Auf der anderen Seite wird angenommen,
dass die erfolgreiche Bindung eines TCR an ein MHC I-Molekul ein Signal zur
Herunterregulation des CD4-Molekuls zur Folge hat, umgekehrt wirde die Bindung
an MHC Il-Molekile die Herunterregulation des CD8-Molekils zur Folge haben (von
Boehmer and Kisielow, 1993). Nach dem Verlassen des Thymus zirkulieren die
naiven T-Zellen durch Blut- und Lymphsystem, dabei findet der Ubertritt vom Blut in
die Lymphe in den Lymphknoten statt. Die T-Zellen verlassen dabei durch die
Venolen des Lymphknotens (high endothelial venules, HEV) den Blutkreislauf. Der
Durchtritt durch die HEVs wird vor allem durch L-Selektin (CD62L) (Ahmadzadeh et
al., 2001) auf den T-Zellen und dessen Ligand PNAd (peripheral node addressin) auf
den HEVs vermittelt (Berg et al., 1991). Fur eine vollstandige Zirkulation bendtigen
die naiven T-Zellen etwa 12 bis 18 h (Sprent, 1973).

In der Peripherie Uberleben naive T-Zellen mehrere Monate (in Maus und Ratte) bis
hin zu einigen Jahren (im Menschen), dabei bleibt deren Anzahl, innerhalb enger
Grenzen, konstant. Abgestorbene naive T-Zellen werden zum Teil durch im Thymus
neu gebildete Zellen ersetzt. Die Homobostase wird zudem durch die Teilung naiver T-
Zellen gewabhrleistet. Die Teilung naiver T-Zellen findet in geringem Umfang statt, es
teilen sich weniger als 20 % der naiven T-Zellen in einem Zeitraum von funf Wochen
homoostatisch (Tough and Sprent, 1994). Die HomoOostase gewahrleistet, dass nicht
zu viele T-Zellen am Leben gehalten werden muissen, jedoch ein ausreichend
diverser Pool an naiven T-Zellen erhalten bleibt. Die T-Zellen mussen folglich
proliferieren, wenn ihre Zahl zu gering wird, beziehungsweise nicht weiter
expandieren, wenn sie in ausreichender Zahl vorhanden sind. Entsprechende
Signale mussen also die homoostatische Proliferation der T-Zellen regulieren. Es hat
sich gezeigt, dass sowohl Zytokine als auch TCR-Signale die Homdostase der T-
Zellen beeinflussen.

So bendtigen naive T-Zellen zum Uberleben in der Peripherie MHC-Selbst-Peptid-
TCR-Wechselwirkung. (Rooke et al., 1997; Takeda et al., 1996; Kirberg et al., 1997;
Brocker, 1997; Witherden et al., 2000; Tanchot et al., 1997; Nesic and Vukmanovic,
1998; Labrecque et al., 2001). Die T-Zellen scheinen dabei um Bindungsstellen an
MHC-Selbst-Peptid-Komplexen zu konkurrieren, was eine Ubermalige Vermehrung

einzelner T-Zellspezifitaten unterbindet und somit die Vielfalt der TCR-Spezifitat
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garantiert. So lasst sich beobachten, dass polyklonale naive T-Zellen beim Transfer
in TCR-transgene Tiere homoostatisch proliferieren, dies ist beim Transfer in Wild-
Typ-Mause nicht der Fall. Weiterhin inhibieren monoklonale, naive T-Zellen die
Proliferation von T-Zellen gleicher Spezifitat, wahrend transgene naive T-Zellen
unterschiedlicher Spezifitdt sich gegenseitig nicht beeinflussen (Troy and Shen,
2003). Entsprechend lie® sich zeigen, dass die Homdostase naiver T-Zellen von der
Menge des vorhandenen Selbst-Peptids abhangt (Ge et al., 2001). Die Peptide, die
dabei von den verschiedenen TCRs erkannt werden, sind vermutlich dieselben, auf
die die T-Zellen bereits im Thymus positiv-selektioniert wurden (Kirberg et al., 1997;
Tanchot et al., 1997; Boursalian and Bottomly, 1999; Viret et al., 1999). Versuche mit
verschiedenen transgenen naiven CD4°-T-Zellen haben gezeigt, dass sowohl die
TCR-Dichte, als auch die CD5-Expressionsrate, einem negativen Regulator des
TCR-Signals, Einfluss auf die homdostatische Proliferation naiver T-Zellen haben
(Kassiotis et al., 2003). Die GrofRe der gesamten, polyklonalen T-Zellpopulationen
wird wahrscheinlich Uber Zytokine reguliert. Naive T-Zellen exprimieren grolde
Mengen an IL-7R (Schluns et al., 2000). Experimente mit blockierenden IL-7- und IL-
7R-Antikorpern, sowie mit IL-7"-und IL-7R"-M3usen sowie mit IL-7-Injektionen
zeigten, dass IL-7 ein limitierender Faktor der homdostatischen Proliferation naiver T-
Zellen ist (Tan et al., 2001; Schluns et al., 2000; Goldrath et al., 2002; Maraskovsky
et al., 1996).

1.5.5 TCR-Signaltransduktion

Die spezifische Erkennung eines Peptid-MHC-Komplexes durch den TCR-Komplex
der T-Zelle fuhrt zur Ansammlung mehrerer Rezeptoren und zur Phosphorylierung
der ITAMs des TCR-Komplexes. Entsprechend dem in Abbildung 1.3 skizzierten
Schema fuhrt dies schliellich zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB
(nuclear factor kB), NFAT (nuclear factor of activated T cells) und AP-1 (Activator
protein 1) sowie zur Beeinflussung der Polarisierung und des Migrationsverhaltens
der Zelle. Eine wichtige Rolle spielen neben den TCR-Signalen die Signale der

kostimulatorischen Moleklile.
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Abbildung 1.3: Vereinfachte Darstellung der TCR-Signaltransduktion

Dargestellt ist die Signalweiterleitung bei Antigen-Erkennung des TCRs. Die Signaltransduktions-
kaskade wird durch die Bildung der immunologischen Synapse initiiert, es kommt zur Anndherung des
an die Korezeptoren gebundenen Lck an die ITAMs, diese werden, ebenso wie die Kinase Fyn
phosphoryliert. Die Phosphorylierung der ITAMs ermdglicht die Bindung von ZAP-70 ({-chain-
associated protein kinase 70) was in der Phosphorylierung und damit Aktivierung des ZAP-70
Molekuls resultiert. Durch ZAP-70 wird LAT (linker for activation of T cells) phosphoryliert, was die
Bindung weiterer Komponenten der Kette ermdglicht. Die Bindung von PLC-y (Phospholipase C-y)
resultiert in der Spaltung von PIP3 (Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat) in DAG (Diacylglycerol)
und IP3 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat), und entsprechend Uber die Aktivierung von PKC-6
(Protein Kinase C-8), beziehungsweise die Freisetzung von Ca®* zur Aktivierung von AP-1 (Activator
protein 1) und NFAT (nuclear factor of activated T cells). Darliber hinaus assoziiert der Komplex aus
Grb-2 (growth factor receptor-bound protein 2) und SOS (son of sevenless) mit LAT, was zur
Aktivierung des MAP- (mitogen activated kinase) Kinaseweges und schlieRlich zur Aktivierung von
NF-kB (nuclear factor kB) fihrt. Somit reguliert das TCR-Signal direkt die Transkription. Diese wird
zudem Uber Signale des CD28-Molekils reguliert. Das Signal wird dabei Uber die PI3K
(Phosphatidylinositol 3-Kinase) vermittelt. Die PI3K konvertiert zunachst PIP3 in Phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphat, was Uber Akt schlie3lich zur Aktivierung von NFAT fihrt.

Neben der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren wirkt das TCR-Signal auf Proteine der WASP-
(Wiskott-Aldrich syndrome protein) Familie und damit auf die Polarisation und Migration der Zelle.
Dieser Effekt wird Gber Fyn und SLP76 (SRC-homology-2domain-containing leukocyte protein of 76),
welches direkt an LAT bindet vermittelt (Janeway et al., 2001; Cannons and Schwartzberg, 2004;
Friedl et al., 2005; Weil and Israel, 2004).
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1.5.6 Aktivierung von T-Zellen

Zytotoxische T-Zellen lassen sich nur durch zwei gleichzeitig vermittelte Signale
aktivieren. Neben dem spezifischen Signal Uber den TCR erfordert die T-Zell
Aktivierung ein zweites, Uber kostimulatorische Molekile vermitteltes, Signal. Dieses
Signal kann nur von aktivierten, professionellen APCs geliefert werden. Die
Aktivierung einer naiven CD8'-T-Zelle zur Effektorzelle erfolgt also ausschlieflich
durch Makrophagen und DCs. Die Aktivierung findet in der Regel in den T-Zell-Zonen
der Lymphknoten statt. Dazu wandern die aktivierten DCs beziehungsweise
Makrophagen in den Lymphknoten ein und treffen dort auf die naiven T-Zellen. T-
Zellen und DCs treten dabei in engen Kontakt miteinander, so dass
Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Oberflachenmolekilen mdglich sind.
Die Expression des CC-Chemokinrezeptors 7 (CCR7) spielt dabei eine
entscheidende Rolle. Die beiden CCR?7 Liganden, die Chemokine CCL19 und CCL21
werden von Stromazellen in den T-Zell-Zonen der Lymphknoten sowie vom HEV-
Endothel sezerniert (Gunn et al., 1998; Randolph et al., 2005). Die Expression von
CCRY auf naiven T-Zellen (Sallusto et al., 1999) und APCs (Jang et al., 2006) sorgt
fur die Kolokalisation von T-Zellen und APCs in den Lymphknoten und ermdglicht
somit die Interaktion der beiden Zelltypen (Viola et al., 2006).

Prasentiert nun eine APC das fur einen T-Zellklon spezifische Antigen, so bildet sich
initial ein stabiler ternarer TCR-MHC-Peptid-Komplex. Daraus resultiert die Bildung
der so genannten immunologischen Synapse (Lee et al., 2002). Hierbei findet im
Zentrum der Synapse eine Ansammlung des TCR-Komplexes, des Korezeptors, des
CD2- und des CD28-Molekils statt. Im Bereich um das Zentrum finden sich grofRe
Mengen an LFA-1 (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999; Krummel and Dauvis,
2002). Es konnte gezeigt werden, dass nur zehn spezifische Antigen-MHC-Komplexe
auf einer APC ausreichen um eine vollstandige Aktivierung der T-Zelle zu vermitteln
(Irvine et al., 2002). Es ist jedoch nicht klar, wie lange eine Interaktion zwischen APC
und T-Zellen dauern muss, um in einer vollstandigen Aktivierung der T-Zelle zu
resultieren, verschiedene Publikationen geben hierfur Werte zwischen 2 und 24
Stunden an (Kaech and Ahmed, 2001; van Stipdonk et al., 2001; Huppa et al., 2003).
Die Aktivierung der T-Zelle bewirkt zunachst die Produktion von autokrin wirkendem
Interleukin-2 (IL-2). Die Wirkung des IL-2 wird durch die erhdhte Expression der IL-
2Ra-Kette (CD25) erhoht. Die o-Kette bildet zusammen mit den Kkonstitutiv

exprimierten, niederaffinen - und y-Ketten den hochaffinen IL-2 Rezeptor. Das IL-2

-22 -



1. Einleitung

regt die Zelle Uber mehrere Tage hinweg zu zwei bis drei Zellteilungen pro Tag an.
Etwa vier bis funf Tage nach der Aktivierung entwickeln sich die Effektorzellen. Zu
diesem Zeitpunkt beginnen die Zellen CTLA-4 (CTL activation associated protein 4)
zu exprimieren. Dieses Protein hemmt die Aktivierung, indem es CD80/86 mit
deutlich hoherer Affinitat als CD28 bindet, im Gegensatz zu diesem aber kein
stimulatorisches Signal vermittelt.

Die entstandenen Effektorzellen unterscheiden sich durch verschiedene
Oberflachenmarker von den naiven CD8'-T-Zellen. So kénnen sie an der, durch
proteolytische Spaltung induzierten, Reduktion der CD62L-Expression erkannt
werden (Chao et al., 1997; Galkina et al., 2003; Smalley and Ley, 2005). Zudem
erhoht sich die Expression von Aktivierungsmarkern. Hierbei zahlen CD25 und CD69
zu den fruhen Aktivierungsmarkern, sie werden bereits kurz nach der Aktivierung
hochreguliert (Zimmermann et al., 1999). Dagegen steigt die CD44-Expression mit
der Lebensdauer der Effektorzelle (Zimmerman et al., 1996). Darlber hinaus ist die
TCR-Expression auf Effektorzellen im Vergleich zu naiven CD8-T-Zellen leicht
erniedrigt (Liu et al., 2000).

Neben der veranderten Expression der genannten Oberflachenantigene zeichnen
sich die Effektorzellen dadurch aus, dass sie Perforin und Granzym B produzieren
und in Granula speichern. Diese Proteine vermitteln, ebenso wie der
Oberflachenmarker CD95L (FasL), die zytotoxische Funktion der CTLs.
Modifikationen in der Signalmaschinerie (Kersh et al., 2003), sowie umfangreiche
Veranderungen in der Genexpression (Kaech et al., 2002) unterscheiden die
Effektor- von den naiven T-Zellen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die
Effektorzellen, im Vergleich zu naiven T-Zellen ein verandertes CpG-
Methylierungsmuster im IL-2- und IFN-y-Promotor aufweisen, sowie verstarkte
Acetylierung der Histone im IFN-y-Lokus zeigen (Northrop et al., 2006).

Das Wanderungsverhalten der T-Zellen andert sich mit der Aktivierung drastisch,
wahrend die Wanderung der naiven T-Zellen darauf ausgerichtet ist, das
Zusammentreffen mit APCs in den lymphatischen Organen zu gewahrleisten, sollen
aktivierte T-Zellen in peripheren Geweben auf potentielle Zielzellen treffen und ihre
Effektorfunktionen ausiben. Wie bereits zuvor erwahnt macht sich dies in der
reduzierten Expression des CD62L- und des CCR7-Molekuls bemerkbar, die Zellen
wandern also nicht mehr in den Lymphknoten ein. Neuere Arbeiten zeigen, dass die

entstandenen Effektorzellen einen sehr differenzierten Phanotyp aufweisen. Dieser
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erlaubt eine genaue Steuerung der Wanderung der Zellen. So exprimieren zum
Beispiel in den mesenterialen Lymphknoten aktivierte T-Zellen ein bestimmtes
Muster an CCRs und Integrinen, die ihnen das Einwandern in die intestinalen
Bereiche erlauben. Zur Zeit sind Wanderungsmarker fur die Migration in intestinale
Bereiche und in die Haut, zumindest im Mausmodell, ausflhrlich beschrieben (Dudda
and Martin, 2004; Agace, 2006).

1.5.7 Funktion zytotoxischer T-Zellen

Die nach der Aktivierung und Proliferation naiver CD8'-T-Zellen entstandenen
Effektorzellen sind bereit fur die Eliminierung virusinfizierter beziehungsweise
veranderter korpereigener Zellen. Bindet der TCR einen MHC I-Peptid-Komplex mit
ausreichender Affinitat wird die CTL durch Reorganisation des Zytoskelettes
polarisiert und schuttet zielgerichtet zytotoxische Granula auf die Zielzelle aus. Die
Granula enthalten neben Perforin, Granzymen und Fas-Ligand eine Vielzahl anderer
MolekUle, die unter anderem als Chaperone dienen kdnnen.

Die Produktion der Effektormolekile beginnt nach der vollstandigen Aktivierung der
T-Zellen. Die Molekule werden in Granula im Zytosol gespeichert und stehen im Falle
eines Kontaktes mit dem Antigen zur Verfugung, um die sofortige Eliminierung der
Zielzelle zu vermitteln.

Die Effektorfunktionen kdénnen ohne Kostimulus aktiviert werden. Die blofde
Prasentation des Peptid-MHC I-Komplexes reicht als alleiniges Signal aus. Es wird
kein zweites Signal bendtigt. Es konnte gezeigt werden, dass zur Vermittlung der
Effektorfunktion keine Immunologische Synapse gebildet wird (Purbhoo et al., 2004).

Die von der Effektorzelle ausgeschutteten Perforin-Molekule binden zunachst auf der
Oberflache der Zielzelle und lagern sich als Homomultimere in die Membran ein. Die
Multimere bilden eine Pore von bis zu 16 nm Durchmesser (Browne et al., 1999). Um
sich selbst vor Perforin zu schitzen, exprimieren CTLs ein Membranprotein, das mit
Perforin wechselwirkt und die Porenbildung unterbindet (Muller and Tschopp, 1994).
Bei dem ebenfalls ausgeschutteten Granzym B handelt es sich um eine
Serinprotease, die sehr spezifisch Procaspasen (Darmon et al., 1995; Duan et al.,
1996; Martin et al., 1996; Shi et al., 1996; Talanian et al., 1997; Yang et al., 1998)
durch Spaltung aktiviert und somit Apoptose-Kaskaden in der Zielzelle auslost.
Darlber hinaus kann Granzym B CAD (caspase-activated DNAse) durch Spaltung
von ICAD (inhibitor of CAD) aktivieren (Thomas et al., 2000; Liu et al., 1997; Liu et al.,
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1998; Enari et al., 1998; Sakahira et al., 1998). Weitere Beobachtungen zeigen, dass
Granzym B auch Uber den mitochondrialen Weg (Freisetzung von Cytochrom c)
Apoptose auslosen kann (Barry et al., 2000; Sutton et al., 2000; Heibein et al., 2000;
Alimonti et al., 2001).

Es wurde lange Zeit angenommen, dass das Granzym B durch die Perforin-Poren
tritt um seine Funktion zu erflillen (Duke et al., 1989). Es muss jedoch davon
ausgegangen werden, dass die Poren den Durchtritt von Molekulen bis zu 8 kDa
zulassen, wahrend Granzym B, das zum Teil mit anderen Proteinen assoziiert, eine
Grolle zwischen 30 bis 65 kDa erreicht. Sofern diese Berechnungen stimmen muss
das Granzym also auf anderem Wege in die Zielzelle gelangen. So konnten die
Perforin-Poren reparative Endozytose auslosen, wodurch auch die Granzyme
phagozytiert werden wirden (Podack, 1999). Neben dem Perforin-Granzym-B-
System kann die aktivierte CTL auch Uber das CD95 (Fas)-System Apoptose in der
Zielzelle auslosen. Die CTL exprimiert dabei den Liganden des CD95 (CD95L
beziehungsweise FasL), dieser bindet an CD95 auf der Oberflache der Zielzelle und
induziert Uber FADD (Fas activated death domain) und Caspase 8 die Apoptose
(Medana et al., 2000; Suda et al., 1993; Watanabe-Fukunaga et al., 1992).

Eine weitere wichtige Funktion der aktivierten CTLs ist die Ausschuttung von IFN-y.
IFN-y spielt eine wichtige Rolle im Zusammenspiel verschiedener Komponenten des
Immunsystems. Es induziert, zusammen mit IL-12, die Differenzierung naiver CD4"-
Zellen zu Th1 und ist darlber hinaus essentiell flr die Aktivierung von Makrophagen
(Bradley et al., 1996). Die Einwanderung weiterer Zellen des Immunsystems an die
Stelle der IFN-y-Sekretion wird durch Veranderung der auf den Endothelzellen
exprimierten Selektine, sowie durch Zytokin-Produktion des Endothels, beschleunigt.
Weiterhin vermittelt IFN-y Effekte, die fur die Aktivierung und Funktion der CTLs
entscheidend sind: IFN-y induziert in APCs die Expression der CD28-Liganden CD80
und CD86 (Freedman et al., 1991; Hathcock et al., 1994), die zur Kostimulation der
naiven CD8"-T-Zellen wahrend der Aktivierung zu Effektorzellen benétigt werden.
Auch die Effektorfunktion der CTLs wird durch IFN-y unterstitzt. Es erhdht die
MHC I-Dichte auf der Oberflache der Zielzellen durch Erhéhung der Expression des
B2-Mikroglobulins (Kimura et al., 1986). Neben der p.-Mikroglobulin-Expression
unterliegen auch die Gene des TAP der IFN-y-Regulation (Epperson et al., 1992),
wodurch die Prozessierung der Antigene beschleunigt wird. Die Prasentation

zellularer Proteine wird also insgesamt intensiviert. Hierbei spielt auch die Wirkung
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des IFN-y auf das Proteasom eine entscheidende Rolle, da es die Expression der

Immunoproteasom-Untereinheiten bewirkt (Boes et al., 1994).

1.5.8 T-Zellaviditat

Die Starke der Bindung zweier Molekile wie zum Beispiel dem TCR und dem
MHC-Peptid-Komplex wird Uber die Affinitat definiert. Erfolgt eine Bindung Uber
mehrere Einzelbindungen, wie z. B. zwischen CTL und APC, so reicht die Affinitat zur
Beschreibung der Bindung nicht aus. Die so genannte Aviditat, die als Produkt aus
der Affinitdt und der Anzahl der Bindungen definiert ist, wird deshalb zur
Beschreibung multivalenter Bindungen herangezogen. Die Aviditat kann sowonhl
durch die Anderung der Affinitdt der einzelnen Bindungen als auch durch die
Anderung der Anzahl der beteiligten Bindungen beeinflusst werden.

Die Aviditat der T-Zellen wird im Allgemeinen Uber die Funktionalitat der Zellen
definiert, und daher auch haufig als funktionelle Aviditat bezeichnet. Hochavide T-
Zellen reagieren bereits auf sehr geringe Mengen an Antigen, wahrend niederavide
T-Zellen hohere Peptidkonzentrationen bendtigen, um aktiviert zu werden.
Entsprechend lassen sich in vitro T-Zelllinien unterschiedlicher Aviditat generieren,
diese unterscheiden sich meist in der Affinitdt des TCR (Alexander-Miller, 2005).
Neben dem Vergleich verschiedener in vitro etablierter T-Zelllinien unterschiedlicher
TCR-Affinitat besteht die Moglichkeit die Affinitat und damit die Aviditat der T-Zellen
zu variieren indem man Peptide (so genannte ,altered peptide ligands®) verwendet,
die im Komplex mit dem entsprechenden MHC-Molekil den TCR mit
unterschiedlicher Affinitat binden (Auphan-Anezin and Schmitt-Verhulst, 2001;
Auphan-Anezin et al., 2003). Unter Verwendung solcher Modelle konnte in vitro und
in vivo gezeigt werden, dass das Erreichen verschiedener Aktivierungszustande der
T-Zellen von der Aviditat abhangt, dass also das Erreichen einer bestimmten
Signalstarke von Noten ist um einen gewissen Grad an Funktionalitat zu erreichen.
So konnte gezeigt werden, dass zum Beispiel die Regulation diverser
Aktivierungsmarker, die Proliferation und die Induktion der IL-2-Produktion wahrend
der Aktivierung, sowie die Produktion von IFN-y und die Lyse von Zielzellen von der
Aviditdt der T-Zellen abhangen (Auphan-Anezin and Schmitt-Verhulst, 2001;
Auphan-Anezin et al., 2003; Faroudi et al., 2003; Labrecque et al., 2001; Valitutti et
al., 1995; Valitutti et al., 1996).
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Im Gegensatz zu den Modellen bei denen die Affinitat des Rezeptors variiert wird
etablierten Labrecque et al. ein Modell bei dem sich die Anzahl der transgenen
Rezeptoren auf naiven CD8"-T-Zellen durch die Gabe von Tetracyclin modulieren
lasst. Dieses Modell erlaubt also die Variation der Aviditat durch die Veranderung der
Anzahl der Rezeptoren, bei gleich bleibender Rezeptoraffinitat. Hier konnte gezeigt
werden, dass auch bei diesem Ansatz das Erreichen bestimmter Signalstarken die
Funktionen der T-Zellen beeinflusste (Labrecque et al., 2001). Die entsprechenden
Beobachtungen konnten in einem Modell unserer Arbeitsgruppe bestatigt werden.
Das St40/St42-Modell besteht aus zwei T-Zellklonen, die denselben TCR in
unterschiedlicher Dichte exprimieren. Die unterschiedliche TCR-Dichte resultiere
dabei in groflen Unterschieden bei der Aktivierung der T-Zellen. So zeigten die
niederaviden T-Zellen deutlich reduzierte Proliferationsraten, sowie verlangsamte
Regulation der Aktivierungsmarker. Im Gegensatz dazu zeigten die entsprechenden
Effektorzellen keine Unterschiede bezlglich der spezifischen Lyse Peptid-beladener
Zielzellen. Bei der Analyse der Produktion der Zytokine IL-2 und IFN-y zeigte sich
jedoch, entsprechend der Beobachtungen anderer Gruppen, dass die niederaviden
T-Zellen bei Peptid-Restimulation keines der beiden Zytokine sezernierten. Zudem
erlaubte die Verwendung eines mutierten Peptids die Analyse der Bedingungen unter
veranderter Rezeptor-Affinitat. Auch hier konnte beobachtet werden, dass die IFN-y-
Produktion bei niedrigerer Aviditat deutlich reduziert war, wahrend die spezifische
Lyse Peptid-beladener Zellen nicht beeinflusst wurde (Hofmann et al., 2004). Die
Aviditat der T-Zellen beeinflusst also die Aktivierung der T-Zellen sowie deren
Effektorfunktionen.

1.5.9 T-Zell-Kompetition

Obwohl ein in den Korper eingedrungener Erreger eine Vielzahl verschiedener
Antigene mit sich bringt, ist die T-Zellantwort stets auf einige wenige, so genannte
immunodominante Antigene begrenzt (Kedzierska et al., 2005; Yewdell and Bennink,
1999; Zinkernagel and Doherty, 1979). Diese Immunodominanz ist auf verschiedene
Effekte zurickzufihren. Es kommen Unterschiede bei der Expression der Antigene,
in der Antigenprozessierung und schliellich der Antigenprasentation zum Tragen
(Chen et al., 2000; Deng et al., 1997; Eisenlohr et al., 1992; La Gruta et al., 2006;
Sette et al., 1994; Yewdell and Bennink, 1999). Genauere Analysen legten die
Vermutung nahe, dass diese Effekte nicht die alleinigen, die Immunodominanz
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verursachenden, Faktoren sind. Die Kompetition verschiedener T-Zellklone
untereinander kdnnte ebenso Einfluss auf die Form der entstehenden Antwort haben
(Grufman et al., 1999b; Grufman et al., 1999a; Wolpert et al., 1998). Weitere Indizien
in dieser Richtung waren die Beobachtungen, dass mit wiederholten Infektionen die
Aviditat der Effektorzellen zunahm, dass sich also bei jeder Antwort jeweils die Zellen
mit der hochsten Aviditat gegen die Zellen niedrigerer Aviditat durchzusetzen
vermochten (Busch and Pamer, 1999; Rees et al., 1999; Savage et al., 1999).
SchlieRlich konnten Kedl et al. zeigen, dass adoptiv-transferierte OT I|-Zellen die
endogene SIINFEKL-spezifische Antwort unterdriickten, dass die T-Zellen also um
die APCs konkurrierten (Kedl et al., 2000). Weitere Studien dieser Arbeitsgruppe
zeigten schlieRlich, dass hochaffine T-Zellen in der Lage sind, die MHC I-Peptid-
Komplexe spezifisch von der Oberflache der APCs zu entfernen, daraus liel3 sich
schlussfolgern, dass die hochaffinen T-Zellen die Menge des Antigens reduzieren
und somit die Expansion der niederaviden T-Zellen unterbinden (Kedl et al., 2002).
Widerspruchliche Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen lassen die Frage, ob T-
Zellen unterschiedlicher Spezifitat ebenfalls um APCs konkurrieren, offen (Kedl et al.,
2000; Probst et al., 2003; Willis et al., 2006).

Bei allen bisher angewandten Modellen wurden unphysiologisch hohe Mengen an
hochaffinen TCR-transgenen T-Zellen transferiert. So konnte weder der Einfluss der
Aviditat der T-Zellen noch der Einfluss der Vorlauferfrequenz der kompetitierenden T-
Zellklone abgeschatzt werden. Neuere Veroffentlichungen zeigen, dass die Menge
der adoptiv-transferierten T-Zellen einen starken Einfluss auf das Ergebnis des
jeweiligen Experiments haben kann (Marzo et al.,, 2005). Zudem lieRen die
entsprechenden Modelle keine Ruckschlusse auf die Funktion der in der Kompetition
unterlegenen T-Zellen zu. Dieses Problem schrankt die Aussagekraft dieser Modelle

massiv ein.

1.5.10 Zytotoxisches T-Zellgedachtnis

Nachdem eine Infektion erfolgreich beseitigt wurde, was im Durchschnitt zwischen
sieben und zehn Tagen dauert, bleiben von der Effektorpopulation lediglich etwa flunf
Prozent der Zellen erhalten. Die verbleibenden antigenspezifischen Zellen kénnen
Uber einen sehr langen Zeitraum hinweg in der Peripherie und im Blut-
beziehungsweise Lymphkreislauf Gberleben. Treffen sie erneut auf Zellen, die ihr

spezifisches Antigen prasentieren, konnen sie diese direkt beziehungsweise nach
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kurzer Reaktivierungsphase eliminieren und somit eine erneute Infektion unterbinden.
Das Immunsystem kann sich also an den entsprechenden Erreger ,erinnern®,
weshalb diese Zellen als Memory- oder Gedachtniszellen bezeichnet werden (Murali-
Krishna et al., 1998). Im Falle einer erneuten Infektion tragen also Gedachtniszellen
den Groldteil der spezifischen Immunantwort, weil sie, im Gegensatz zu naiven T-
Zellen, keinen Kostimulus zur Aktivierung bendtigen und sehr viel schneller zu
proliferieren beginnen (Cho et al., 1999; Rogers et al., 2000; Veiga-Fernandes et al.,
2000). Sie stehen daruber hinaus in groRerer Zahl derselben Spezifitat zur
Verflgung als naive T-Zellen. Das Zusammentreffen mit infizierten Zellen findet also
schneller und haufiger statt, die Zellen stehen zudem in gréRerer Zahl zur klonalen
Vermehrung bereit.

Allen Effektor- und Gedachtniszellen ist gemein, dass sie CD44 in grofen Mengen
auf ihrer Oberflache exprimieren. Nach der Effektorphase findet man ausschliellich
CD44 hochexprimierende Gedachtniszellen, diese lassen sich phanotypisch in zwei
Gruppen unterteilen: Effektorgedachtinszellen (Tem) und Zellen des zentralen
Gedachtnisses (Tcm) (Bachmann et al., 1997; Kundig et al., 1996; Kuhober et al.,
1996). Die Zellen der beiden Populationen werden anhand der Expression der
CD62L- und CCR7-Molekile unterschieden. Diese Molekile bestimmen die
Verteilung der Zellen auf die Peripherie beziehungsweise den Blut- und
Lymphkreislauf. Die Zellen des zentralen Gedachtnisses exprimieren, analog den
naiven T-Zellen, CCR7 wund CD62L. Sie =zeigen also ein ahnliches
Wanderungsverhalten und zirkulieren Uber die HEVs in Blut und Lymphe. Die
Effektorgedachtinszellen sind dagegen eher in der Peripherie zu finden (Kuhober et
al., 1996). Sie zeigen zytotoxische Aktivitdt und produzieren IFN-y. Im Gegensatz
dazu sind die Zellen des zentralen Gedachtnisses, entsprechend ihrer Funktion, in
der Lage, IL-2 zu produzieren, sie zeigen allerdings keine zytotoxische Aktivitat und
produzieren kein IFN-y (Kuhober et al., 1996; Masopust et al., 2001; Reinhardt et al.,
2001). Einige Studien legen die Vermutung nahe, dass sich die bisher bekannten
Gedachtnispopulationen in weitere Subpopulationen aufspalten (Baars et al., 2005;
de Bree et al., 2005).

Wie zuvor fur die naiven T-Zellen beschrieben, kommt es auch bei den
Gedachtniszellen zur regulierten homoostatischen Proliferation. Es konnte gezeigt
werden, dass die Konkurrenz um Bindungsstellen an MHC-Selbst-Peptid-Komplexe

fur die Homoostase der T-Gedachtniszellen unerheblich ist. Umstritten bleibt
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hingegen die Frage, ob die MHC-Selbst Peptid-TCR-Interaktionen an sich fur das
Uberleben der T-Gedéachtniszellen notwendig sind (Kassiotis et al., 2003; Kassiotis et
al., 2002; Swain et al., 1999; Murali-Krishna et al., 1999). Experimente zur Relevanz
von IL-7 bei der Hombostase von Gedachtnis-T-Zellen zeigen, dass IL-7 auch hier
einen limitierenden Faktor der homdostatischen Proliferation darstellt (Tan et al.,
2001; Schluns et al., 2000; Goldrath et al., 2002; Maraskovsky et al., 1996). Dartber
hinaus lasst sich beobachten, dass die Homdostase der CD8"-Gedachtnis-Zellen
entscheidend von IL-15 abhangt (Goldrath et al., 2002; Kieper et al., 2002; Becker et
al., 2002; Tan et al., 2002; Ku et al., 2000). Hier kann ein Uberschuss an IL-7 jedoch
das IL-15 kompensieren (Kieper et al., 2002). CD4"-Gedachtnis-Zellen hingegen
scheinen unabhangig von IL-7 und IL-15 homdostatisch zu proliferieren (Tan et al.,
2002).

1.5.11 Entstehung des T-Zellgedachtnisses

Obwohl die beiden Gedachtnispopulationen (Tem, Tcm) schon seit langerem bekannt
sind (Tripp et al., 1995; Hamann et al., 1997), konnte der Ursprung der jeweiligen
Populationen bisher nicht eindeutig geklart werden. So ist zunachst nicht klar, ob die
Gedachtniszellen aus der Effektorpopulation, oder parallel dazu entstehen
(Opferman et al., 1999; Hu et al., 2001; Lauvau et al., 2001; Aichele et al., 1997; Wu
et al., 2002; Lefrancois et al., 2003; Seder and Ahmed, 2003). Entsprechend werden
auch verschiedene Modelle der Entstehung der beiden Gedachtnispopulationen
diskutiert, so besteht die Mdoglichkeit, dass die Tgw-Zellen aus den Tcu-Zellen
entstehen. Adoptiv-Transfer Experimente zeigten jedoch, dass aus Tcu-Zellen keine
Tem-Zellen entstehen (Marzo et al., 2005; Wherry et al., 2003). Dagegen konnte
gezeigt werden, dass sich aus adoptiv transferierten Tgu-Zellen Tcy-Zellen
entwickeln kdnnen (Bachmann et al., 2005; Bouneaud et al., 2005; Marzo et al., 2005;
Wherry et al., 2003). Detaillierte Analysen legen jedoch die Annahme nahe, dass
diese Beobachtungen durch den experimentellen Ansatz zustande kommen. Marzo
et al. konnten zeigen, dass diese Beobachtungen nur nach dem Transfer groler
Mengen transgener T-Zellen gemacht werden konnen. Werden jedoch nur wenige
hundert transgene T-Zellen vor der Immunisierung transferiert, so entstehen
Gedachtniszellen mit einem jeweils stabilen Tcu- beziehungsweise Tem-Phanotyp,
was die parallele Entstehung von Tcu- und Teu-Gedachtniszellen nahe legt. Die

Annahme das Tcum- und Tem-Zellen jeweils direkt entstehen, sich die eine Population
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also nicht aus der anderen entwickelt werden von Analysen des jeweiligen TCR-
Repertoires gestutzt (Bouneaud et al., 2005; Baron et al., 2003).

Unabhangig von der Frage, ob Gedachtniszellen aus Effektorzellen entstehen, stellt
sich zudem die Frage, welche Zellen wahrend der Aktivierung zu Gedachtniszellen
werden, beziehungsweise welche Art von Gedachtniszelle entsteht. Hier kommen
mehrere Szenarien in Frage. Neuere Ergebnisse lassen vermuten, dass sich bereits
frih in der T-Zellantwort entscheidet, welche Zellen zu Gedachtniszellen
differenzieren (Marzo et al., 2005; Kaech et al., 2003). Es lasst sich also annehmen,
dass Faktoren wahrend der Aktivierungsphase der T-Zellen Einfluss auf die
Gedachtnisbildung haben. So die Aviditat der T-Zellen als ausschlaggebende GrolRe
in Frage: Hoch- beziehungsweise niederavide T-Zellen konnten zu Gedachtniszellen
differenzieren (Busch and Pamer, 1999; Fasso et al., 2000; Savage et al., 1999; Ked|
et al., 2002). Ebenso konnte der Zeitpunkt der Aktivierung, und dementsprechend
auch der Aktivierungszustand der APCs und die Menge des vorhanden Antigens
Einfluss auf die Differenzierung der Zellen haben (Williams et al., 2006). Dartber
hinaus konnte die Auswahl der Gedachtniszellen rein stochastisch erfolgen (Blattman
et al., 2000; Sourdive et al., 1998). Es ist also nicht klar, welche Faktoren die
Entstehung der Gedachtnisantwort beeinflussen (Lefrancois and Marzo, 2006).
Somit ergibt sich also auch keine Mdglichkeit die Bildung einer Gedachtnisantwort
gezielt zu beeinflussen.

Betrachtet man die Entstehung der CD8"-Gedéachtnisantwort im Speziellen, so tritt
hier das Problem der CDA4-Hilfe auf. Es wurde gezeigt, dass zur Entstehung
funktioneller CTL-Gedéachtniszellen die Gegenwart von CD4"-Zellen essentiell ist.
Wiahrend die priméare CTL-Antwort von der Gegenwart der CD4*-Zellen unabhangig
ist, zeigen CTL-Gedachtniszellen aus CD4"-Mausen eine deutlich schlechtere
Sekundarantwort als Zellen aus Wildtyp-Mausen (Shedlock and Shen, 2003; Sun
and Bevan, 2003). Die Gegenwart der CD4"-Zellen ist dabei allerdings lediglich
wahrend der primaren Aktivierungsphase von Bedeutung. So zeigen in
Wildtypmausen aktivierte CTLs eine normale Sekundarantwort in CD4”-Mé&usen
(Shedlock and Shen, 2003).

Die Interaktion der CD4- mit der CD8-Zelle ist nicht ganzlich geklart. Die Tatsache,
dass CD8"-T-Zellen kein MHC Il exprimieren schlieBt eine direkte Interaktion der
Zellen aus. Daher wird eine indirekte Interaktion Uber die APC angenommen,
unabhangig davon, ob die CD4-Zelle dabei direkt auf die CD8-Zelle wirkt (Keene and
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Forman, 1982) oder der Effekt Uber die APC vermittelt wird (Lafferty and
Cunningham, 1975; Ridge et al., 1998). In jedem Fall spielt die Interaktion des
CD40L auf der CD4-Zelle mit dem CD40-Molekul eine entscheidende Rolle (Noelle,
1996; Borrow et al., 1996; Grewal and Flavell, 1998). CD40 wird sowohl auf APCs
(Banchereau et al., 1994), als auch auf CD8'-T-Zellen (Bourgeois et al., 2002)
exprimiert. Es wurde gezeigt, dass sich die CD40L-CD40-Interaktion mit
monoklonalen Antikorpern mimikrieren lasst (Bennett et al., 1998; Ridge et al., 1998;
Schoenberger et al., 1998). Mit diesem Modell Iasst sich zudem beobachten, dass
lediglich die Aktivierung der APCs mit dem Antikorper ausreicht, um CD8-T-Zellen zu
aktivieren, also keine direkte Aktivierung der CD8-T-Zellen notwendig ist (Ridge et al.,
1998). Allerdings fiel die induzierte Antwort, im Vergleich zur direkten Injektion des
Antikdpers sehr viel schwacher aus, es lasst sich also eine direkte Wirkung des
CDA40L auf CD8-T-Zellen vermuten.

1.6 Mechanismen der Toleranz

Die wichtigste Leistung des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen
korpereigenen und korperfremden Antigenen. So wird zum einen die Bekampfung
von Pathogenen ermdglicht, auf der anderen Seite eine Schadigung des eigenen
Koérpers verhindert. Berlcksichtigt man die Entstehung der antigenspezifischen
Rezeptoren des adaptiven Immunsystems, so wird klar, dass mehrere Kontrollstellen
notig sind, um autoreaktive Antworten sicher zu verhindern. Das neutrale Verhalten
des Immunsystems gegenuber korpereigenen Antigenen wird als Toleranz
bezeichnet. Hierbei unterscheidet man neben der zentralen Toleranz die periphere
Toleranz.

Die zentrale Toleranz resultiert aus den Selektionsvorgangen wahrend der T-
Zellentwicklung im Thymus. Es sollten also keine autoreaktiven T-Zellen in die
Peripherie entlassen werden. Nachdem dieses System jedoch nicht absolut
zuverlassig ist, beziehungsweise schwach selbstreaktive T-Zellen in die Peripherie
entlassen werden um einen ausreichend diversen T-Zellpool, der die zuverlassige
Erkennung von Pathogenen erlaubt, zu gewahrleisten, missen die Mechanismen der
peripheren Toleranz die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen kontrollieren.

So werden Selbst-Antigene aufgrund sehr geringer Expressionsmengen oder der
Expression in Bereichen, die den Zellen des Immunsystems nicht zuganglich sind (so

genannte immunprivilegierte Stellen), einfach von den T-Zellen ignoriert. Kommt es
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dagegen zur Erkennung eines Selbst-Antigens in der Peripherie, so besteht zum
einen die Moglichkeit, dass die T-Zellen das Antigen erkennen, aber keinen
adaquaten Kostimulus erhalten und so anerg, d.h. inaktiviert werden. Auf der
anderen Seite konnen die T-Zellen durch grof3e Mengen an prasentiertem Antigen
Uberaktiviert werden und absterben.

Neben diesen sehr schlecht steuerbaren Toleranzmechanismen stellen die so
genannten regulatorischen T-Zellen (T.g) den wohl wichtigsten und effektivsten
Mechanismus der peripheren Toleranz dar. Die Trq sind in der Lage die Aktivierung
von CD4'- und CD8'-T-Zellen zu hemmen und somit die Induktion einer
Autoimmunantwort zu unterdricken, beziehungsweise abzuschwachen (Gershon
and Kondo, 1971; Sakaguchi et al., 1995; Shevach et al., 1998).

Bei den meisten bisher beschriebenen Teq handelt es sich um ap-CD4"-T-Zellen. Da
Uber aB-CD8"-T.y lediglich vereinzelte Berichte vorliegen (Shevach, 2006)
beschranken sich die folgenden Beschreibungen auf die CD4"-T .

Die Teg-Population Iasst sich, aufgrund der Abstammung der Zellen in zwei Gruppen
unterteilen. So zirkulieren im naiven Organismus die naturlich vorkommenden Teg.
Sie entstehen im Thymus (Itoh et al., 1999; Seddon and Mason, 2000) und lassen
sich anhand der konstitutiven Expression des CD25-Molekuls identifizieren, sie
machen etwa zehn Prozent aller CD4*-T-Zellen in der Peripherie aus (Sakaguchi et
al., 1995). Weitere Analysen zeigten, dass der Transkriptionsfaktor FoxP3 essentiell
far die Entstehung der Tq ist (Hori et al., 2003) und nur etwa 90 % der T,y CD25
hoch exprimieren (Fontenot et al., 2005). Zudem konnte GITR als weiterer
Oberflachenmarker fur naturlich vorkommende T4 identifiziert werden (McHugh et
al., 2002).

Neben den natlrlich vorkommenden T,y kennt man induzierte T,eq, diese entstehen
aus naiven CD4’-T-Zellen in der Peripherie. Man unterscheidet dabei TGF-B-
produzierende Th3-Zellen von IL-10-produzierenden Tr1-Zellen (Chen et al., 1994).
Im Gegensatz zu den naturlich vorkommenden T.q exprimieren nicht alle induzierten
Treg FOXP3, sie zeigen jedoch hohe CD25-Expression.

Wahrend fur Th3- und Tr1-Zellen bekannt ist dass die Suppression uber TGF-3
beziehungsweise IL-10 vermittelt wird gilt es den Mechanismus der Suppression
durch die naturlich vorkommenden T,eg noch zu klaren (von Boehmer, 2005). Bisher
gilt lediglich als geklart, dass die Hemmung nicht Antigen-spezifisch und von Zell-

Zell-Kontakt abhangig ist, sie zeigt keine Abhangigkeit von TGF-f und IL-10
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(Shevach, 2002; Asseman et al., 1999; Green et al., 2003; Piccirillo et al., 2002; Tang
et al., 2004; Thornton and Shevach, 2000). Ob die Suppression der T4 durch den
direkten Kontakt mit den T-Zellen oder uber die APC vermittelt wird ist nicht bekannt.
Unabhangig vom Mechanismus der Suppression stellt sich auf der anderen Seite die
Frage, wie die Suppression der T-Zellen durchbrochen werden kann, wie also in der
Gegenwart regulatorischer T-Zellen die Aktivierung naiver T-Zellen mdglich ist. Es
konnte gezeigt werden, dass invitro mit TLR-Liganden aktivierte APCs die
Suppression durch T4 brechen konnen (Pasare and Medzhitov, 2003; Warger et al.,
2006). Es wurde zudem festgestellt, dass losliche, von den APCs sezernierte
Substanzen flir die Brechung der Suppression ausreichen, hierbei spielt IL-6,
zusammen mit weiteren, nicht identifizierten, 16slichen Substanzen, eine essentielle
Rolle (Pasare and Medzhitov, 2003).

1.7 Gezielte Initilerung adaptiver Inmunantworten

Bei vielen Infektionskrankheiten besteht die Moglichkeit, mit einem therapeutischen
Medikament zu behandeln. Diese Medikamente inhibieren das Wachstum und die
Replikation des Erregers und erleichtern somit die Bekampfung des Erregers durch
das eigene Immunsystem. Die Medikamente (Alymova et al., 2005; Deeks, 2006)
verhindern durch Enzyminhibierung die Vermehrung von Viren, Antibiotika verhindern
entsprechend die Vermehrung von Bakterien. Offensichtlich bergen diese
Medikamente das Problem, dass sie die weitere Verbreitung des Erregers nicht
verhindern, zudem treten meist die jeweiligen Symptome auf. Die Medikamente
verlieren schlieBlich durch die Mutation des jeweiligen Zielenzyms nach und nach an
Wirkung und sorgen zudem flur die Selektion resistenter Stamme die sich jeglicher
Therapie entziehen. Im September 2006 trat zum Beispiel ein Tuberkulose Stamm
auf, der gegen alle vier normalerweise verwendeten Medikamente vdllig resistent war
und sich daher nicht behandeln liel3 (http://www.cdc.gov/nchstp/tb/default.htm). Im
Zusammenspiel mit einer HIV-Infektion kann das Auftreten solcher Stamme
verheerende Folgen haben. Das Problem resistenter Varianten tritt auch bei
Medikamenten gegen HIV (Turner and Wainberg, 2006) und Bakterien auf (Johnson
et al., 2006; Rahal, 2006; Bonomo and Szabo, 2006; Quinn et al., 2006; Rice, 2006).
Die Neuentwicklung Enzym-inhibierender Medikamente erfordert zunachst die

Identifizierung und Charakterisierung eines neuen Zielenzyms. Die Entwicklung ist
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also sehr teuer und zeitaufwendig (Biava et al., 2006; Power, 2006; Stebbing et al.,
2005; Hsu et al., 2006; McNicholl and McNicholl, 2006; Luo et al., 1999; Wade, 1997).
Dagegen haben einige Beispiele bereits bewiesen, dass Vakzinierungen eine sehr
effektive Methode darstellen, um Infektionskrankheiten zu bekampfen. Eine
Vakzinierung verhindert im Idealfall bereits die Infektion durch einen Erreger, sodass
es zu keinerlei Symptomen kommt. Dem Erreger wird durch eine flachendeckende
Immunisierung zudem jeglicher Nahrboden entzogen, er kann sich also nicht weiter
ausbreiten und geht schlieRlich zugrunde. So wurde zum Beispiel durch die 1796 von
Edward Jenner initiilerte Vakzinierung gegen Pocken die vollstandige Ausrottung des
Erregers im Jahre 1980 moglich. Die Ausrottung des Polioerregers scheint zudem in
Sichtweite. Es steht also auller Frage, dass die flachendeckende Impfung der
Bevodlkerung die vielversprechendste Methode ist, um einer Infektionskrankheit Herr
zu werden.

Betrachtet man die aktuellen Impfprotokolle, so beruhen diese zum Groldteil auf der
Verwendung abgetoteter und attenuierter Erreger oder bestimmter Fragmente der
Erreger. Dementsprechend wird eine adaptive Immunantwort induziert, die der
Antwort nach einer Infektion mit dem jeweiligen Erreger ahnelt. Die Effektivitat der
Immunisierung ist von der Immunogenitat des mit dem Erreger assoziierten PAMPs
abhangig beziehungsweise liegt, durch die reduzierte oder komplett unterbundene
Replikation des Erregers, unter Umstanden deutlich unter der Effektivitat einer
echten Infektion.

Das Hauptproblem bei dieser Art der Immunisierung ist, dass flr einige
Infektionskrankheiten die Immunisierung mit abgetoteten und attenuierten Erregern,
beziehungsweise deren Fragmente aufgrund des Auftretens von Revertanten sowie
gefahrlicher Nebenwirkungen nicht moglich ist, beziehungsweise die Erreger nicht
immunogen genug sind um die Zellen des nicht-adaptiven Immunsystems in
adaquater Weise zu aktivieren. Auf diese Erreger sind die anderen Impfprotokolle
also nur sehr bedingt Ubertragbar. Das gleiche Problem stellt sich auch bei der
immunobiologischen Bekampfung von Tumorerkrankungen. Hier sind nur
korpereigene Zellen involviert, es kommt somit nicht zur Aktivierung des
Immunsystems.

Zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems werden zwei Signale bendtigt. Zum
einen muss ein Zielantigen vorhanden sein, zum anderen wird ein aktivierendes

Signal bendtigt, welches den Zellen des nicht-adaptiven Systems erlaubt, die
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spezifische Antwort zu induzieren. Ein modernes Vakzin sollte also die antigenen
Komponenten eines Erregers oder Tumors mit immunogenen Komponenten
kombinieren, diese sollten im Idealfall zudem die Art der induzierten Antworten
beeinflussen. Es liele sich dann nach dem Baukastenprinzip fur jeden beliebigen
Erreger beziehungsweise Tumor ein Impfcocktail zusammenstellen. Die
hochkonservierten PRRs bergen dabei den Vorteil, dass sie in allen Patienten
exprimiert werden und mittels synthetischer Liganden aktiviert werden konnen. Die
antigenen Komponenten dagegen mussten bei Verwendung definierter Epitope an
die HLA-Klassen des jeweiligen Patienten angeglichen werden, beziehungsweise
weit genug gestreut sein, um eine entsprechend breites Spektrum an HLA-Typen

abzudecken.

1.8 Zielsetzung

Im ersten Teil der hier beschrieben Arbeit sollen zunachst die CD8"-T-Zellen zweier
TCR-transgener Mausstamme naher charakterisiert werden. Die St42- und die St35-
Mause sind transgen fiir denselben SGPSNTPPEI-H2-D°-spezifischen TCR,
exprimieren diesen aber in unterschiedlicher Menge auf ihrer Oberflache. Mit diesem
Modell soll der Einfluss der T-Zellaviditat auf die Aktivierung von zytotoxischen T-
Zellen in vitro und in vivo untersucht werden. Darlber hinaus soll das Modell zur
Untersuchung der Kompetition von naiven zytotoxischen T-Zellen um

Antigenprasentierende Zellen verwendet werden.

Im zweiten Teil der Arbeit soll ein neues nicht-invasives, transkutanes
Immunisierungsverfahren entwickelt und im Maus-Modell getestet werden. Dazu soll
ein MHC I-Peptid zusammen mit einem TLR7-Liganden auf die Haut gegeben
werden um eine systemische CD8"-T-Zellantwort zu induzieren. Dartiber hinaus soll
die Tumor-protektive Kapazitat der induzierten Antwort getestet, sowie der Einfluss

regulatorischer T-Zellen bei der transkutanen Immunisierung evaluiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mause

St35

C57BL/6-Hintergrund, transgen fiir D>-SGPSNTPPEI spezifischen TCR,
RAG2"; CD90.2, CD45.1, mittlere TCR-Expression; Uberlassen

Matthias Hofmann, Tlbingen

St42 C57BL/6-Hintergrund, transgen fiir D°>-SGPSNTPPEI spezifischen TCR,
RAG2"; CD90.1, CD45.2, hohe TCR-Expression; Uiberlassen von Rene
Toes und Rienk Offringa, ULMC Leiden, NL (Toes et al., 1996)

C57BL/6 ZVTE Uni Mainz

RAG2™" C57BL/6-Hintergrund, RAG2-Knock-Out, Taconic (B6.SJL-
ptprca/BoCrTac-[KO]JRAG2 N10)

A-a C57BL/6-Hintergrund, MHC 1l-Knock-Out (Kontgen et al., 1993)

2.1.2 Zelllinien

EL4-Zelllinie Maus-Lymphom-Zelllinie; H2-D®; H2-K®; ATCC-NR: TIB-39

EG.7: EL-4 + pAc-neo-OVA-Plasmid; ATCC-NR: CRL-2113

2.1.3 Medien

Testmedium (TM)
Iscove’'s Medium (DMEM); 5 % FCS; 1 % L-Glutamin; 1 % Natrium-Pyruvat; 1 %

Penicillin/Streptomycin
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DC-Medium
Iscove’'s Medium (DMEM); 5 % FCS; 1 % L-Glutamin; 1 % Natrium-Pyruvat; 1 %
Penicillin/Streptomycin; 1 % GM-CSF (Kulturuberstande)

T-Zellmedium (TZM)
Minimal essential medium (a MEM); 1% Penicillin/Streptomycin; 50 yM B-
Mercaptoethanol; 10 % FCS; 1 % L-Glutamin; 1 % Natrium-Pyruvat

Selektionsmedium (SM)

TM 5; 1 mg/ml G418

2.1.4 Puffer

ACK-Puffer
Bindungspuffer
Blockierpuffer
Blutpuffer
Cytofix/Cytoperm
DNA-Ladepuffer

FACS-Puffer
Fix/Perm-Puffer
GM-Puffer
Ohr-Puffer

PBS (10x)
Saponinpuffer
Stopp-LAsung
Perm-Puffer

TAE (50x)
Trypanblaulésung:
Waschpuffer

150 mM NH4CI, 1 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA; pH 7,3
0,1 M Naz;HPOy4 in ddH,0; pH 9,3

1 % BSA,; 0,05 %Tween 20 in PBS

30 mM EDTA; 0,1 % Na-Azid in PBS

BD Pharmingen

0,25 % (m/v) Bromphenolblau; 0,25 % (m/v) Xylencyanol;
30 % (v/v) Glycerin in ddH,0

1 % BSA, 0,02 % Natriumazid; 1 mM EDTA in PBS
eBioscience

0,5 % BSA, 5 mM EDTA, 0,01 % Natriumazid in PBS
300 mM NaCl, 25 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8,

0,2 % SDS

1,4 M NaCl; 0,1 M NaH,POy; in ddH20 pH7,2

1 % BSA, 0,02 % Natriumazid, 0,1 % Saponin in PBS
2 M H2SOy; in ddH0

eBioscience

2 M Tris; 1 M Essigsaure; 50 mM EDTA

0,5 % Trypanblau, 0,02 % Natriumazid in PBS

0,05 % Tween 20 in PBS
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2.1.5 Antikorper

Durchfluss-
zytometrie

Antigen

B220
CD2
CD3¢
CD4
CD4
CD4
CD4
CD4
CD5
CD8a
CD8a
CD8a
CD8a
CD8a
CD11a
CD16/32
CD24
CD25
CD25
CD25
CD28
CD44
CD44
CD45.1
CD45.1
CD45.1
CD45.2
CD62L
CD62L
CD69
CD90.1
CD90.1
CD90.1
CD90.2
FoxP3
FoxP3
GITR
H2-Db
IFN-y
lgG1
IgG1
SIINFEKL-K"
TCRB

Klon

RA3-6B2
RM2-5
145-2C11
GK1.5
RM4-5
RM4-5
RM4-5
GK1.5
53-7.3
53-6.7
53-6.7
53-6.7
53-6.7
53-6.7
M17/4
2.4G2
M1/69
PC61
PC61
7D4
37.51
IM7
KM81
A20
A20
A20
104
MEL-14
MEL-14
H1.2F3
OX-7
HIS51
HIS51
53-2.1
FJK-16s
FJK-16s
DTA-1
28.14.8S
XMG1.2
A85-1
polyklonal
25.D1.16
H57-597
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FITC
PE
APC
FITC
PE
PE-Cy7
APC
APC
PE
FITC
PE
PerCP
APC
APC-Cy7
PE

PE
PE-Cy7
PerCP-Cy5.5
PE
PE
APC
FITC
FITC
PE
PE-Cy7
FITC
APC
PE
PE-Cy7
PerCP
PE-Cy7
APC
APC
PE
APC
FITC
APC
PE
PE

FITC

Quelle

eBioscience
eBioscience

BD
eBioscience

BD

BD

BD
eBioscience
eBioscience

BD

BD

BD

BD

BD
eBioscience

BD
eBioscience

BD

BD

BD
eBioscience

BD

IT

eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience

BD

IT

BD

BD
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience

Hybridom

eBioscience

BD

BD

Dianova
Hybridom
BD
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in vivo
Applikation

ELISA

MACS

T-Zell-
Aktivierung

TCRB
TNP

CD4
CD25
CD40

IFN-y
IFN-y

CD8

CD3
CD28

H57-597 PE
polyklonal ---

GK1.4
PC61
FGK-45

R4-6A2
AN18.1724 Biotin

53-6.7 Micro Beads

145-2¢c11 ---
37.51 -

eBioscience

BD
Hybridom
Hybridom
Hybridom

Hybridom
Hybridom

Miltenyi

Hybridom
Hybridom

2.1.6 Reagenzien und Chemikalien

3H-Thymidin
51Cr
Aldara-Creme
Agarose
ASNENMETM-Peptid
Bromphenolblau
BSA
Concanavalin A
Glutamin
Glycerin
DimerX-K®-DP
dNTPs
SGPSNTPPEI-Peptid
EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
FCS

G418

GM-CSF

H2SO4

IFN-y

MP Biomedicals

(Naz*'Cr0,), 5 uCi/ul, Hartman
3M

Promega

Stefan Stevanovic, Tubingen
Sigma

Roth

Sigma

PAA

Roth

BD Biosciences

PeqlLab

Stefan Stevanovic, Tubingen
Sigma

Merck

Roth

Vitromex

PAA

Kulturiberstande, Institut fir Immunologie
Merck

rekombinant, BD
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lonomycin

Iscove's Medium (DMEM)
Isopropanol

Ketamin

L-Glutamin
Mercaptoethanol

Minimal essential medium (a MEM)
MgCl,

Na-Azid

NaCl

NaH;PO4

Natriumpyruvat
PCR-Puffer

Penicillin/ Streptomycin

PI

Primer

Sigma
Invitromex
Merck
Ratiopharm
Roth

Roth

GIBCO
Promega
Roth

Roth

Roth

Sigma

10x, Promega
Serva

Sigma
MWG-Biotech

Primer TCR 102 TCCACCATGAGCTGCAGGCTTCTCCTCTAT
103 CGGCTTCTCAGCGCTCTGTTTATACCAGTAC
104 TGTAATGAGAGGCACGTGGTTAAGCTCTCGG

PMA Sigma
Proteinase K Roche
Rompun Bayer
Salbengrundlage 3M
Saponin Sigma
Streptavidin-HRP BD
Szintillationslésung Roth
Taqg-Polymerase Promega
TMB Sigma
Tris Roth
Triton-X-100 Sigma
Trypanblau Merck
Tween 20 Sigma
Xylencyanol Sigma
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2.1.7 Sonstige Verbrauchsmaterialien

6-Kavitatenplatten (fur BMDCs) Greiner
6-Kavitatenplatten (fir EL4, EG.7) Falcon, BD
48- Kavitatenplatten Greiner
96- Kavitatenplatten (U-Form + Flachboden) Greiner
96- Kavitatenplatten - Maxisorb Nunc
Abdeckplatten (steril) Greiner
Cell Strainer BD
FACS-Rohrchen 5 mi Falcon, BD
FACS-RdAhrchen 300 pl Greiner
Kanulen Braun
MACS-Saule Miltenyi
Nescofilm Roth
Reaktionsgefalle Greiner
Plastikréhrchen mit Schraubverschluss Greiner
Pipettenspitzen StarLab

Skalpelle Paragon, Dahlhausen
Spritzen (1 ml, 5 ml) Omnifix
Zellkulturflaschen Greiner

2.1.8 Verwendete Gerate

Analysenwaage AE100, Mettler
a-Zahler LKB 1205, Wallac
B-Zahler TopCount NXT Microplate Counter, Packard

Cell-Harvester LKB 1295-001, Wallac

Durchflusszytometer FACSCanto, BD
ELISA-Photometer Spectra Fluor Plus, Tecan
Feinwaage PM2000, Mettler
Gelkammer BioRad
Geldokumentation BioRad

Inkubator
MACS-Magnet

Maus-Halterung

Hera cell 150, Heraeus
Miltenyi
Kent Scientific

Mehrkanal-Pipetten Eppendorf
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Langhaarschneider ER121, Panasonic
Lichtmikroskop DMIL, Leica

PCR-Cycler Sprint, Hybaid

pH-Meter 765 Calimatic, Knick

Pipetten Pipetman, Gilson

Pipettierhilfe Pipetboy acu, Integra Biosciences
Rasierer Interface Excel 3773, Brau
Spannungsquelle EPS 200, Pharmacia

Sterilbank Hera safe, Hereaus
Tischkihlzentrifuge Multifuge 3L-R, Hereaus
Tischzentrifugen Biofuge pico, Heraeus
Zahlkammer Neubauer-Zahlkammer, Assistant

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Methoden

2.2.1.1 Durchflusszytometrie

Prinzip

Die Durchflusszytometrie erlaubt die schnelle Fluoreszenz-Messung einzelner
Partikel. Die Methode beruht auf der Auftrennung eines dinnen Suspensionsstrahls
in einzelne Tropfen. Jeder Tropfen enthalt nur einen Partikel, dieser kann somit
separat vermessen werden. Zur Messung wird der Tropfen mit Lasern bestrahlt.
Diese erlaubt zum einen anhand der Abschirmung des Laserstrahls (Messung im
Forward Scatter), die Grolke, sowie, anhand der Streuung des Laserstrahls (Messung
im Side Scatter), die Granularitat des Partikels zu bestimmen. Zum anderen werden
die Fluoreszenzfarbstoffe durch das Laserlicht angeregt und emittieren Licht
bestimmter Wellenlangen, somit kann die Menge des jeweils vorhandenen
Farbstoffes gemessen werden. Durch Verwendung mehrerer
Anregungswellenlangen und verschiedener Filter zur Analyse des emmitierten
Lichtes lassen sich bis zu zwolIf Fluoreszenzen gleichzeitig messen.

Die Fluoreszenzmarkierung erfolgt in der Regel mit fluoreszenz-markierten
Antikdrpern, prinzipiell ist jedoch die Messung beliebiger Fluoreszenzfarbstoffe
madglich. Bei der Analyse der Daten greift man im Allgemeinen auf zwei verschiedene

Darstellungen zurick. So kann zum einen die Anzahl der jeweils gemessenen
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Signale gegen die Signalstarke in einem so genannten Histogramm dargestellt
werden, zum anderen wird die jeweilige Signalstarke zweier Kanale fir die einzelnen
Partikel gegeneinander in einem so genannten Dotplot dargestellt (vergleiche
Abbildung 2.1). Da die Ubersichtliche Darstellung auf zwei Dimensionen begrenzt ist,
wird sich dadurch beholfen, dass Subpopulationen mit bestimmten Signalen separat
in einem weiteren Diagrammen auf die weiteren Fluoreszenzen analysiert werden,
die Subpopulationen werden dabei Uber so genannte ,Gates“ definiert (beispielhaft in
Abb. 2.1 dargestellt). Ublicherweise wird neben der optischen Darstellung der Anteil
einer Subpopulation an Zellen, beziehungsweise die Starke eines Fluoszenzsignals
auf einer Zellart angegeben. Die Signalstarke wird dabei als das mittlere Signal aller
gemessen Partikel in MFI (,mean fluorescence intensity“) angegeben. Im Falle einer
Antikdrperfarbung reparesentiert die Signalstarke die Menge des vorhandenen
Antigens. Um den Anteil der unspezifischen Bindung des Antikdrpers abzuschatzen
wird eine so genannte Isotyp-Kontrolle herangezogen, hier wird mit einem nicht
spezifischen, zum entsprechenden Antikérper isotypen Antikérper gefarbt. Die
erhaltene Signalstarke gibt denn Hintergrund des Signals an und kann von diesem
zur Berechung des spezifischen Signals, das in SFI (,specific fluorescence Intensity®)

gegeben wird, herangezogen werden.

Lymphozyten Pl-Lymphozyten CD8*PI-Lymphozyten

SsC

Abbildung 2.1: Exemplarische Darstellung einer 6-dimensionalen durchflusszytometrischen
Analyse

Dargestellt ist die schrittweise Analyse CD8"PI'-Lymphozyten, dabei wird zunachst anhand der GréRe
und Granularitat (aufgetragen in einem Dotplot) der Zellen die Lymphozyten-Population (1) definiert,
aus dieser Population werden die fir das PI-Signal (aufgetragen in einem Histogramm) negativen
Zellen (2) auf die CD8-Expression (3) hin analysiert. Schliellich kann die Expression der Antigene
CD45.1 und CD44 auf den CD8"PI'-Lymphozyten gegeneinander aufgetragen werden.
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Durchfihrung

Die zu analysierenden Zellen werden 2-mal mit FACS-Puffer gewaschen. Pro
Farbeansatz werden zwischen 200.000 und 2.000.000 Zellen verwendet. Die Zellen
werden in eine Kavitat einer 96-Kavitaten-Rundbodenplatte pipettiert. Die gewaschen
Zellen werden fur 30 Minuten in 50 yl Antikdrperlésung (FACS-Puffer) unter
Lichtschutz auf Eis inkubiert. Vor der Messung werden die Zellen 3-mal mit je 200 pl
FACS-Puffer gewaschen, in 200 yl FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-
Rohrchen Uberfuhrt. Kurz vor der Messung kann der Zellsuspension 1 pl

Propidiumiodid-Lésung zugegeben werden, um tote Zellen anzufarben.

2.21.2 ELISA

Prinzip

Der ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) gehort zu den immunologischen
Standardmethoden. Er beruht auf der Antigen-Antikdrper-Wechselwirkung und
erlaubt die Bestimmung der Konzentration eines Antigens, beziehungsweise eines
Antikorpers. Diese Methode wird in der Regel in 96-Kavitatenplatten durchgefuhrt,
deren Kavitaten dabei als Reaktionsgefal® und Kuvette dienen. Im klassischen ELISA
werden die Kavitaten mit Antigen Uberzogen, anschlieBend wird unspezifische
Proteinbindung durch Zugabe grof3er Mengen Protein unterbunden. Das Antigen
bindet daraufhin spezifisch den zugegebenen Antikorper. Der Antikorper kann direkt
an ein Enzym (Phosphatase oder Oxidase) gekoppelt sein und so die Detektion Uber
eine enzymatische Farbreaktion erlauben. Weitaus haufiger findet jedoch eine
indirekte Detektion statt, indem ein sekundarer, enzymgekoppelter Antikorper
zugegeben wird. Beim so genannten Sandwich-ELISA werden die Kavitaten
zunachst mit einem ersten Antikorper beladen, der das zu bestimmende Antigen
bindet. Ein zweiter Antikdrper bindet dann an das, durch den ersten Antikorper
fixierte Antigen. Beide Antikorper mussen unterschiedliche Epitope auf dem Antigen
erkennen, sonst ware die Bindung des zweiten Antikdrpers nicht mdglich. Bei dieser
Methode wird das Antigen im ersten Schritt konzentriert, es kdnnen also niedrigere
Antigenkonzentrationen nachgewiesen werden.

Durchflhrung

Maxisorb-96-Kavitatenplatten werden zunachst mit einem unmarkierten a-Maus-IFN-
y Antikorper beschichtet. Hierzu wird der Antikdrper zu 1 ug/ml in Bindungspuffer
verdunnt und je 50 pl pro Kavitat in die Platte pipettiert. Die Platte wird mit Nescofilm

versiegelt und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um unspezifische Bindung zu
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minimieren wird am nachsten Tag die Antikérperlésung verworfen und die Platte mit
200 ul Blockierpuffer pro Kavitdt 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
AnschleilRend wird die Platte mit Waschpuffer (200 ul pro Kavitat) 3-mal gewaschen
und mit je 100 uyl Probe- beziehungsweise Standardlosung 2 h bei RT inkubiert. Die
Uberstande des ELISA-Ansatzes werden mit Blockierlésung 1:3 beziehungsweise
1:10 verdlinnt. Als Standardlésung dient in Blockierpuffer verdiinntes, rekombinantes
Maus IFN-y. Durch 1:2 Verdinnungschritte wird eine Standardgerade von 8 ng/ml bis
8 pg/ml erzeugt. Es wird 4-mal gewaschen und 1 h bei RT mit biotinyliertem a-Maus-
IFN-y Antikorper inkubiert. Der Antikorper wird in Blockierpuffer zu 0,5 pg/ml
verdunnt, pro Kavitat werden 100 pl Antikorperlosung zugegeben. Nach 3-maligem
waschen wird fur 30 min bei RT mit Streptavidin gekoppelter Meerrettichperoxidase
(1:1000 in Blockierpuffer verdinnt; 100 pyl pro Kavitat) inkubiert. Nach 5-maligem
Waschen werden pro Kavitat 100 yl TMB zugegeben. Nach etwa 15 min wird die
Farbreaktion durch Zugabe von 100 pl 2 M H,SO4 pro Kavitat gestoppt und die

Extinktion bei 450 nm im Photometer gemessen.
2.2.2 Methoden der Zellkultur

2.2.2.1 Allgemeines
Alle hier behandelten Zellen werden bei 37 °C und 5% CO, im Inkubator in

feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare kultiviert.

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen ausgefuhrt, alle Arbeitschritte
wurden entsprechend unter der Sterilbank beziehungsweise in geschlossenen
Gefalden

durchgefuhrt. Die verwendeten Gerate wurden entweder mit 70 % Ethanol oder Uber
der Flamme sterilisiert, beziehungsweise vor der Verwendung autoklaviert oder durch
Gamma-Bestrahlung sterilisiert.

Zellen werden fir 3 Minuten bei 600 x g zentrifugiert.

2.2.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl
Die Zellzahl wird nach Anfarben mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer unter

dem Mikroskop bestimmt. Die Zellzahl errechnet sich nach:

Zellen/ml = gezahlte Zellen pro groRem Quadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*
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2.2.2.3 Kultur der Tumorzelllinien EL4 und EG.7
EL4 und EG.7 werden in 6-Kavitatenplatten beziehungsweise in 125 mm2-

Zellkulturflaschen kultiviert. Die Zellen werden etwa jeden 3. Tag passagiert und
dabei etwa um den Faktor 1:10 verdunnt.

EL4-Zellen werden in Testmedium (TM), EG.7-Zellen in Selektionsmedium (SM)
kultiviert.

Die EG.7-Zellen werden regelmalig auf die Expression des OVA-Trangens
untersucht. Dazu werden die Zellen zunachst mit einem nicht markierten Antikorper
gegen SIINFEKL-H2-K® und anschlieRend mit einem PE-markierten a-Maus-IgG1-

Antikorper gefarbt und nach Zugabe von PI durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.2.4 Differenzierung und Aktivierung von BMDCs

Prinzip

Die Dendritischen Zellen werden invitro im Rahmen eines mehrtagigen
Reifungsprozesses aus hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks
generiert. Dazu werden die Stammzellen direkt aus den Knochen der Hinterbeine
(Femor und Tibia) der Tiere entnommen und mit GM-CSF ausdifferenziert. Nach 6
Tagen koénnen unreife BMDCs geerntet werden. Wahrend der Reifung werden
unerwunschte Zellen durch abspullen nicht-adherenter Zellen am zweiten Tag
entfernt, stark adherente Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen, bleiben bei der
Ernte an Tag 6 auf der Oberflache des KulturgefaRes zurlick. So werden etwa 70 bis
80 % reine BMDCs erhalten. Die ausdifferenzierten, unreifen BMDCs exprimieren
CD11c und zeichnen sich durch niedrige Expression von Aktivierungsmarkern wie
zum Beispiel CD40, OX40L, CD70, CD80 und CD86 aus. Die Zellen kénnen durch
Inkubation mit TLR-Liganden oder anderen Agenzien aktiviert werden und somit,
nach Peptid-Beladung, zur Immunisierung von Mausen oder fir in vitro Experimente
verwendet werden.

Durchflhrung

Zur Entnahme der Knochen werden die Mause durch CO; oder cervikale Dislokation
getotet. Die Knochen werden von allen Sehnen, Muskeln und Bindegewebe
gesaubert und mit PBS abgespult. AnschlieBend werden beide Enden eines
Knochens mit einer sterilen Schere abgetrennt und das Knochenmark mit einer
Spritze (100 Sterican GroéfRe 18-Kanule) mit 37 °C warmem TM ausgespult und zu
einer Einzelzellsuspension verarbeitet. Die Zellen werden gezahlt und zu je 4x10°

Zellen in 4 ml BMDC-Medium pro Kavitat in eine 6-Kavitatenplatte gegeben (Tag 0).
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An Tag 2 werden die nicht-adherenten Zellen vorsichtig mit dem Uberstehenden
Medium suspendiert und abgenommen. Den adherenten Zellen werden wieder 4 ml
37 °C warmes BMDC-Medium zugesetzt. An Tag 4 werden vorsichtig 3 ml des
Uberstehenden Mediums abgenommen und durch frisches 37 °C warmes BMDC-
Medium ersetzt.

An Tag 6 kénnen die ausdifferenzierten, unreifen BMDCs durch vorsichtiges Spulen
geerntet werden. Zur Aktivierung mit p(l:C) werden die Zellen zu je 3x10° Zellen in
3 ml TM pro Kavitat in eine 6-Kavitatenplatte gegeben und mit 50 pg/ml p(1:C) far 16
Stunden inkubiert. Die Zellen werden anschlieBend durch vorsichtiges Spulen
geerntet und konnen zur Aktivierung von T-Zellen mit Peptid beladen werden. Dazu
werden die Zellen zu 1x10° Zellen/ml in TM resuspendiert und mit der
entsprechenden Konzentration an Peptid fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
werden fur in vitro Experimente anschlieRend 2-mal in TM gewaschen und in TZM
resuspendiert. Sollen die Zellen injiziert werden wird 2-mal mit PBS gewaschen, die

Zellen werden dann in PBS resuspendiert.

2.2.2.5 In vitro Kultur zytotoxischer T-Zellen
CD8"-T-Zellen lassen sich in vitro stimulieren, was zur Proliferation der Zellen und

zur Akquisition der Effektorfunktionen fuhren kann. Eine Aktivierung der T-Zellen mit
MHC-Peptid-Komplexen funktioniert nur mit naiven transgenen T-Zellen oder mit
isolierten zuvor invivo aktivierten und expandierten Effektor- beziehungsweise
Gedachtniszellen aus Wild-Typ-Mausen. Eine Antigen-spezifische Aktivierung naiver
Wild-Typ-T-Zellen mit  Peptid-beladenen APCs gelingt nicht, da die
Vorlauferfrequenzen der spezifischen Zellen zu niedrig sind. In diesen Fallen muss
auf die Aktivierung mit Mitogenen wie zum Beispiel PMA und lonomycin oder mit
Antikorpern gegen CD3 und CD28 zuruckgegriffen werden. Die Aktivierung Iasst sich
am Einfachsten anhand der Proliferation der Zellen verfolgen. Um die Bedingungen
der Experimente moglichst konstant zu halten sollten die Zellen zunachst aufgereinigt

werden.

2.2.2.6 Anreinigung CD8"-T-Zellen durch MACS

Prinzip

Die MACS- (,magnetically assisted cell sorting”) Methode beruht auf der spezifischen
Antikorper-vermittelten Markierung von Zellen mit magnetischen Partikeln (etwa
50 nm Durchmesser). Diese binden an die Zellen und halten diese, im Magnetfeld, in

einer mit Stahlwolle gefullten Saule zurtck, wahrend nicht markierte Zellen die Saule
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ungehindert passieren kénnen. Die nicht markierten Zellen kdnnen problemlos von
der Saule gewaschen werden. Wird die Saule anschlieRend aus dem Magnetfeld
genommen lassen sich die markierten Zellen in hoher Reinheit eluieren.
Durchflhrung

Milzzellen werden zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet (siehe unten) und in GM-
Puffer bei einer Konzentration von 1x102 Zellen/ml mit direkt an magnetisch Partikeln
gekoppeltem CD8-Antikoper (Verdunnung 1/400) fur 30 Minuten unter
gleichmalligem Schutteln auf Eis inkubiert. Die Zellen werden 2-mal mit GM-Puffer
gewaschen, zu 1x10® Zellen/ml resuspendiert und auf eine zuvor mit GM-Puffer
aquilibrierte MACS-Saule im Magnetfeld gegeben. Die Saule wird 2-mal mit GM-
Puffer (je 5 ml) gewaschen, bevor die Saule aus dem Magnetfeld enthommen und
die Zellen mit 5 ml GM-Puffer eluiert werden. Mit einem Reinigungschritt wird in der
Regel ein Anteil von mehr als 90 % an CD8"-Zellen erreicht. Die Zellen lassen sich

direkt weiterverwenden.

2.2.2.7 In vitro Aktivierung transgener T-Zellen
Bei der in vitro Aktivierung der transgenen T-Zellen zur anschlie®enden Analyse der

erhaltenen Effektorzellen werden je 50.000 T-Zellen in 48-Kavitatenplatten mit
25.000 Peptid-beladenen (100 nM) BMDC in 1 ml TZM fir 3 Tage inkubiert.

AnschlieRend werden die T-Zellen flr die funktionellen Tests geerntet.

2.2.2.8 CFSE-Markierung und CFSE-Proliferationstest

Prinzip

Mit CFSE (5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) lassen sich Zellen
lang anhaltend fluoreszenz-markieren. Das CFSE liegt zunachst als Ester vor und
kann so die Zellmembran passieren. Im Zytosol wird die Estergruppe durch
Esterasen verseift, so dass der Farbstoff in der Zelle zurlick gehalten wird. Die
Succinimid-Gruppe ist sehr reaktiv, der Farbstoff bindet dariber kovalent an Lysin-
Reste und andere freie Amin-Gruppen intrazellularer Proteine. Da das CFSE bei
Zellteilungen zu gleichen Teilen an die Tochterzellen weitergegeben wird, Iasst sich
die Proliferation einer Zellpopulation anhand veranderter CFSE-Markierung verfolgen
(siehe Abbildung 2.2). Bis zu 10 Zellteilungen konnen auf diese Weise verfolgt
werden (Parish, 1999).
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Zellzahl

CFSE

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Prinzips des CFSE-Poliferationstests.

Dargestellt ist das CFSE-Signal poliferierender T-Zellen. Die Proliferation korreliert mit einer
schrittweisen Abschwachung des CFSE-Signals. Diese beruht auf der gleichmafligen Verteilung des
CFSEs auf die jeweiligen Tochter Zellen.

Durchflhrung

Zur Markierung der Zellen mit CFSE werden diese zunachst in PBS zu
2x10” Zellen/ml resuspendiert. Die Zellsuspension wird in einem 1:1 Verhéltnis mit
einer 5 yM CFSE-Losung (in PBS, kurz zuvor aus 10 mM Stammldsung in DMSO
verdunnt) gemischt. Beide Losungen werden zuvor auf 37 °C temperiert und nach
dem Mischen unter gelegentlichem Umschwenken fur 4 Minuten bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. Der Mischung werden, zum Abstoppten der Reaktion,
20 Volumenprozent FCS zugesetzt und die Zellen sofort abzentrifugiert. Die Zellen
werden 2-mal mit TM gewaschen und konnen direkt im Proliferationstest eingesetzt
werden.

Bei der Aktivierung in 96-Kavitatenplatten werden 25.000 T-Zellen pro Kavitat
ausgesat. Bei Stimulation mit a-CD3 und a-CD28 werden die Kavitaten uber Nacht
mit den Antikorpern (je 0,5 pg in 50 yl PBS) bei 4 °C inkubiert. Die Kavitaten werden
vor dem Aussaen der Zellen 2-mal mit PBS gewaschen.

Bei Stimulation mit PMA und lonomycin werden dem Medium 25 ng/ml PMA und
0,5 yM lonomycin zugesetzt.

Findet die Aktivierung mit APCs in 48-Kavitatenplatten statt werden je 50.000 T-
Zellen pro Kavitat ausgesat und 25.000 beziehungsweise die angegebenen Mengen
an Peptid-beladenen BMDCs zugesetzt.

Die Zellen werden jeweils bei 37 °C und 5 % CO, in 200 yl beziehungsweise 1 ml
TZM inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten werden Proben zur

durchflusszytometrischen Analyse entnommen.
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2.2.2.9 [*H]-Thymidin-Proliferationstest

Prinzip

Eine einfache Methode zur Bestimmung der Zellproliferation bietet die Messung des
von den Zellen eingebauten Tritium-markierten Thymidins. Hierzu werden die Zellen
in [°H]-Thymidin-haltigem Medium inkubiert und anschlieBend die Markierung der
Zellen bestimmt. Zur Detektion des Tritiums wird der Ansatz auf eine Glasfasermatte
gesaugt. Auf dieser wird die DNA zurlickgehalten und die Radioaktivitat kann, nach
Zugabe einer Szintillationsflussigkeit, gemessen werden.

Durchflhrung

Thymidin-Einbautests werden in 96-Kavitaten-Flachbodenplatten in TZM (Vges =
200 ul/Kavitat) durchgefihrt. Pro Kavitat werden 25.000 T-Zellen ausgesat. Den T-
Zellen werden die angegebenen Mengen an APCs zugesetzt und die Platten bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach 48 Stunden werden 20 ul [*H]-Thymidin (1 uCi pro
Kavitat) enthaltendes TZM pro Kavitat zugegeben, und die Platte fur weitere
24 Stunden inkubiert. Die Platte wird zunachst bei -20 °C eingefroren. Zum
Auszahlen der [*H]-Thymidin-Aufnahme lasst man die Platte bei Raumtemperatur
auftauen. Die Zellen werden dann, mittels eines Cell-Harvesters auf eine
Glasfasermatte gesaugt. Die Matte wird in einer Mikrowelle getrocknet, mit

Szintillationsflissigkeit inkubiert und im Counter ausgezahit.
2.2.3 Analysen zytotoxischer T-Zellen

2.2.3.1 DimerX-Farbung

Prinzip

Nachdem fur T-Zellen viele Oberflachenantigene bekannt sind die Aussagen Uber
den Status der Zellen geben, konnen durchflusszytometrische Analysen auf die
Expression von Aktivierungsmarkern, neben der Grolke der jeweiligen Population,
wertvolle Informationen Uber die T-Zellen geben. Neben der einfachen
Antikérperfarbung (Durchfiihrung oben beschrieben) stellen MHC-Peptid-Multimere
ein wichtiges Werkzeug in der durchflusszytometrischen T-Zellanalyse dar. Sie
erlauben die Identifikation Antigen-spezifischer T-Zellen. Sie lassen zudem Aussagen
Uber die Affinitdt und Bindungskonstante des TCR zu. Beim DimerX handelt es sich
um ein rekombinantes Protein, das aus einem murinen IgG1-Molekill besteht. An
beide Antigenbindungsstellen ist je ein MHC I-Molekiil (erhaltlich als H2-D° oder H2-
Kb) fusioniert. Der DimerX kann mit einem beliebigen Ligand des jeweiligen H2-Allels
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beladen werden. Die Detektion erfolgt Uber einen PE-markierten Antikdrper gegen
den Fc-Teil das IgG1.

Durchfuhrung

Direkte Farbung - Zur Farbung einer Probe werden 0,5 ug DimerX bendtigt. Der
DimerX wird zunachst uber Nacht bei 37 °C mit dem entsprechenden Peptid beladen.
Dazu werden zu 1 pl DimerX-Loésung (entspricht 0,5 ug DimerX) 0,68 pl einer 2 mM
Peptidlosung (20 % DMSO in PBS) gegeben und das Gemisch Uber Nacht inkubiert.
AnschlieBend werden 0,5 ug PE-markierter a-Maus-lgG1-Antikdrper (0,5 pg/ul)
zugegeben und 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ug IgG1 -Antikorper
(a-TNP, 1 ug/ul) wird weitere 30 Minuten bei RT inkubiert. Zur Farbung wird der
DimerX zu 20 pul pro Probe in FACS-Puffer verdinnt und auf die Probe gegeben. Die
Probe (bis etwa 1.000.000 Zellen) wird zuvor in einer 96-Kavitaten-Rundbodenplatte
fur 30 Minuten bei 4°C mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen
Oberflachenantigene, sowie mit einem unmarkierten a-CD16/CD32-Antikérper
(3 ug/Probe) zur Blockade der Fc-Rezeptoren in 50 yl FACS-Puffer inkubiert. Der
DimerX wird direkt dazugegeben, die Probe mit der Pipette durchmischt und flr
weitere 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen werden 2-mal in FACS-Puffer
gewaschen und nach Zugabe von Pl durchflusszytometrisch analysiert.
DimerX-Dissoziation - Zur Messung der Dissoziation des DimerX werden 1.000.000
Zellen zunachst wie oben beschrieben mit dem DimerX gefarbt. Die Farbung erfolgt
jedoch, bei entsprechender Erhohung der Mengen der jeweiligen Agenzien, in einem
Volumen von 1 ml. Nach der Farbung werden die Zellen 2-mal in FACS-Puffer
gewaschen und in 1 ml FACS-Puffer nach Zugabe von 20 ug a-H2-Db-Antikdrper bei
RT inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten werden Proben von je 100 pl
entnommen, mit 900 yl 1 % Paraformaldehyd in PBS gemischt und bis zur

durchflusszytometrischen Analyse auf Eis gelagert.

2.2.3.2 FoxP3- Farbung
Nachdem FoxP3 als Transkripitionsfaktor nur intrazellular vorkommt muissen die

Zellen vor der a-FoxP3-Antikorperfarbung fixiert und permeabilisiert werden. Die
Zellen werden zunachst wie oben beschrieben 30 Minuten bei 4 °C in 96-Kavitaten-
Rundbodenplatten mit Antikdrpern gegen die Oberflachenantigene in je 50 ul FACS-
Puffer gefarbt. Nach 2-maligem Waschen mit FACS-Puffer werden die Zellen Uber
Nacht bei 4 °C in 200 yl Fix/Perm-Puffer inkubiert. Nach 2-maligem Waschen in

Perm-Puffer werden die Zellen 30 Minuten bei 4 °C in 50 yl Perm-Puffer mit dem a-
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FoxP3-Antikorper gefarbt. Die Zellen werden anschlieend 2-mal in Perm-Puffer

gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.3.3 *'Cr-Freisetzungstest

Prinzip

Der Chromfreisetzungstest ist die Standardmethode zur Bestimmung der
spezifischen Lyse von Zielzellen durch CTLs. Der Test beruht auf der Tatsache, dass
intakte Zellen radioaktiv markiertes Natriumchromat aufnehmen und Cr®* zu Cr**
reduzieren, welches im Zytosol zuruckgehalten wird. Die Zielzellen werden mit
Na,'CrO, beladen und anschlieBend mit CTLs inkubiert. Werden die Zielzellen nun
von den CTLs lysiert wird das in den getdteten Zellen vorhandene *'Cr’+ freigesetzt
und kann im Uberstand gemessen werden. Durch gleichzeitige Bestimmung der
Gesamtaktivitat (Lyse mit Detergenz) und der °'Cr¥*-Spontanfreisetzung der
markierten Zielzellen lasst sich die Lyse der Zielzellen durch die CTLs errechnen.
Exprimieren die verwendeten Zielzellen das Peptid, fur das die CTLs spezifisch sind,
nicht oder in nicht ausreichender Menge, so mussen die Zielzellen zuvor mit dem
entsprechenden Peptid beladen werden.

Durchfuhrung

Als Zielzellen dient die Maus-Tumor-Zellline EL4. Die bendtigte Anzahl an EL4-Zellen
wird in einem 14 mI-Réhrchen abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wird im verbleibenden Uberstand resuspendiert und mit [>'Cr]-
Natriumchromat (10 ul je 1x10° Zellen, etwa 100 pCi) und Peptid (10 ug je 1x10°
Zellen) 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Zellen werden 2-mal mit 2 ml TM
gewaschen und in 2 ml Medium 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlieend
werden die Zellen zentrifugiert, und in TZM resuspendiert (1x10° Zellen/ml). Je 100 pl
der Zellsuspension werden in eine Kavitat einer 96-Kavitat-Rundbodenplatte
gegeben. Hier wurden bereits titrierten Zahlen an Effektor-T-Zellen in je 100 yl TZM
vorgelegt. Zur Bestimmung der Spontanfreisetzung werden 100 pl der EL4-
Suspension mit 100yl TZM, beziehungsweise zur Bestimmung der
Maximalfreisetzung mit 100 pl Tiriton-X-Losung gemischt. Die Platte wird 4 Stunden
bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Je 50 pl des Uberstandes werden auf eine 96-
Kavitat-Festphasenscintillationsplatte  transferiert, bei 56 °C getrocknet und

ausgezahlt. Die spezifische Lyse errechnet sich wie folgt:

SpEZiﬁSCh e Lyse (%) _ 100 X (Counts Pr obe—Counts Spon tan freisetzung)

(Counts Maximalfre iseztung —Counts Spon tan freisetzung)
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2.2.3.4 In vivo Zytotoxizitatstest

Prinzip

Der in vivo Zytotoxizitatstest dient wie der °'Cr-Freisetzungsassay der Analyse der
lytischen Funktion zytotoxischer T-Zellen. Der Test erlaubt die Analyse direkt im
Versuchstier. Der Test beruht auf der Injektion syngener Peptid-beladener Zellen die
als Ziel fur die Effektorzellen dienen. Um den Test zu standardisieren wird eine
zweite Gruppe an Zellen koinjiziert, diese Zellen sind nicht Peptid-beladen und
sollten nicht lysiert werden, auf diese Zellen wird die Anzahl der Peptid-beladenen
Zellen bezogen. Kommt es zur Lyse der Zielzellen verandert sich entsprechend das
Verhaltnis der beiden Zellpopulationen zueinander (vergleiche Abbildung 2.3).
Normalerweise werden als Ziel- und Referenzzellen syngene Milzzellen verwendet.
Die Auswertung erfolgt durchflusszytometrisch. Die injizierten Zellen werden zur
Unterscheidung von endogenen Zellen mit CFSE markiert. Die Markierung mit zwei
verschiedenen Konzentrationen an CFSE erlaubt die Unterscheidung der Zellen
untereinander. Die Lange der Inkubation der Zellen im Tier erlaubt die Steuerung der

Sensitivitat des Tests.

Spezifische Keine

Lyse (~95 %) Lyse
- | (+/- Peptid)
= + - + -
N
3 .

CFSE

Abbildung 2.3: Beispielhafte Darstellung der Analyse eines in vivo Zytotoxizitiatstests

In den abgebildeten Histogrammen sind die Analysen der Zellzahl der CFSE-markierten Zielzellen aus
einem immunisierten und einem nicht immunisierten Tier dargestellt. In beiden Féllen bleibt die nicht
mit Peptid beladene CFSE'"-Population in vollem Umfang erhalten und dient daher als
Referenzpopulation. Sind aktivierte Peptid-spezifische CD8*-T-Zellen vorhanden, werden die Peptid-
beladenen CFSE"-Zellen lysiert, deren Anzahl nimmt also, im Vergleich zur CFSE**-Population ab.

Durchfuhrung:

Milzzellen aus syngenen Mausen werden zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und
nach Erythrozytenlyse (Durchfiihrung siehe unten) je zur Halfte mit 4 uM (CFSE™)
beziehungsweise 0,4 uM (CFSE") CFSE markiert. Nach der Markierung werden die
Zellen zu 1x10” Zellen/ml in FCS-freiem Medium fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.
Den CFSE*-Zellen wird das entsprechende Peptid dabei in einer Konzentration von

1 UM zugesetzt. Die Zellen werden jeweils 2-mal in PBS gewaschen, gezahlt und in
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einem 1:1-Verhaltnis miteinander gemischt. Die Zellkonzentration wird auf 6,7x10’
Zellen/ml eingesellt und jeweils 300 yl pro Tier i.v. injiziert. Zur Bestimmung des
Ausgangsverhaltnisses der beiden Zellpopulationen werden die Zellen in nicht
immunisierte Tiere injiziert. Nach einer entsprechenden Inkubationszeit werden den
Tieren die Milzen entnommen und zur durchflusszytometrischen Untersuchung
aufgearbeitet. Das Verhaltnis der beiden CFSE-markierten Populationen wird
bestimmt. Dabei werden von jeder Probe eine definierte Anzahl an CFSE**-Zellen
gemessen. Die Zahl der entsprechenden CFSE™-Zellen erlaubt nach folgender

Formel die Berechnung der spezifischen Lyse.

SpezifischeLyse (%) = 100 x %

neg

Nneg = Anzahl der CFSE"-Zellen der nicht-immunisierten Kontrollmaus

Nimmu= Anzahl der CFSE*-Zellen der immunisierten Maus

2.2.3.5 Extrazellulare IFN-y-Analyse nach in vitro Peptid-Restimulation

Prinzip

Die Fahigkeit bei Antigen-Kontakt IFN-y zu sezernieren ist eine wichtige Funktion
zytotoxischer T-Zellen und wird daher zur Charakterisierung der Zellen
herangezogen. Um die Zellen zu aktivieren werden sie in vitro mit Peptid-beladenen
Zellen inkubiert. Das Zytokin wird dabei in den Uberstand abgegeben und kann per
ELISA quantifiziert werden. Der Test wird durch die Verwendung definierter
Zellzahlen standardisiert.

Durchfihrung

Fir die Aktivierung in vitro generierter T-Zellen dienen EL4-Zellen als APCs, diese
werden zuvor fur 2 Stunden mit titrieten Mengen an Peptid in einer 96-
Kavitatenplatte (10.000 Zellen pro Kavitat) in TZM inkubiert. Die Zellen werden in der
Platte gewaschen und mit je 100.000 Effektorzellen inkubiert. Nach 16 Stunden
werden jeweils 100 pl des Uberstandes abgenommen und bis zur Analyse per ELISA
bei -20 °C gelagert.

Die Aktivierung von direkt enthommenen Zellen geschieht durch einfache Zugabe
von Peptid zur Einzelzellsuspension in TZM. Dazu werden jeweils 1.000.000 Milz-
beziehungsweise Lymphknotenzellen in 100yl TZM in eine 96-Kavitaten-

Rundbodenplatte gegeben und jeweils 100 ul verdinntes Peptid in TZM zugegeben.
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Nach 16 Stunden werden jeweils 100 ul des Uberstandes abgenommen und bis zur
Analyse per ELISA bei -20 °C gelagert.

2.2.3.6 Intrazellulare IFN-y-Analyse nach ex vivo Peptid-Restimulation

Prinzip

Neben der Analyse des Zytokins im Zelliberstand besteht die Moglichkeit, die Zellen
spezifisch zu aktivieren und die Sezernierung des synthetisierten Zytokins durch
Blockade des Golgi-Apparats zu unterbinden. So sammelt sich das Zytokin
intrazellular an und kann, nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen, mit
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorpern durchflusszytometrisch analysiert
werden. Diese Methode erlaubt weniger genaue Quantifizierungen, jedoch kdnnen
die IFN-y-produzierenden Zellen genau identifiziert werden. Nicht Petid-restimulierte
Zellen erlauben die Analyse des Hintergrundsignals

Durchfuhrung

Fur die Aktivierung werden die Zellen direkt entnommenen wund die
Einzelzellsuspensionen in TZM zu jeweils 1.000.000 Zellen pro Kavitat in eine 96-
Kavitaten-Rundbodenplatte gegeben. Es werden jeweils zwei Proben angesetzt.
Beiden Proben wird Brefeldin A (1 pg/ml) zugesetzt. Einer Probe wird zudem 1 pM
Peptid zugesetzt. Die Zellen werden 6 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach 2-maligem
Waschen mit FACS-Puffer werden die Zellen mit markierten Antikdrpern gegen
Oberflachenantigene, wie zuvor beschrieben, gefarbt. Nach 2-maligem Waschen mit
FACS-Puffer werden die Zellen mit jeweils 200 pl Cytofix/Cytoperm-Losung fur
30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Zellen werden anschlieBend 2-mal in
Saponinpuffer gewaschen. Die Farbung mit dem fluoreszenzmarkierten a-IFN-y-
Antikérper erfolgt in 50 yl Saponinpuffer flr 30 Minuten bei 4 °C. Anschliel3end
werden die Zellen 2-mal in Saponinpuffer gewaschen, in FACS-Puffer aufgenommen

und durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

Alle Experimente wurden mit 6 bis 10 Wochen alten Tieren durchgefthrt. Jede
Behandlung der Tiere wurde stets in Ubereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz
durchgefuhrt. Alle Injektionen wurden mit 1 ml Spritzen und GroRe 27 Kanulen
durchgefuhrt.
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2.2.4.1 Blutentnahme
Die Blutentnahme erfolgt Uber einen Einschnitt in die Schwanzarterie. 2 bis 3 Tropfen

Blut werden in 250 ul Blutpuffer aufgenommen und bis zur Aufarbeitung auf Eis
gelagert. Zur Erythrozytenlyse wird die Probe mit 5 ml ACK-Puffer gemischt und
5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen werden abzentrifugiert und in FACS-Puffer

aufgenommen.

2.2.4.2 Organentnahmen und Zellpraparation
Zur Entnahme der Organe werden die Tiere mit CO, oder durch cervikale Dislokation

getotet. Die Organe werden entnommen und zunachst mit dem Stempel einer 5 ml-
Spritze durch ein 70 ym-Nylonsieb gedrickt, die Zellen werden mit PBS in ein 50 ml-
Roéhrchen gespullt und abzentrifugiert. Das Pellet wird in 5 ml kaltem ACK-Puffer
aufgenommen und fir 5 min bei RT inkubiert. Die Zellen werden abzentrifugiert, in

PBS aufgenommen und gezahlt.

2.2.4.3 Entnahme von Knochenmark
Das Knochenmark wird aus den Knochen der Hinterlaufe enthommen. Die Knochen

werden von allen Sehnen, Muskeln und Bindegewebe gesaubert und mit PBS
abgespult. AnschlieBend werden beide Enden eines Knochens mit einer sterilen
Schere abgetrennt und das Knochenmark mit einer Spritze (100 Sterican Grolie 18-

Kanule) mit PBS ausgespult und zu einer Einzelzellsuspenion verarbeitet.

2.2.4.4 Betaubung
Zur Rasur, transkutanen Immunisierung, Tumorinokulation, sowie zur i.d. Injektion

wurden die Mause mit einer Mischung aus Ketamin und Rompun betaubt. Dazu
wurden 2 ml Ketamin-Losung mit 800 yl Rompun-Losung gemischt und vor
Gebrauch mit PBS 1:5 verdunnt. Zur Betaubung wurde den Tieren, je nach GroRRe

und Gewicht, zwischen 100 und 250 pl i.p. verabreicht.

2.2.4.5 Rasur
Die Rasur erfolgte an betdubten Mausen. Zunachst wurde mit einem

Langhaarschneider eine etwa 10 cm? groRe Flache auf dem Riicken der Tiere

enthaart. Die Stelle wurde anschlieRend mit einem Rasier glatt rasiert.

2.2.4.6 Transkutane Immunisierung
Die transkutane Immunisierung erfolgte an betaubten und zuvor rasierten Mausen.

Zur Immunisierung wird der Inhalt eines Aldara-Sachets auf einem Stick Nescofilm

mit einer Pipettenspitze auf funf 50 mg-Aliquots verteilt. Die entsprechende Menge
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des Peptids (10 mM in DMSO) wird in ein Aliquot pipettiert und mit der Pipettenspitze
so lange vermischt bis eine homogene Masse entsteht. Die so zubereitete
Impfmischung wird auf die rasierte Flache aufgetragen und fur etwa 5 Sekunden
leicht einmassiert. FUr Immunisierungen mit der Wirkstoff-freien Salbengrundlage
wird entsprechend verfahren. Bei intradermaler Injektion des Peptids wird zuerst die

Injektion vorgenommen und dann die Aldara-Creme appliziert.

2.2.4.7 Immunisierung mit BMDCs
Zur Immunisierung werden die BMDCs wie oben beschrieben generiert, aktiviert und

Peptid-beladen. Die Zellen werden in 500 ul PBS suspendiert i.p. injiziert.

2.2.4.8 Adoptiv-Transfer
Zum adoptiven Transfer werden Milzzellen zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und

der Anteil der CD8"-T-Zellen per durchflusszytometrischer Analyse bestimmt. Die der
gewulnschten CD8-Zellzahl entsprechende Menge an Zellen wird in 300 ul PBS
suspendiert und i.v. appliziert.

2.2.4.9 Injektion von Antikorpern
PC61 - 500 ug des Antikorpers werden in 500 yl PBS i.p. funf Tage vor der

Immunisierung der Mause appliziert.

GK1.5 - Je 100 ug des Antikorpers werden in 500 pyl PBS 5, 3 und 1 Tag vor, sowie
1 Tag nach der ersten Immunisierung i.p. verabreicht.

FKG-45 - Je 100 pg des Antikorpers werden in 300 uyl PBS ab der ersten

Immunisierung 3-mal im Abstand von je 24 Stunden i.v. appliziert.

2.2.4.10 Tumorinokulation und -messung
Zur Inokulation werden, in der Log-Phase befindliche, EG.7-Zellen geerntet, gezahlt

und in PBS zu 4x10° Zellen/ml in PBS suspendiert. Je 100 pl werden betiubten
Mausen s.c. in die linke Flanke inokuliert. Das Tumorwachstum wird 3-mal pro
Woche Uberpruft und der Durchmesser des Tumors in zwei Dimensionen mit einer
Schieblehre gemessen. Erreicht der Tumor eine Gréfie von 20 auf 20 mm werden die

Tiere in CO, abgetotet.

2.2.4.11 Entnahme von Ohrbiopsien und PCR
Zur Typisierung der Mause werden mit einem Ohrlocher Biopsien entnommen. Die

Biopsien werden Uber Nacht bei 55 °C in 20 pl Ohrpuffer mit 0,5 mg/ml Proteinase K

inkubiert. Die Mischung wird nach Zugabe von 480 ul Wasser zur Inaktivierung der
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Proteinase 10 Minuten auf 95 °C erhitzt und kann anschliefend fir die PCR
verwendet werden.

Die PCR-Reaktionsmischungen werden nach folgendem Pipettierschema hergestellt:

Reagenz Volumen [ul]
DEPC-Wasser 291

10x Puffer 4

MgCI2, 25 mM 1,6

dNTPs, mM 0,08

Primer 102 0,2

Primer 103 0,4

Primer 104 0,2
Taqg-Polymerase 0,4

DNA 4

Es wird folgendes PCR-Programm zu Reaktion verwendet:

5min 95°C
10s 95°C
10s 62°C 35 x
15s 72 °C
7min 72°C

Die Analyse der erhaltenen PCR-Produkte erfolgt per Elektrophorese auf einem
2 %igen Agarosegel mit 0,005 % Ethidiumbromid in DNA-Laufpuffer. Je 10 pl der
PCR-L6sung werden mit 1 yl Ladepuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese wird bei 12 V/m durchgeflhrt. Die Detektion erfolgt durch UV-

Bestrahlung.
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3 Ergebnisse - Einfluss der T-Zellaviditat auf die

Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

3.1 Charakterisierung der TCR-transgenen St-Mausstamme

Um den Einfluss der T-Zellrezeptordichte auf die Funktion zytotoxischer T-Zellen
detailliert zu untersuchen, sollten verschiedene TCR-transgene Mausstamme
generiert werden, die den gleichen MHC I-restringierten TCR, jedoch in
unterschiedlicher Dichte auf der Oberflache exprimieren. Dazu wurde ein bereits
existierendes Modell herangezogen. Die so genannten St42-Mause (Kast et al., 1989)
sind transgen fur einen Va16 VB1-TCR der das SGPSNTPPEI-Peptid aus dem
humanen Adenovirus im Kontext des H2-DP-MHC | erkennt. Das Transgen wurde
unter dem humanen CD2-Promoter ungerichtet ins Genom integriert. Der Promoter
ist relativ schwach, sodass die Expressionsstarke von der Umgebung der
Integrationsstelle abhangt (Greaves et al., 1989). Dieses System sollte sich daher
also hervorragend dazu eignen, verschiedene Klone mit unterschiedlicher
Expressionsstarke zu generieren. In der Tat konnte von Rene Toes ein zweiter
Stamm, der St40-Stamm generiert werden, dieser exprimiert nur sehr geringe
Mengen des TCR (Toes et al., 1996). Die TCR-Expression ist jedoch so gering, dass
die Zellen kaum mehr selektioniert werden. Somit kdnnen fur Experimente jeweils nur
aullerst wenige Zellen gewonnen werden, was die Analyse der Zellen sehr erschwert.
So finden sich in den Milzen der St42-Mause zwischen 3 und 8 Millionen transgene
T-Zellen, wahrend sich aus Milzen der St40-Mause zwischen 100.000 und 400.000
transgene T-Zellen isolieren lassen. Die Zellen kdnnen zudem nur unvollstandig
aktiviert werden und sind nicht vollstandig funktionell (Hofmann et al., 2004). Der
St40-Stamm eignet sich daher nur sehr bedingt fur vergleichende Experimente mit
dem St42-Stamm. Aus diesem Grund sollte ein weiterer Stamm generiert werden,
der sich besser fur vergleichende Experimente eignete. Matthias Hoffman generierte
daher den St35 Stamm. Dieser sollte mehr TCR als der St40-Stamm exprimieren,
sich aber in der Expressionsstarke deutlich vom St42 Stamm unterscheiden.

In TCR-transgenen Mausen werden aufgrund des bereits vorhandenen vollstandigen
TCR Gens hauptsachlich transgene T-Zellen selektioniert, da der transgene TCR
sehr frih das Abschalten der Prozesse der somatischen Rekombination induziert und

so die Rekombination eines anderen TCR unterbindet. Die Spezifitat des Rezeptors
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fur MHC |- oder MHC |I-Peptid-Komplexe bleibt erhalten, so dass, je nach Spezifitat
des transgenen TCR, entweder CD4- oder CD8-Zellen selektioniert werden. Es
finden sich in solchen Mausen also fast nur CD4- beziehungsweise CD8-Zellen mit
dem transgenen TCR. In seltenen Fallen kommt es dennoch zur somatischen
Rekombination einer weiteren TCR-Kette, so dass auch nicht TCR-transgene T-
Zellen, beziehungsweise T-Zellen mit zwei verschiedenen TCRs auftreten kdénnen.
Diese Zellen koénnen die erhaltenen Ergebnisse verfalschen und machen die
Praparation sauberer TCR-transgener Populationen sehr schwer oder gar unmaoglich.
Um dieses Problem zu umgehen, werden TCR-transgene Stamme haufig auf einen
genetischen Hintergrund gekreuzt, in dem die Maschinerie flr die somatische
Rekombination inaktiviert ist. Im RAG2"-System ist das RAG2-Gen durch einen
Knock-Out inaktiviert, so dass jegliche somatische Rekombination unterbunden ist. In
solchen Knock-Out Mausen finden sich also weder CD4- noch CD8-positive T-Zellen.
Da RAG2 zur Rekombination des BCRs bendtigt wird finden sich in diesen Mausen
auch keine B-Zellen. Bringt man nun durch die Kreuzung mit TCR-transgenen
Méausen ein bereits rekombiniertes TCR-Gen in den RAG2"-Hintergrund ein, so
exprimieren die Thymozyten nur den codierten TCR und kénnen positiv selektioniert
werden. Die aus RAG2"-TCR-transgenen Mausen erhaltenen T-Zellen sind also zu
100 % transgen.

Da die St-T-Zellen in Adoptiv-Transfer-Experimenten eingesetzt werden sollten, war
es notwendig, eine GrolRe in das Modell zu integrieren, die es ermdglicht, die
transgenen T-Zellen von den endogenen Zellen des jeweiligen Empfangertieres zu
unterscheiden. Hierzu sind zwei etablierte und einfach anzuwendende Modelle
bekannt. Das Ly5- oder CD45- und das Thy1- oder CD90-System. Hierbei handelt es
sich jeweils um ein Oberflachenantigen auf allen hamatopoetischen Zellen (Ly5),
beziehungsweise auf allen T-Zellen (Thy1). Von beiden Antigenen gibt es zwei
verschiedene Allele die kodominant exprimiert und mit CD45.1 und CD45.2
beziehungsweise CD90.1 und CD90.2 bezeichnet werden. Da fur beide Allele
spezifische  Antikorper kommerziell erhaltlich sind, lassen sie sich
durchflusszytometrisch voneinander unterscheiden. In den Adoptiv-Transfer-
Experimenten sollten B6-Mause als Empfangertiere verwendet werden. B6-Mause
tragen das CD45.2- und das CD90.2-Allel. Entsprechend sollten die St35-Mause
homozygot fur das CD45.1-und das CD90.2-Allel, die St42-Mause dagegen
homozygot flir das CD45.2- und das CD90.1-Allel gezichtet werden. Somit ware
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jeweils die Unterscheidung der transgenen T-Zellen von den B6-Zellen, sowie die
Unterscheidung der transgenen Zellen untereinander gewahrleistet.
Im Folgenden sollen nun die transgenen T-Zellen der entsprechend generierten

St35- und St42-Mause genauer charakterisiert werden.

3.1.1 St42-T-Zellen exprimieren mehr transgenen-TCR als St35-T-
Zellen

Um die St-Mausstamme auf den transgenen TCR zu testen, wurde zunachst eine
Genotypisierung der Mause vorgenommen. Hierflir wurden den Mausen Ohrbiopsien
entnommen und per PCR auf das Vorhandensein des Transgens im Genom getestet.
Die fur die Typisierung verwendeten Primer sind spezifisch fur eine Region im Gen
das fur die VB1-Kette des TCR codiert. Da das entsprechende Gen auch in den Wild-
Typ-Mausen vorhanden ist sollten die Primer auch in den Wild-Typ-Mausen ein
Amplifikat erzeugen. Da hier jedoch die entsprechenden Exons noch im Gen
vorhanden sind, sollte sich aus dem Wild-Typ-Gen ein langeres Amplifikat ergeben.
Dieses sollte auch in den transgenen Tieren zu detektieren sein, da hier die Wild-
Typ-Gene ebenfalls vorhanden sind. Somit mussten sich die transgenen Tiere von
den Wild-Typ-Tieren durch ein zusatzliches, kirzeres Amplifikat unterscheiden. Eine
Unterscheidung zwischen hetero- oder homozygot transgenen Tieren ware
entsprechend nicht moglich.

In Abbildung 3.1 ist zu sehen, dass, wie erwartet, in den St35- und den St42-Proben
nach der PCR im Agarosegel 2 Banden detektieret werden konnten. Eine davon
hatte eine Lange von 400, die andere von 200 Basenpaaren. Es ist zu erkennen,
dass die 200 Basenpaar-Bande nur in den St-Mausen zu detektieren war. Sie zeigte
also das vorhandene Transgen im Genom an. Die 400 bp Bande reprasentierte das
entsprechende Wild-Typ-TCR-Gen. Wie zu erwaten, war in der Wild-Typ- und der
RAG2"-Probe lediglich die 400 bp Bande zu erkennen. Die Genotypisierung zeigte
somit, dass St35- und St42-Mause das Gen fur den transgenen TCR beherbergen

und sich der transgene Genotyp klar vom Wild-Typ unterscheiden lief3.
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Marker B6 St35 St42 RAG2*

400 bp
200 bp
100 bp

Abbildung 3.1: St35- und St42-Mause haben das TCR-Transgen in das Genom integriert.
Genomische DNA aus Ohrbiopsien von B6-, St35-, St42- und RAG2"-Mausen wurden per PCR auf
das Vorhandensein des TCR-Transgens untersucht. Dargestellt ist eine UV-Analyse der jeweiligen
PCR Produkte im Agarosegel.

Nachdem der Nachweis der Integration des Transgens keine Rulckschllisse auf die
Funktionalitat des Transgens zulasst, sollten phanotypische Analysen zeigen, ob der
Rezeptor tatsachlich exprimiert wird und zur Bildung transgener CD8*-T-Zellen flhrt.

Aufgrund der Kreuzung der TCR-transgenen Tiere auf den RAG2"-Hintergrund
(Nachweis der homozygoten Knock-Outs per PCR, nicht gezeigt) lasst sich die
Funktion des genotypisch nachgewiesenen TCR-Transgens einfach mittels einer
durchflusszytometrischen Analyse der Milzzellen der Tiere belegen. Wie bereits
erwahnt entwickeln sich in RAG2"-Tieren keinerlei T- und B-Zellen. Farbte man die
Milzzellen dieser Tiere nun zur durchflusszytometrischen Analyse mit fluoreszenz-
markierten Antikdrpern gegen CD4, CD8 und das B-Zelloberflachenantigen B220, so
lie sich, wie in Abbildung 3.2 A zu sehen ist, fur keines der Antigene ein Signal
messen. Im Gegensatz dazu erkannte man in den Milzzellen der B6-Mause Signale
fur alle drei Antigene. Klar zu erkennen war zudem, dass die Analyse der Milzzellen
aus St35- und St42-Mausen jeweils lediglich ein Signal flir das CD8-Antigen ergab.
Es liel3 sich also feststellen, dass der transgene TCR in beiden Stammen funktionell
exprimiert wurde und somit zur Selektion von CD8-positiven T-Zellen fuhrte, welche
sich entsprechend in der Peripherie der Tiere detektieren lielsen.

Farbte man die Milzzellen von B6-, St35- und St42-Tieren mit Antikérpern gegen
CD90.1, CD90.2, CD45.1 und CD45.2, so zeigte sich (Abbildung 3.2 B), dass die
Zellen aus den B6-Milzzellen CD45.2 und zum Teil CD90.2 positiv waren. Dagegen
fanden sich in St35-Milzen CD45.1- und CD90.2-positive Zellen, in St42-Milzen
CD45.2- und CD90.1- positive Zellen. Die Tatsache, dass nur ein Teil der Zellen ein
Signal fur das jeweilige CD90-Antigen ergab, beruht darauf, dass sich das CD90-
Antigen nur auf den T-Zellen befindet, das CD45-Antigen dagegen auf praktisch allen

Milzzellen.
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Abbildung 3.2: In der Peripherie der St35- und St42-Méiuse finden sich CD8"-T-Zellen, jedoch
keine CD4"-T- und B-Zellen.

A) Milzzellen aus B6-, St35-, St42- und RAG2"-Mausen wurden mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD4-PE- und
a-B220-FITC-Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die jeweils
gemessenen Fluoreszenzsignale auf Pl-negativen Milzzellen.

B) Blutlymphozyten aus B6-, St35- und St42-Mausen wurden mit a-CD90.2-APC-, a-CD90.1-PerCP-,
a-CD45.2-FITC- und a-CD45.1-PE-Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
Dargestellt sind die jeweiligen Fluoreszenzsignale auf den Blutlymphozyten.

Um einen TCR spezifisch phanotypisch nachzuweisen, bietet sich die
durchflusszytometrische Analyse der T-Zellen mit spezifischen Antikdrpern gegen die
beiden Isotypen der TCR-Ketten an. Da jedoch weder flur die Va16, noch fir die V1
Ketten spezifische Antikorper erhaltlich sind musste die exakte Phanotypisierung des
TCR iber die Spezifitit des TCR fiir den H2-DP-SGPSNTPPEI-Komplex erfolgen.
Hierzu gibt es die Moglichkeit, den TCR mit einem fluoreszenzmarkierten,
multimerisierten H2-D°-SGPSNTPPEI Komplex anzufarben. Neben tetramerisierten

und pentamerisierten MHC |-Komplexen ist ein dimerer Komplex, das so genannte
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DimerX-System von Becton-Dickinson kommerziell erhaltlich. Dabei handelt es sich
um einen rekombinant hergestellten Komplex aus zwei MHC |-Molekilen die an die
Antigen-bindenden Stellen eines IgG-Molekuls fusioniert sind. Zur Analyse wird der
Komplex zuerst mit dem entsprechenden Peptid beladen und anschliefend mit
einem sekundaren PE-markierten Antikdrper gegen den Fc-Teil des Komplexes
gefarbt.

Eine Farbung von Blutlymphozyten aus St35- und St42-Mausen mit einem Antikorper
gegen CD8 und dem SGPSNTPPEI-DimerX-Komplex lie3 entsprechend
Abbildung 3.3 erkennen, dass alle CD8-positiven Zellen aus St35- und St42-Mausen
ein SGPSNTPPEI-DimerX-Signal ergaben, jeweils alle CD8-positiven Zellen banden
also den SGPSNTPPEI-DimerX-Komplex und sollten daher den H2-D"-
SGPSNTPPEI spezifischen transgenen TCR exprimiert haben. Im Vergleich dazu
lield sich feststellen, dass sich auf CD8-positiven Zellen aus B6-Mausen praktisch
kein SGPSNTPPEI-H2-DP-DimerX-Signal messen lieR.

B6 St35 St42

SGP-DP-DimerX
.
s

CcDs

Abbildung 3.3: St35- und St42-CD8+-T-Zellen binden einen SGPSNTPPEI-H2-D"-DimerX-
Komplex.

Blutlymphozyten aus B6-, St35- und St42-Mausen wurden mit einem a-CD8-APC-Cy7-Antikdrper
sowie einem PE-markierten und SGPSNTPPEI-beladenen H2-D°-DimerX-Komplex gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt sind die Fluoreszenzsignale auf Pl-negativen
Blutlymphozyten.

Betrachtete man die SGPSNTPPEI-D-DimerX-Signale auf den St-Zellen genauer, so
erkannte man, dass das DimerX-Signal auf St42-Zellen deutlich starker als auf den
St35-CTLs ausfiel.

Die Intensitat des erhaltenen Signals ergab sich aus der Affinitat des Rezeptors fur
den Peptid-MHC I-Komplex, sowie der Anzahl der vorhandenen TCR-Molekile auf
der Zelloberflache. Um T-Zellen mit hoher Affinitdt von solchen mit hoher TCR-
Expression zu unterscheiden wurden die Zellen zusatzlich mit einem Antikorper
gegen CD3 gefarbt. Das CD3-Signal zeigte die Anzahl der exprimierten TCRs an,

ohne dass der Antikérper mit der Bindung des Dimers interferierte. Das Verhaltnis
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des DimerX-Signals zum CD3-Signal war damit ein Mal fur die Affinitat des TCR fur
den entsprechenden Peptid-MHC I-Komplex.

Wie in Abbildung 3.4 A zu sehen ist, ergab die Analyse des CD3-Signals ein im
Vergleich zum DimerX-Signal sehr ahnliches Bild, auch hier zeigten die St42-CTLs
ein starkeres Signal, wahrend St35-CTLs deutlich weniger CD3 exprimierten. Eine
Analyse des Hintergrundssignals, das durch eventuell auftretende unspezifische
Bindung des Antikorpers beziehungsweise des Dimers hervorgerufen werden kann,
wurde in diesem Fall mit einem Antikdrper anderer Spezifitat und desselben Isotyps
beziehungsweise zw. mit einem DP-DimerX, der mit einem anderen Peptid beladen
wurde, durchgeflihrt. Es zeigte sich, dass beide Kontrollen das gleiche Signal auf
den Zellen ergaben. Das zuvor gemessene und das Hintergrundsignal erlaubten die
Berechnung des jeweiligen spezifischen Signals (SFI = specific fluorescence
intensity). So ergab sich fur die St35-Zellen ein spezifisches DimerX-Signal von
693 SFI und ein CD3-Signal von 8866 SFI, auf St42-CD8"-Zellen waren dagegen
1509 SFI und 24828 SFI zu messen (Abbildung 3.4 B). Bildete man nun das
Verhaltnis aus CD3- und DimerX-Signal so ergab sich ein Wert, der die Affinitat des
TCR far den SGPSNTPPEI-H2-DP-Komplex abzuschatzen erlaubte.
Erwartungsgemald ergab sich flr beide Mausstamme in etwa der gleiche Wert (St35:
14,4; St42: 16,7).
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Abbildung 3.4: Die CD3-Expression auf St35- und St42-T-Zellen korreliert mit dem
SGPSNTPPEI-H2-D'°-DimerX-Signal.

A) Blutlymphozyten aus St35- und St42-Mausen wurden mit a-CD8-APC-Cy7- und a-CD3-APC-
Antikérpern sowie einem PE-markierten und SGPSNTPPEI-beladenen H2-Db-DimerX-KompIex
gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Um die Spezifitdt der Signale zu bestimmen wurde in
einem anderen Ansatz mit a-CD8-APC-Cy7-, einem zum a-CD3-Antikérper isotypen unspezifischen
APC-markierten Antikorper sowie einem PE-markierten ASNENMETM-beladenen DP-DimerX-
Komplex gefarbt. Die jeweiligen Fluoreszenzsignale auf CD8 PI'-Lymphozyten sind in biexponentieller
Form dargestellt.

B) Aus den entsprechend gemessenen Signalen wurde die jeweilige spezifische Fluoreszenz fir
SGPSNTPPEI-H2-D"-DimerX (I) beziehungsweise CD3 (Il) berechnet, aus diesen liel3 sich dann das
in 1l dargestellte Signalverhaltnis berechnen.

Die Fehlerbalken indizieren jeweils die Standardabweichung aus flinf gemessenen beziehungsweise
berechneten Werten. Die Daten sind reprasentativ fir 3 unabhangig voneinander durchgefihrte
Experimente.
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Um die Expression des transgenen TCR ins Verhaltnis zur normalen TCR-
Expression zu setzten, wurden periphere CTLs aus den St-Stammen sowie aus B6-
Mausen auf CD8 und TCR[ gefarbt. Wie zuvor beschrieben wurde auch hier das
jeweilige Hintergrundsignal durch die Messung mit einem zum TCRp-Antikdrper
isotypen Kontrollantikbrper bestimmt und entsprechend das spezifische Signal
errechnet. Wie in Abbildung 3.5 A gezeigt ist ergab sich fiir die St35-CTLs ein Wert,
der mit 673 SFI deutlich unter den fur die St42-T-Zellen gemessenen 1694 SFI lag.
Fur B6-CTLs ergaben sich entsprechend 5073 SFI. Bildete man aus diesen Werten
nun die jeweiligen Verhaltnisse (Abbildung 3.5 B) so ergab sich, dass St42-CTLs
etwa 3-mal weniger TCR exprimierten als die entsprechenden Wild-Typ-T-Zellen. Im
Vergleich dazu exprimierten sie 2- bis 3-mal mehr transgenen TCR auf der
Oberflache als St35-CTLs. Die TCR-Expression der St35-CTLs war entsprechend

etwa 7,5-mal niedriger als auf B6-T-Zellen.
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Abbildung 3.5: St35-T-Zellen exprimieren etwa 2- bis 3-mal weniger transgenen TCR als St42-T-
Zellen.

A) Blutlymphozyten aus St35-, St42- und B6-Mausen wurden mit a-CD8-APC-Cy7- und a-TCRB-PE-
beziehungsweise mit a-CD8-APC-Cy7- und einem PE-markierten isotypen Antikérper gefarbt,
durchflusszytometrisch analysiert und die spezifische Fluoreszenz fiir das TCRpB-Signal auf CD8"PI-
Lymphozyten berechnet.

B) Aus den erhaltenen Signalen wurde das Verhaltnis der spezifischen Signale fur TCRB auf den
CD8"-T-zellen der verschiedenen Mausstamme berechnet. Die angegebene Standardabweichung
errechnete sich aus jeweils 10 Werten, die Daten sind reprasentativ fir 3 unabhangig voneinander
durchgefiihrte Experimente.
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3.1.2 Naive St35- und St42-CTLs zeigen ein leicht verandertes
Expressionsmuster verschiedener Oberflaichenmolekiile

Nachdem sich die erhaltenen T-Zellen in der Expression des TCR deutlich
voneinander unterschieden aber dennoch vergleichbar gut im Thymus selektioniert
wurden, sollte zunachst geklart werden, ob sich die niedrigere TCR-Expression der
St35-T-Zellen in einer Uberexpression anderer Oberflaichenmolekiile bemerkbar
macht, was Ruckschlisse auf eventuell auftretende Kompensationsmechanismen
erlaubt.

Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass das CD5-Molekil eine wichtige
Rolle bei der Selektion der Thymozyten sowie bei Aktivierung reifer T-Zellen spielt
(Kassiotis et al., 2003; Azzam et al., 2001; Azzam et al., 1998). Es handelt sich dabei
um ein auf der Oberflache exprimiertes Protein, welches das TCR-Signal negativ
reguliert. Eine Modifikation der Expression des CD5-Molekils kénnte die niedrigere
TCR-Expression der St35-CTLs also in einem gewissen Malte kompensieren. Daher
wurden die St35- und St42-T-Zellen, sowie CTLs aus B6-Mausen
durchflusszytometrisch auf die Expressionsstarke des CD5-Molekuls hin untersucht.
Hierzu wurden Milzzellen aus den verschiedenen Mausen isoliert und zur
durchflusszytometrischen Analyse mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CD8
und CD5 gefarbt. Zur Bestimmung des spezifischen CDS5-Signals wurde das
Hintergrundsignal mit der entsprechenden Isotyp-Kontrolle fir den CD5-Antikorper
bestimmt. Wie in Abbildung 3.6 abgebildet, deutlich zu erkennen war fiel die
Expression des CD5-Molekils auf B6-CTLs deutlich hdher aus als auf den St-CTLs.
Die niedrigere TCR-Expression der St-CTLs schien sich also in der
Herunterregulierung der CD5-Expression niederzuschlagen, was in einem
verhaltnismaRig starkeren TCR-Signal resultieren konnte. Verglich man jedoch die
CD5-Expression auf St35- und St42-T-Zellen, fiel auf, dass sich hier kein signifikanter
Unterschied messen liel3. Die Expression war wider Erwarten auf den St42-T-Zellen
sogar etwas hoher als auf den St35-T-Zellen, so dass sich hier, im Vergleich der
beiden St-Klone untereinander, keine Kompensation uber die CD5-Expression
vermuten liel3.

Nachdem sich bezuglich des CD5-Molekuls im Vergleich der St-CTLs untereinander
kein signifikanter Expressionsunterschied zeigte, sollte die Expression weiterer, die
Aktivierung und Funktion von CTLs beeinflussender Moleklle untersucht werden.

Hierbei lag der Fokus auf Molekilen die bei der Bildung des TCR-Signalkomplexes
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oder bei der Initiierung der immunologischen Synapse eine Rolle spielen. Diese
Molekile kénnten also einen direkten Einfluss auf die TCR-Signalstarke sowie die
Bindung zur APC haben. Hierzu wurden Milzzellen aus St35-, St42- und B6-Mausen
neben einem Antikdrper gegen CD8 mit Antikdrpern gegen die entsprechenden
Antigene gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Farbungen mit den
entsprechenden Isotypen erlaubten auch hier die Kalkulation der spezifischen
Signalstarken.

In Abbildung 3.6 sind exemplarisch die Expressionsmuster fur CD2, CD11a und
CD28 zu sehen. Zur erkennen war, dass die Expression von CD2, welches einen Teil
des TCR-Signalkomplexes ist, in etwa mit der Expression des TCR auf den
verschiedenen T-Zellen korreliert. Betrachtete man die Expression des Integrins
CD11a, so ergab sich auch hier kein deutlicher Unterschied zwischen den St-Klonen,
es liel® sich jedoch eine leicht hdhere Expression auf St35-Zellen messen. Das
Signal fur CD28, einem kostimulatorischen Molekul war dagegen auf den St-Zellen
praktisch identisch. Fur alle 3 betrachteten Molekule ergab sich im Vergleich zum
Wild-Typ eine deutlich reduzierte Expression. Die entsprechende Analyse von CTLA-
4, CD24, CD137 und GITR ergab weder signifikante Unterschiede zwischen den St-

und den B6-Zellen, noch zwischen den St-CTLs untereinander (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.6: St35- und St42-CTLs zeigen im Vergleich zu B6-CTLs ein verdndertes
Expressionsmuster verschiedener Oberflaichen-Antigene.

Blutlymphozyten aus St35-, St42- und B6-Mausen wurden mit a-CD8-APC-Cy7- und PE-markierten
Antikdrpern gegen CD5, CD2, CD11a oder CD28 beziehungsweise entsprechenden PE-markierten
isotypen Antikdrpern gefarbt, durchflusszytometrisch analysiert und die spezifische Fluoreszenz fiir
das jeweilige Signal auf CD8'PI-Lymphozyten berechnet.

Angegeben ist die Standardabweichung aus mindestens finf gemessenen Werten aus einem von 3
unabhangigen Experimenten.

Schliel3lich wurde fur die 3 verschiedenen CTLs die Expression des CD8-Molekuls
genauer betrachtet. Dieses bindet bei einer TCR-MHC |-Peptid-Interaktion direkt an
das MHC I-Molekul und hat somit direkten Einfluss auf die Affinitat/Aviditat der T-Zell-
APC-Interaktion. Um die Expression des CD8-Molekuls zu bestimmten, wurden
Milzzellen der verschiedenen Mausestamme zur durchflusszytometrischen Analyse
mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper gefarbt, die Starke des Signals
gemessen und um das Hintergrundsignal korrigiert. Betrachtete man die
gemessenen Signale, so ergab sich ein sehr auffalliges Muster. In Abbildung 3.7 ist
deutlich zu erkennen, dass mit Abnahme der TCR-Expression die Expression an
CD8 zunahm. So liel® sich auf den St35-CTLs ein spezifisches CD8-Signal von
52326 SFI messen, dagegen war das Signal auf St42-CTLs mit 47020 SFI niedriger.
Schlielich wurde auf B6 Zellen mit 35634 SFI das niedrigste Signal gemessen.
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Abbildung 3.7: CD8-Expression auf St35-, St42- und B6-CTLs.

Blutlymphozyten aus St35-, St42- und B6-Mausen wurden mit a-CD3-APC-, a-CD4-PE-Cy7- und ao-
CD8-PE-Antikdérpern beziehungsweise mit a-CD3-APC-, a-CD4-PE-Cy7- sowie einem PE-markierten
isotypen Antikdrpern gefarbt, durchflusszytometrisch analysiert und die spezifische Fluoreszenz fir
das CD8-Signal auf CD3"CD4 PI-Lymphozyten berechnet. Die Standardabweichung ergab sich aus
jeweils 10 Werten, die Daten sind reprasentativ fir 3 unabhangig voneinander durchgefihrte
Experimente.

Da das CD8-Molekil direkt mit dem MHC I-Molekul auf der APC beziehungsweise
der Zielzelle interagiert, ergibt sich aus dieser Beobachtung direkt die Frage, ob die
vergleichsweise hohere CD8-Expression der St35-CTLs in einer gegenuber der St42-
CTLs veranderten Bindung des TCR an MHC |-Peptid-Komplexe resultierte. Diese
Frage liel3 sich mit einer einfachen DimerX-Farbung nicht beantworten, da sich im
DimerX-Signal lediglich die Anzahl der TCRs und deren Affinitat widerspiegelte
(Abbildung 3.4 B). Neben der Messung der Wahrscheinlichkeit der DimerX-Bindung,
was sich durch die einfache Farbung bestimmen lie}, bestand die Mdglichkeit, die
Stabilitdt der Bindung zu messen. Hierzu wurde die Zerfallsrate der gebildeten
Komplexe und damit des DimerX-Signals gemessen. DimerX-gefarbte Zellen wurden
nach der Farbung gewaschen und anschliefend bei Raumtemperatur zusammen mit
einem Antikorper gegen H2-D° inkubiert. Der Antikdrper fing die freigewordenen
DimerX-Komplexe ab, sodass keine neue TCR-DimerX-Bindung erfolgen konnte.
Uber einen Zeitraum von 90 Minuten wurden nach verschiedenen Zeitpunkten
Proben entnommen, mit Paraformaldehyd fixiert und durchflusszytometrisch zur
Bestimmung des spezifischen Signals analysiert. In den Proben die zu spateren
Zeitpunkten enthommen wurden, sollte das DimerX-Signal also schwacher ausfallen.
Hatte die hohere CD8-Expression nun die TCR-DimerX-Bindung auf St35-CTLs
stabilisiert, hatte dies in langsamerem Zerfall des DimerX Signals resultiert. In
Abbildung 3.8 ist das spezifische DimerX-Signal von St35- und St42-CTLs in einem
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DimerX-Zerfallsexperiment Uber einen Zeitraum 90 Minuten zu sehen. Wie erwartet
fiel das Signal in den St42-CTLs hoher aus als das auf den St35-CTLs. Es war
aullerdem zu erkennen, dass das Signal auf beiden CTL-Klonen mit der gleichen
Rate zerfiel. Die hohere CD8-Expression in den St35-CTLs schien also keinen
Einfluss auf die Bindung des TCR and den SGPSNTPPEI-H2-D°-Komplex zu haben.
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Abbildung 3.8: St35-T-Zellen zeigen die gleiche SGPSNTPPEI-H2-D"-DimerX-Dissoziation wie
St42-T-Zellen.

Milzzellen aus St42- (offene Symbole) und St35- (gefiillte Symbole) Mausen wurden mit einem a-CD8-
APC-Cy7-Antikdrper sowie einem PE-markierten SGPSNTPPEI-H2-D-DimerX beziehungsweise
einem ASNENMETM-H2-D°-DimerX gefarbt und anschlieliend bei Raumtemperatur mit einem a-H2-
D°- Antikorper inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen, fixiert,
durchflusszytometrisch analysiert und die jeweilige spezifische Fluoreszenz berechnet. Angegeben ist
die Standardabweichung aus 3 Werten von einem von 2 unabhangigen Experimenten.

3.1.3 Die Expression des transgenen TCR ist uber die ganze

Lebensdauer der Tiere stabil

Im Weiteren sollte eine Analyse der CTLs zeigen, ob die Expression des TCR in den
St-Mausen uber die Lebensdauer der Tiere konstant bleibt, oder ob es zu
Schwankungen in der Expression kommt, die den Expressionsunterschied zwischen
den verschiedenen Stammen eventuell verkleinern. Entsprechend wurden
Blutlymphozyten aus Mausen beider Stamme verschiedenen Alters mit Antikorpern
gegen TCRpB beziehungsweise einem entsprechenden Isotypen, sowie gegen CD8
gefarbt. Wie in Abbildung 3.9 dargestellt war klar zu erkennen, dass sich die
Expression des TCR sowohl auf St35- als auch auf St42-T-Zellen von 8 Wochen
alten Tieren nicht von den Werten von 32 Wochen alten Tieren unterschieden. Auch

die zu anderen Zeitpunkten gemessenen Werte waren identisch.
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Abbildung 3.9: Die Expression des TCR auf St35- und St42-T-Zellen ist liber die gesamte
Lebensdauer der Tiere hinweg stabil.

Blutlymphozyten aus St42- (offene Symbole) und St35- (gefillte Symbole) Mausen im Alter von
jeweils 8, 14, 20, 26 und 32 Wochen wurden mit a-CD8-APC-Cy7- und a-TCRB-PE- beziehungsweise
mit a-CD8-APC-Cy7- und einem PE-markierten isotypen Antikoérper gefarbt, durchflusszytometrisch
analysiert und die spezifische Fluoreszenz fiir das TCRB-Signal auf CD8 PI’-Lymphozyten berechnet.
Angegeben ist jeweils die Standardabweichung aus je 5 Werten.

3.1.4 Die Anzahl transgener T-Zellen in der Peripherie ist in St42-
Mausen etwa 2- bis 3- mal hoher als in St35-Mausen

Da die bisherigen Analysen zwar gezeigt hatten, dass in der Peripherie der St35- und
St42-Mause ahnlich viele T-Zellen zu finden waren konnte von einer vergleichbar
guten Selektion der Thymozyten in St35- und St42-Mausen ausgegangen werden.
Weitere Analysen sollten jedoch detailliertere Informationen Uber die jeweilige Anzahl
an CTLs in der Peripherie der Mause liefern. Neben der Selektion im Thymus haben
weitere Effekte wie die Homdostatische Proliferation reifer T-Zellen oder
Selektionsmechanismen in der Peripherie durch Vermehrung beziehungsweise
Reduktion der T-Zellen Einfluss auf die Groflke des T-Zellkompartiments. Um solche
Effekte abschatzen zu konnen, wurde die Anzahl der naiven T-Zellen in der
Peripherie von St42- und St35-Mausen Uber einen langeren Zeitraum untersucht.
Naive T-Zellen zirkulieren durch das Blut- und Lymphsystem und verteilen sich in
einem gleich bleibenden Verhaltnis auf beide Systeme. Um die absolute Anzahl der
CD8-Zellen in der Peripherie zu bestimmen musste zunachst die Gesamtzellzahl
sowie der Anteil der CD8 positiven Zellen in der Lymphe, im Blut, in den
Lymphknoten und der Milz bestimmt werden, um die Gesamtzahl der T-Zellen zu
berechnen. Da sich die Anzahl der Zellen in Blut und Lymphe der Tiere praktisch

nicht und in den Lymphknoten nur sehr schwer und ungenau bestimmen lasst, wurde
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hier lediglich die Anzahl der Zellen in der Milz beider Mausstamme bestimmt und
verglichen. Unter Annahme einer konstanten Verteilung auf die genannten Organe
sollte dies also die zuverlassigste Methode sein. Es wurde also zunachst die
Gesamtzellzahl der Milz bestimmt. Eine durchflusszytometrische Analyse der
Milzzellen ergab den Anteil der CD8"-Zellen an der Gesamtzellzahl und erlaubte
somit eine Berechnung der absoluten Anzahl von T-Zellen in der Milz. Wie in
Abbildung 3.10 gezeigt, ergab die Analyse von St35- und St42-Mause im Alter
zwischen 8 und 32 Wochen, dass sich in St42-Mausen zu allen beobachteten
Zeitpunkten etwa 2- bis 3-mal mehr CTLs fanden als in St35-Mausen. So enthielt die
Milz von 8 Wochen alten St42-Mausen etwa 3,6 Millionen CD8-positive T-Zellen,
wahrend in St35-Mausen gleichen Alters etwa 1,25 Millionen CD8*-T-Zellen zu finden
waren. Weiterhin war zu beobachten, dass in beiden Fallen die Zahl der T-Zellen mit
dem Alter der Tiere zunahm. Dabei war der Anstieg der Zellzahl bis zur 20. Woche
vergleichsweise hoch und flachte danach ab, beziehungsweise erreichte einen
Maximalwert. In beiden Fallen fand dabei etwa eine Verdoppelung der T-Zellzahl
statt, so dass sich in St42-Mausen etwa 6,5 Millionen und in St35-Mausen etwa 2,8

Millionen Zellen zahlen lie3en.

Absolute Zellzahl in Millionen
= o
——
—0—

5 10 15 20 25 30 35
Lebensalter [Wochen]

Abbildung 3.10: In den Milzen von St35-Mausen finden sich etwa 2- bis 3-mal weniger T-Zellen
als in den Milzen von St42-Mausen.

Milzzellen aus St42- (offene Symbole) und St35- (geflllte Symbole) Mausen im Alter von jeweils 8, 14,
20, 26 und 32 Wochen wurden mit a-CD8-APC-Cy7-Antikdrper gefarbt und der Anteil der CD8"-Zellen
an der Gesamizellzahl bestimmt. Daraus wurde mit der Gesamtmilzzellzahl die Zahl der CTLs
berechnet. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung aus je 5 Werten.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen dass, beide St-Stamme einen

identischen transgenen TCR exprimieren. Dieser resultiert in der Selektion von CD8"-

-75 -



3. Ergebnisse — Einfluss der T-Zellaviditat auf die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

T-Zellen, die durch das Kreuzen des Transgens auf den RAGZ'/'-Hintergrund exklusiv
das T-Zellkompartiment in der Peripherie der Tiere besetzen. Aulerdem wurde durch
das Kreuzen mit CD45.1- beziehungsweise CD90.1-positiven Stammen das jeweilige
Allel im Stamm etabliert und somit eine Unterscheidung der verschiedenen CTL-
Klone untereinander, sowie von B6-T-Zellen ermdglicht. Der neue St35-Stamm
generiert tatsachlich transgene T-Zellen, die sich in der TCR- Expressionsdichte von
den St42-T-Zellen unterscheiden. Phanotypische Analysen lassen einen 2- bis 3-
fachen Unterschied in der Expressionsdichte annehmen und bestatigen eine
identische Affinitat des jeweiligen Rezeptors fiir den H2-DP-SGPSNTPPEI-Komplex.
Zudem konnte gezeigt werden, dass sich, abgesehen von der leicht erhdhten
Expression des CD8-Moleklls, die niedrigere TCR-Expression in den St35-CTLs
nicht in klar detektierbaren Veranderungen weiterer Oberflachenmarker gegeniber
den St42-CTLs niederschlagt. Des Weiteren ist die TCR-Expression in St35- und
St42-CTLs Uber die ganze Lebensdauer der Tiere konstant und flhrt in beiden Fallen
zu einer ahnlich effektiven positiven Selektion der Thymozyten, es finden sich in der
Peripherie also vergleichbare Zahlen an transgenen T-Zellen.

Abgesehen von der TCR- und CD8-Expression lieRen sich also keine
phanotypischen Unterschiede zwischen den beiden transgenen T-Zellklonen

detektieren.

3.2 Aktivierung der St-CTLs in vitro

Nachdem die St-CTLs phanotypisiert wurden, sollten die beiden transgenen T-
Zellklone im nachsten Schritt in invitro Experimenten funktionell charakterisiert
werden. Hier lieRen sich erste Informationen Uber den Einfluss der TCR-Dichte auf

die Funktionalitat zytotoxischer T-Zellen sammeln.

3.2.1 St35- und St42-CTLs proliferieren nach Stimulation mit PMA
und lonomycin oder a-CD3- und a-CD28-Antikorper in gleichem
MaRe

Zunachst sollte in ersten Experimenten die Funktionalitat des TCRs Uberpruft werden.
Hierzu sollten die T-Zellen spezifisch Uber den TCR aktiviert und diese Aktivierung
mit der durch unspezifische Stimulation induzierten Aktivierung verglichen werden.

Die Aktivierung wurde Uber 2 Parameter definiert, zum einen sollte die Proliferation

der T-Zellen gemessen werden. Hierzu wurde das CFSE-System gewahlt, welches
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anhand der durchflusszytometrischen Analyse der Verdinnung des Farbstoffs die
Analyse der Proliferation der Zellen erlaubt. Zum anderen sollte die
durchflusszytometrische Analyse der Expression verschiedener Aktivierungsmarker
Ruckschlusse auf die Qualitat der Aktivierung der Zellen zulassen. Um die Analyse
der Zellen zu erleichtern, wurden die CD8"-Zellen mit dem MACS-System aus der
Milzzellsuspension angereinigt und dann fur die Messung der Proliferation mit CFSE
markiert. Die TCR-spezifische Aktivierung der Zellen sollte mit immobilisierten o-
CD3- und o-CD28-Antikdrpern erfolgen. Im Gegensatz dazu erfolgte die
unspezifische Stimulation mit den Mitogenen PMA und lonomycin.

Das Experiment wurde in 96-Kavitaten-Flachbodenplatten durchgefiihrt. Die
Antikorper wurden zuvor durch Inkubation dber Nacht in PBS an die
Reaktionsgefale gebunden. Jeweils 25.000 CD8*-CFSE-markierte Zellen aus St35-,
St42- beziehungsweise B6-Mausen wurden in T-Zellmedium in eine Kavitat gegeben.
PMA und lonomycin wurden entsprechend zugegeben.

Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde die Proliferation der Zellen
durchflusszytometrisch anhand der Verminderung des jeweiligen CFSE-Signals
bestimmt. Innerhalb der ersten 24 Stunden liel sich in keiner der Proben Proliferation
der T-Zellen detektieren. Wie in Abbildung 3.11 A zu sehen ist, hatten sich nach 48
Stunden die Zellen in allen Proben 1- bis 3-mal geteilt, nach 72 Stunden dann 3- bis
5-mal. Hier lie sich zum einen erkennen, dass es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den 3 analysierten T-Zellarten gab. Aulerdem lieRen sich keine
Unterscheide zwischen den mit den Antikdrpern und den, mit den Mitogenen
stimulierten Zellen erkennen. Entsprechend eingesetzte isotype unspezifische
Antikorper fuhrten, ebenso wie Mitogen-freies T-Zellemedium zu keiner messbaren
Proliferation der T-Zellen (nicht gezeigt).

Auch die Messung der Aktivierungsmarker auf den T-Zellen nach 48 (nicht gezeigt)
und 72 Stunden zeigte, entsprechend der gemessenen Proliferation, keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen T-Zellen auf. Wie in Abbildung 3.11 B zu
sehen ist, induzierte die PMA/lonomycin-Stimulation nach 72 Stunden keinen
vollstandig aktivierten Phanotyp. So war zwar eine Hochregulierung des CD44-
Molekils zu erkennen, es liel3 sich dagegen jedoch keine Herunterregulation des
CD62L-Molekuls messen. Die Expression des CD25-Moleklls war zu diesem
Zeitpunkt auf den meisten Zellen bereits wieder herunterreguliert. Im Gegensatz

dazu flhrte die Aktivierung mit den beiden immobilisierten Antikbrpern zu einer
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vollstandigen phanotypischen Aktivierung der T-Zellen. Hier konnte auf allen Zellen
ein hohes CD44- und CD25-Signal sowie ein niedriges CD62L-Signal gemessen
werden.

Es zeigte sich also, dass sich trotz der oben beschriebenen Unterschiede im
Phanotyp der verschiedenen naiven T-Zellen bei TCR-spezifischer, sowie bei
unspezifischer Stimulation keine Unterschiede in der Aktivierung der T-Zellen in vitro

manifestierten.

Stas St42 B6
‘ { l 72 Stunden unstimuliert
48 Stunden
a-CD3
+
a-CD28
72 Stunden
48 Stunden
PMA
v +
lonomycin
1 72 Stunden
=
N
o
N
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Abbildung 3.11 A: St35-, St42- und B6-T-Zellen proliferieren nach Stimulation mit a-CD3- und a-
CD28-Antikorpern sowie mit PMA und lonomycin in gleichem MaRe.

Aus St35-, St42- und B6-Milzen wurden CD8"-T-Zellen mit dem MACS-System angereinigt und mit
2,5 uM CFSE markiert. Jeweils 25.000 CD8"-T-Zellen wurden in mit a-CD3- und a-CD28-Antikdrpern
beschichteten Kavitaten (je 0,5 ug pro Kavitat) einer 96-Kavitatenplatte inkubiert, beziehungsweise
entsprechend mit PMA (25 ng/ml) und lonomycin (0,5 uM) stimuliert.

Nach 48 und 72 Stunden wurden jeweils Proben entnommen, mit einem a-CD8-APC-Cy7-Antikérper
gefarbt und das CFSE-Signal auf den CD8"PI-Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

Die dargestellten Messungen sind reprasentativ fir 2 unabhangig voneinander durchgefiihrte
Experimente.
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Abbildung 3.11 B: St35-, St42- und B6-T-Zellen proliferieren nach Stimulation mit a-

CD3- und a-CD28-Antikorpern sowie mit PMA und Ionomycin in gleichem Mafle.

Aus St35-, St42- und B6-Milzen wurden CD8"-T-Zellen mit dem MACS-System angereinigt und mit
2,5 uM CFSE markiert. Jeweils 25.000 CD8"-T-Zellen wurden in mit a-CD3- und a-CD28-Antikdrpern
beschichteten Kavitaten (je 0,5 ug pro Kavitat) einer 96-Kavitatenplatte inkubiert, beziehungsweise
entsprechend mit PMA (25 ng/ml) und lonomycin (0,5 uM) stimuliert.

Nach 72 Stunden wurden jeweils Proben entnommen, mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD62L-PE-, a-CD44-
APC-, 0-CD25-PE-Cy7-Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die
entsprechenden Signale im Vergleich zum CFSE-Signal auf CD8'PI-Zellen.

Die dargestellten Messungen sind reprasentativ fir 2 unabhangig voneinander durchgefiihrte
Experimente.

3.2.2 St35- und St42-CTLs zeigen bei Aktivierung mit APCs in vitro

keine Unterschiede

Um die bisher beschriebenen Erkenntnisse weiter zu verfeinern, sollte die Aktivierung
der T-Zellen mit Antigenprasentierenden Zellen in vitro getestet werden. Hierbei liel
sich der Einfluss der Dynamik der Zell-Zell-Interaktion mitbertcksichtigen. So kommt
es bei der Interaktion einer APC mit einer T-Zelle unter anderem zur Ausbildung der
so genannten Immunologischen Synapse, zur Verstarkung der Zell-Zell-Bindung uber
Integrine und zur Wechselwirkung einer Vielzahl kostimulatorischer Molekule. Deren
Beitrag zur Aktivierung der T-Zellen konnte, sofern vorhanden, zuvor bei der
Antikorperstimulation nicht imitiert werden.

Da eine optimale Stimulation von T-Zellen nur durch professionelle Antigen-

prasentierende Zellen gewahrleistet wird, wurden hier in vitro generierte Dendritische
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Zellen als APC gewahlt. Diese wurden zudem mit dem TLR3-Liganden p(I:C) aktiviert
und mit dem SGPSNTPPEI-Peptid beladen bevor sie mit den CFSE-markierten
CD8"-Zellen kokultiviert wurden.

Bei diesen Experimenten wurden also per MACS angereinigte, CFSE-markierte
CTLs aus St35- und St42-Mausen mit den APCs invitro kokultiviert und die
Proliferation der Zellen verfolgt. Wie bereits die Stimulation mit PMA und lonomycin,
beziehungsweise mit a-CD3 und a-CD28 gezeigt hatte, lie} sich die Aktivierung der
Zellen durch bloRe Betrachtung der Proliferation nicht ausreichend genau
untersuchen. Daher wurde auch hier die Regulation diverser Aktivierungsmarker
durchflusszytometrisch analysiert. Ein Vergleich mit B6-CTLs war bei diesem
experimentellen Ansatz nicht moglich, da der Anteil an SGPSNTPPEI-spezifischen
naiven CTLs in B6-T-Zellen zu gering war um die Aktivierung zu verfolgen.

In einem ersten Ansatz sollte bei einem konstanten Verhaltnis von APC zu T-Zelle
der zeitliche Verlauf der Aktivierung beobachtet werden. Dazu wurden in einer 48-
Kavitatenplatte je 50.000 CD8" CFSE-markierte T-Zellen mit 25.000 aktivierten und
mit 1 nM SGPSNTPPEI-Peptid-beladenen DCs in T-Zellmedium inkubiert. Nach 24,
48, 72 und 96 Stunden wurden jeweils Proben zur durchflusszytometrischen Analyse
der Proliferation und der Regulation der Aktivierungsmarker entnommen. Betrachtete
man zunachst die Proliferation der T-Zellen (Abbildung 3.12), so zeigte sich, dass
sich erneut keine Unterschiede zwischen den beiden St-T-Zellklonen erkennen
lieRen. So teilten sich jeweils die meisten T-Zellen innerhalb der ersten 48 Stunden
2- bis 3-mal, innerhalb der darauf folgenden 24 Stunden fanden weitere 2 bis 3
Teilungen statt. Nach 96 Stunden hatten sich die meisten Zellen dann 6- bis 8-mal
geteilt, was der maximalen Teilungsrate entsprach. Innerhalb der ersten 24 Stunden
war keine Teilung der T-Zellen zu detektieren, was sich aus einem Vergleich mit T-

Zellen ergab, die mit nicht Peptid-beladenen DCs inkubiert wurden (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.12: St35- und St42-T-Zellen zeigen bei Aktivierung mit SGPSNTPPEI-beladenen
APCs ein dhnliches Proliferationsverhalten.

Aus St35- und St42-Milzen wurden CD8"-T-Zellen mit dem MACS-System angereinigt und mit 2,5 uM
CFSE markiert. Jeweils 50.000 CD8" T-Zellen wurden in 48-Kavititenplatten mit 25.000 p(l:C)-
aktivierten und mit 1 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDC inkubiert. Nach 24, 48, 72 und 96 wurden
Proben entnommen, mit einem a-CD8-APC-Cy7-Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die CFSE-Signale der jeweiligen CD8 PI-Zellen sind gezeigt. Bei den dargestellten Daten
handelt es sich um reprasentative Einzelanalysen aus einem von 4 unabhangigen Experimenten.

Betrachtete man, wie in Abbildung 3.13 dargestellt, die Analyse der
Aktivierungsmarker auf den T-Zellen, so stellte man fest, dass sich auch bezlglich
dieser Parameter kein Unterschied zwischen St35- (Abbildung 3.13 A) und St42-
(Abbildung 3.13 B) T-Zellen erkennen lie3. So zeigte sich in beiden Fallen, dass, im
Vergleich zu nicht mit Peptid-stimulierten T-Zellen (nicht gezeigt) nach 24 Stunden
bereits auf fast allen Zellen CD25 und CD69 hoch-, CD62L entsprechend
herunterreguliert wurden. Nach 48 Stunden war auch CD44 hochreguliert. Dieser
Phanotyp der Zellen lief3 sich, abgesehen von einer leichten Herunterregulierung von

CD69 und CD25 nach 96 Stunden, zu allen gemessenen Zeitpunkten beobachten.
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Abbildung 3.13: Die Kinetik der Expression von Aktivierungsmarkern auf St35- und St42-T-
Zellen bei Aktivierung mit SGPSNTPPEI-beladenen APCs ist identisch.

Aus St35- (A) und St42- (B) Milzen wurden CD8"-T-Zellen mit dem MACS-System angereinigt und mit
2,5 uM CFSE markiert. Jeweils 50.000 CD8"-T-Zellen wurden in 48-Kavitatenplatten mit 25.000 p(l:C)-
aktivierten und mit 1 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDC inkubiert. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden
wurden jeweils Proben entnommen, mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD62L-PE-, a-CD44-APC-, a-CD25-PE-
Cy7-Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die entsprechenden
Signale im Vergleich zum CFSE Signal auf CD8'PI-Zellen. Bei den dargestellten Daten handelt es
sich um reprasentative Einzelanalysen aus einem von 4 unabhangigen Experimenten.
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Nachdem sich bei diesem Versuchsansatz keine Unterschiede in der Aktivierung
erkennen lielRen, sollte durch eine Modifikation der Versuchsbedingungen eine
weitere Verfeinerung der Analyse erreicht werden. Hier bot sich zunachst die
Titration des auf den DCs gebundenen Peptids an. So wurde das oben beschriebene
Experiment wiederholt (50.000 CD8*-T-Zellen + 25.000 DCs pro Kavitat), jedoch
wurden die DCs vor der Koinkubation mit den T-Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen des SGPSNTPPEI-Peptids beladen. Hierbei wurde die
Konzentration des Peptids jeweils 10-fach von einer Ausgangskonzentration von
10 nM auf 10 pM titriert. Die Zellen wurden nach 72 Stunden durchflusszytometrisch
analysiert. Es zeigte sich (siehe Abbildung 3.14), dass die Proliferation der T-Zellen
zwischen 10 nM und 100 pM Peptid-Konzentration praktisch gleich blieb, eine
Konzentration von 10 pM dagegen reichte nicht mehr aus, um eine Proliferation der
T-Zellen zu induzieren. Wie bereits zuvor beobachtet, konnten auch unter diesen
Versuchsbedingungen keine Unterschiede zwischen den beiden ST-T-Zellen
detektiert werden. Entsprechendes galt auch hier fir die Expression der

Aktivierungsmarker (nicht gezeigt).

10 nM 1nM SGP 0,1 nM SGP 0,01 nM SGP -SGP

St35

St42

Zellzahl

CFSE

Abbildung 3.14: Die Proliferation von St35- und St42-T-Zellen zeigt die gleiche Abhéangigkeit
von der SGPSNTPPEI-Konzentration.

Aus St35- und St42-Milzen wurden CD8"-T-Zellen mit dem MACS-System angereinigt und mit 2,5 uM
CFSE markiert. Jeweils 50.000 CD8+-T-Zellen wurden in 48-Kavitatenplatten mit 25.000 p(l:C)-
aktivierten BMDCs inkubiert. Die Beladung der BMDCs erfolgte bei Peptidkonzentrationen von 10 nM,
1 nM, 0,1 nM und 0,01 nM. Nach 72 Stunden wurden Proben enthommen, mit einem a-CD8-APC-
Cy7-Antikorper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die CFSE-Signale der jeweiligen
CD8'PI-Zellen sind abgebildet. Die dargestellten Einzelwerte reprasentieren 2 unabhéangig
voneinander durchgefiihrte Experimente.
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In einem letzten Experiment wurde schliellich bei einer konstanten Peptid-
Konzentration von 1 nM, die Zahl der DCs zur Aktivierung der T-Zellen titriert. Erneut
wurden in einer 48-Kavitatenplatte 50.000 CD8'-CFSE-markierte T-Zellen in T-
Zellmedium mit DCs inkubiert. Die Anzahl der DCs wurde dabei in 3er Schritten von
100.000 auf 300 pro Kavitat titriert. Nach 72 Stunden erfolgte die
durchflusszytometrische Analyse der CFSE-Verdinnung. Erneut zeigten sich keine
signifikanten Unterschieden zwischen den beiden T-Zellklonen (siehe Abbildung
3.15). In beiden Fallen war zu erkennen, dass eine maximale Proliferation der T-
Zellen bei 100.000 und 30.000 DCs pro Kavitat erreicht wurde. Ab einer Anzahl von
10.000 DC ging die Proliferation der T-Zellen merklich zurtick. Mit 3000 DC pro
Kavitat wurden nur noch wenige T-Zellen ausreichend stimuliert, bei 1000 DCs pro
Kavitat lield sich annahernd keine Proliferation mehr messen, schliel3lich waren 300
DCs nicht mehr aussreichend um zu einer Proliferation der T-Zellen zu flhren.
Erneut zeigten sich beim Vergleich der Expressionmuster der Aktivierungsmarker auf
den T-Zellen keine Unterschiede zwischen den St35- und St42- T-Zellen (nicht
gezeigt).
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Abbildung 3.15: St35- und St42-CTLs bendétigen zur Proliferation ein ahnliche Anzahl an APCs.
Aus St35- und St42-Milzen wurden CD8"-T-Zellen mit dem MACS-System angereinigt und mit 2,5 yM
CFSE markiert. Jeweils 50.000 CD8"-T-Zellen wurden in 48-Kavitatenplatten mit 100.000, 30.000,
10.000, 3.000 oder 1.000 p(l:C)-aktivierten und mit 1 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDC inkubiert.
Nach 72 Stunden wurden Proben entnommen, mit einem a-CD8-APC-Cy7-Antikorper gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Die CFSE-Signale der jeweiligen CD8'PI-Zellen sind abgebildet.
Die dargestellten Einzelwerte reprasentieren 2 unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente.

Neben der phanotypischen Analyse der aktivierten T-Zellen sind funktionelle Tests
der Zellen unerlasslich, um eine Aussage uber die vollstandige Aktivierung der Zellen
treffen zu kdnnen. Hierbei ist, neben der antigenspezifischen lytischen Funktionalitat
der T-Zellen, die spezifische Produktion von IFN-y essentiell. Dementsprechend
sollten hier also aktivierte St35- und St42-Zellen auf eben jene Effektorfunktionen hin
untersucht werden.

Dazu wurden jeweils 50.000 St35- beziehungsweise St42-CD8"-T-Zellen zusammen
mit jeweils 25.000 mit 1 nM SPG-beladenen DCs pro Kavitat in 48-Kavitatenplatten
koinkubiert und nach 72 Stunden zur Durchfuhrung der funktionellen Tests geerntet.
Die antigenspezifische lytische Kapazitat der T-Zellen sollte in einem klassischen

*1Cr-Freisetzungstest bestimmt werden. Dazu wurden die aktivierten T-Zellen in
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titrierter Anzahl (3er Schritte) in einer 96 Kavitaten Rundbodenplatte mit je 10.000
Chromat- markierten und SGPSNTPPEI-beladenen (10 nM) EL4-Thymomzellen
inkubiert. Um die unspezifische Lyse der EL4-Zellen abschatzen zu konnen wurde
ein entsprechender Ansatz mit ASNENMETM-beladenen EL4-Zellen durchgefuhrt.
Nach einer vierstlindigen Inkubation wurden 50 ul des Zelliberstandes enthommen
und die jeweils enthaltene Menge an radioaktiv markietem Chrom im
Trockenszintillationsverfahren mit einem (-Zahler bestimmt. Die Analyse von
Zelluberstand von EL4-Zellen, die ohne T-Zellen inkubiert wurden, erlaubte die
Bestimmung der spontanen Chromfreisetzung. Dagegen wurde die maximal
mogliche Chromfreisetzung durch TritonX-Lyse der EL4-Zellen bestimmt. Diese
Werte erlaubten, zusammen mit dem jeweils gemessenen Wert, die Berechnung der
relativen spezifischen Lyse der EL4-Zellen. Wie in Abbildung 3.16 A zu sehen ist,
vermittelten sowohl St35- also auch St42-CTLs eine sehr geringe unspezifische Lyse
der ASNENMETM-beladenen EL4-Zellen. Dagegen war mit beiden T-
Zellpopulationen eine effektive spezifische Lyse der SGPSNTPPEI-beladenen EL4-
Zellen zu erkennen. In beiden Fallen war bei einem Effektor- zu Zielzellen-Verhaltnis
von 153:1, 51:1 und 17:1 eine 40 bis 50%ige Lyse der Zielzellen zu beobachten. Bei
einem Verhaltnis von 6:1 war eine deutlich schlechtere Lyse zu detektieren, die bei
einem Verhaltnis von 0,5:1 schliel3lich fast auf den Hintergrund zurtickging.

In einem weiteren Ansatz sollte nun mit wie zuvor beschrieben generierten St35- und
St42-Effektorzellen deren Fahigkeit peptidspezifisch IFN-y zu produzieren getestet
werden. Als Zielzellen wurden erneut EL4-Zellen gewahlt. Von diesen wurden
jeweils 10.000 mit 100.000 aktivierten T-Zellen in einer Kavitat einer 96-Kavitaten-
Rundbodenplatte fur 16 Stunden inkubiert. Vor der Inkubation wurden die EL4-Zellen
in 10-er Verdunnungsschritten mit SGPSNTPPEI-Konzentrationen von 10 fM bis
1 uM fir eine Stunde beladen und anschliellend gewaschen. Mittels eines Standard-
Sandwich-ELISAs wurde schlieRlich die IFN-y-Konzentration in den Zellliberstanden
gemessen. In Abbildung 3.16 B ist zu sehen, dass auch bezuglich dieses Parameters
keine Unterschiede zwischen den St35- und den St42-Effektorzellen zu erkennen
waren. So wurden in den Uberstanden beider T-Zelllinien identische Mengen an IFN-
y gemessen. Es konnte bei SGPSNTPPEI-Konzentrationen von 1 nM und hdéher
jeweils Werte etwa 50 beziehungsweise 60 ng IFN-y pro ml Zelliberstand detektiert
werden. Bei beiden T-Zellklonen ging die Produktion des Zytokins ab einer

SGPSNTPPEI-Konzentration von 100 pM zurlck und sank bei 1 pM und weniger auf

- 86 -



3. Ergebnisse — Einfluss der T-Zellaviditat auf die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

den Hintergrundwert ab. Inkubation der T-Zellen mit ASNENMETM-beladenen EL4
Zellen resultierte in keiner IFN-y-Produktion der T-Zellen (nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse bestatigten vorherige Beobachtungen, die nach Peptid-
Restimulation und anschlieRender durchflusszytometrischer intrazellularer Zytokin-
Analyse mit aus den CFSE-Proliferationsexperimenten hervorgegangenen St35- und
St42-Effektor-Zellen gemacht wurden. Dort zeigte sich in allen Experimenten, dass
die proliferierten St35- und St42-T-Zellen nach der Aktivierung mit DCs in
vergleichbar IFN-y produzierten (nicht gezeigt).

>
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Effektorzellen zu Zielzellen Verhéltnis SGP Konzentration

Abbildung 3.16: Aktivierte St35- und St42-CTLs zeigen volistandige Effektorfunktionen.

Aus St35- und St42-Milzen wurden CD8"-T-Zellen mit dem MACS-System angereinigt, jeweils 50.000
CD8'-T-Zellen wurden in 48-Kavititenplatten mit 25.000 p(I:C)-aktivierten und mit 1 nM
SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs inkubiert. Nach 72 Stunden wurden die aktivierten T-Zellen
abgeerntet.

A) Mittels eines 4-Stunden Standard 51Cr-Freisetzungstests wurde die SGPSNTPPEI-spezifische
(Kreise), sowie die unspezifische Lyse (Dreiecke) von Chrom-beladenen EL4-Zellen in Abhangigkeit
vom Effektor- zu Zielzellen-Verhaltnis durch die aktivierten St35- (offene Symbole) beziehungsweise
St42- (geflillte Symbole) T-Zellen gemessen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir 3 unabhangig
voneinander durchgeflihrte Experimente.

B) Die aktivierten St35- (offene Symbole) beziehungsweise St42- (gefillte Symbole) T-Zellen wurden
in 96-Kavitaten Platten jeweils in einem festen Verhaltnis mit SGPSNTPPEI-beladenen EL4-Zellen
inkubiert. Die EL4-Zellen waren dabei mit titrierten SGPSNTPPEI-Konzentrationen beladen. Nach 16
Stunden wurde die IFN-y-Konzentration mittels eines Standard ELISA im Zelliiberstand bestimmt. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung aus 3 Werten. Dargestellt ist eines von 2 unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Bezuglich der Aktivierung in vitro und der Effektorfunktionen der aktivierten St35- und
St42-T-Zellen liel sich also zusammenfassend feststellen, dass sich, obwohl sich die
beiden Klone in der TCR Expression um den Faktor 2 bis 3 unterschieden, keine
Unterschiede in der Aktivierung der T-Zellen in vitro zeigten. Zudem lie3en sich keine

Unterschiede in der lytischen Kapazitat der St35- und St42-Effektorzellen detektieren.
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3.3 Verhalten von St35 und St42 Zellen in vivo

Nachdem die in vitro Analysen gezeigt hatten, dass sich die TCR-Dichte bei der
Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen nicht auswirkte, sollte der Einfluss der T-
Zellrezeptordichte auf die Aktivierung der Zellen in vivo evaluiert werden. Hier spielen
neben der Dynamik der Zell-Zell-Interaktion und der Wechselwirkung der
kostimulatorischen Moleklle weitere GroRen eine Rolle. So konnen sich unter
anderem komplexe, dreidimensionale Strukturen in den verschiedenen Organen,
Chemokingradienten, Integrine, Wanderungsverhalten der Zellen, sowie Einflisse
verschiedener anderer Zellen, wie z. B. Th1 oder T, auf die Aktivierung der
zytotoxischen T-Zellen auswirken.

Um unter moglichst realistischen Bedingungen zu arbeiten, wurde hierfur ein Adoptiv
Transfer-Modell gewahlt. Die transgenen T-Zellen aus den RAG27-Mausen wurden
hierzu in kongene Wild-Typ-Mause transferiert die Uber alle Komponenten des
Immunsystems verfigten und vollstandig ausgebildete sekundare lymphatische
Organe besallen. Das CD45- beziehungsweise CD90-System erlaubte hierbei eine
zuverlassige Unterscheidung der transferierten transgenen T-Zellen von den

endogenen Zellen des Wirtstieres.

3.3.1 St35- und St42-CTLs zeigen nach Aktivierung in vivo ein
ahnliches Verhalten

Zuerst sollte untersucht werden, ob und in welchem Mal3e sich die transgenen Zellen
in vivo aktivieren lieRen. Hierzu wurden jeweils 60.000 transgene CD8"-Milzzellen
aus St35-, beziehungsweise St42-Mausen adoptiv in B6-Mause transferiert. Die
Aktivierung der T-Zellen erfolgte durch i.p. Injektion von 1.000.000 p(l:C)-aktivierten,
mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen DCs. 5 Tage nach der Immunisierung wurden
die Mause getodtet und die Milz sowie die mesenterialen Lymphknoten enthommen,
zu Einzelzellsuspensionen verarbeitet und nach einer hypotonen Erythrozytenlyse
zur durchflusszytometrischen Analyse mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefarbt.
Die Analyse erlaubte Uber Antikdrper gegen CD8 und CD90.1 beziehungsweise
CD45.1 zum einen den Anteil der transgenen T-Zellen an der gesamten CD8-
Population zu bestimmen, zum anderen konnte der Aktivierungszustand der T-Zellen
Uber eine zusatzliche Farbung mit Antikbrpern gegen CD44 und CD62L bestimmt

werden.
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Abbildung 3.17: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs beim adoptiven Einzeltransfer

Wie in Abbildung 3.18 zu sehen ist, liellen sich nach adoptivem Transfer der St35-
und St42-T-Zellen und anschlieRender Immunisierung mit DCs sowohl in der Milz, als
auch in den Lymphknoten transgene T-Zellen mit einem Uberwiegend aktivierten
Phanotyp nachweisen. Im Gegensatz zu den in vitro Ergebnissen liel3 sich hier ein
Unterschied in der Antwort der beiden verschiedenen T-Zellklone nachweisen. Es
war deutlich zu erkennen, dass die Anteil der St42-T-Zellen nach der Immunisierung
hoher ausfiel als der der St35-T-Zellen. Dementsprechend fanden sich in der Milz
13,3 % St35- beziehungsweise 22,4 % St42-CD8"-T-Zellen. In den Lymphknoten lag
der Anteil der transgenen CD8"-T-Zellen bei 3,76 % (St35) und 6,37 % (St42). In
nicht immunisierten Tieren lag der Anteil der transgenen T-Zellen in der Milz und in
den Lymphknoten deutlich unter 0,1 % (nicht gezeigt). Trotz der Unterschiede in der
Anzahl der transgenen T-Zellen war der Aktivierungszustand beider Klone 5 Tage
nach der Immunisierung zumindest phanotypisch vergleichbar. Entsprechende
Ergebnisse ergaben sich aus den Analysen der Blutlymphozyten der Tiere (nicht
gezeigt).
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Abbildung 3.18: St35- und St42-T-Zellen expandieren nach Aktivierung invivo in
unterschiedlichem AusmaR

Jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen wurden in B6-M&use adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000 p(I:C)-aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-
beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzen und
Lymphknoten aus den Tieren enthommen und mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-FITC-, a-CD90.1-
PerCP-, a-CD62L-PE- und a-CD44-APC-Antikérpern zur durchflusszytometrischen Analyse gefarbt. In
den jeweils linken Graphen sind die Signale fir CD8 und CD45.1 beziehungsweise CD90.1 der
Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der CD45.1- beziehungsweise CD90.1-positiven
Zellen an der gesamten CD8'-Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die
mittleren und rechten Graphen zeigen die Signale fliir CD44 beziehungsweise CD62L gegen CD45.1
beziehungsweise CD90.1 auf den CD8'-Lymphozyten. Die abgebildeten Einzelmessungen sind
reprasentativ flir 6 unabhangig voneinander durchgeflhrte Experimente mit jeweils 2 bis 3 Mausen pro
Gruppe.

In einem nachsten Experiment sollte der zeitliche Verlauf der Antwort beider Klone
gemessen werden. So wurden je 60.000 transgene CD8'-T-Zellen in B6-Mause
transferiert und die Tiere mit 1.000.000 SGPSNTPPEI-beladenen (100 nM), p(l:C)-
aktivierten DCs i.p. immunisiert. Den Tieren wurde ab dem vierten Tag an
verschiedenen Tagen nach der Immunisierung Blut abgenommen und der Anteil der
transgenen T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8"-T-Zellen im Blut
durchflusszytometrisch bestimmt. Wie in Abbildung 3.19 zu erkennen ist ergab sich

fur beide transgene T-Zellklone der gleiche zeitliche Verlauf der Antwort. So waren
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bei beiden Klonen bereits 4 Tage nach der Immunisierung Zellen im Blut zu
detektieren. Nach 5 Tagen erreichte die Antwort ihren Hohepunkt und flachte dann
wieder ab. Bereits nach 12 Tagen erreichte der Anteil der transgenen T-Zellen einen
Wert, der sich im Verlaufe der darauf folgenden 4 Wochen nicht wesentlich
veranderte. Wie bereits zuvor beobachtet, zeigte sich auch hier, dass der Anteil der
St35-T-Zellen deutlich geringer ausfiel. Diese Differenz war zu allen gemessen
Zeitpunkten zu beobachten. So erreichte der Anteil der St42-T-Zellen im Blut einen
maximalen Wert von 25,0 %, wahrend der Anteil der St35-Zellen lediglich bis zu
20,1 % am funften Tag nach der Immunisierung anstieg. Nach 40 Tagen liel3en sich

entsprechend 1,52 % beziehungsweise 0,62 % messen.
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Abbildung 3.19: Die St35- und St42-in vivo Antworten zeigen einen dhnlichen zeitlichen Verlauf.
Jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen wurden in B6-M&use adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-
beladenen BMDCs i.p. immunisiert. An verschiedenen Tagen nach der Immunisierung wurden den
Tieren Blutproben zur durchflusszytometrischen Analyse der Lymphozyten enthommen. Die Zellen
wurden mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikbrpern gefarbt. Die
Diagramme zeigen fiir den jeweiligen Tag nach der Immunisierung die Signale von CD8 gegen
CD45.1 beziehungsweise CD90.1 auf PI'-Lymphozyten. Die Zahlen indizieren den Anteil der CD45.1-
beziehungsweise CD90.1-positiven Zellen an der gesamten CD8'PI-Population sowie die
Standardabweichung aus 3 Werten. Dargestellt sind reprasentative Einzelanalysen aus einem von 2
unabhangigen Experimenten mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe.
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In Anbetracht der Tatsache, dass die Antwort im St35-Transfer deutlich schwacher
ausfiel als die St42-Antwort, die Zellen jedoch in beiden Fallen einen aktivierten
Phanotyp zeigten, sollten im nachsten Schritt die Effektorfunktionen der aktivierten T-
Zellen getestet werden. Neben der zytotoxischen Funktion der T-Zellen sollte, um
eine definierte Aussage Uber deren Aktivierungszustand treffen zu kdnnen, auch die
IFN-y-Produktion der Zellen Uberprift werden.

Hierzu wurden B6-Mause mit 60.000 transgenen St35- beziehungsweise St42-T-
Zellen adoptiv transferiert und wie oben beschrieben, mit Peptid-beladenen,
aktivierten DCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung der Mause wurde
die lytische Aktivitat der T-Zellen mittels eines in vivo Zytotoxizitatstest analysiert.
Dazu wurden Milzzellen aus B6-Mausen isoliert, in 2 gleich grol3e Aliquots aufgeteilt
und mit unterschiedlichen Konzentrationen an CFSE markiert. Ein Aliquot wurde
zunachst mit 4 yM CFSE markiert und anschlieBend fur eine Stunde mit 1 uM
SGPSNTPPEI beladen, das andere Aliquot wurde mit 0,4 uM CFSE markiert und
nicht mit Peptid beladen. Nach der einstindigen Inkubation wurden die Zellen 3-mal
gewaschen, die Zellzahl beider Populationen ermittelt, die Zellen in einem 1:1
Verhaltnis gemischt und eine Gesamtzahl von 20.000.000 Zellen den zu testenden
Tieren i.v. appliziert. Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden wurden die Tiere
getotet, die Milz entnommen, zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet und nach der
Erythrozytenlyse direkt durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurde das
Verhaltnis der beiden CFSE-positiven Populationen bestimmt. Sollten in den
jeweiligen Tieren funktionelle T-Zellen vorhanden sein, sollten diese von den
injizierten Zellen die Peptid-beladenen Zellen spezifisch eliminieren. Eine solche
Zelllyse wurde also das Verhaltnis der beiden CFSE-positiven Zellzahlen verandern.
Um das Ausgangsverhaltnis der entsprechenden Zellzahlen zu ermitteln wurden die
CFSE-markierten Zellen in unbehandelte Mause injiziert. Hier konnte dann bestimmt
werden, in welchem Zahlenverhaltnis sich die beiden Zellpopulationen in der Milz
wieder finden wenn keine spezifische Lyse stattfand. Anhand der Zahlenverhaltnisse
in den nicht immunisierten Mausen lie® sich also die spezifische Lyse in den
immunisierten Mausen berechnen. Wie in Abbildung 3.20 A zu sehen ist wurden
innerhalb der 16-stindigen Inkubation der markierten Zellen in den Immunisierten
Mausen sowohl im St35- als auch im St42-Transfer annahernd 100 % der Peptid-
beladenen Zielzellen lysiert (St35: 97,5 %, St42: 98,7 %). Entsprechend lie® sich in

Mausen, die zwar adoptiv transferiert, jedoch nicht immunisiert wurden, keine
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spezifische Lyse der Zielzellen detektieren (nicht gezeigt). Es wurde also mit diesem
Test kein funktioneller Unterschied zwischen den beiden T-Zellklonen beobachtet.

In einem weiteren Experiment sollte die IFN-y-Produktion der T-Zellen Uberpruft
werden. Dazu wurden St35- und St42-T-Zellen wie zuvor in B6-Mause transferiert
und die Tiere mit Peptid-beladenen DCs immunisiert. Finf Tage nach der
Immunisierung wurden die Tiere getotet, die Milzen entnommen und prapariert. Um
die IFN-y-Produktion der T-Zellen zu induzieren, wurden die Zellen ex vivo mit
SGPSNTPPEI stimuliert. Dazu wurden jeweils 1.000.000 Milzzellen pro Kavitat in
einer 96-Kavitatenplatte mit 100 nM SGPSNTPPEI Peptid und 1 ug/ml Brefeldin A fur
sechs Stunden inkubiert. Einer entsprechenden Negativkontrolle wurde lediglich
Brefeldin A zugesetzt. Das Brefeldin A inhibiert die Sekretion des produzierten IFN-y,
so dass dieses nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mit spezifischen
Antikdrpern zur durchflusszytometrischen Analyse angefarbt werden konnte. Die
Zellen wurden dementsprechend nach der Peptidinkubation zunachst mit Antikorpern
gegen CD8 und CD90.1 beziehungsweise CD45.1 gefarbt, fixiert, permeabilisiert und
mit einem Antikorper gegen IFN-y gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Wie
in Abbildung 3.20 B zu sehen ist, produzierten sowohl St35- als auch St42-T-Zellen
nach der ex vivo Peptid-Restimulation IFN-y. So zeigten 22,7 % der St35-T-Zellen
und 25,7 % der St42-T-Zellen ein positives Signal fur IFN-y. In den lediglich mit
Brefeldin A-behandelten Zellen war entsprechend kein IFN-y-Signal zu messen.
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Abbildung 3.20: Sowohl in vivo aktivierte St35- als auch St42-T-Zellen sind funktionell.

Jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen wurden in B6-M&use adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-
beladenen BMDCs i.p. immunisiert.

A) 5 Tage nach der Immunisierung wurde die Funktionalitdt der Antwort in einem Standard in vivo
Zytotoxizitatstest Uberpriift. 16 Stunden nach der Injektion der Zielzellen wurden die Milzen der Tiere
zur durchflusszytometrischen Analyse der CFSE-markierten Zielzellen entnommen. Dargestellt sind
die CFSE Signale aus einer nicht immunisierten, sowie nach St35- beziehungsweise St42-Adoptiv-
Transfer immunisierten Mausen. Die Zahlen geben die durchschnittliche spezifische Lyse, sowie die
Standardabweichung aus 3 Werten an. Dargestellt sind reprasentative Einzelanalysen aus einem von
2 Experimenten mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe.

B) 5 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen die Milz entnommen und fir 6 Stunden mit
beziehungsweise ohne SGPSNTPPEI in Brefeldin A-haltigem Medium inkubiert. Die Zellen wurden
zunachst mit a-CD8-PE-, a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-PerCP-Antikdrpern gefarbt. Nach Fixierung
und Permeabilisierung wurde in Saponinpuffer mit einem a-IFN-y-APC-Antikérper gefarbt und die
Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist jeweils das IFN-y- und CD45.1-
beziehungsweise CD90.1-Signal auf CD8"-Lymphozyten mit beziehungsweise ohne vorherige Peptid-
Restimulation. Die Zahlen geben den Anteil der IFN-y*-Zellen an der Gesamtzahl der jeweiligen
transgenen CD8"-Zellen, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten
Einzelmessungen sind reprasentativ fir 6 unabhangig voneinander durchgefihrte Experimente mit
jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe.

Die Analyse der aktivierten St35- und St42-T-Zellen nach der Immunisierung mit DCs
in vivo zeigte, dass, abgesehen von der Anzahl der T-Zellen nach der Immunisierung
keine Unterschiede zwischen den beiden T-Zellklonen zu detektieren waren. Sowohl
die St35- als auch die St42-T-Zellen zeigten einen aktivierten Phanotyp, lysieren

spezifisch Peptid-beladene Zielzellen und produzieren nach ex vivo Peptid-
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Restimulation etwa die gleichen Mengen an IFN-y. Im Folgenden sollte nun die

in vivo Antwort der St-T-Zellen detaillierter untersucht werden.

3.3.2 Die Proliferation der St-CTLs in vivo hangt von der Anzahl der
APCs ab

Wie zuvor bei den in vitro Assays wurde auch hier die Antwort unter limitierenden
Bedingungen untersucht. Es wurde mit titrierten Zahlen von DCs immunisiert. Daflr
wurden wie zuvor B6-Mause mit 60.000 CD8" St35- beziehungsweise St42-T-Zellen
adoptiv transferiert und mit 1.000.000, 300.000, 100.000, 30.000 oder 10.000 p(l:C)-
aktivierten, 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen DCs i.p. immunisiert. Nach funf Tagen
wurde die transgene T-Zellantwort in der Milz der Tiere durchflusszytometrisch
analysiert. Neben der zur phanotypischen Analyse direkt durchgefuhrten Farbung der
Zellen auf CD8, CD45.1, CD90.1, CD44 und CD62L wurde zur funktionellen Analyse
eine exvivo Peptid-Restimulation der Zellen mit anschlielender intrazellularer
Zytokin-Analyse auf IFN-y durchgefihrt. In Abbildung 3.21 ist zu erkennen, dass
sowohl im St35- als auch im St42-Transfer der Anteil der transgenen T-Zellen mit
abnehmender Anzahl der zur Immunisierung verwendeten Zellen zurickging. So
betrug der Anteil der St35-T-Zellen in der Milz nach Immunisierung mit 1.000.000
DCs 15,7 %. Mit 12,3 % (300.000 DCs), 11,9 % (100.000 DCs) und 11,8 % (30.000
DCs) wurden uber einen grofden Bereich hinweg ahnliche Werte gemessen, erst bei
einer Immunisierung mit 10.000 DCs ging der Anteil der ST35-T-Zellen merklich auf
4,27 % zuruck. Betrachtete man dagegen die Werte aus dem St42-Transfer, so
ergab sich bei Immunisierungen mit hohen DC-Zahlen ein Anteil an transgenen T-
Zellen von 21,8 % beziehungsweise 25,4 %. Dieser sank uber 15,3 % (100.000 DCs)
beziehungsweise 12,0 % (30.000 DCs) schlieBlich auf 8,15 % ab.
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Abbildung 3.21: Die Expansion der St35- und St42-T-Zellen hingt jeweils von der Anzahl der
zur Immunisierung verwendeten DCs ab.

Jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen wurden in B6-Mause adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000, 300.000, 100.000, 30.000 oder 10.000 p(l:C)-
aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDC i.p. immunisiert. 5 Tage nach der
Immunisierung wurden die Milzen aus den Tieren entnommen und mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-
FITC- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikérpern zur durchflusszytometrischen Analyse gefarbt. Es sind die
Signale flir CD8 und CD45.1 beziehungsweise CD90.1 der Pl-Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen
geben den Anteil der CD45.1- beziehungsweise CD90.1-positiven Zellen an der gesamten CD8"-
Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten Einzelmessungen
eines Experiments sind reprasentativ fir 4 unabhangig voneinander durchgeflihrte Experimente mit
jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe.

Bei der Analyse des Anteils der T-Zellen in der Milz galt es hier zu beachten, dass
sehr grol’e Mengen an transgenen T-Zellen auftreten, die die Menge der in der Milz
vorhandenen T-Zellen deutlich verandern kdénnen. Deshalb kann die blolke Angabe
des Anteils der transgenen T-Zellen an der Gesamtheit der CD8-positiven Zellen mit
einem groRRen Fehler behaftet sein. Zudem kann die Anzahl der Milzzellen von Tier
zu Tier stark variieren, was die Genauigkeit dieser Angabe zusatzlich verschlechtert.
Aus diesem Grund wurde anhand der durchflusszytometrischen Daten der Anteil der
transgenen T-Zellen an der Gesamtmilzzellzahl bestimmt. Zusammen mit der
Bestimmung der absoluten Milzzellzahl durch Auszahlen der Zellsuspensionen in
einer Neubauer Zahlkammer konnte also die absolute Zahl der transgenen T-Zellen
in der Milz der Tiere bestimmt werden. So zeigte sich, dass eine Immunisierung mit
hohen DC-Zahlen das Anwachsen der St35-Zellpopulation auf 1.41 Millionen
(1.000.000DCs) beziehungsweise 1,01 Millionen (300.000 DCs) Zellen zur Folge
hatte. 100.000 DCs ergaben entsprechend 1.09 Millionen, 30.000 DCs 0,62 Millionen
und 10.000 DCs 0,50 Millionen St35-T-Zellen. Entsprechend der Analyse des
relativen Anteils der St-T-Zellen ergab auch diese Analyse dass die Population der

St42-T-Zellen deutlich grof3er war als die der St35-T-Zellen, so fanden sich nach der
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DC Immunisierung 2,54 Millionen (1.000.000 DCs), 2,80 Millionen (300.000 DCs),
1,73 (100.000 DCs), 1,06 Millionen (30.000 DCs) und 0,81 Millionen (10.000 DCs)
St42-T-Zellen in den Milzen der Mause.
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Abbildung 3.22: St35-T-Zellen zeigen in vivo eine geringere Expansion als die St42-T-Zellen.
Jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen wurden in B6-M&use adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000, 300.000, 100.000, 30.000 oder 10.000 p(l:C)-
aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der
Immunisierung wurden die Milzen aus den Tieren entnommen und die Gesamtzellzahl ermittelt. Eine
durchflusszytometrische Analyse der Zellen mit Antikérpern gegen CD8, CD45.1 und CD90.1 erlaubte
die Bestimmung des Anteils der transgenen T-Zellen an der Gesamtzellzahl und damit die
Berechnung der absoluten Anzahl der in der Milz enthalten transgenen T-Zellen. Gezeigt sind die
gemittelten transgenen T-Zellzahlen aus 4 unabhangig voneinander durchgefihrten Experimenten mit
jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe. Die eingezeichneten Fehler geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.

Betrachtete man den Phanotyp der T-Zellen, so zeigte sich, dass unabhangig von
der Menge der verwendeten DCs alle transgenen T-Zellen einen aktivierten
Phanotyp, also hohe CD44-und niedrige CD62L-Expression aufwiesen (nicht gezeigt).
Im Einklang mit diesen Daten und den zuvor gemachten Beobachtungen
bescheinigte die Analyse der IFN-y-Produktion der transgenen Zellen (Abbildung
3.23), dass alle analysierten Zellen in gleichem Malde das Zytokin produzierten. So
lie sich durchgehend ein Wert zwischen etwa 14,7 bis 23,2 % IFN-y-produzierender
St35-T-Zellen beziehungsweise 21,9 bis 29,4 % IFN-y produzierender St42-T-Zellen

messen.
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Abbildung 3.23: Die Funktionalitat der St35- und St42-T-Zellen hidngt nicht von der Anzahl der
zur Immunisierung verwendeten DCs ab.

Jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen wurden in B6-Mause adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000, 300.000, 100.000, 30.000 oder 10.000 p(l:C)-
aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der
Immunisierung wurde den Mausen die Milz entnommen und fir 6 Stunden mit SGPSNTPPEI in
Brefeldin A-haltigem Medium inkubiert. Die Zellen wurden zunachst mit a-CD8-PE-, a-CD45.1-FITC-
und a-CD90.1-PerCP-Antikdrpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde in
Saponinpuffer mit einem a-IFN-y-APC-Antikérper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch
analysiert. Gezeigt ist jeweils das IFN-y- und CD45.1- beziehungsweise CD90.1- Signal auf CD8'-
Lymphozyten. Die Zahlen geben den Anteil der IFN-y’-Zellen an der Gesamtzahl der jeweiligen
transgenen CD8"-Zellen, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten
Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fir 4 unabhangig voneinander durchgefihrte
Experimente mit jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe.

Wurde im Gegensatz zu titrierten Zahlen von DCs eine konstante Zahl von DCs
(1.000.000) zur Immunisierung verwendet, auf denen jedoch das Peptid titriert wurde
(0,1 nM bis 10 uyM), so ergab sich die gleiche Beobachtung. Der Transfer mit St35-T-
Zellen und anschlieBender Immunisierung resultierte wie zuvor beobachtet in einer
niedrigeren Zellzahl als beim Transfer der St42-T-Zellen. Es zeigte sich jedoch
erneut, dass St35- und St42-Zellen abgesehen davon dieselbe Antwort zeigten. So
reichte bei beiden T-Zellklonen eine Konzentration von 1 nM SGPSNTPPEI nicht
mehr aus um zu einer Proliferation und Aktivierung der T-Zellen zu fluhren (nicht
gezeigt). Wieder zeigten alle detektierten T-Zellen einen aktivierten Phanotyp und
produzierten nach Restimulation IFN-y.

Hier Iasst sich also zusammenfassend feststellen, dass sich St35 und St42 T-Zellen
auch invivo sehr ahnlich verhalten, beide T-Zellklone proliferieren nach
Immunisierung mit Peptid-beladenen, aktivierten DCs im Adoptiv-Transfermodell.
Dabei unterscheiden sich die beiden Klone jedoch im Umfang der induzierten
Antwort. St42-T-Zellen zeigen eine deutlich starkere Expansion als die St35-T-Zellen.

Es zeigt sich, dass sich die erhaltenen Zellen weder phanotypisch noch funktionell
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voneinander unterscheiden. Aullerdem verandert sich der Umfang der Expansion
beider T-Zellklone in gleichem MalRe bei Variation der Anzahl der APC und der

Menge des spezifischen Antigens.

3.4 Kompetition von St-Zellen

Wie bereits eingangs erwahnt, konnte die Kompetition von T-Zellen um Antigen als
einer der Mechanismen, die die Immunodominanz verursachen, identifiziert werden.
Die bisher publizierten Daten beruhen jedoch auf Adoptiv-Transfermodellen, bei
denen relativ grolle Mengen an hochaffinen transgenen T-Zellen in Wild-Typ-Mause
Ubertragen werden und die entsprechende endogene Antwort unterdriicken (Kedl et
al., 2003; Probst et al.,, 2003). Entsprechend lassen diese Studien keine
Ruckschlusse auf den Einfluss der Vorlauferfrequenz auf die T-Zell-Kompetition zu.
Zudem konnte keine Aussage Uber den Phanotyp und die Funktionalitat der in der
Kompetition unterlegenen T-Zellen gemacht werden. Entsprechende Experimente
sollten nun mit dem hier etablierten St35/42-Modell durchgefiihrt werden, da es den
Vergleich zweier, abgesehen von der TCR Dichte, nahezu identischer T-Zellklone
erlaubt. Der adoptive Transfer der T-Zellen erlaubt zudem die Kontrolle der Vorlaufer-
Frequenzen der T-Zellen. Im Folgenden sollte also das St-Modell angewendet

werden, um der Frage nachzugehen, ob CD8*-Zellen um APCs konkurrieren.

3.4.1 St-Zellen zeigen in vitro keine Kompetition

Um eine Kompetition der St-Zellen zu untersuchen, wurden zunachst in vitro
Versuche durchgeflhrt. Hierbei wurden St35- und St42-T-Zellen mit CFSE markiert
und jeweils zusammen und getrennt mit DCs analog der oben beschriebenen in vitro
Versuche inkubiert. Hierbei wurden, wie oben bereits beschrieben, die zur
Aktivierung verwendeten DCs, sowie die Konzentration des Peptids auf den DC
variiert. Zudem wurde in den Kokulturen der beiden T-Zellklone das
Mengenverhaltnis der T-Zellen titriert. Es zeigte sich jedoch in keinem der
durchgefuhrten Experimente ein Anzeichen von Kompetition der T-Zellen
untereinander. So zeigten kokultivierten T-Zellen stets die gleiche Proliferation,
Aktivierung und Funktion wie die Zellen die separat mit den DCs inkubiert wurden
(nicht gezeigt). Es lieRen sich also in den in vitro Experimenten keine Bedingungen

finden, unter denen sich die St-T-Zellen in ihrer Aktivierung gegenseitig beeinflussten.
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3.4.2 Endogene CTLs werden nach adoptivem Transfer von St-CTLs
nicht aktiviert

In den bisher beschriebenen Kompetitionsmodellen wurde beobachtet, dass die
transferierten transgenen T-Zellen jeweils die endogene Antwort derselben Spezifitat
annahernd vollstandig unterdriickten (Kedl et al., 2000; Probst et al., 2003). Es sollte
also zunachst uberpruft werden, ob sich dieselben Beobachtungen auch im St-
Modell machen lieken, ob also die transferierten St-Zellen mit den endogenen
SGPSNTPPEI-spezifischen T-Zellen um das Antigen konkurrieren und deren Antwort
unterdricken. Hierzu wurden jeweils 60.000 St35- beziehungsweise St42-T-Zellen in
B6-Mause transferiert und diese mit 1.000.000 SGPSNTPPEI-beladenen (100 nM),
p(l:C)-aktivierten DCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurde mittels
einer durchflusszytometrischen Analyse der Blutlymphozyten der Anteil der
endogenen SGPSNTPPEI-spezifischen CD8"-T-Zellen bestimmt. Hierflir wurden die
entnommenen Blutproben zunachst einer hypotonen Erythrozytenlyse unterzogen
und anschlieBend mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen CD8, CD45.1
beziehungsweise CD90.1, CD44, CD62L und einem SGPSNTPPEI-H2-D°-DimerX
gefarbt und gemessen. Der DimerX erlaubte die Analyse des Anteils der
SGPSNTPPEI-spezifischen Zellen an den nicht transgenen CD8*-T-Zellen. Wie in
Abbildung 3.24 zu sehen ist resultiert die entsprechende DC Immunisierung in B6
Mausen ohne adoptiv transferierte T-Zellen in einem Anteil von 2,34 %
SGPSNTPPEI-spezifischen T-Zellen, diese zeigten alle eine hohe CD44-Expression
sowie eine niedrige CD62L-Expression (nicht gezeigt). Im Vergleich dazu liel3en sich
in den Mausen die vor der Immunisierung mit St35- oder St42-T-Zellen adoptiv
transferiert wurden, mit gemessenen Werten von 0,21 % und 0,15 % keine
endogenen SGPSNTPPEI-spezifischen T-Zellen nachweisen. Hier entsprach der
Wert dem der nicht immunisierten Kontrolle von 0,18 % (nicht gezeigt). Es liel3 sich
also feststellen, dass auch im St-Modell der Transfer der transgenen T-Zellen zum

vollstandigen Verlust der endogenen CTL-Antwort flhrte.
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Abbildung 3.24: Adoptiver Transfer von St35- oder St42-T-Zellen inhibieren die endogene
SGPSNTPPEI-H2-D" spezifische CD8-Antwort.

Jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen wurden in B6-Mé&use adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden diese Tiere, sowie Tiere ohne jeglichen adoptiven Transfer mit 1.000.000
p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der
Immunisierung wurde den Mausen Blut entnommen und zur durchfluBzytometrischen Analyse mit a-
CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-FITC-, a-CD90.1-PE-Cy7- und a-CD44-APC-Antikdrpern, sowie einem PE-
markierten SGPSNTPPEI-H2-D -DimerX gefarbt. Es sind die Signale fir CD44 und SGPSNTPPEI-
H2-D°-DimerX der CD8'CD45.1°CD90.1°PI-Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der
SGPSNTPPEI-H2-D°-DimerX'CD44" Zellen an der gesamten CD8"CD45.1°CD90.1-Population, sowie
die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten Einzelmessungen eines Experiments
sind reprasentativ fir 3 unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente mit jeweils 3 Mausen pro
Gruppe.

3.4.3 St42-CTLs proliferieren in vivo auf Kosten der St35-CTLs

Nachdem also gezeigt werden konnte, dass sich das System, entsprechend zuvor
beschriebener Modelle prinzipiell zur Analyse der Kompetition von T-Zellen in vivo
eignete, sollte nun Uberpruft werden, ob sich eine Kompetition der beiden transgenen
T-Zelllinien untereinander in vivo beobachten liele.

So wurden in einem ersten Ansatz 60.000 St35- und 60.000 St42-T-Zellen in
dieselbe B6-Empfangermaus adoptiv transferiert. Diese wurde dann mit 1.000.000
SGPSNTPPEI-beladenen (100 nM) und p(l:C)-aktivierten DCs i.p. immunisiert. 5
Tage nach der Immunisierung wurden die Mause getdtet und die Milzen zur
durchflusszytometrischen Analyse entnommen. Eine Farbung mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CD8, CD90.1, CD45.1, CD44 und CD62L
erlaubte die Analyse des Anteils des jeweiligen T-Zellklons an der Gesamtzahl der in
der Milz enthaltenen CD8"-T-Zellen, sowie deren Aktivierungszustand. Eine ex vivo
Peptid-Restimulation mit anschlieBender durchflusszytometrischer, intrazellularer

Zytokin-Analyse erlaubte eine Aussage uber die Funktionalitat der T-Zellen.
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Abbildung 3.25: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs beim adoptiven Kotransfer

Wie in Abbildung 3.26 A zu sehen ist, resultierte die Immunisierung von Mausen
nach dem adoptiven Transfer beider T-Zellklone in einer Expansion der St42 T-Zellen
(18,7 %), die sich von der Expansion im Einzeltransfer (20,9 %) praktisch nicht
unterschied. Betrachtete man dagegen die Expansion der St35-T-Zellen im
Kotransfer (4,23 %) gegen den Einzeltransfer (12,5 %), so war deutlich zu erkennen,
dass die mitaktivierten St42-T-Zellen die Expansion der St35-T-Zellen stark hemmten.
Im Gegensatz zur gemessenen reduzierten Expansion der St35-T-Zellen zeigte sich,
dass sich der Phanotyp der Zellen nicht von dem, der im Einzeltransfer expandierten,
St35-T-Zellen unterschied (nicht gezeigt). Die entsprechende Beobachtung traf auch
auf die St42-T-Zellen zu; die Zellen zeigten im Einzel- und im Kotransfer jeweils
einen aktivierten Phanotyp im Bezug auf die CD44-und CD62L-Expression. Die
funktionelle Analyse der transgenen T-Zellen ergab ebenfalls in beiden Fallen keine
Unterschiede zwischen den T-Zellen aus dem Einzel- und dem Kotransfer. So
produzieren 19,3 % der St35 T-Zellen aus dem Einzeltransfer beziehungsweise
22,4 % der St35-T-Zellen aus dem Kotransfer nach Restimulation IFN-y. Bei den
St42-T-Zellen lielRen sich entsprechend 24,9 % beziehungsweise 19,8 % messen.
Eine Analyse der Lymphknotenzellen erbrachte ein ahnliches Ergebnis (nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.26: St42-T-Zellen inhibieren die Expansion von St35-T-Zellen bei Kotransfer.

Es wurden jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen einzeln oder 60.000 CD8"-
St35- und St42-Milzzellen zusammen in B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden spater wurden die
Tiere mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI beladenen BMDCs i.p.
immunisiert.

A) 5 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzen aus den Tieren entnommen und mit a-CD8-
APC-Cy7-, a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikdrpern zur durchflusszytometrischen Analyse
gefarbt. Es sind die Signale fur CD8 und CD45.1 beziehungsweise CD90.1 der PI'-Lymphozyten
gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der CD45.1- beziehungsweise CD90.1-positiven Zellen an der
gesamten CD8"-Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten
Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fur 4 unabhangig voneinander durchgefiihrte
Experimente mit jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe.

B) 5 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen die Milz entnommen und fiir 6 Stunden mit
SGPSNTPPEI in Brefeldin A-haltigem Medium inkubiert. Die Zellen wurden zunachst mit a-CD8-PE-,
a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-PerCP-Antikérpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung
wurde in  Saponinpuffer mit einem a-IFN-y-APC-Antikérper gefarbt und die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist jeweils das IFN-y- und CD45.1- beziehungsweise
CD90.1-Signal auf CD8'-Lymphozyten. Die Zahlen geben den Anteil der IFN-y*-Zellen an der
Gesamtzahl der jeweiligen transgenen CD8"-Zellen, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.
Die abgebildeten Einzelmessungen sind reprasentativ fir 4 unabhangig voneinander durchgefiihrte
Experimente mit jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe.
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Es stellte sich also heraus, dass die St42-T-Zellen in vivo die Expansion der St35-T-
Zellen behinderten, dass also Kompetition der T-Zellen um die APCs stattfand. In
weiteren Experimenten sollte nun Uberpruft werden, ob sich durch eine Limitierung
der APC ein ausgepragterer Effekt der Kompetition erkennen liel3e.

Hierzu wurden in weiteren Experimenten je 60.000 transgene T-Zellen beider Linien
in die gleichen Empfangertiere transferiert und die Tiere mit titrierten Mengen an
SGPSNTPPEI-beladenen (100 nM) und p(l:C)-aktivierten DCs i.p. immunisiert. 5
Tage nach der Immunisierung wurden die T-Zellantworten wie zuvor phanotypisch
und funktionell analysiert.

Wie in Abbildung 3.27 zu sehen ist, ergaben sich bei Betrachtung der Expansion der
St42-T-Zellen mit Anteilen von 15,5 % (1.000.000 DCs), 17,5 % (300.000 DCs),
15,7 % (100.000 DCs), 11,2 % (30.000 DCs) und 6,13 % (10.000 DCs) an der
Gesamtzahl der CD8"-T-Zellen dhnlich Werte wie in den Einzeltransfer-Experimenten
(vgl. Abbildung 3.20). Bei den St35-T-Zellen dagegen liel3en sich Anteile von 3,92 %
(1.000.000 DCs), 4,84 % (300.000 DCs), 3,86 % (100.000 DCs), 3,33 % (30.000 DCs)
und 1,91 % (10.000 DCs) messen. Diese Werte lagen bei allen DC-Mengen deutlich

unter der im Einzeltransfer gemessenen Expansion (vgl. Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.27: Die Suppression der St35-T-Zellen im Kotransfer mit St42-T-Zellen ist nicht von
der Menge der zur Inmunisierung verwendeten DCs abhiéngig.

Jeweils 60.000 CD8"-St35- und St42-Milzzellen wurden zusammen in B6-Mause adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000, 300.000, 100.000, 30.000 oder 10.000 p(l:C)-
aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der
Immunisierung wurden die Milzen aus den Tieren entnommen und mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-
FITC- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikdrpern zur durchflusszytometrischen Analyse gefarbt. Es sind die
Signale fir CD8 und CD45.1 beziehungsweise CD90.1 der PI-Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen
geben den Anteil der CD45.1- beziehungsweise CD90.1-positiven Zellen an der gesamten CD8'-
Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten Einzelmessungen
eines Experiments sind reprasentativ fir 4 unabhangig voneinander durchgeflihrte Experimente mit
jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe.
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Berechnete man hier anhand des Anteils der transgenen T-Zellen an der Gesamtzahl
der Milzzellen und der absoluten Anzahl der Milzzellen die absolute Anzahl der
transgenen T-Zellen, so ergab sich auch hier dieselbe Beobachtung. Es fanden sich
mit 1,88 Millionen (1.000.000 DCs), 2,34 Millionen (300.000 DCs), 1,79 Millionen
(100.000 DCs), 1,14 Millionen (30.000 DCs) und 0,86 Millionen (10.000 DCs) St42-
T-Zellen in den Milzen ahnlich viele Zellen wie in den Einzeltransfer-Experimenten
(vgl. Abbildung 3.22). Auch bezuglich dieses Parameters bedeuten hier Werte von
0,46 Millionen (1.000.000 DCs), 0,25 Millionen (300.000 DCs), 0,13 Millionen
(100.000 DCs), 0,21 Millionen (30.000 DCs) und 0,21 Millionen St35-T-Zellen in den
Milzen deutlich geringere Werte als in den Einzeltransfers (vgl. Abbildung 3.22).

Die Analyse des Phanotyps der transgenen T-Zellen ergab im Bezug auf die CD44-
und CD62L-Expression erneut keinen Unterschied zwischen den St35- und St42-T-
Zellen. Es war in beiden Fallen unabhangig von der Anzahl der zur Immunisierung

verwendeten DCs, ein aktivierter Phanotyp zu detektieren (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.28: St35-T-Zellen zeigen bei Kompetition gegen St42-T-Zellen gleich bleibende
Expansion, unabhangig von der Anzahl der zur Inmunisierung verwendeten DCs.

Jeweils 60.000 CD8"-St35- und St42-Milzzellen wurden zusammen in B6-Mause adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000, 300.000, 100.000, 30.000 oder 10.000 p(I:C)-
aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der
Immunisierung wurden die Milzen aus den Tieren enthommen und die Gesamtzellzahl ermittelt. Eine
durchflusszytometrische Analyse der Zellen mit Antikbrpern gegen CD8, CD45.1 und CD90.1 erlaubte
die Bestimmung des Anteils der transgenen T-Zellen an der Gesamtzellzahl und damit die
Berechnung der absoluten Anzahl der in der Milz enthalten transgenen T-Zellen. Gezeigt sind die
gemittelten transgenen T-Zellzahlen aus 4 unabhéangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit
jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe. Die eingezeichneten Fehler geben den Standardfehler des
Mittelwertes an.
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Das gleiche Ergebnis brachte die Analyse der Funktionalitdt der T-Zellen im
intrazellularen IFN-y-Test. So liel} sich in den St42-T-Zellen bei Immunisierung mit
allen DC-Mengen ein ahnlich hoher Anteil an IFN-y-produzierenden Zellen messen
(Abbildung 3.29). Die Werte lagen entsprechend bei 23,9 %; 30,6 %; 27,6 %; 20,6 %
beziehungsweise 19,1 %. Bei den St35-T-Zellen zeigte sich das gleiche Resultat, es
wurden Werte von 18,2 %; 21,5 %; 16,4 %; 18,1 % und 7,77 % gemessen.

1.000.000 DCs 300.000 DCs 100.000 DCs 30.000 DCs 10.000 DCs

St35

CD45.1

St42

CD90.1

Abbildung 3.29: Die Kompetition hat keinen Einfluss auf die Funktionalitat der St35-T-Zellen.
Jeweils 60.000 CD8"-St35- und St42-Milzzellen wurden zusammen in B6-Mause adoptiv transferiert.
24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000, 300.000, 100.000, 30.000 oder 10.000 p(l:C)-
aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der
Immunisierung wurde den Mausen die Milz entnommen und fir 6 Stunden mit SGPSNTPPEI in
Brefeldin A-haltigem Medium inkubiert. Die Zellen wurden zunachst mit a-CD8-PE-, a-CD45.1-FITC-
und a-CD90.1-PerCP-Antikdrpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde in
Saponinpuffer mit einem a-IFN-y-APC-Antikérper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch
analysiert. Gezeigt ist jeweils das IFN-y- und CD45.1- beziehungsweise CD90.1-Signal auf CD8"-
Lymphozyten. Die Zahlen geben den Anteil der IFN-y*-Zellen an der Gesamtzahl der jeweiligen
transgenen CD8"-Zellen, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten
Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fur 4 unabhangig voneinander durchgefiihrte
Experimente mit jeweils 2 bis 3 Mausen pro Gruppe.

Hier zeigte sich also, dass sich das St-Modell zur Analyse der T-Zell-Kompetition
in vivo eignete. So behinderten die St42-T-Zellen im Kotransfer die Expansion der
mittransferierten St35-T-Zellen. Die Grolle der Effektorpopulation war im Vergleich
zum Einzeltransfer der St35-T-Zellen deutlich reduziert. Die Menge der St35-
Effektor-T-Zellen ging jedoch bei sinkender Zahl der zur Immunisierung verwendeten
DCs nicht weiter zurlick. Unter den kompetitiven Bedingungen erreichte die St35-
Effektortpopulation also stets in etwa die gleiche GroRe. Im Gegensatz dazu liel3en
sich bei den St42-T-Zellen keine Auswirkungen der Kompetition auf deren
Aktivierung messen. Die Analyse des Aktivierungszustandes und der Funktionalitat

aller erhaltenen Effektorzellen zeigte, dass die Kompetition, abgesehen von der
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Expansion der St35-T-Zellen, keinen Einfluss auf die induzierte T-Zellantwort zu
haben schien.

Wurden die Tiere nach dem Kotransfer beider T-Zellpopulationen mit groeren
Mengen an DCs (bis zu 10.000.000) immunisiert, so hatte dies keinen Einfluss auf
die T-Zellantwort, die volle Expansion der St35-T-Zellen konnte also selbst durch
Immunisierung mit grolen Mengen an DCs nicht erreicht werden (nicht gezeigt). In
weiteren Experimenten wurde die Menge des auf die DCs geladenen Peptids
ausgehend von 100 nM zu hdheren und niedrigeren Konzentrationen hin verandert
und die Tiere mit je 1.000.000 p(l:C) aktivierten DCs i.p. immunisiert. Auch hier lief3
sich kein Einfluss der Peptid-Konzentration auf die Kompetition der beiden T-
Zellklone erkennen (nicht gezeigt).

Zuletzt wurden in einem Kotransferexperiment die Peptid-beladenen (100 nM) DCs
i.p. und i.v. injiziert. Auch diese Veranderung der Versuchsbedingungen hatte keinen
Einfluss auf das Ergebnis, so wurde auch hier die St35-Antwort in zuvor

beobachtetem Umfang durch die St42-T-Zellen inhibiert (nicht gezeigt).

3.4.4 In der Kompetition unterlegene St35-CTLs sind bis zu 40 Tage
nach Immunisierung immer noch in der Peripherie zu finden

Nachdem sich in den oben beschriebenen Experimenten kein Unterschied zwischen
den in der Kompetition gegen die St42-T-Zellen unterlegenen, und den im
Einzeltransfers generierten St35-T-Zellen ergab, sollte die Analyse des zeitlichen
Verlaufes der T-Zellantwort nach der Kompetition zeigen, inwiefern sich diese
Antwort und die Antwort nach Einzeltransfer Uber den flnften Tag nach der
Immunisierung hinaus ahneln.

Dazu wurden jeweils 60.000 St35- und St42-T-Zellen in dieselbe Empfangermaus
transferiert und die Tiere mit 1.000.000 SGPSNTPPEI-beladenen (100 nM) und
p(l:C)-aktivierten DCs i.p. immunisiert. Die Antwort wurde anhand einer
durchflusszytometrischen Analyse der Blutlymphozyten an verschiedenen Tagen
nach der Immunisierung verfolgt und mit der Antwort in einzeltransferierten Tieren
verglichen (vgl. Abbildung 3.18).

Verglich man, wie in Abbildung 3.30 dargestellt, die St35- und St42-Antworten nach
Ko- und Einzeltransfer, so war deutlich zu erkennen, dass sich bezlglich der St42-
Expansion keine Unterschiede zwischen Kompetitions- und

Einzeltransferbedingungen erkennen lielen. Es zeigten sich Uber den gesamten
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beobachteten Zeitraum hinweg keine Unterschiede beziglich der Menge der Zellen.
Betrachtete man dagegen die St35-Antwort so war auch hier zu erkennen, dass
diese unter Kompetitionsbedingungen deutlich schwacher ausfiel. Zu erkennen war
zudem, dass, abgesehen von der geringeren Expansion, der zeitliche Verlauf dem
Verlauf unter Einzeltransferbedingungen entsprach. Nach etwa 10 Tagen fand eine
Kontraktion der Population statt, die dabei erreichte Zellzahl blieb dann bis zum 40.

Tag nach der Immunisierung annahernd konstant.
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Abbildung 3.30: Die durch Kompetition reduzierte St35-Antwort zeigt denselben Zeitverlauf wie
die St35-Antwort im Einzeltransfer.

Es wurden jeweils 60.000 CD8"-St35- (offene Symbole) beziehungsweise St42- (gefiillte Symbole)
Milzzellen einzeln oder 60.000 CD8"-St35- und St42-Milzzellen zusammen in B6-Mause adoptiv
transferiert. 24 Stunden spater wurden die Tiere mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM
SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. An verschiedenen Tagen nach der Immunisierung
wurden den Tieren Blutproben zur durchflusszytometrischen Analyse der Lymphozyten enthommen.
Die Zellen wurden mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikérpern gefarbt.
Die Graphen zeigen fir den jeweiligen Tag nach der Immunisierung den Anteil der CD45.1-
beziehungsweise CD90.1-positiven Zellen an der gesamten CD8'PI-Population, sowie die
Standardabweichung aus 3 Werten. Gezeigt sind die Werte eines Experiments von 2 unabhangig
voneinander durchgeflihrten Experimenten.
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Eine Analyse der Milz, der Lymphknoten und des Knochenmarks der Tiere 40 Tage
nach der Immunisierung zeigte, wie in Abbildung 3.31 dargestellt ist, dass sowohl in
den ko- als auch in den einzeltransferierten Tieren transgene T-Zellen zu finden
waren. Auch hier zeigte sich bei den St42-T-Zellen kein Unterschied zwischen den
ko- und einzeltransferierten Tieren. In der Milz wurde ein Anteil von 1,980 % und
1,672 %, in den Lymphknoten von 0,793 % und 0,813 %, sowie im Knochenmark von
1,085 % und 0,864 % gemessen. Bei Betrachtung der St35-Zellen zeigte sich bei
den Zellzahlen ein deutlicher Unterschied zwischen Antworten im Einzeltransfer und
im Kotransfer. So fanden sich im Einzeltransfer mit 0,889 % transgenen Zellen
deutlich mehr als nach Kompetition in der Milz (0,221 %). Entsprechend wurden in
den Lymphknoten 0,568 % gegen 0,017 % und im Knochenmark 0,271 % gegen
0,076 % gemessen. Die Analyse der CD44- und CD62L-Expression ergab auch hier
bei allen gemessen transgenen T-Zellen unabhangig von der Zellline und den
Bedingungen bei der Aktivierung dasselbe Resultat, so waren alle Zellen CD44-
hochexprimierend und jeweils etwa 50 bis 60 % CD62L-hochexprimierend (nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.31: St35-T-Zellen aus einer durch Kompetition reduzierten Antwort sind bis zu 40
Tage nach der Immunisierung nachweisbar.

Es wurden jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen einzeln oder 60.000 CD8"-
St35- und St42-Milzzellen zusammen in B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden spater wurden die
Tiere mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p.
immunisiert. 40 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzen, die Lymphknoten und das
Knochenmark aus den Tieren entnommen und mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-
PE-Cy7-Antikérpern zur durchflusszytometrischen Analyse gefarbt. Es sind die Signale fir CD8 und
CD45.1 beziehungsweise CD90.1 der jeweiligen PI-Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den
Anteil der CD45.1- beziehungsweise CD90.1-positiven Zellen an der gesamten CD8"-Population,
sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Dargestellt sind reprasentative Einzelanalysen aus
einem von 2 unabhangigen Experimenten mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe.

Um die Fahigkeit der T-Zellen zur Produktion von IFN-y zu testen, wurden die
Milzzellen nach der Entnahme zunachst mit 100 nM SGPSNTPPEI-Peptid Uber
Nacht inkubiert und vor der Farbung zur durchflusszytometrischen intrazellularen
IFN-y-Analyse flur weitere 6 Stunden mit 100 nM SGPSNTPPEI-Peptid und 1 ug/ml
Brefeldin A inkubiert. Wie in Abbildung 3.32 zu sehen ist produzierten sowohl St35-
als auch St42-T-Zellen nach Peptid-Restimulation IFN-y. So fanden sich nach
entsprechender ex vivo Peptid-Restimulation 50,3 % IFN-y-positive Zellen unter den
St35- und 36,4 % IFN-y-positive Zellen unter den St42-Zellen. In den T-Zellen die

unter kompetitiven Bedingungen aktiviert wurden, fanden sich entsprechend 41,2 %
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(St35) beziehungsweise 42,1 % (St42) IFN-y-positive Zellen. Es liel3 sich also auch
hier kein Unterschied zwischen St35-T-Zellen, die im Kotransfer aktiviert wurden und

St35 T-Zellen, die im Einzeltransfer aktiviert wurden, erkennen.
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Abbildung 3.32: St35-T-Zellen aus einer durch Kompetition reduzierten Antwort sind bis zu 40
Tage nach der Immunisierung funktionell.

Es wurden jeweils 60.000 CD8"-St35- beziehungsweise St42-Milzzellen einzeln oder 60.000 CD8"-
St35- und St42-Milzzellen zusammen in B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden spater wurden die
Tiere mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p.
immunisiert. 40 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzen der Mause entnommen und
zundchst fur 12 Stunden mit SGPSNTPPEI inkubiert, nach weiteren 6 Stunden mit SGPSNTPPEI in
Brefeldin A-haltigem Medium wurden die Zellen zunachst mit a-CD8-PE-, a-CD45.1-FITC- und o-
CD90.1-PerCP-Antikérpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde in Saponinpuffer mit
einem a-IFN-y-APC-Antikdrper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist
der Anteil der IFN-y*-Zellen an der Gesamtzahl der jeweiligen transgenen CD8"-Zellen, sowie die
Standardabweichung aus 3 Werten an. Gezeigt sind die Werte eines Experiments von 2 unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Erneut lasst sich also klar beobachten, dass die in der Kompetition um die APCs
unterlegenen St35-T-Zellen lediglich eine verringerte Expansion zeigen. Die
erhaltenen Effektorzellen sind jedoch vollstandig aktiviert und funktionell. Ebenso
bildet sich eine zwar in der GroRe reduzierte, jedoch funktionelle

Gedachtnispopulation aus.

3.4.5 St35-CTLs proliferieren in vivo bei Transfer groBerer Mengen
an St35-Zellen auf Kosten der St42-CTLs

In allen bisher gezeigten Experimenten konnten keine Bedingungen gefunden
werden, unter denen trotz Anwesenheit der St42-Zellen eine maximale Aktivierung
der St35-T-Zellen zu beobachten war. Eine mdgliche Erklarung hierfir ware, dass
der Transfer von 60.000 St42-Zellen ausreichte, um selbst die grofte zufihrbare

Menge an Antigen abzusattigen und so die vollstandige Aktivierung der St35-Zellen
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unter allen bisher beobachteten Bedingungen abzublocken. Aus diesem Grund
sollten im Folgenden Experimente durchgeflihrt werden, bei denen, bei konstanter
Anzahl an St35-T-Zellen titrierte Mengen an St42-T-Zellen transferiert wurden.
Dementsprechend wurden also jeweils 200.000 St35-T-Zellen in B6 Mause
transferiert, daneben erhielten die Mausen einen Transfer von 200.000, 60.000,
20.000, 6.000 oder keinen St42-T-Zellen. Anderen Mausen wurden lediglich die
entsprechenden Mengen an St42-T-Zellen transferiert. Nach dem Transfer wurden
die Mause mit 1.000.000 SGPSNTPPEI-beladenen (100 nM) und p(l:C)-aktivierten
DCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurden die Mause getétet und
die Milzen der Tiere zur durchflusszytometrischen Analyse entnommen,
entsprechend prapariert und mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefarbt. Wie in
Abbildung 3.33 zu sehen ist, resultierte die Reduktion der Menge der St42-Zellen im
Kotransfer in der Tat in einer starkeren Expansion der St35-T-Zellen. So zeigte sich,
ab einem St35- zu St42-Adoptiv-Transferverhaltnis von 10 zu 1 eine Expansion der
St35-T-Zellen die in etwa mit der Expansion im Einzeltransfer zu vergleichen war.
Der Anteil der St35-T-Zellen an der gesamten CD8"-Population betrug bei einem
Transferverhaltnis von 1:1 und 3:1 noch 2,74 % und 2,79 %, stieg dann aber bei
einem Verhaltnis von 10:1 und 30:1 auf 10,3 % beziehungsweise 13,1 % an, was in
etwa dem Wert aus des Einzeltransfer entsprach (16,4 %). Entsprechend umgekehrt
verhielt sich die Expansion der St42-T-Zellen, so waren bei den grolden
Transfermengen 15,3 % beziehungsweise 12,3 % der CD8'-T-Zellen St42-Zellen,
dieser Wert fiel bei einem Transfer von nur 20.000 beziehungsweise 6.000 St42 T-
Zellen auf 5,46 % und 2,52 % ab. Wurden dagegen lediglich die entsprechenden
Mengen an St42 T-Zellen transferiert, so ergaben sich mit 21,2 %; 18,3 %; 12,1 %
und 12,7 % durchgehend ahnliche Werte, unabhangig von der Ausgangszahl der
St42-T-Zellen.
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Abbildung 3.33: Hohe St35-Vorlauferzahlen supprimieren die St42-Antwort im Kotransfer.
Jeweils 200.000 CD8'-St35- wurden alleine sowie zusammen mit 200.000, 60.000, 20.000
beziehungsweise 6.000 St42-Milzzellen in B6-Mause adoptiv transferiert. Entsprechend wurden
200.000, 60.000, 20.000 oder 6.000 St42-Milzzellen einzeln in B6-Mause transferiert. 24 Stunden
spater wurden diese Tiere, sowie Tiere ohne Transfer mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM
SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzen
aus den Tieren entnommen und mit a-CD8-APC-Cy7-, a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-PE-Cy7-
Antikdrpern zur durchflusszytometrischen Analyse gefarbt. Es sind die Signale fir CD8 und CD45.1
beziehungsweise CD90.1 der PI'-Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der CD45.1-
beziehungsweise CD90.1-positiven Zellen an der gesamten CD8'-Population, sowie die
Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten Einzelmessungen eines Experiments sind
reprasentativ fir 2 unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente mit jeweils 3 Mausen pro
Gruppe.

Berechnete man hier jeweils die in der Milz vorhandene absolute Anzahl der St-
Zellen, so ergab sich ein identisches Bild (siehe Abbildung 3.34). So lieRen sich im
Kotransfer mit den hohen Zahlen an St42-T-Zellen 0,43 Millionen beziehungsweise
0,60 Millionen St35-T-Zellen in den Milzen zahlen; dieser Wert naherte sich bei
niedrigen St42-Zellzahlen dem Wert von 1,64 Millionen aus dem Einzeltransfer mit
1,38 Millionen und 1,32 Millionen gezahlten Zellen an. Entsprechend zahlte man bei
den St42-T-Zellen bei hohen Transferzahlen 2,12 Millionen beziehungsweise
2,01 Millionen und 1,45 Millionen beziehungsweise 0,36 Millionen bei den niedrigen
Transferzahlen. Auch hier war die Anzahl der St42-Zellen im Einzeltransfer mit
2,25 Millionen; 2,40 Millionen; 1,80 Millionen und 1,70 Millionen Uuber alle

Titrationsstufen hinweg relativ stabil.
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Abbildung 3.34: Hohe St35-Vorlauferzahlen resultieren in verstarkter Expansion der St35-T-
Zellen im Kotransfer mit St42-T-Zellen.

Jeweils 200.000 CD8°-St35- wurden alleine sowie zusammen mit 200.000, 60.000, 20.000
beziehungsweise 6.000 St42-Milzzellen in B6-Mause adoptiv transferiert. Entsprechend wurden
200.000, 60.000, 20.000 oder 6.000 St42-Milzzellen einzeln in B6-Mause transferiert. 24 Stunden
spater wurden diese Tiere, sowie Tiere ohne Transfer mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM
SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzen
aus den Tieren entnommen und die Gesamtzellzahl ermittelt. Eine durchflusszytometrische Analyse
der Zellen mit Antikérpern gegen CD8, CD45.1 und CD90.1 erlaubte die Bestimmung des Anteils der
transgenen T-Zellen an der Gesamtzellzahl und damit die Berechnung der absoluten Anzahl der in der
Milz enthalten transgenen T-Zellen. Gezeigt sind die gemittelten transgenen T-Zellzahlen aus 2
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe. Die
eingezeichneten Fehler spiegeln den Standardfehler des Mittelwertes wider.

Wie in allen vorhergehenden Experimenten zeigten auch hier alle analysierten T-
Zellen denselben aktivierten Phanotyp, unabhangig von den Bedingungen wahrend
der Aktivierung (nicht gezeigt). Entsprechend ist in Abbildung 3.35 zu sehen, dass
auch die Produktion von IFN-y nach ex vivo Peptid-Restimulation unabhangig von
den Bedingungen wahrend der Aktivierung war. So produzierten die St35-T-Zellen
unabhangig von der Zahl der transferierten St42-T-Zellen etwa zu einem ahnlichen
Prozentsatz IFN-y (14,3 %; 12,5 %; 10,5 %; 13,7 %; 11,9 %). Dasselbe galt fur die
St42-T-Zellen aus dem St35-Kotransfer, hier waren ebenfalls mit 21,0 %; 15,2 %;
12,3 % und 15,8 % durchgehend ahnliche Werte zu messen. Diese entsprachen
aullerdem etwa den Werten aus den Einzeltransfers (10,7 %; 15,9 %; 10,7 %;
13,4 %).
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Abbildung 3.35: Die Kompetition mit groBen Mengen an St35-T-Zellen hat keinen Einfluss auf
die Funktionalitit der St42-T-Zellen

Jeweils 200.000 CD8°-St35- wurden alleine sowie zusammen mit 200.000, 60.000, 20.000
beziehungsweise 6.000 St42-Milzzellen in B6-Mause adoptiv transferiert. Entsprechend wurden
200.000, 60.000, 20.000 oder 6.000 St42-Milzzellen einzeln in B6-Mause transferiert. 24 Stunden
spater wurden diese Tiere, sowie Tiere ohne Transfer mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM
SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurde den
Mausen die Milz entnommen und fir 6 Stunden mit SGPSNTPPEI in Brefeldin A-haltigem Medium
inkubiert. Die Zellen wurden zundchst mit a-CD8-PE-, a-CD45.1-FITC- und a-CD90.1-PerCP-
Antikérpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde in Saponinpuffer mit einem a-IFN-y-
APC-Antikdrper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist jeweils das IFN-
y- und CD45.1- beziehungsweise CD90.1-Signal auf CD8"-Lymphozyten. Die Zahlen geben den Anteil
der IFN-y*-Zellen an der Gesamtzahl der jeweiligen transgenen CD8'-Zellen sowie die
Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten Einzelmessungen eines Experiments sind
reprasentativ fir 2 unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente mit jeweils 3 Mausen pro
Gruppe.

Zusammenfassend kann hier also beobachtet werden, dass die Vorlauferfrequenz
der an der Kompetition beteiligten T-Zellen einen wesentlichen Einfluss auf die
induzierte Antwort hat. So kdnnen auch die ansonsten uberlegenen St42-T-Zellen in
der Kompetition mit einer grofleren Anzahl der ansonsten unterlegenen St35-T-
Zellen in den Hintergrund gedrangt werden. Wie zuvor stellt sich auch hier heraus,
dass die in der Kompetition unterlegenen T-Zellen lediglich eine reduzierte

Expansion zeigen, jedoch vollstandig aktiviert und funktionell sind.
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4. Diskussion — Einfluss der T-Zellaviditat auf die

Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

Zytotoxische T-Zellen spielen bei der Bekampfung von intrazellular vorkommenden
Pathogenen, sowie bei der Eliminierung entarteter korpereigener Zellen eine
entscheidende Rolle. Es ist daher von Interesse, Methoden zu entwickeln, die die
gezielte Aktivierung dieses Arms des Immunsystems erlauben. Um dieses Ziel zu
erreichen mussen zuvor jedoch die Grundprinzipien der Aktivierung der T-Zellen
erforscht und verstanden werden. Hierbei handelt es sich um aullerst komplexe
Vorgange, so dass es nahezu unmaglich ist, einzelne Ereignisse und GroRen isoliert
zu beobachten. Aus diesem Grund werden invivo Modelle bendtigt, in denen
einzelne Komponenten des Systems beobachtet werden kénnen, ohne dass andere
Grolen beeinflusst wurden, beziehungsweise einen nicht abzuschatzenden Einfluss
auf das System haben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein solches Modell etabliert werden und zur
Aufklarung grundlegender Prinzipien der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

herangezogen werden.

4.1 Die St35- und St42-T-Zellen

Das St-Modell sollte durch Variation der Expressionsstarke des TCR die Analyse des
Einflusses der TCR-Dichte auf die verschiedenen Funktionen der CD8*-T-Zellen
erlauben. Im Gegensatz zu einem zuvor beschriebenen Modell (Labrecque et al.,
2001) wurde hier darauf geachtet, dass die TCR-Dichte der verschiedenen T-Zellen
Uber die ganze Lebensdauer der Zellen hinweg stabil bleibt und sich die
verschiedenen T-Zellen zudem in invitro als auch in invivo Experimenten
miteinander vergleichen lassen.

Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, wurden insgesamt drei TCR-
transgene Mausstamme generiert. Dabei wurde das TCR-Transgen unter dem
humanen CD2-Promoter ungerichtet ins Genom integriert und drei Klone (St35, St40,
St42) selektioniert, die sich in ihrer TCR-Expression signifikant voneinander
unterscheiden. Nachdem sich gezeigt hatte, dass die Expression des Rezeptors auf
den St40-T-Zellen nicht ausreicht, um eine volle Funktionalitdt der T-Zellen zu
gewahrleisten (Hofmann et al., 2004) sollten in der vorliegenden Arbeit die Linien mit

der hohen (St42) und der mittleren (St35) TCR-Expression im Detail analysiert und
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verglichen werden. So wurde hier zunachst beobachtet, dass T-Zellen des St35-
Stammes etwa 3-mal mehr TCR als die des St40-Stammes (nicht gezeigt), jedoch 2-
bis 3-mal weniger als die des St42-Stammes exprimieren.

Die ersten Analysen zeigten, dass sich die St35-T-Zellen nur in auf3erst geringem
Male von den St42-T-Zellen unterscheiden. So fallt bei den phanotypischen
Analysen der naiven T-Zellen auf, dass sich in beiden Mausstammen vergleichbare
Mengen an naiven T-Zellen finden, wahrend der Vergleich dieser GroRe zwischen
St40- und St42-Mausen einen 20- bis 100-fachen Unterschied erkennen lasst. Die
Menge der TCR-Expression im St35-Stamm reicht also flr eine effiziente Selektion
der Thymozyten aus. Es wurde zudem beobachtet, dass sich, neben der absoluten
T-Zellzahl in der Peripherie, auch bei der Analyse verschiedener
Oberflachenantigene keine Unterschiede zwischen beiden Linien manifestieren.
Zusammen mit der Erkenntnis, dass sich bei der Aktivierung der Zellen mit PMA und
lonomycin, beziehungsweise a-CD3- und a-CD28-Antikdrpern invitro keine
signifikanten Unterschiede zwischen den getesteten Zellen ergeben, lasst sich
annehmen, dass weder Modifikationen auf der Zelloberflache noch in der
Signalkaskade der St35-T-Zellen zur Kompensation der geringeren TCR-Expression
stattfinden. Die auf den St35-Thymozyten exprimierte Menge an TCR an sich scheint
also fur eine, den St42-Thymozyten vergleichbare Reifung auszureichen. Hieraus
lasst sich schlussfolgern, dass ein bestimmter Schwellenwert an TCR-Signal benotigt
wird um eine effektive Selektion der Thymozyten zu erlauben. Um verlassliche
Aussagen Uber den Einfluss des TCR-Signals auf die Reifung der Thymozyten
machen zu kdnnen, sollten detaillierte Untersuchung der Thymozyten folgen. Mittels
durchflusszytometrischer Analysen lielen sich anhand der Expression bestimmter
Oberflachenmolekule die verschiedenen Entwicklungsstadien der Thymozyten
genauestens verfolgen (Starr et al., 2003). Somit konnten Ruckschlisse auf die
erfolgreiche Passage der jeweiligen Kontrollstellen der Thymozyten gezogen werden.
Um den Einfluss der Expressionsdichte des TCR auf die Selektion der T-Zellen noch
genauer aufzulésen, waren zudem Kreuzungen der Stamme, die in einer Addition
des jeweiligen Expressionslevels des Rezeptors resultieren kdnnten, denkbar.
Betrachtet man die absoluten T-Zellzahlen in der Peripherie der Tiere, so zeigt sich,
dass die Kinetik des Anwachsens der Populationsgrof3e in beiden Stammen gleich ist.
Es schien also bezuglich der homdostatischen Proliferation der Zellen in der

Peripherie keine Unterschiede zwischen beiden Klonen zu geben. Um verlassliche
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Aussagen treffen zu kénnen bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen. So sollten
Effekte der homoostatischen Proliferation eindeutig von Effekten veranderter Reifung

im Thymus unterschieden werden.

4.2 Aktivierung der St-T-Zellen in vitro

Vergleicht man das Verhalten der St35- und St42-T-Zellen bei der Aktivierung in vitro,
so ergeben sich keine detektierbaren Unterschiede. Unter allen Bedingungen
verhalten sich St35- und St42-CTLs praktisch identisch. So ist weder mit reduzierter
Menge des SGPSNTPPEI-Peptids noch mit einer Verringerung der Anzahl der zur
Aktivierung verwendeten DCs ein Unterscheid in der Aktivierung der beiden T-
Zellklone herauszuarbeiten. Die Kinetiken der Proliferation und der Expression der
Aktivierungsmarker sind ebenfalls bei beiden Klonen identisch, zudem zeigen die
jeweiligen Effektorzellen volle Funktionalitat. Weder bezlglich der spezifischen Lyse
noch bezulglich der Produktion von IFN-y lassen sich Unterschiede erkennen. Die
St35- und St42-T-Zellen unterscheiden sich in vitro also nicht in ihrer funktionellen
Aviditat.

Zieht man den Vergleich zu den St40-T-Zellen, so Iasst sich feststellen, dass bei der
Aktivierung der CD8'-T-Zellen invitro das TCR-Signal einen bestimmten
Schwellenwert Gberschreiten muss, um eine vollstandige Aktivierung der Zellen zu
gewahrleisten. Diese Beobachtungen decken sich mit Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen (Auphan-Anezin and Schmitt-Verhulst, 2001; Auphan-Anezin et al.,
2003; Faroudi et al., 2003; Valitutti et al., 1995; Valitutti et al., 1996).

4.3 Aktivierung der St-T-Zellen in vivo

Geht man nun von der in vitro durchgefuhrten Aktivierung der St-Zellen zum in vivo
System Uber, so zeigt sich, dass die vorherigen Beobachtungen nicht vollstandig auf
die Bedingungen in vivo uUbertragbar sind. So ist zu beobachten, dass sich der TCR-
Dichteunterschied zwischen St35- und St42-T-Zellen auf die Aktivierung der T-Zellen
deutlich auswirkt. Im Vergleich zur St42-Effektorpopulation ist eine deutlich kleinere
St35-Effektorpopulation zu messen. Hieraus lasst sich also zunachst ableiten, dass
die in vitro Aktivierung der T-Zellen kein adaquates Modell fir in vivo Situationen ist.
Offensichtlich reicht die TCR-Dichte der St35-Zellen entgegen der Erwartung in vivo
nicht fir eine der St42-Antwort entsprechende Expansion aus. Dagegen zeigt sich,

dass sich die Zellen in ihren Funktionen und in ihrem Phanotyp praktisch nicht von

- 118 -



4. Diskussion — Einfluss der T-Zellaviditat auf die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

den St42-Effektorzellen unterscheiden. Entsprechendes ergibt die Betrachtung der
Kinetik der Antwort sowie der Bildung der Gedachtnisantwort. Hier lasst sich
feststellen, dass sowohl die St35- als auch die St42-Gedachtnispopulation zu 50 bis
60 % aus Tcu-Zellen besteht. Es zeigt sich ferner, dass sich die Antwort der St35-
und St42-Zellen, unabhangig von den Immunisierungsbedingungen, in jeweils
gleichem Male unterscheiden. Geringere Anzahlen von DCs, sowie geringere
Konzentrationen des Peptids fuhren nicht zu einer weiteren Reduktion der St35-
Antwort.

Die Tatsache, dass es sich bei den St35-Zellen nach der Immunisierung um
vollstandig ausdifferenzierte Effektorzellen handelt wirft die Frage auf, wie die
reduzierte GroRe der St35-Effektorpopulation zustande kommt. So kdnnten die St35-
T-Zellen aufgrund der niedrigeren TCR-Dichte ein, zu den St42-T-Zellen
unterschiedliches Signal erhalten, was in einer reduzierten Proliferation der Zellen
resultiert. Darlber hinaus ware denkbar, dass die reduzierte TCR-Dichte die
Haufigkeit beziehungsweise die Qualitat der T-Zell-APC-Kontakte beeinflusst, sodass
in vielen Fallen der Kontakt der St35-T-Zellen zu den APCs nicht zur Aktivierung
ausreicht. So ist bekannt, dass ein erstes TCR-Signal bendtigt wird, um die
vollstandige Ausbildung der Immunologischen Synapse zu initiieren (Lee et al., 2002).
Die niedrigere TCR-Dichte der ST35-T-Zellen kdnnte also in vergleichsweise
wenigen Fallen ausreichen um ein entsprechendes Signal zu generieren. Wirde
dieses Signal jedoch induziert kdme es zur Ausbildung der Synapse und zur
vollstandigen Aktivierung der T-Zelle. Die aktivierten Zellen wirden also dasselbe
Signal erhalten wie die St42-T-Zellen. So wirden dann vergleichsweise weniger
St35-T-Zellen in einem den St42-Zellen vergleichbaren Male proliferieren. Es stellt
sich also die Frage, ob die niedrigere TCR-Expression der St35-T-Zellen in einem
veranderten Signal resultiert, oder ob die geringere Zahl der TCRs die Haufigkeit der
Interaktion mit APCs, vielleicht aufgrund seltener ausgebildeter Immunologischer
Synapsen, beeinflusst (vergleiche Abbildung 4.1).

Die Beobachtungen, dass alle hier gemachten Analysen voll aktivierte St35-
Effektorzellen vermuten lassen und zudem eine funktionelle Gedachtnisantwort
ausgebildet wird lassen den Schluss zu, dass vergleichsweise weniger St35-Zellen
aktiviert werden und die Grolke der Effektorpopulation auf die volle Proliferation
weniger Ausgangzellen zuruckzufuhren ist. Fur diese These sprechen auch die

Daten aus den in vitro Experimenten. Hier konnte gezeigt werden, dass das TCR-
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Signal der St35-CTLs zur vollen Aktivierung der T-Zellen ausreicht. Es wurde jedoch
mit hohen Konzentrationen von T-Zellen und APCs gearbeitet, die die Interaktion
beider Zelltypen miteinander gewahrleisteten. Es ist unwahrscheinlich, dass ahnliche
Konditionen in vivo vorkommen.

Im Gegensatz dazu kann jedoch beobachtet werden, dass die Titration der APCs
Uber weite Strecken zu vergleichbarer Expansion der T-Zellen fihrt und zudem die
Veranderung der Anzahl der vor der Immunisierung transferierten St35-Zellen keinen
Einfluss auf die Expansion hat (nicht gezeigt). Die Anderung der statistischen
Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens von naiver T-Zelle und APC hat also
keinen Einfluss auf die Antwort.

Es sollten also weitere, detaillierte Analysen der Effektorpopulationen durchgefuhrt
werden, die einen exakten Vergleich der St35- und St42-Effektorzellen erlauben. So
konnte die Analyse weitere Oberflachenmarker, wie zum Beispiel der
kostimulatorischen Moleklle CD137 oder OX40 (Serghides et al., 2005; Wilcox et al.,
2004) sowie der Rezeptoren fur IL-7 und IL-15 (Cayeux et al., 1997; Yajima et al.,
2005), eine genauere Phanotypisierung der Effektorzellen erlauben. Zudem sollten
Experimente mit vorheriger CFSE-Markierung der T-Zellen erlauben, die Teilungsrate
der T-Zellen, beziehungsweise die Menge der nicht aktivierten Zellen zu bestimmen.
Die hier beschriebenen Beobachtungen stimmen, zusammen mit den Ergebnissen
aus den Experimenten mit den St40-T-Zellen, mit von anderen Arbeitsgruppen
bereits veroffentlichten Daten Uberein. So konnten Labrecque et al. in einem
transgenen Mausmodell, das die Regulation der TCR-Dichte erlaubte zeigen, dass T-
Zellen mit dem gleichen TCR aber unterschiedlicher TCR-Expression bis zu einer
Dichte von rund 1000 TCR-Molekilen pro Zelle funktionell sind. Dabei ist die
Funktion Uber einen weiten Bereich der TCR-Expression hinweg gewahrleistet.

In ihrer Gesamtheit zeigen die hier akquirierten Daten, dass sich das St-Modell gut
fur die Analyse des Einflusses der TCR-Dichte auf die Funktion von zytotoxischen T-
Zellen eignet. Es zeigte sich vor allem, dass der St35- und der St42-Stamm aufgrund
der beinahe identischen Funktionalitat ein Modell bieten, das auf der einen Seite die
Modulation der TCR-Dichte erlaubt und auf der anderen Seite zwei vollstandig
funktionelle T-Zellklone umfasst. So erlaubt das Modell in einer Vielzahl von
verschiedenen Ansatzen die Analyse des Einflusses des TCR-Signals auf die
Selektion, die homoostatische Proliferation, die Aktivierung der T-Zellen, die Bildung

von Effektor- und Gedachtniszellen, sowie die Funktion aktivierter T-Zellen.
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An dieser Stelle sei zudem erwahnt, dass eine mutierte Variante des SGPSNTPPEI-
Peptids (MSGPSNTPPEI) bekannt ist, welche einen MHC |-Peptid-Komplex mit
reduzierter Affinitat zum St-TCR bildet (Kast et al., 1989). Im St-Modell liel3e sich also
sowohl die Anzahl der Bindungen (St40 gegen St35 gegen St42) als auch die
Affinitat der einzelnen Bindung (SGPSNTPPEI gegen mSGPSNTPPEI) variieren.
Somit sind weitere umfangreiche Untersuchungen zum Einfluss der T-Zellaviditat auf
die verschiedensten Funktionen zytotoxischer T-Zellen, sowie auf das TCR-Signal an

sich maoglich.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Aktivierung niederavider CD8"-T-Zellen in vivo.
Schematisch dargestellt ist die Aktivierung hoch- und niederavider CD8"-T-Zellen in vivo. Die
Aktivierung hochavider Zellen (A) resultiert in der Bildung einer groRen Effektorpopulation. Betrachtet
man dagegen die Aktivierung der niederaviden T-Zellen (B, C), so kommt eine deutlich kleinere,
jedoch voll funktionelle Effektorpopulation zustande. Hier ist nicht klar, ob vergleichbare Mengen an
niederaviden T-Zellen durch ein qualitativ unterschiedliches Signal aktiviert werden und in geringerem
Male proliferieren (B), oder ob eine geringere Anzahl an Zellen ein identisches Signal erhalt, was zu
einer vergleichbaren Proliferation fiihrt (C).
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4.4 Kompetition naiver zytotoxischer T-Zellen um APCs

Aufgrund der genannten Faktoren eignet sich das St35/42-Modell zur Untersuchung
der Kompetition von CTL-Klonen untereinander. Die Kompetition beziehungsweise
deren Umgehung spielen eine wichtige Rolle bei der gezielten Induktion von CTL-
Antworten. Hier ist sie, vor allem in Ansatzen mit mehreren Antigenen, sowie bei
klassischen Impfmethoden, bei denen alle zur Immunodominanz fuhrenden Effekte
voll zur Geltung kommen konnen, interessant. Die Immunisierung mit mehreren,
auch subdominanten, Epitopen bietet den Vorteil, dass sie gegen ein breites
Spektrum an Subtypen eines Erregers schitzt. Zudem kommt es zum Beispiel bei
Influenza Viren durch Mutationen allmahlich zur Veranderung des Erregers und somit
zur Veranderung des Antigenspektrums. So fehlen nach einer gewissen Zeit alle
Epitope, gegen die wahrend einer vorausgehenden Infektion oder Impfung
dominante Antworten generiert wurden und es kommt zu einer erneuten Infektion.
Eventuell vorhandene subdominante Antigene aus Regionen, die eine geringe
Mutationsrate aufweisen, waren entsprechend interessante Kandidaten fur die
Induktion eines langerfristigen Impfschutzes. Ein weiterer Vorteil von
Immunisierungen mit mehreren Antigenen ist vor allem in der Tumorimmunologie
gegeben. Hier wird die Wahrscheinlichkeit des Auswachsens von Tumorzellen, die
durch Mutationen einzelne Antigene verlieren und so der Immunantwort entkommen,
reduziert.

In verschiedenen Modellen konnte gezeigt werden, dass naive T-Zellen um Antigen
kompetitieren. So unterdricken adoptiv-transferierte transgene T-Zellen die
endogene Antigen-spezifische Antwort, die T-Zellen konkurrieren also um die APCs
(Kedl et al., 2000; Kedl et al., 2002; Probst et al., 2003). Bei diesen Modellen wurden
jedoch unphysiologisch hohe Mengen an transgenen T-Zellen transferiert. Neuere
Veroffentlichungen zeigten jedoch, dass die Menge der adoptiv transferierten T-
Zellen einen starken Einfluss auf das Ergebnis des jeweiligen Experiments haben
kann (Marzo et al., 2005). Daruber hinaus lie3en die Modelle zur T-Zell-Kompetition
keine Ruckschlisse auf die Funktionalitat der in der Kompetition unterlegenen T-
Zellen zu.

Hier bietet nun das St35/42-Modell die Moglichkeit, die Kompetition zweier T-
Zellklone gleicher Rezeptoraffinitat fur das gleiche Antigen (Effekte durch
unterschiedliche Antigenprasentation werden somit ausgeschlossen) zu untersuchen.

Der Transfer gleicher Mengen transgener T-Zellen schliet zudem Effekte aufgrund
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unterschiedlicher Vorlauferfrequenzen aus, beziehungsweise normalisiert diese
Effekte.

Wie hier gezeigt werden konnte, lasst sich mit dem St35/42-Modell Kompetition
zwischen naiven T-Zellen um Antigen invivo beobachten. So kann beobachtet
werden, dass der Transfer von 60.000 St35- oder St42-T-Zellen vor der DC-
Immunisierung zur einer vollstandigen Unterdrickung der endogenen T-Zellantwort
fuhrt, dieses Ergebnis stimmt mit zuvor beschriebenen Erkenntnissen Uberein (Kedl
et al., 2000; Probst et al., 2003). Im direkten Vergleich der hoch- und niederaviden
St-T-Zellen zeigt sich, dass die Gegenwart der St42-Zellen in einer deutlich
reduzierten St35-Antwort resultiert, wahrend die St42-Antwort nicht von
kotransferierten St35-T-Zellen beeinflusst wird.

Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass die Kompetition lediglich in einer
reduzierten Expansion der unterlegenen T-Zellen resultiert, deren Funktion jedoch
nicht messbar beeinflusst wird. So zeigen alle resultierenden Effektorzellen einen
vollstandig aktivierten Phanotyp und sind funktionell. Darlber hinaus ist auch die
gebildete Gedachtnisantwort lediglich in Umfang, jedoch nicht in Phanotyp oder
Funktionalitat reduziert. Es lasst sich feststellen, dass die Kompetition nicht in einer
Veranderung der Zusammensetzung der Gedachtnispopulation resultiert, so stellen
in allen Fallen Tcu- und  Tew-Zellen jeweils in etwa die Halfte der
Gedachtnispopulation. Es zeigte sich ferner, dass Limitierungen der Bedingungen
keinen Einfluss auf das Ergebnis haben. Weder die Immunisierung mit einer
reduzierten Anzahl der DCs, noch des auf diesen gebunden Peptids, haben eine
weitere Verminderung der St35-Antwort zur Folge. Umgekehrt zeigt auch eine
Erhohung der Menge des vorhandenen Antigens keinen Einfluss auf die Expansion
der St35-T-Zellen.

In einem weiteren Ansatz konnte hier gezeigt werden, dass eine Veranderung des
Verhaltnisses der Vorlauferfrequenzen hin zu gréReren Anteilen der St35-Zellen, zu
einer starkeren Expansion der St35-Zellen und zu einer reduzierten Expansion der
St42-Zellen fuhrt. Auch in diesem Fall kann beobachtet werden, dass die in der
Kompetition unterlegenen T-Zellen einen vollstandig aktivierten Phanotyp aufweisen
und voll funktionell sind.

Die hier beobachtete Kompetition der T-Zellen untereinander resultiert also lediglich
in einer verminderten Proliferation der Zellen, ihre Funktion war jedoch in keiner

messbaren Weise beeinflusst. Die gezeigten Daten lassen den Schluss zu, dass die
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aus der Kompetition hervorgehende Antwort des jeweiligen Klons eine Funktion aus
der Aviditat sowie der Vorlauferfrequenz ist. Die hohere Aviditat scheint also die
Wahrscheinlichkeit der Aktivierung der T-Zellen zu erhdhen. Entsprechend kann die
Aktivierungswahrscheinlichkeit von T-Zellen niedererer Aviditat durch Erhdhung ihrer
Vorlauferfrequenz verbessert werden (vergleiche Abbildung 4.2).

Wie bereits zuvor, stellt sich auch hier die Frage nach dem Signal, das in den in der
Kompetition unterlegenen T-Zellen induziert wird. Erneut 1asst sich nicht feststellen,
ob die unterlegenen T-Zellen ein qualitativ anderes Signal bekommen, oder ob die
Kompetition in einer Verminderung der Anzahl der effektiven Interaktionen zwischen
naiven T-Zellen und APCs resultiert. Die Tatsache, dass die in der Kompetition
unterlegenen T-Zellen voll funktionell sind und es ebenfalls zur Ausbildung einer
Gedachtnisantwort kommt, spricht eher flir ein Szenario bei dem die Zahl der
Kontakte verringert wird, etablierte T-Zell-APC-Kontakte aber zu einer vollstandigen
Aktivierung der Zellen fuhren. Um genaue Aussagen diesbezlglich treffen zu kénnen,
mussten weitere Analysen folgen. So waren auch hier umfangreichere Analysen des
Phanotyps der  Effektorzellen sowie exakte Untersuchungen zum
Proliferationsverhalten notwendig. Experimente mit CFSE-markierten Zellen kdnnten
Aufschluss Uber die Proliferationsraten, sowie den Anteil der aktivierten Zellen geben.
Unter Verwendung dieser Methoden in einem Modell zur Kompetition zwischen
transgenen T-Zellen unterschiedlicher Spezifitat konnte vor kurzem gezeigt werden,
dass die Kompetition in einer verringerten Anzahl an aktivierten T-Zellen resultierte,

diese jedoch in vollem Umfang proliferieren (Willis et al., 2006).
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Einflusses der Aviditat und der
Vorlauferfrequenz auf die Kompetition naiver T-Zellen um Antigen.

Die hier gemachten Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass die Zusammensetzung der
Effektorpopulation ein direkt aus der Zusammensetzung des Pools an naiven T-Zellen resultiert.
Liegen hochavide und niederavide T-Zellen in etwa gleicher Vorlauferfrequenz vor, so wird die
Effektorpopulation von hochaviden Zellen dominiert. Liegen dagegen im naiven T-Zellpool die
niederaviden T-Zellen im hohen Uberschuss vor, so besteht die Effektorpopulation zum GroRteil aus
niederaviden Effektorzellen.

Darlber hinaus bleibt die Frage offen, welches der limitierende Faktor bei der
Kompetition der T-Zellen untereinander ist. Berichte anderer Arbeitsgruppen (Kedl et
al.,, 2000; Kedl et al.,, 2002) lassen den Schluss zu, dass die APCs der die
Kompetition bestimmende Faktor sind. Diese Beobachtung kann hier allerdings nicht
gemacht werden. Es lasst sich in dem hier angewendeten Modell jedoch auch nicht
bestimmen, wie viele der zur Immunisierung verwendeten DCs tatsachlich in den
Lymphknoten ankommen. Es lasst sich daher auch nicht testen, ob eine Erhdhung
der Anzahl der injizierten Zellen auch eine Erhdhung der Anzahl der DCs im
Lymphknoten zur Folge hat.

Nimmt man an, dass die APCs tatsachlich der limitierende Faktor in der Kompetition
sind, gilt zu beachten, dass Analysen der T-Zell-APC-Interaktion im Lymphknoten

Schatzungen erlaubten, wonach bis zu 5000 T-Zellen pro Stunde mit derselben DC
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interagieren kdénnen (Bousso and Robey, 2003; Miller et al., 2004). In diesen
Versuchen wurde jedoch die Funktionalitat der T-Zellen nicht getestet. Es lasst sich
also nicht sagen, ob diese Interaktionen der T-Zellen mit den DCs tatsachlich in einer
vollstandigen Aktivierung der T-Zellen resultierten.

Nimmt man nun an, dass T-Zellen in groRer Zahl mit einer APC interagieren kdnnen,
scheint der bloRe Kontakt zur APC nicht limitiert, in vielen Fallen zur Aktivierung der
Zellen aber nicht ausreichend zu sein. Es kommen also membrangebundene sowie
I6sliche Faktoren der APC als limitierende GroRe in Frage. Kedl et al. konnten
beispielsweise zeigen, dass hochaffine T-Zellen die Menge des von ihnen erkannten
MHC-Peptid-Komplexes spezifisch auf der Oberflache der APCs reduzieren kdnnen
(Kedl et al., 2002). Ob diese Beobachtungen jedoch tatsachlich relevant sind, ist
fraglich, da sie mit adoptivem Transfer gro3er Mengen transgener T-Zellen gemacht
wurden. Aul3erdem lasst sich nicht sagen, wie viele MHC-Peptid-Komplexe der Zelle
verbleiben und wie viele davon fur die Aktivierung weiterer T-Zellen nétig sind. Neben
der Menge an Antigen kamen jedoch auch kostimulatorische Molekule sowie von den
APCs sezernierte Zytokine in Frage. Die Annahme, dass nicht nur das Antigen
limitierend ist wurde durch die Beobachtung untermauert, dass auch T-Zellen
unterschiedlicher Spezifitdt um APCs konkurrieren kénnen (Kedl et al., 2002; Willis et
al., 2006).

Die in den Kotransfer-Experimenten gemachten Beobachtungen implizieren, dass es
bei den Experimenten mit den einzeltransferierten St-Zellen bereits zu interklonaler
Kompetition kommen kann, sodass auch die dort erhalten Effektorzellen unter
kompetitiven Bedingungen entstanden waren. Experimente mit Transfers von bis zu
6.000 St42-Zellen zeigen, dass die Grolde der Effektorpopulation unabhangig von der
transferierten Menge der Zellen ist (Abbildung 3.34). Es lasst sich also bereits bei
6.000 transferierten T-Zellen Kompetition der naiven transgenen T-Zellen
untereinander vermuten. Diese Zahl liegt etwas Uber der vermuteten Anzahl an
endogenen, fur ein Antigen spezifische T-Zellklone, so wird davon ausgegangen,
dass der T-Zellpool mehrere hundert T-Zellen erhalt, die fur ein Antigen spezifisch
sind. Diese Populationen bestehen jedoch aus mehreren Klonen und umfassen somit
unterschiedliche Aviditaten (Blattman et al., 2002).

So lielRe sich die kleinere St-35 Expansion dadurch erklaren, dass die Kompetition
der Zellen untereinander die Kontaktzeiten der T-Zellen zu den APCs verkulrzt, so

dass weniger T-Zellen effektiv mit der APC interagieren kdénnen und es so zur
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Proliferation weniger Zellen und somit zu einer kleineren Effektorpopulation kommt.
Experimente mit sehr geringen Mengen an transferierten T-Zellen kdnnten also
Bedingungen schaffen, unter denen keine Kompetition zwischen T-Zellen auftritt. Die
Gegenwart der endogenen T-Zellen wirde hier jedoch das Ergebnis beeinflussen, so
dass solche Experimente in RAG2”-Mausen oder in zuvor CD8-depletieren Mausen
durchzuflhren waren.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass auch im St35/42-Modell Kompetition
naiver T-Zellen um APCs in vivo nachweisen lasst. Diese Beobachtung deckt sich mit
Erkenntnissen aus anderen Arbeiten (Kedl et al., 2000; Kedl et al., 2002; Probst et al.,
2003; Willis et al., 2006). Wahrend diese jedoch auf dem Vergleich relativ grol3er
Mengen adoptiv-transferierter, hochaffiner transgener T-Zellen mit relativ
niederaffinen, in niedriger Vorlauferzahl vorkommenden endogenen T-Zellen
beruhen, konnte hier erstmals der Einfluss der Vorlauferfrequenz auf die Kompetition
naiver T-Zellen evaluiert werden. Zudem erlauben die hier gezeigten Daten erstmals
Rickschlisse auf den Phanotyp und die Funktionalitdt der in der Kompetition
unterlegenen T-Zellklone. Daruber hinaus implizieren die hier gezeigten Daten, dass
eine vorhandene, niederavide Gedachtniszellpopulation die Aktivierung hochavider
und somit effektiverer Klone (Alexander-Miller, 2005) inhibieren koénnte. Hier wirde
das St35/42-Modell die Mdglichkeit bieten, die Kompetition zwischen naiven und
Gedachtnis-T-Zellen um APCs genauer zu untersuchen. Das Modell wirde
entsprechend Ruckschlusse auf die Frage erlauben, ob Gedachtnis-T-Zellen in der
Kompetition um Antigen bei Neuinfektionen aufgrund der héheren Vorlauferfrequenz
und der hoheren Affinitat Uberlegen sind oder ob andere Faktoren dabei ebenfalls
eine Rolle spielen. Zudem er6ffnet das Modell die Moglichkeit die Kompetition von T-
Zellen um MHC |-Peptid-Komplexe bei der homoostatischen Proliferation zu

ergrinden, auch hier waren Experimente mit naiven und Gedachtniszellen denkbar.
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5 Ergebnisse - Transkutane Immunisierung

5.1 Aktivierung transgener CD8"-T-Zellen  durch
transkutane Immunisierung

Wie von Suzuki et al. gezeigt wurde, induziert der Wirkstoff Imiquimod in der
kommerziell erhaltlichen Aldara-Creme die Aktivierung und Auswanderung von
Langerhans Zellen der Epidermis (Suzuki et al., 2000). Diese Beobachtung fuhrte zur
Idee, derart aktivierte Zellen mit einem MHC I-Peptid zu beladen und zur Aktivierung
von CTLs gegen dieses Peptid zu verwenden. Da es sich bei CTL-Epitopen um
relativ kleine Moleklle handelt (Peptide mit einer Lange von etwa 8 bis 10
Aminosauren entsprechen 1000 g/mol), erschien die nahe liegendste Moglichkeit,
das Peptid auf die Zellen zu laden, diese einfach in die Aldara-Creme zu mischen
und direkt auf die Haut aufzutragen. Das Peptid sollte dann in die Epidermis
beziehungsweise Dermis diffundieren und dort endogene Peptide aus den MHC |
Molekulen auf der Oberflache der Langerhans Zellen beziehungsweise dermalen
DCs verdrangen. Der Wirkstoff wirde die mit diesem Peptid beladenen Zellen
aktiveren und deren Auswanderung in die drainierenden Lymphknoten induzieren. In

den Lymphknoten wirde dann die Aktivierung spezifischer CTLs erfolgen.
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MHC |-Peptid + Imiquimod

Stratum
corneum

Langerhanszellen

Dermale DCs

Lymphknoten

/ CD8*-Effektor-T-Zellen

naive
CD8*-T-Zellen

Abbildung 3.1: Grundprinzip der transkutanen Immunisierung mit Imiquimod und einem MHC I-
Peptid.

Die Immunisierung beruht auf der Anwendung einer Creme, die neben dem TLR7-Liganden
Imiquimod einen MHC I-Liganden enthalt. Beide Molekule durchdringen nach dem Auftragen auf die
Haut das Stratum Corneum und diffundieren in die Epidermis, beziehungsweise die Dermis. Dort
bindet der MHC I-Ligand an MHC |-Molekule auf Langerhanszellen, beziehungsweise dermalen DCs.
Diese Zellen werden zeitgleich durch den Wirkstoff Imiquimod aktiviert und wandern in die
Lymphknoten aus. Dabei treffen die aktivierten DCs auf naive T-Zellen und vermitteln die Aktivierung
von T-Zellen die das aufgetragene Peptid spezifisch erkennen, es werden schliellich Antigen-
spezifische CD8"-Effektor-T-Zellen erhalten. Ob der Effekt (iber Langerhanszellen oder dermale DCs
vermittelt wird ist dabei nicht bekannt. Es ist ebenso fraglich, ob der Wirkstoff Imiquimod direkt auf die
Langerhanszellen und die dermalen DCs wirken kann, oder ob der Effekt Gber andere Zellen vermittelt
wird.
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Um die Idee dieser transkutanen Immunisierung zu verifizieren, wurde das bereits
beschriebene St42-Adoptiv-Transfer-System gewahlt. Die transgenen T-Zellen sind
leichter als die endogenen T-Zellen zu aktivieren, da sie Uber einen hochaffinen T-
Zellrezeptor verfugen und aufgrund des Transfers in sehr hohen Vorlauferfrequenzen
zur Verfigung stehen. Aullerdem konnte die induzierte Antwort aufgrund der
CD90.1-Systems in vivo sehr leicht verfolgt werden. Entsprechend wurde fir dieses
System das SGPSNTPPEI-Peptid zur Immunisierung verwendet.

Nachdem die Ohren als einzige unbehaarte Stellen eine sehr kleine Flache zur
Immunisierung bieten sollte der Ricken der Mause zur Applikation der Impf-Creme
auf einer Fliache von etwa 10 cm? enthaart werden. Hierfiir wurden den Mausen unter
Betaubung zunachst die Haare mit einem handelsiblichen Langhaarschneider
entfernt und die Flache anschlieRend mit einem elektrischen Rasierer vollstandig
glatt rasiert. Um auszuschlie3en, dass die Rasur Hautirritationen verursachte, die die
Immunisierung beeinflussen kdnnten, wurde die Rasur 2 Tage vor der Immunisierung
durchgefuhrt.

Aufgrund der in der Packungsbeilage der Aldara-Creme empfohlenen
Anwendungsflache wurde ein Sachet der Creme zur Immunisierung von 5 Mausen
verwendet. Pro Maus wurden also 50 mg Aldara appliziert. Um eine moglichst hohe
Menge an Peptid in die Creme einarbeiten zu kdnnen, ohne jedoch die Konsistenz
der Creme dabei zu sehr zu verandern, wurde eine 10 mg/ml in DMSO Losung des
Peptids verwendet. Die Impf-Creme wurde jeweils vorbereitet, indem die Aldara-
Creme auf einem Streifen Nescofilm verteilt wurde. Zu einem Aliquot der Creme
wurde dann die entsprechende Menge Peptid in DMSO gegeben und die
Komponenten mit einer Pipettenspitze solange vermischt, bis sich eine homogene
Masse ergab. Diese wurde dann den narkotisierten Mausen auf den rasierten

Rucken gecremt und leicht einmassiert.

5.1.1 Die transkutane Immunisierung mit SGPSNTPPEI-Peptid fiihrt
zur systemischen Aktivierung von adoptiv transferierten St42-CTLs

In einem ersten Versuch wurden jeweils etwa 200.000 transgene St42-T-Zellen in
tags zuvor rasierte kongene B6-Mause adoptiv transferiert. Die Immunisierung der
Mause erfolgte 24 Stunden spater. Zur Immunisierung wurden die Mause erneut
betaubt und die Impf-Creme auf den Rucken aufgetragen. Hierbei wurden zwei

verschiedene Konzentrationen, 20 und 100 ug des SGPSNTPPEI-Peptids verwendet.
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Da nicht bekannt war, ob das Peptid beim einfachen Auftragen auf die Haut in die
Epidermis oder Dermis diffundieren konnte, wurde den Mausen einer Kontrollgruppe
Peptid (100 pg in 150 pyl PBS verdinnt aus 10 mg/ml in DMSO) intradermal injiziert
und die Aldara-Creme auf die dartber liegende Hautpartie aufgetragen. Somit konnte
getestet werden, ob die Aldara-Creme als Adjuvans verwendet werden kann, auch
wenn das Peptid nicht in die Haut diffundieren konnte. AufRerdem wurden
Kontrollgruppen integriert, bei denen lediglich Peptid intradermal injiziert wurde. Als
Positiv-Kontrolle diente eine i.p. Injektion von 1.000.000 SGPSNTPPEI-beladenen
(100 nM) und p(I:C)-aktivierten BMDCs. 4 Tage nach der Immunisierung wurden die
Mause getdtet und die CTL-Antwort analysiert. Hierzu wurde die Milz enthommen
und die Zellen nach einer hypotonen Erythrozytenlyse mit fluoreszenzmarkierten

Antikdrpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
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Rasur Adoptiver Transkutane T-Zell-
Transfer Immunisierung Analyse
200.000 T-Zellen 50 mg Aldara
i.v. 20/100 pg Peptid

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs bei der transkutanen
Immunisierung

Wie in Abbildung 5.3 gezeigt ist, resultierte der bloRe Transfer der St42-Zellen in
einen Anteil von 0,35 % der St42-Zellen an der Gesamtzahl der CD8-positiven T-
Zellen in der Milz. Wurde das Peptid allein, also ohne Adjuvans verabreicht, so fuhrte
das zu einer leichten Proliferation der St42 Zellen (2,41 % der CD8*-T-Zellen). Diese

Zellen zeigen im Bezug auf die CD62L- und CD44-Expression einen nicht vollstandig
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aktivierten Phanotyp (nicht gezeigt). Wurde dagegen mit SGPSNTPPEI-DCs
immunisiert, kam es zu einer deutlichen Proliferation der St42-Zellen, so stellen die
St42 T-Zellen 21,7 % aller CD8-positiven Zellen der Milz. Alle St42-Zellen zeigen
einen vollstandig aktivierten Phanotyp (nicht gezeigt).

Die Analyse der Splenozyten der transkutan immunisierten Mause liel} deutlich
erkennen, dass Aldara sich als Adjuvans fur Peptid-Immunisierungen eignete. Es
kam in allen Gruppen zu einer sehr starken Vermehrung der St42-Zellen (etwa 50 %
der CD8"-T-Zellen). Diese Zellen zeigten dariiber hinaus einen vollstéandig aktivierten
Phanotyp (nicht gezeigt). Es liel3 sich auRerdem erkennen, dass das auf den Ricken
gecremte Peptid in ausreichender Menge durch das Stratum Corneum diffundierte
und zum Beladen der DCs in der Haut ausreichte, die Injektion des Peptids fuhrte
also im Vergleich dazu zu keiner Verbesserung der Antwort.

Es lasst sich also festhalten, dass diese Variante der transkutanen Immunisierung
prinzipiell funktioniert und dass 20 ug Peptid sowie etwa 50 mg Aldara-Creme bei
einmaliger Applikation ausreichen um im St42-Adoptiv-Transfer-Modell eine

zumindest phanotypische Aktivierung der transgenen CTLs zu erzielen.
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Abbildung 5.3: St42-T-Zellen lassen sich durch transkutane Immunisierung aktivieren.

200.000 CD8"-St42-Milzzellen wurden in zuvor rasierte B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden
spater wurde den Tieren je 50 mg Aldara mit 20 beziehungsweise 100 uyg SGPSNTPPEI gemischt auf
den rasierten Ricken aufgetragen. Weiteren Tieren wurden 100 ug SGPSNTPPEI intradermal injiziert,
einigen dieser Tiere wurden zusatzlich 50 mg Aldara aufgetragen. Aufierdem wurde eine Gruppe nicht
behandelt. Eine weitere Gruppe  wurde mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM
SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurden die Milzen
aus den Tieren entnommen und mit a-CD8-APC-Cy7- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikérpern zur
durchflusszytometrischen Analyse gefarbt. Es sind die Signale fir CD8 und CD90.1 der PI-
Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der CD90.1-positiven Zellen an der gesamten
CD8"-Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten
Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fir 2 unabhangig voneinander durchgefihrte
Experimente mit 2 beziehungsweise 3 Mausen pro Gruppe.

Im Folgenden sollte nun die induzierte St42-CTL-Antwort genauer charakterisiert
werden. Zunachst sollte untersucht werden, ob die aktivierten CTLs auch lytisch aktiv
waren. Hierzu wurden 200.000 St42-T-Zellen adoptiv in B6-Mause transferiert und
die Mause wie zuvor beschrieben rasiert und mit 20 ug SGPSNTPPEI-Peptid in etwa
50 mg Aldara-Creme immunisiert. Als Negativ-Kontrolle diente hier eine Gruppe von
Mausen die nicht behandelt wurden, eine Gruppe von Tieren die mit 50 mg Aldara
behandelt wurden, sowie eine Gruppe, in der die Mause nur 20 uyg SGPSNTPPEI
intradermal injiziert bekamen. Die transkutane Immunisierung sollte zudem mit einer
DC-Immunisierung verglichen werden, dazu wurde eine Gruppe mit 1.000.000 p(I:C)-
aktivierten und SGPSNTPPEI-beladenen (100 nM) BMDCs i.p. immunisiert. Zudem
wurde erneut einer Gruppe von Tieren 20 uyg SGPSNTPPEI Peptid intradermal
injiziert und Aldara Uber den entsprechenden Bereich gecremt. 4 Tage nach der

Immunisierung wurde die CTL-Antwort mit Hilfe eines in vivo Zytotoxizitatstest auf
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Ihre Funktionalitat hin Gberprift. Wie in Abbildung 5.4 gezeigt ist, wurden die Peptid-
beladenen Zielzellen zu anndhernd 100% in den transkutan immunisierten Mausen
innerhalb von 16 Stunden lysiert. Die gleiche lytische Aktivitat fand sich in den
Mausen, die mit Aldara eingecremt wurden und denen zudem SGPSNTPPEI i.d.
injiziert wurde. Beide Antworten waren mit der durch die DC-Immunisierung erzielten
Antwort vergleichbar. Deutlich zu erkennen war, dass weder die Applikation von
Aldara alleine noch die alleinige Injektion von SGPSNTPPEI-Peptid zu einer

detektierbaren Lyse der Peptid-beladenen Zielzellen fuhrt.
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Abbildung 5.4: Die durch die Transkutane Immunisierung aktivierte St42-T-Zellen sind lytisch
aktiv.

200.000 CD8"-St42-Milzzellen wurden in zuvor rasierte B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden
spater wurde den Tieren 50 mg Aldara mit 20 yg SGPSNTPPEI gemischt auf den rasierten Riicken
aufgetragen. Weiteren Tieren wurden 20 uyg SGPSNTPPEI intradermal injiziert, einigen dieser Tiere
wurden zusatzlich 50 mg Aldara aufgetragen. AuRerdem wurde eine Gruppe nicht beziehungsweise
nur mit Aldara behandelt. Eine weitere Gruppe wurde mit 1.000.000 p(l:C)-aktivierten und mit 100 nM
SGPSNTPPEI-beladenen BMDCs i.p. immunisiert. 5 Tage nach der Immunisierung wurde die
Funktionalitat der Antwort in einem Standard in vivo Zytotoxizitatstest Gberprift. 16 Stunden nach der
Injektion der Zielzellen wurden die Milzen der Tiere zur durchflusszytometrischen Analyse der CFSE-
markierten Zielzellen entnommen. Dargestellt sind die jeweiligen CFSE-Signale der unterschiedlich
behandelten Mause. Die Zahlen geben die durchschnittliche spezifische Lyse sowie den absoluten
Fehler aus 2 Werten an. Dargestellt sind reprasentative Einzelanalysen aus einem von 2
Experimenten mit jeweils 2 Mausen pro Gruppe.

Nachdem der invivo Zytotoxizitatstest keine RUckschlisse darauf zulie, ob
tatsachlich die transgenen T-Zellen fir die Lyse der Zielzellen verantwortlich waren,
sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob die aktivierten T-Zellen in
der Lage waren, nach Peptid-Restimulation IFN-y zu produzieren. Hierdurch liel3 sich
die Effektivitat der transkutanen Immunisierung genauer definieren, zudem erlaubte

eine intrazellulare durchflusszytometrische Analyse der IFN-y-Produktion die genaue
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Identifizierung der IFN-y-produzierenden Zellen. Entsprechend wurden die Milzzellen
aus adoptiv transferierten und transkutan immunisierten Mausen nach ex vivo Peptid-
Restimulation durchflusszytometrisch analysiert.

Wie in Abbildung 5.5 gezeigt, fanden sich 4 Tage nach der transkutanen
Immunisierung IFN-y-produzierende St42-T-Zellen in der Milz. Die IFN-y-Produktion
liel sich dabei lediglich in den Zellen detektieren, die mit SGPSNTPPEI restimuliert
wurden, die Produktion von IFN-y war also, ebenso wie die lytische Aktivitat,

antigenspezifisch.
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Abbildung 5.5: Die durch die transkutane Immunisierung aktivierten St42-T-Zellen produzieren
nach ex vivo Peptid-Restimulation IFN-y.

200.000 CD8"-St42-Milzzellen wurden in zuvor rasierte B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden
spater wurde den Tieren 50 mg Aldara mit 20 yg SGPSNTPPEI gemischt auf den rasierten Ricken
aufgetragen. 5 Tage nach der Immunisierung wurden den Mausen die Milzen und Lymphknoten
entnommen und fir 6 Stunden mit beziehungsweise ohne SGPSNTPPEI in Brefeldin A-haltigem
Medium inkubiert. Die Zellen wurden zundchst mit a-CD8-PE- und a-CD90.1-PerCP-Antikdrpern
gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde in Saponinpuffer mit einem a-IFN-y-APC-
Antikérper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist jeweils das IFN-y- und
CD90.1-Signal auf CD8"-Lymphozyten mit beziehungsweise ohne vorherige Peptid-Restimulation. Die
Zahlen geben den Anteil der IFN-y*-Zellen an der Gesamtzahl der jeweiligen transgenen CD8"-Zellen,
sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten Einzelmessungen sind
reprasentativ flir 2 unabhangig voneinander durchgefiihrte Experimente mit jeweils 2 bis 3 Mausen pro
Gruppe.

5.1.2 St42-CTLs proliferieren innerhalb der ersten 48 Stunden nach
transkutaner Immunisierung in den drainierenden Lymphknoten
und verteilten sich danach systemisch

Wie in Abbildung 5.6 dargestellt zeigte die Analyse der peripheren Blutlymphozyten
sowie der Lymphknotenzellen und Milzzellen einer transkutan immunisierten Maus,
dass die aktivierten T-Zellen am vierten Tag nach der Immunisierung systemisch

auftreten.
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Abbildung 5.6: Die transkutane Immunisierung induziert eine systemische CTL-Antwort.
200.000 CD8"-St42-Milzzellen wurden in zuvor rasierte B6-Méause adoptiv transferiert. 24 Stunden
spater wurde den Tieren 50 mg Aldara mit 20 yg SGPSNTPPEI gemischt auf den rasierten Ricken
aufgetragen. Eine andere Gruppe von Tieren wurde dagegen lediglich mit 20 mg Aldara behandelt. 5
Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Blut, die Milz und die Lymphknoten entnommen und
mit a-CD8-APC-Cy7- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikoérpern zur durchflusszytometrischen Analyse
gefarbt. Es sind die Signale fir CD8 und CD90.1 der PI'-Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den
Anteil der CD90.1-positiven Zellen an der gesamten CD8"-Population, sowie die Standardabweichung
aus 3 Werten an. Die abgebildeten Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fir 2
unabhangig voneinander durchgeflhrte Experimente mit 2 beziehungsweise 3 Mausen pro Gruppe.

Um ein detaillierteres Bild der zeitlichen Ablaufe bei der transkutanen Immunisierung
zu erlangen, sollte die Expansion und die Verteilung der transgenen T-Zellen sowie
deren Aktivierungszustand im zeitlichen Verlauf nach der transkutanen
Immunisierung verfolgt werden. Dazu wurden 200.000 St42-T-Zellen adoptiv in
rasierte B6-Mause transferiert. Diese wurden in verschiedene Gruppen unterteilt und
jeweils im Abstand von je einem Tag transkutan immunisiert, auRerdem wurde
jeweils eine Gruppe von Tieren nur mit Aldara behandelt. Am sechsten Tag wurden
die Tiere getotet und der Anteil der transgenen Zellen an den CD8"-T-Zellen in Blut,
Milz und drainierenden Lymphknoten bestimmt. In Abbildung 5.7 ist zu sehen, dass
sich bereits 48 Stunden nach der Immunisierung eine deutliche Zunahme der
transgenen T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten messen lie3. Vier Tage nach
der Immunisierung war das Maximum der Antwort erreicht und die Anzahl der Zellen
ging ab dem funften Tag zurtck. Im Vergleich dazu waren in der Milz und im Blut erst
ab dem dritten Tag nach der Immunisierung deutliche Mengen an transgenen T-
Zellen zu finden, auch hier ging die Anzahl der Effektorzellen ab dem flinften Tag
deutlich zurick. Es zeigte sich also, dass die St42-Zellen zunachst in den
drainierenden Lymphknoten proliferierten und sich von dort aus systemisch verteilten.

Ob die Zellen auch in der Milz proliferierten oder ob nach 48 Stunden bereits die
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ersten Zellen aus den Lymphknoten in die Milz auswanderten liel3 sich hier nicht

klaren.
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Abbildung 5.7: Die durch die Transkutane Immunisierung induzierte St42-Antwort erreicht ihr
Maximum am 3. und 4. Tag nach der Inmunisierung.

200.000 CD8"-St42-Milzzellen wurden in zuvor rasierte B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden
spater wurde den Tieren 50 mg Aldara mit 20 yg SGPSNTPPEI gemischt auf den rasierten Riicken
aufgetragen. Eine andere Gruppe von Tieren wurde dagegen lediglich mit 20 mg Aldara behandelt. An
verschiedenen Tagen nach der Immunisierung wurde den Mausen Blut, die Lymphknoten und die Milz
enthommen und mit a-CD8-APC-Cy7- und a-CD90.1-PE-Cy7-Antikérpern zur
durchflusszytometrischen Analyse gefarbt. Gezeigt ist der Anteil der transgenen T-Zellen an der
gesamten CD8"-Population zum jeweiligen Zeitpunkt in den verschiedenen Organen aus transkutan
immunisierten (offene Symbole) und nur mit Aldara behandelten (geflillte Symbole) Mausen.
Angegeben sind das Mittel sowie die Standardabweichung aus je 3 gemessenen Werten.

Ein ahnliches Bild erhielt man, wenn man die Effektorfunktion der aktivierten T-Zellen
in den Lymphknoten und der Milz beobachtete. So wurden die Milz- und
Lymphknotenzellen der Tiere uUber den entsprechenden Zeitraum hinweg auf die
Produktion von IFN-y hin getestet. Dazu wurden jeweils 1.000.000 Milz-
beziehungsweise Lymphknotenzellen in 96-Kavitaten Rundbodenplatten mit
beziehungsweise ohne SGPSNTPPEI-Peptid (100 nM) fur 16 Stunden bei 37 °C in
T-Zellmedium inkubiert und anschliel3end die Menge des ausgeschutteten IFN-y im
Zelluberstand per ELISA gemessen. Wie in Abbildung 5.8 gezeigt, lie® sich
feststellen, dass sich bereits 48 Stunden nach der Immunisierung Zellen in den
Lymphknoten fanden, die SGPSNTPPEI-spezifisch IFN-y sezernieren. Hier zeigte
sich, dass die IFN-y-Produktion bereits ab dem dritten Tag nach der Immunisierung
abnahm und an Tag 4 und 5 praktisch gar nicht mehr messbar war. In der Milz
fanden sich bereits nach 48 Stunden die ersten Effektorzellen, hier erreichte die
Antwort am dritten Tag das Maximum und war schlieBlich 5 Tage nach der
Immunisierung nicht mehr nachweisbar.

Diese Daten lieRen also darauf schlieffen, dass die Zellen bereits innerhalb der

ersten 48 Stunden stark proliferierten und nach 48 Stunden bereits funktionelle
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Effektorzellen generiert wurden. Diese verteilten sich ab dem dritten Tag systemisch
und behielten Uber zwei bis drei Tage hinweg volle Funktionalitat bevor die Antwort

ab dem vierten Tag nach der Immunisierung wieder zurtckging.

Lymphknoten Milz
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Abbildung 5.8: Die durch die transkutane Immunisierung aktivierten St42-T-Zellen sind ab dem
2. Tag nach der Inmunisierung funktionell.

200.000 CD8"-St42-Milzzellen wurden in zuvor rasierte B6-Mause adoptiv transferiert. 24 Stunden
spater wurde den Tieren 50 mg Aldara mit 20 yg SGPSNTPPEI gemischt auf den rasierten Riicken
aufgetragen. Eine andere Gruppe von Tieren wurde dagegen lediglich mit 20 mg Aldara behandelt. An
verschiedenen Tagen nach der Immunisierung wurden den Mausen die Lymphknoten und die Milz
entnommen. Jeweils 1.000.000 Zellen wurden fir 16 Stunden mit (geflillte Symbole) beziehungsweise
ohne (offene Symbole) SGPSNTPPEI (100 nM) in einer 96-Kavitdtenplatte inkubiert. Die
Konzentration an IFN-y in den Zelliberstdnden wurde mittels eines Standard ELISA gemessen.
Gezeigt ist die IFN-y-Konzentration im Zelliberstand der zum jeweiligen Zeitpunkt entnommenen
verschiedenen Organen aus transkutan immunisierten (Kreisen) und nur mit Aldara behandelten
(Dreiecke) Mausen. Angegeben sind das Mittel sowie die Standardabweichung aus je 3 gemessenen
Werten.

5.1.3 24 Stunden nach der transkutaner Immunisierung findet sich
das Antigen im drainierenden Lymphknoten wieder

Entsprechend der Kinetik der Proliferation der St42-Zellen ergab sich die Frage,
wann das Antigen die Lymphknoten erreicht und ab welchem Zeitpunkt somit die
Aktivierung der T-Zellen begann. Um diese Frage zu beantworten wurde erneut auf
das St42-Modell zuruckgegriffen. Nachdem sich bei dem invivo Modell bei der
Betrachtung der drainierenden Lymphknoten lediglich bestimmen lie, wann die
CD8"-Zellen anfingen zu proliferieren, sich jedoch nicht feststellen lieR, wann das
Antigen, beziehungsweise die Antigenprasentierenden Zellen den Lymphknoten
erreichten und somit die Interaktion mit den T-Zellen beginnen konnte, wurde fur

dieses Problem ein gemischtes in vivo und in vitro Modell verwendet. So wurden B6-
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Mause transkutan mit SGPSNTPPEI-Peptid immunisiert und die Lymphknoten nach
24 beziehungsweise 48 Stunden entnommen und als Antigenprasentierende Zellen
in einem Thymidin-Proliferationsansatz mit St42-Zellen verwendet. Hierfur wurden
die Lymphknotenzellen in titrierten Mengen mit konstanten Mengen von St42-T-
Zellen in 96-Kavitaten-Rundbodenplatten fir 72 Stunden inkubiert und die
Inkorporation von Tritium markiertem Thymidin wahrend der letzten 24 Stunden
gemessen. Die in vitro Proliferation der St42-Zellen war somit ein Indikator fur das
Vorhandensein des entsprechenden Antigens in den Lymphknoten.

Wie in Abbildung 5.9 zu sehen ist, fand sich bereits nach 24 Stunden genug Antigen
fur die invitro Aktivierung der transgenen T-Zellen. Entsprechend der titrierten
Menge der Antigenprasentierenden Zellen nahm auch die Proliferation ab. Es war
deutlich zu erkennen, das nach 48 Stunden weniger Antigen in den Lymphknoten zu
finden war, es lie} sich also festhalten, dass bereits nach etwa 24 Stunden der
groflite Teil des Antigens im Lymphknoten ankam und zu spateren Zeitpunkten kein
beziehungsweise deutlich weniger Antigen in den Lymphknoten gelangte.
Lymphknotenzellen aus SIINFEKL immunisierten Mausen flhrten zu keiner
Proliferation der St42-T-Zellen (nicht gezeigt).
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Abbildung 5.9: Das bei der transkutanen Immunisierung applizierte Antigen findet sich 24
Stunden nach der Immunisierung im drainierenden Lymphknoten.

50 mg Aldara mit 100 yg SGPSNTPPEI gemischt wurden auf den rasierten Ricken von B6-Mausen
aufgetragen. 24 beziehungsweise 48 Stunden nach der Applikation wurden den Mausen die
Lymphknoten entnommen und die erhaltenen Zellen in einem Verhaltnis von 8:1, 4:1, 2:1 und 1:1 mit
je 40.000 St42-CD8"-T-Zellen in einer 96-Kavitatenplatte inkubiert. Zudem wurden St42-T-Zellen mit
BMDCs inkubiert, die mit SGPSNTPPEI oder SIINFEKL beladen waren. Nach 2 Tagen wurde pro
Kavitat mit 0,5 pCi *H-markierteres Thymidin zugegeben, nach weiteren 24 Stunden wurde das
eingebaute Thymidin mittels eines a-Zahlers gemessen. Dargestellt sind die gemessenen Ereignisse
pro Minute (cpm) in den verschiedenen Proben. Gezeigt sind jeweils der Mittelwert aus 3 Messungen
sowie die entsprechende Standardabweichung. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir 3 unabhangig
voneinander durchgefuhrte Experimente.

Ausgehend von den hier beschriebenen Beobachtungen im transgenen Modell,
wurde von Tobias Warger ein Immunisierungsprotokoll zur Aktivierung endogener
CD8"-T-Zellen in Wild-Typ-Mausen erarbeitet. Hierzu verwendete er das SIINFEKL-
Peptid aus dem Ovalbumin. Er konnte zeigen, dass sich mit einem &hnlichen
Protokoll SIINFEKL spezifische endogene T-Zellen aktivieren lielRen. Diese zeigten
lytische Aktivitat und antigenspezifische IFN-y-Produktion nach Restimulation ex vivo
(Rechtsteiner et al., 2005), aulRerdem zeigten seine Studien, dass die Antwort 7 Tage
nach der Immunisierung ihr Maximum erreicht, danach wieder abfallt und nach etwa
15 Tagen nur noch schwer nachzuweisen ist (Warger 2006, Manuskript im Druck). Im
Folgenden sollte die Funktionalitat der mittels Transkutaner Immunisierung
induzierten endogenen Antwort gegen das SIINFEKL-Peptid ausfuhrlicher

charakterisiert werden.
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5.2 Tumorprotektive Kapazitat einer transkutan induzierten
CTL-Antwort im transgenen Tumormodell

Neben der Analyse der Anzahl der Effektorzellen, deren lytischer Aktivitat und deren
Fahigkeit ex vivo nach Restimulation IFN-y zu produzieren, sollte in einem in vivo
System die Funktionalitat der induzierten Antwort getestet werden. Hierzu eignen
sich im Prinzip 2 Methoden. Zum einen kann in einem Infektionsmodell getestet
werden, ob eine Immunisierung der Tiere diese vor einer Virus- oder
Bakterieninfektion schitzt, beziehungsweise die Infektion in ihrem Umfang deutlich
reduziert. Hierzu sind entweder transgene Infektionsmodelle, bei denen die
Pathogene ein bestimmtes Modellantigen exprimieren oder Infektionsmodelle bei
denen protektive Antigene des Pathogens selbst bekannt sind und zur
Immunisierung herangezogen werden kdnnen geeignet.

Zum anderen boten sich verschiedene Tumormodelle an. Neben wenigen
autochthonen Modellen, bei denen die Tumore spontan entstehen, werden
Tumorzellen in den meisten Fallen implantiert. Hier sind die Tumore entweder
transgen fur bestimmte Modellantigene oder hinreichend spezifiziert, sodass
Tumorantigene bekannt sind.

Fur die vorliegende Arbeit wurden zunachst zwei Modelle ins Auge gefasst, ein im
Institut flr Virologie etabliertes Virusmodell, sowie das OVA transgene EG.7-
Thymommodell.

In ersten Vorversuchen zeigte sich rasch, dass sich das Virusmodell nicht eignete, da
bereits die Anwendung der Aldara-Creme alleine Protektion hervorrief und so kein
signifikanter Unterschied zu den transkutan immunisierten Tieren zu beobachten war.
Aus diesem Grunde wurde die Effektivitat der transkutanen Immunisierung mittels
des EG.7-Thymommodells Uberpruft.

Bei der EG.7-Tumorlinie handelt es sich um eine transgene Variante einer
Thymomzellline, der so genannten EL4-Linie. Diese wurde aus einer B6-Maus isoliert.
Diese Linie sollte also von B6-Mausen als Selbst-Gewebe erkannt und toleriert
werden. Die Integration des OVA Gens jedoch fugt dem Antigenrepertoir der
Tumorlinie Fremdantigene hinzu, gegen die sich eine Antwort induzieren lasst. In den
folgenden Versuchen wurden die Mause also mit dem SIINFEKL-Peptid immunisiert
und die Wirkung der SIINFEKL-spezifischen CTLs auf das Tumorwachstum
beobachtet.
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5.2.1 Die transkutane Immunisierung fuhrt zu einem reduzierten
Tumorwachstum in therapeutischen Tumormodell

Die Effektivitdt der transkutanen Immunisierung sollte hier zunachst in einem
therapeutischen Ansatz getestet werden. So wurden in B6-Mause jeweils 400.000
EG.7 Zellen subkutan implantiert und die Tiere nach 12 Tagen transkutan
immunisiert (4 x 100 ug SIINFEKL + 50 mg Aldara, alle 12 Stunden). So sollten die
Tumore also zum Zeitpunkt der Immunisierung bereits angewachsen und annahernd
so grof® gewesen sein, dass sie sich durch die Haut ertasten lieRen. Neben den
immunisierten Mausen wurde eine Kontrollgruppe mit Mausen integriert, die lediglich
mit Aldara behandelt wurden (entsprechend 4 x 50 mg Aldara), da mit anti-tumoralen
Effekten nach Aldara-Behandlung gerechnet werden musste (Coors et al., 2006;
Sapijaszko, 2005).

Die Mause wurden nach der Immunisierung 3-mal wdchentlich auf Tumore hin
untersucht und auftretende Tumore mit einer Schieblehre vermessen. Erreichte der
Durchmesser eines Tumors eine Grof3e von 20 mm so wurden die Mause getotet.
Wie in Abbildung 5.10 A gezeigt ist, mussten alle Mause, die nur mit Aldara-Creme
behandelt wurden, nach 25 bis 33 Tagen getotet werden. Dies entsprach der
Uberlebensdauer génzlich unbehandelter M3use (nicht gezeigt). Im Vergleich dazu
Uberlebten 40 % der Mause den Versuch, ohne jegliches Tumorwachstum zu zeigen.
Die transkutan immunisierten Mause, in denen der Tumor wuchs, zeigten im
Vergleich zu den Aldara-behandelten M&usen eine verlangerte Uberlebensdauer. Es
lie® sich also ein deutlich Tumor-protektiver Effekt der transkutanen Immunisierung
erkennen. Das Auswachsen des Tumors war nicht auf den Verlust des SIINFEKL-
Epitops auf den Tumorzellen zurtckzufuhren, da alle ausgewachsenen Tumore das
SIINFEKL-Peptid prasentierten (nicht gezeigt).

Im nachsten Versuch wurde die Zeit, die der Tumor zum Anwachsen hatte, verklrzt,
um zu uberprifen, ob weniger etablierte Tumor ganzlich von der durch die
transkutane Immunisierung induzierten Antwort kontrolliert werden konnten. Der
Versuchsaufbau wurde also dahingehend verandert, dass die Mause friher
immunisiert wurden. So verstrichen zwischen Tumorinokulation und Immunisierung
lediglich 5 Tage. Wie in Abbildung 3.10 B zu sehen ist war die Uberlebensdauer der
nur mit Aldara behandelten Mause mit den Ergebnissen aus dem ersten Versuch
vergleichbar. Entsprechendes galt fur die immunisierten Mause, erneut Uberleben 40

% der Tiere den Versuch ohne messbares Tumorwachstum. Es zeigt sich jedoch,
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dass die Tumor tragenden immunisierten Mause langer Uberlebten. Die frihere
Immunisierung erlaubte der CTL-Antwort also eine verbesserte Kontrolle des

Tumorwachstums, es kam jedoch in 60 % der Falle zum Auswachsen des Tumors.
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Abbildung 5.10: Die transkutane Immunisierung von B6-Mausen mit SIINFEKL vermittelt eine
teilweise Protektion in einem therapeutischen EG.7 Tumormodell.

Jeweils 5 B6-Mausen pro Gruppe wurden 400.000 EG.7 Tumorzellen s.c. implantiert. 12 (A)
beziehungsweise 5 (B) Tage nach der Inokulation wurde je eine Gruppe innerhalb von 36 Stunden 4-
mal mit 100 pg SIINFEKL und 50 mg Aldara immunisiert. Eine andere Gruppe wurde entsprechend
lediglich mit 50 mg Aldara behandelt. Das Tumorwachstum wurde beobachtet und die TumorgréR3e in
2 Dimensionen mit einer Schieblehre gemessen. Tiere bei denen die GrolRe des Tumors 20 auf
20 mm erreichte wurden getotet. Dargestellt ist der Anteil der Uberlebenden Tiere gegen die Zeit nach
der Tumorinokulation. Am jeweiligen Versuchende waren alle verbleibenden Mause tumorfrei.

5.2.2 Die transkutane Immunisierung induziert eine protektive
Antwort in einem prophylaktischen Tumormodeli

Nachdem sich in den therapeutischen Ansatzen eine gewisse protektive Kapazitat
der transkutanen Immunisierung gezeigt hatte, sollte in einem prophylaktischen
Ansatz untersucht werden, ob eine der Tumorinokulation vorausgehende
Immunisierung das Anwachsen eines Tumors ganzlich verhindern kann.

Hierzu wurden B6-Mause zunachst wie oben beschrieben transkutan immunisiert.
5 Tage spater wurden die Tumorzellen inokuliert.

Wie in Abbildung 5.11 A dargestellt ist, wuchsen die Tumore in der Kontrollgruppe
wie zuvor beobachtet. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass alle immunisierten
Mause den Versuch ohne messbares Tumorwachstum Uberstanden. Wurde also vor

der Tumorinokulation immunisiert, konnten die injizierten Tumorzellen direkt von den
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T-Zellen attackiert und vollstandig beseitigt werden, sodass das Anwachsen des
Tumors sofort unterbunden wurde.

Um zu uberprufen, wie lange die tumorprotektive Antwort vor dem Anwachsen von
inokulierten Tumoren schutzt, wurde den Uberlebenden Tieren 50 Tage nach der
Immunisierung erneut ein Tumor inokuliert. Zudem wurde eine Gruppe in den
Versuch integriert, die wie zuvor beschrieben lediglich mit Aldara behandelt wurde.
Hier lieR sich die zuvor beobachtete Uberlebensdauer beobachten. Wie in Abbildung
5.11 B zu sehen ist, reichte die induzierte Antwort nicht aus, um alle Tiere vor einem
erneuten inokulierten Tumor zu schitzen, so Uberlebten nur 60 % der erneut
inokulierten Tiere.

Zusammengefasst zeigte sich also, dass die Transkutane Immunisierung nur im
prophylaktischen Tumormodell volle Protektion vermittelt. Es zeigte sich zudem, dass
die induzierte Antwort nicht ausreicht um einen langfristigen Schutz zu gewahrleisten.
Im Vergleich dazu wird in therapeutischen Ansatzen nur ein teilweiser und

unzuverlassiger Schutz erzielt.
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Abbildung 5.11: Die transkutane Immunisierung von B6-Mausen mit SIINFEKL vermittelt eine
volle Protektion in einem prophylaktischen EG.7 Tumormodell.

Jeweils 5 B6-Mausen pro Gruppe wurden innerhalb von 36 Stunden 4-mal mit 100 ug SIINFEKL und
50 mg Aldara immunisiert. Eine andere Gruppe wurde entsprechend lediglich mit 50 mg Aldara
behandelt. 5 Tage (A) nach der Immunisierung wurden je 400.000 EG.7 Tumorzellen s.c. implantiert.
Das Tumorwachstum wurde beobachtet und die TumorgréRe in 2 Dimensionen mit einer Schieblehre
gemessen. Tiere bei denen die GrdRRe des Tumors 20 auf 20 mm erreichte wurden getétet. Mause die
diese Tumorinokulation Uberstanden hatten wurden weitere 70 Tage spéater (B), zusammen mit einer
mit Aldara behandelten Gruppe, erneut mit 400.000 EG.7 Zellen inokuliert und das Tumorwachstum
beobachtet. Zusehen ist der Anteil der Uberlebenden Tiere gegen die Zeit nach der Tumorinokulation.
Am jeweiligen Versuchende waren alle verbleibenden Mause tumorfrei.
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5.3 Der Einfluss regulatorischer T-Zellen auf die CTL-
Antwort nach transkutaner Immunisierung

In verschiedenen Tumormodellen konnte gezeigt werden, dass regulatorischen T-
Zellen (Teg) eine wesentliche Rolle bei der Induktion von Immunreaktionen spielen
(Khazaie and von Boehmer, 2006). Diese Zellen bilden das Fundament der
peripheren Toleranz und dienen im Wesentlichen der Eindammung autoreaktiver
Immunantworten. In Infektionsmodellen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Teqg
auch Antworten gegen Fremdantigene beeinflussen (Rouse et al., 2006; Suvas and
Rouse, 2006; Eddahri et al., 2006). Es sollte daher im vorliegenden Modell
untersucht werden, ob diese Zellen die Aktivierung der CTLs per transkutaner
Immunisierung ebenfalls beeinflussen.

Klassischerweise werden bei Experimenten zur Funktion der T.q4 in vivo Antikorper
eingesetzt, die die Zellen depletieren, oder die deren Funktion inhibieren. So lasst
sich durch das Fehlen dieser Zellen beziehungsweise deren Funktionslosigkeit
abschatzen, welchen Einfluss sie auf die Induktion einer Antwort haben (Turk et al.,
2004; Ko et al., 2005; Suvas et al., 2003).

5.3.1 Die Injektion des PC61-Antikorpers fiihrt zu einer Verstarkung
der durch die transkutane Immunisierung induzierten CTL-Antwort

Die so genannten naturlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen zeichnen sich
durch hohe Expression des CD25-Molekuls aus (Sakaguchi et al., 1995). Dieses
Oberflachenmolekll dient daher der Identifizierung dieser Zellpopulation.
Entsprechend macht man sich in naiven Mausen die spezifische CD25-Expression
zunutze und depletiert die T in vivo durch Gabe monoklonaler Antikorper gegen
CD25. Am besten beschrieben ist hier der Klon PC61 (Suvas et al., 2003; Turk et al.,
2004). Im Folgenden wurde dieser Antikorper eingesetzt um vor der transkutanen
Immunisierung die Treg aus dem System zu entfernen.

Vier Tage vor der Immunisierung wurden 500 pg des PC61-Antikorpers i.p. injiziert,
um eine Depletion der regulatorischen T-Zellen am Tag der ersten Immunisierung zu
erreichen. Um die Effizienz der PC61-Injektion zu Uberprifen, wurde Mausen vier
Tage nach der Antikorper-Injektion Blut abgenommen und  mittels

Durchflusszytometrie auf Trg hin Gberpruft. Wie in Abbildung 5.12 zu sehen ist, fuhrte
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die Injektion des Antikorpers wie erwartet zu einem nahezu vollstandigen
Verschwinden der CD25"CD4"-T-Zellen in der Peripherie der Tiere.

Im Vergleich zur deutlich erkennbaren CD25'CD4"-Population zeigte sich, dass in
den unbehandelten Mausen nur sehr wenige CD25"CD8"-T-Zellen vorhanden waren.
Solche Zellen wurden zwar vereinzelt in der Literatur beschrieben, es lasst sich
jedoch nicht sicher sagen, inwiefern natirlich vorkommende CD8'-Teq in vivo
auftreten und welche Rolle sie spielen (Rifa'l et al., 2004; Bienvenu et al., 2005;
Shevach, 2006). Es liel® sich folglich auch nicht sagen, ob eventuell auftretende
CD8"-Teq ebenfalls CD25 in groRerer Menge exprimieren und dementsprechend die
Injektion des Antikdrpers zu einer Verminderung CD8-positiver Teq fUhrte.

Um zu verhindern, dass der injizierte Antikorper an den CD25-Molekulen gebunden
blieb und somit die Bindung des fluoreszenzmarkierten Antikorpers verhinderte
wurde fur diese Messungen ein anderer a-CD25-Klon verwendet, dieser konkurriert

nicht mit PC61 um das Epitop (nicht gezeigt).

CD4 cD8

- PC61

+ PC61

CD25

Abbildung 5.12: Die Applikation des PC61-Antikorpers fiihrt zur Depletion von CD25"-T-Zellen
in der Peripherie von B6-Mausen.

500 ug des PC61-Antikérpers wurden i.p. in B6-Mause injiziert. 4 Tage nach der Injektion wurden
Blutlymphozyten, = sowie = Lymphozyten aus  zuvor unbehandelten  B6-Mdusen  zur
durchflusszytometrischen Analyse mit a-CD4-PE-Cy7-, a-CD8-APC-Cy7- und a-CD25-PE- (Klon: 7D4)
Antikérpern gefarbt. Gezeigt sind die CD4- beziehungsweise CD8- und CD25-Signale auf PI-
Lymphozyten. Abgebildet sind reprasentative Einzelmessungen.

Um den Einfluss der CD4*CD25"-Zellen auf die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen
bei der transkutanen Immunisierung abzuschatzen, wurde einer Gruppe von Mausen
4 Tage vor der Immunisierung je 500 ug PC61 Antikorper i.p. injiziert. Im Vergleich
dazu wurde eine Gruppe nicht vorbehandelt. Beide Gruppen wurden 2-mal im
Abstand von 24 Stunden mit je 50 mg Aldara und 100 pg SIINFEKL transkutan

immunisiert. Zusatzlich wurde neben einer nur mit Aldara behandelten Kontrollgruppe
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eine Gruppe integriert, bei der den Mausen zusatzlich zur transkutanen
Immunisierung ein agonistischer anti-CD40 Antikorper (Klon FGK-45) i.v. appliziert
wurde. Je 100 pg des Antikorpers wurden an den Tagen der Immunisierung sowie
am darauf folgenden Tag injiziert. Tobias Warger konnte zuvor zeigen, dass die
Applikation dieses Antikdrpers zusammen mit der transkutanen Immunisierung eine
sehr starke CTL-Antwort induzierte. Diese liel} sich bis zu 35 Tagen nach der
Immunisierung nachweisen (Warger 2006, Manuskript im Druck) und sollte hier als
Kontrolle fur die mit PC61-Gabe erreichte Antwort dienen.

Nach 7 beziehungsweise 35 Tagen wurde im Blut per DimerX-Farbung der Anteil der
SIINFEKL-spezifischen T-Zellen bestimmt. Des Weiteren wurde mittels eines in vivo
Zytotoxizitatstests und einer exvivo Peptid-Restimulation mit anschlieender
Intrazellularfarbung die Funktionalitat der CTL-Antwort bestimmt.

Wie in Abbildung 5.13 zu sehen ist zeigte sich 7 Tage nach der Immunisierung
deutlich, dass die durch die Gabe des PC61-Antikdrpers depletierten Zellen, die
durch die transkutane Immunisierung induzierte CTL-Antwort hemmten, so resultierte
die vorherige Applikation des Antikorpers in einer deutlich verstarkten spezifischen
Antwort gegen das SIINFEKL-Epitop. Dies liel3 sich direkt an dem deutlich erhdhten
Anteil an SIINFEKL-spezifischen T-Zellen im Blut erkennen. So verdoppelte sich der
Anteil der SIINFEKL-spezifischen Zellen von etwa 1,14 % nach transkutaner
Immunisierung auf 3,32 % nach transkutaner Immunisierung mit vorheriger PC61-
Gabe. Hier fand sich bei den mit Aldara behandelten Mausen ein Wert von 0,45 %,
bei den zusatzlich mit FGK-45 Antikérpern behandelten Mausen waren 22,3 % zu
messen. Entsprechend nahm die spezifische Lyse der Zielzellen in den ersten 10
Stunden des Zytotoxizitatstest von 21,2 % auf etwa 50 % zu, der Anteil der IFN-y-
produzierenden CD8'-T-Zellen stieg von 0,42 auf 1,06 %. Hier waren in den
Kontrollen entsprechend 0 % beziehungsweise 97,5% Lyse und 0,25%

beziehungsweise 12,9 % IFN-y-produzierende CD8"-T-Zellen zu messen.
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Aldara TCI TCl + PC61 TCI + FGK-45
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Abbildung 5.13: Die Applikation des PC61-Antikorpers vor der transkutanen Immunisierung
fiihrt zu einer verstarkten primaren CTL-Antwort.

500 ug des PC61-Antikorpers wurden i.p. in B6-Mause injiziert. 4 Tage nach der Injektion wurden die
Mause innerhalb von 24 Stunden 2-mal mit 100 ug SIINFEKL und 50 mg Aldara immunisiert. Andere
Gruppen wurden lediglich Immunisiert, beziehungsweise nur mit Aldara behandelt. Eine weitere
Gruppe wurde entsprechend immunisiert, die Mause erhielten jedoch mit den Immunisierungen, sowie
weitere 24 Stunden spater je 100 ug des FGK-45-Antikorpers i.v. appliziert.

A) 7 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Blut entnommen und zur
durchflusszytometrischen Analyse mit a-CD8-APC-Cy7-Antikdrper sowie einem PE-markierten
SIINFEKL-H2-K®-DimerX gefarbt. Es sind die Signale fur CD8 und SIINFEKL-H2-K®-DimerX der PI-
Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der SIINFEKL-H2-K-DimerX*-Zellen an der
gesamten CD8"-Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.

B) 7 Tage nach der Immunisierung wurde die Funktionalitdt der Antwort in einem Standard in vivo
Zytotoxizitatstest Uberprift. 10 Stunden nach der Injektion der Zielzellen wurden die Milzen der Tiere
zur durchflusszytometrischen Analyse der CFSE-markierten Zielzellen entnommen. Dargestellt sind
die jeweiligen CFSE-Signale der unterschiedlich behandelten M&use. Die Zahlen geben die
durchschnittliche spezifische Lyse, sowie Standardabweichung aus 3 Werten an.

C) 8 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen die Milzen entnommen und fir 6 Stunden mit
SIINFEKL in Brefeldin A-haltigem Medium inkubiert. Die Zellen wurden zunachst mit einem a-CD8-
PE-Antikdrpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde in Saponinpuffer mit einem o-
IFN-y-APC-Antikérper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist jeweils das
IFN-y- und CD8-Signal auf den Lymphozyten. Die Zahlen geben den Anteil der IFN-y*-Zellen an der
Gesamtzahl der CD8"-Zellen sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an. Die abgebildeten
Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fir 3 unabhangig voneinander durchgefihrte
Experimente mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe.
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Betrachtete man, wie in Abbildung 5.14 zu sehen, die induzierten CTL-Antworten 35
Tage nach der Immunisierung, so war zu erkennen, dass die Antwort in den
transkutan Immunisierten Mausen praktisch nicht mehr nachzuweisen war und die
gemessenen Werte denen der nur mit Aldara behandelten Mausen entsprachen. So
fanden sich in den Immunisierten Mausen 0,60 % gegenuber 0,51 % DimerX-positive
CD8"-Zellen, 7,5% gegen 0 % spezifische Lyse nach 48 Stunden in vivo
Zytotoxizitatstest und 0,16 % gegen 0,11 % IFN-y-produzierende CD8"-T-Zellen nach
ex vivo Peptid-Restimulation. Im Vergleich dazu lie} sich in den CD25-depletierten
und transkutan immunisierten Mausen selbst nach 35 Tagen eine deutliche CTL-
Antwort nachweisen, so waren hier 0,94 % DimerX-positive CD8'-T-Zellen zu
messen, im Zytotoxizitatstest lie3 sich nach 48 Stunden eine 43,2 %ige Lyse der
Zielzellen messen, ebenso war mit 0,31 % eine IFN-y-produzierende CD8"-T-
Zellpopulation deutlich zu erkennen. In der FGK-45 Gruppe war jedoch noch eine
sehr viel starkere Antwort zu messen, hier fanden sich 8,00 % DimerX-positive und
1,12 % IFN-y-produzierende CD8"-Zellen. Im Zytotoxizitatstest waren bereits nach 24

Stunden alle Peptid-markierten Zellen lysiert (nicht gezeigt).
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Aldara TCI TCl + PC61 TCI + FGK-45
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Abbildung 5.14: Die Applikation des PC61-Antikorpers vor der transkutanen Immunisierung
induziert eine Gedéachtnis-CTL-Antwort.

500 ug des PC61-Antikorpers wurden i.p. in B6-Mause injiziert. 4 Tage nach der Injektion wurden die
Mause innerhalb von 24 Stunden 2-mal mit 100 ug SIINFEKL und 50 mg Aldara immunisiert. Andere
Gruppen wurden lediglich Immunisiert, beziehungsweise nur mit Aldara behandelt. Eine weitere
Gruppe wurde entsprechend immunisiert, die Mause erhielten jedoch mit den Immunisierungen, sowie
weitere 24 Stunden spater je 100 ug des FGK-45-Antikorpers i.v. appliziert.

A) 35 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Blut entnommen und zur
durchflusszytometrischen Analyse mit a-CD8-APC-Cy7-Antikdrper sowie einem PE-markierten
SIINFEKL-H2-K®-DimerX gefarbt. Es sind die Signale fur CD8 und SIINFEKL-H2-K®-DimerX der PI-
Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der SIINFEKL-H2-K-DimerX*-Zellen an der
gesamten CD8"-Population sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.

B) 35 Tage nach der Immunisierung wurde die Funktionalitdt der Antwort in einem Standard in vivo
Zytotoxizitatstest Uberprift. 48 Stunden nach der Injektion der Zielzellen wurden die Milzen der Tiere
zur durchflusszytometrischen Analyse der CFSE-markierten Zielzellen entnommen. Dargestellt sind
die jeweiligen CFSE-Signale der unterschiedlich behandelten M&use. Die Zahlen geben die
durchschnittliche spezifische Lyse, sowie Standardabweichung aus 3 Werten an.

C) 37 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen die Milzen entnommen und fiir 6 Stunden mit
SIINFEKL in Brefeldin A-haltigem Medium inkubiert. Die Zellen wurden zunachst mit einem a-CD8-
PE-Antikdrpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurde in Saponinpuffer mit einem o-
IFN-y-APC-Antikérper gefarbt und die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt ist jeweils das
IFN-y- und CD8-Signal auf den Lymphozyten. Die Zahlen geben den Anteil der IFN-y*-Zellen an der
Gesamtzahl der CD8"-Zellen, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.

Die abgebildeten Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fir 2 unabhéangig
voneinander durchgeflihrte Experimente mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe.
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Wurden zusatzlich zur transkutanen Immunisierung die gleichen Mengen eines zum
PC61-Antikdrper isotypen Antikdrpers appliziert, so glichen die erhaltenen Werte
denen aus Mausen, die nur transkutan immunisiert wurden (nicht gezeigt). Die
Wirkung des PC61-Antikorpers lieR sich also nicht auf Effekte einer
Antikorperinjektion an sich zurtckfihren. Umgekehrt lie® sich keine CTL-Antwort
messen, wenn PC61-Antikdrper zusammen mit Peptid in einer wirkstofffreien Aldara-
Formulierung appliziert wurde (nicht gezeigt). Die starke Aktivierung wurde also nur
erreicht, wenn die transkutane Immunisierung mit der PC61-Behandlung kombiniert
wurde.

Es lasst sich also festhalten, dass CD25'-T-Zellen die durch die transkutane
Immunisierung induzierte CTL-Antwort inhibierten. Dieser Effekt lie sich durch die
vorherige Injektion des PCG61-Antikdrpers unterbinden, so dass es zu einer
entsprechend starkeren Antwort kam.

Hierbei stellte sich nun die Frage ob sich durch die Injektion des Antikorpers die
regulatorischen T-Zellen vollstandig depletieren lielien, oder ob eventuell noch

regulatorische T-Zellen erhalten blieben, die die Antwort noch beeinflussen konnten.

5.3.2 Die Injektion des PC61-Antikorpers fiihrt zur Reduktion der
Zahl der regulatorischen T-Zellen, nicht zu deren vollstandiger
Depletion

Bis vor kurzem war CD25 der einzige bekannte verlassliche Marker fir T4 in naiven
Mausen. Es war aber nicht bekannt, ob alle regulatorischen T-Zellen CD25
exprimieren  beziehungsweise ob das Expressionslevel fur Detektion
beziehungsweise Depletion ausreichend ist.

Neben CD25 gilt inzwischen der Transkriptionsfaktor FoxP3 als zuverlassigster
Marker fur Treq. Seit kurzem erlauben kommerziell erhaltliche monoklonale Antikorper
gegen FoxP3 nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen eine zuverlassige
Detektion der FoxP3-Expression. Hierbei ergab sich offensichtlich das Problem, dass
die Zellen nach Detektion des Markers nicht mehr getestet werden konnten. Mit einer
FoxP3-GFP-transgenen Maus konnten Fontenot et al. dieses Problem umgehen. Er
konnte FoxP3-positiven Zellen per FACS anreinigen und funktionell testen. Es zeigte
sich, das alle CD4"FoxP3" Zellen funktionelle Tr.q waren, jedoch exprimierten nicht

alle dieser Zellen CD25 (Fontenot et al., 2005). Es musste also davon ausgegangen
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werden, dass trotz der Gabe von PC61 noch immer T4 im System vorhanden waren
die die Immunisierung beeinflussen konnten.

Um abschatzen zu konnen, in welchem Malie die Gabe des PC61-Antikorpers die
Menge der regulatorischen T-Zellen tatsachlich reduzierte, wurde auf die
durchflusszytometrische Analyse des FoxP3-Molekils zurlckgegriffen. Wie in
Abbildung 5.15 dargestellt, zeigte sich, dass in der Tat 14,8 % der CD4'FoxP3"-
Zellen CD25-negativ waren. Von den CD8FoxP3*-Zellen waren entsprechend etwa
70 % der Zellen CD25-negativ. Genaue Angaben liel3en sich aufgrund der geringen

Menge an CD8"FoxP3"-Zellen nicht machen.

CD4 CcD8
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Abbildung 5.15: Die Applikation des PC61-Antikorpers fiihrt nicht zur vollstandigen Depletion
regulatorischer T-Zellen in der Peripherie von B6-Mausen.

500 ug des PC61-Antikdrpers wurden i.p. in B6-Mause injiziert. 4 Tage nach der Injektion wurden
Lymphozyten aus dem Blut dieser Mause, sowie Lymphozyten aus zuvor unbehandelten B6-Mausen
zur durchflusszytometrischen Analyse zunachst mit a-CD4-PE-Cy7-, a-CD8-APC-Cy7- und a-CD25-
PE- (Klon: 7D4) Antikdrpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde in
Permeabilisierungspuffer mit einem APC-markierten Antikdrper gegen FoxP3 gefarbt. Gezeigt sind die
Signale fiir CD25 und FoxP3 auf CD4'- beziehungsweise CD8'-Lymphozyten. Abgebildet sind
reprasentative Einzelmessungen.

Entsprechend héatte die Anzahl der FoxP3*-Zellen nach Gabe des PC61-Antikdrpers
also auf etwas weniger als ein Flnftel zurickgehen mussen. Es liel3 sich jedoch klar
erkennen (Abbildung 5.16), dass der Anteil der FoxP3*-Zellen nach Gabe des PC61-
Antikorpers lediglich auf die Halfte des ursprunglichen Wertes zurtickging, vielmehr
schienen die FoxP3"-Zellen die CD25-Expression zu verlieren.

Betrachtete man die Anzahl der FoxP3-positiven Zellen genauer, so stellte man fest,
dass in naiven Ma&usen der Anteil der FoxP3'-Zellen bei 10,46 % (CD4)
beziehungsweise 0,133 % (CD8) lag und durch die Applikation des PC61-Antikorpers

um etwa 50 % auf 5,088 % beziehungsweise 0,088 % absank. Um eine eindeutigere
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Aussage treffen zu kénnen, wurde zur Farbung der Zellen zusatzlich ein Antikorper
gegen GITR, einen weiteren Oberflachenmarker fur T.eg, verwendet (McHugh et al.,
2002). Es war zu erkennen, dass alle FoxP3*-Zellen auch GITR in hohen Mengen

exprimierten.

CD4 cDs8
10,5 % +/- 0,60 %| | 0,13 % +/- 0,05 %

o - PC61

. |-

5,09 % +/- 0,24 %|| 0,09 % +/- 0,02 %

+ PC61

GITR

FoxP3

Abbildung 5.16: Die Applikation des PCG61-Antikorpers fiihrt zur Reduktion der Anzahl
regulatorischer T-Zellen in der Peripherie von B6-Mausen.

500 pg des PC61-Antikérpers wurden i.p. in B6-Mause injiziert. 4 Tage nach der Injektion wurden
Lymphozyten aus dem Blut dieser Mause, sowie Lymphozyten aus zuvor unbehandelten B6-Mausen
zur durchflusszytometrischen Analyse zunachst mit a-CD4-PE-Cy7-, a-CD8-APC-Cy7- und a-GITR-
FITC-Antikbrpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde in
Permeabilisierungspuffer mit einem APC-markierten Antikérper gegen FoxP3 gefarbt. Gezeigt sind die
Signale fiir GITR und FoxP3 auf CD4"- beziehungsweise CD8"-Lymphozyten. Die Zahlen geben den
Anteil der GITR'FoxP3"-Zellen an allen CD4'- beziehungsweise CD8'-Lymphozyten, sowie die
Standardabweichung aus 5 Werten an. Abgebildet sind reprasentative Einzelmessungen aus einem
von 2 unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit je 5 Mausen pro Gruppe.

Es kann also festgehalten werden, dass sich die Zahl der T,y mit dem PC61-
Antikorper lediglich auf etwa die Halfte der GroRe der Ausgangspopulation
reduzieren lasst. Ob die beobachte Veranderung des Phanotyps mit einer

Veranderung der Funktionalitat einhergingen lief3 sich allerdings nicht sagen.

5.3.3 CD4"-T,., inhibierten die transkutane Immunisierung mit einem
MHC I-Epitop

Anhand der vorher beschriebenen Beobachtungen lieR sich festhalten, dass CD4"-
Treg in der Peripherie der Tiere vorhanden waren und deren Zahl beziehungsweise
deren Phanotyp durch die Gabe des PC61-Antikorpers verandert wurde. Aufgrund
der niedrigen Anzahl lieR sich jedoch nicht sicher sagen, ob sich CD8"-Trg in der

Peripherie befanden und sich spezifisch durch die Gabe des PC61-Antikdrpers
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beeinflussen lieRen, beziehungsweise war nicht klar ob es sich bei den wenigen
FoxP3"CD25"GITR'CD8"-Zellen tatsachlich um T,eq handelte.

Bei naherer Betrachtung stellte sich die Frage, ob CD4-positive T-Zellen bei der
transkutanen Immunisierung mit einem MHC I-Epitop Uberhaupt eine Rolle spielen
konnten. Aufgrund des aktuellen Kenntnisstandes sollte eine spezifische Erkennung
des MHC I-bindenden Peptids durch CD4-positive T-Zellen héchst unwahrscheinlich
sein. Die bisherigen Ergebnisse lielen also entweder eine Antigen-unspezifische
Interaktion CD4-positiver T-Zellen oder eben eine Antigen-spezifische Interaktion
CD8-positiver T-Zellen vermuten.

Um herauszuarbeiten welches dieser Szenarien als Erklarung flr den beobachteten
Effekt in Frage kam, wurde zunachst erneut auf ein invivo Depletions-Modell
zuruckgegriffen. So wurden in den folgenden Experimenten vor der Immunisierung
die CD4"-Zellen mit dem monoklonalen Antikdrper GK1.5 depletiert. Hierzu wurde
der Antikoérper zu je 100 ug funf, drei und einen Tag vor der Immunisierung, sowie
am zweiten Tag der Immunisierung i.p. appliziert, um die CD4"-Zellen mdglichst
vollstandig aus dem System zu entfernen. Wie in Abbildung 5.17 zu sehen ist fanden
sich am Tag der Immunisierung keine CD4"-Zellen in Peripherie. Eine
durchflusszytometrische Analyse auf CD4, CD8 und TCRp zeigte, dass alle TCRB"-
Zellen nach GK1.5-Gabe auch CD8-positiv waren, dass heil3t es konnte hier
ausgeschlossen werden, dass eine Veranderung der CD4-Expression durch den

Antikdrper induziert wurde.

- GK1.5 GK1.5
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Abbildung 5.17: Die Applikation des GK1.5-Antikorpers fithrt zur annahernd vollstindigen
Depletion CD4"-T-Zellen in der Peripherie von B6-Mausen.

Je 100 ug des GK1.5-Antikérpers wurden an den Tagen 0, 2 und 4 i.p. in B6-Mause injiziert. An Tag 5
wurden Lymphozyten aus dem Blut dieser Mausen, sowie Lymphozyten aus zuvor unbehandelten B6-
Mausen zur durchflusszytometrischen Analyse mit a-CD4-PE-Cy7-, a-CD8-APC-Cy7- und a-TCR@-
PE-Antikérpern gefarbt. Dargestellt sind die Signale fiur CD4 und CD8 auf TCRB'PI-Lymphozyten.
Abgebildet sind reprasentative Einzelmessungen.

Entsprechend wurde im nachsten Experiment einer Gruppe von Mausen GK1.5-

Antikdrper nach obigem Schema injiziert und die Mause 2-mal mit je 100 ug
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SIINFEKL und 50 mg Aldara immunisiert. Zudem wurde eine Gruppe von Mausen
vor der Immunisierung mit PC61 behandelt. Als Kontrollen wurden Mause nur
transkutan immunisiert beziehungsweise nur mit Aldara behandelt.

Wie in Abbildung 5.18 zu sehen ist resultierte die Applikation des a-CD25-
Antikérpers wie zuvor beobachtet in einer deutlichen Verstarkung der durch die
transkutane Immunisierung induzierten CTL-Antwort. So war bei einem
Hintergrundsignal von 0,29 % DimerX'CD8"-Zellen in den Aldara behandelten
Mausen ein Anstieg auf 1,25 % in den immunisierten beziehungsweise auf 4,19 % in
den immunisierten und PC61-behandelten Mausen zu messen. Entsprechend war im
Vergleich zu 0% in den Aldara behandelten Mausen nach 10 Stunden eine
spezifische Lyse im Zytotoxizitatstest von 18,1 % beziehungsweise 88,4 % zu
beobachten. Betrachtete man dagegen die Antwort in den GK1.5-depletierten
Mausen, so liel3 sich, ahnlich wie in den PC61-behandelten Mausen, ein Anteil von
4,03 % DimerX-positiver Zellen sowie eine spezifische Lyse von 90,7 % nach 10
Stunden beobachten. Nicht gezeigt ist, dass bei transkutaner Immunisierung und
gleichzeitiger Behandlung mit entsprechenden Mengen unspezifischer Antikorper
desselben Isotyps kein Unterschied zu lediglich transkutan immunisierten Tieren zu
beobachten war. Darlber hinaus liel3 sich feststellen, dass die Applikation des
GK1.5-Antikdérpers, kombiniert mit der Gabe des Peptids in wirkstofffreier Creme,

keine detektierbare Antwort hervorrief (nicht gezeigt).
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Aldara TCI TCl + GK1.5 TCI + PC61
A 0,29 % 1,25 % 4,03 % _ 4,19 %
+-0,12 % +-0,32% +-1,83% +-154%

SIIN-KP-DimerX

B 0% 181 % 90,7 % 88,4 %
+-1,78 % +/- 5,48 % +/-2,80 % +-6,77 %

Zellzahl

CFSE

Abbildung 5.18: Die Applikation des GK1.5- und des PC61-Antikorpers vor der transkutanen
Immunisierung fiihrt zu einer dhnlichen verstarkten CTL-Antwort.

B6-Mause wurden innerhalb von 24 Stunden 2-mal mit 100 uyg SIINFEKL und 50 mg Aldara
immunisiert. Neben Tieren die lediglich transkutan immunisiert wurden, wurde den Tieren aus einer
weiteren Gruppe 5, 3 und einen Tag vor der Immunisierung, so wie mit der zweiten Immunisierung
jeweils 100 ug GK1.5 i.p injiziert. Eine Gruppe erhielt 4 Tage vor der ersten Immunisierung 500 ug des
PC61-Antikorpers i.p. Zudem wurde eine Gruppe von Tieren lediglich mit Aldara behandelt.

A) 7 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Blut entnommen und zur
durchflusszytometrischen Analyse mit a-CD8-APC-Cy7-Antikdrper sowie einem PE-markierten
SIINFEKL-H2-K®-DimerX gefarbt. Es sind die Signale fur CD8 und SIINFEKL-H2-K®-DimerX der PI-
Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der SIINFEKL-H2-K"-DimerX" Zellen an der
gesamten CD8"-Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.

B) 7 Tage nach der Immunisierung wurde die Funktionalitat der Antwort in einem Standard in vivo
Zytotoxizitatstest Uberprift. 10 Stunden nach der Injektion der Zielzellen wurden die Milzen der Tiere
zur durchflusszytometrischen Analyse der CFSE-markierten Zielzellen entnommen. Dargestellt sind
die jeweiligen CFSE-Signale der unterschiedlich behandelten Mause. Die Zahlen geben die
durchschnittliche spezifische Lyse, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.

Die abgebildeten Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fir 2 unabhangig
voneinander durchgeflihrte Experimente mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe.

Man kann also festhalten, dass die Depletion der CD4-positiven Zellen einen
ahnlichen Effekt hatte wie die Gabe des PC61-Antikdrpers. Dies lasst also den
Schluss zu, dass CD8+CD25+-Treg keinen Einfluss auf die transkutane Immunisierung
haben, beziehungsweise dass sich deren Funktion nicht durch den PC61-Antikorper

beeinflussen lasst.

5.3.4 CD8'CD25"-Zellen inhibieren die Induktion einer CTL-Antwort
durch die transkutane Immunisierung in A-a-Mausen

Eine weitere Erklarung wére, dass die Menge der CD8"CD25"-T,eq SO gering war,
dass sich deren Effekt im durchgefuhrten Ansatz nicht nachweisen lie3. Aus diesem
Grund wurde ein transgenes Mausmodell herangezogen. Bei den so genannten A-a-

Mausen handelt es sich um einen Knock-Out-Stamm bei dem die MHC II-Expression
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gentechnisch unterbunden wurde (Kontgen et al., 1993). Es werden somit in diesen
Mausen keine CD4-positiven T-Zellen selektioniert, in der Peripherie der Tiere finden
sich also nur CD8-positive T-Zellen.

Die Analyse der CD8-positiven Zellen aus diesen Mausen liel3, wie in Abbildung 5.19
dargestellt, erkennen, dass, entsprechend bereits publizierter Daten einer anderen
Arbeitsgruppe (Bienvenu et al., 2005), im Vergleich zu B6-Mausen ein deutlich
hoherer Anteil der Zellen FoxP3*GITR" war. So waren in B6-Mausen 0,133 % der
CD8-positiven T-Zellen FoxP3- und GITR-doppelt-positiv. In den Knock-Out-Mausen
dagegen stieg dieser Wert auf 0,764 %. Dabei gilt zudem zu berucksichtigen, dass in
den MHC II"-M3ausen aufgrund des nicht besetzten CD4-Kompartiments etwa 3-mal
mehr CD8-positive T-Zellen zu finden waren (nicht gezeigt). Von den
CD8'FoxP3*GITR"-Zellen waren etwa 50 % CD25-positiv, diese Zellpopulation sollte
sich somit Uber die Gabe des PCG61-Antikorpers beeinflussen lassen (siehe
Abbildung 5.19) und bot so die Moglichkeit, den Beitrag dieser Zellen fur die

transkutane Immunisierung abzuschatzen.

0,75 % +/- 0,11 %

- PCé1

0,52 % +/- 0,06 %

+ PC61

CD25
GITR

FoxP3 FoxP3

Abbildung 5.19: Die Applikation des PC61-Antikorpers erlaubt die Reduktion der Zahl
CD8'FoxP3*GITR’-T-Zellen in der Peripherie von A-a-Mausen.

500 pg des PC61-Antikdrpers wurden i.p. in A-a-Mause injiziert. 4 Tage nach der Injektion wurden
Lymphozyten aus dem Blut dieser Mause, sowie Lymphozyten aus zuvor unbehandelten A-a-Mausen
durchflusszytometrisch analysiert. Die Lymphozyten wurden zunachst mit a-CD8-PerCP-, a-GITR-
FITC- und a-CD25-PE- (Klon: 7D4) Antikérpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der
Zellen wurde in Permeabilisierungspuffer mit einem APC-markierten Antikérper gegen FoxP3 gefarbt.
Gezeigt sind die Signale fir CD25 gegen FoxP3 sowie GITR gegen FoxP3 auf CD8"-Lymphozyten.
Abgebildet sind reprasentative Einzelmessungen. Die Zahlen geben den Anteil der FoxP3'GITR™-
Zellen an der gesamten CD8"-Lymphozytenpopulation, sowie die Standardabweichung an. Die Werte
und die Standardabweichung errechneten sich aus jeweils 5 Werten aus einem von 2 unabhangig
voneinander durchgeflhrten Experimenten.
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Bei der genauen Analyse der MHC II"-M3ause stellte sich heraus, dass trotz der
fehlenden MHC II-Molekile wenige CD4-positive T-Zellen in der Peripherie zu finden
waren (Abbildung 5.20). Diese waren im Vergleich zu B6-Mausen deutlich reduziert.
In der Peripherie der B6-Mause fanden sich 17,7 % CD4'-Lymphozyten, in
Peripherie der A-a-Mause dagegen lediglich 0,984 %.

-GK1.5 GK1.5

TCRB*

CcDs

CD4

Abbildung 5.20: In der Peripherie der A-a-Miuse findet sich ein geringer Anteil CD4'-
Lymphozyten, diese lieBen sich durch die Applikation des GK1.5-Antikérpers annahernd
vollstéandig depletieren.

Je 100 ug des GK1.5-Antikdrpers wurden an den Tagen 0, 2 und 4 i.p. in A-a-Mause injiziert. An Tag
5 wurden Lymphozyten aus dem Blut dieser Mause, sowie Lymphozyten aus zuvor unbehandelten A-
a-Mausen zur durchflusszytometrischen Analyse mit a-CD4-PE-Cy7-, a-CD8-APC-Cy7- und a-TCR-
PE-Antikdrpern gefarbt. Dargestellt sind die Signale fir CD4 und CD8 auf TCRB'PI-Lymphozyten.
Abgebildet sind reprasentative Einzelmessungen.

Betrachtete man diese Zellen genauer, so stellte sich heraus, dass, anders als in B6-
Mausen, 51,2 % statt nur 10,5 % einen FoxP3*GITR"-Phanotyp besalen (Abbildung
5.21). Es ergab sich also erneut das Problem, dass CD4"-T,y vorhanden waren.
Hierbei galt es jedoch zu beachten, dass eine Interaktion dieser CD4"-Zellen mit
anderen Zellen aufgrund der fehlenden MHC II-Molekdle prinzipiell nicht moéglich war.
Zudem war der Anteil der Zellen sehr gering. Eine Behandlung mit dem GK1.5-
Antikérper gab zudem die Moglichkeit, die Zellen vollstandig zu entfernen (Abbildung
5.20).
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A-alpha

FoxP3 FoxP3

CD25
GITR

Abbildung 5.21: Die in der Peripherie der A-a-Miuse vorhandenen CD4*-Lymphozyten sind zu
einem groRen Teil FoxP3'GITR".

Blutlymphozyten aus A-a- und B6-Mausen wurden zundchst mit a-CD4-PE-Cy7-, a-GITR-FITC- und
a-CD25-PE- (Klon: 7D4) Antikorpern gefarbt. Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde
in Permeabilisierungspuffer mit einem APC-markierten Antikdrper gegen FoxP3 gefarbt. Gezeigt sind
die Signale fiir CD25 gegen FoxP3 sowie GITR gegen FoxP3 auf CD8"-Lymphozyten. Abgebildet sind
reprasentative Einzelmessungen.

Im Folgenden wurden nun MHC II”-Mause mit beziehungsweise ohne vorherige
Applikation des PC61-Antikdrpers wie bereits oben beschrieben transkutan
immunisiert. Aulerdem wurde eine Gruppe von Tieren mit GK1.5 behandelt um die
wenigen CD4-positiven T-Zellen restlos aus der Peripherie der Tiere zu entfernen.
Als Negativkontrolle wurde eine Gruppe von Tieren nur mit Aldara behandelt. Die
CTL-Antwort wurde 7 Tage nach der letzten Immunisierung dahingehend analysiert,
dass der Anteil der SIINFEKL-spezifischen CD8*-T-Zellen, sowie deren lytische
Funktion getestet wurden. In Abbildung 5.22 ist zum einen zu erkennen, dass die
transkutane Immunisierung in A-a-Mausen eine groRere DimerX-positive Population
(2,62 %) induzierte als in B6 Mausen (1,32 %, nicht gezeigt). AulRerdem war eine
effizientere Lyse im Zytotoxizitatstest innerhalb der ersten 10 Stunden zu beobachten.
Die Lyse in A-a-Mausen betrug 77,9 % im Vergleich zu 24,7 % in B6-Mausen (nicht
gezeigt). AuBerdem war zu erkennen, dass die Injektion des GK1.5-Antikorpers
keinen Effekt auf die Antwort in den A-a-Mausen hatte. So waren 2,51 % DimerX-
positive CD8"-T-Zellen zu detektieren, die spezifische Lyse im Zytotoxizitatstest lag
bei 82,4 %. Im Gegensatz dazu war zu erkennen, dass die Gabe des PC61-
Antikorpers einen deutlichen Einfluss auf die induzierte Antwort hatte. Es war ein
Anstieg in der Anzahl der DimerX-positiven CD8"-T-Zellen auf 3,82 % zu erkennen,
entsprechend erhdhte sich auch die Funktionalitédt im Zytotoxizitatstest auf 95,5 %.

Erneut hatten unspezifische Antikorper desselben lIsotyps keinen Effekt auf die
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Immunisierung (nicht gezeigt). Die Gabe der Antikdrper in Kombination mit Peptid in

wirkstofffreier Creme induzierte ebenfalls keine detektierbare Antwort (nicht gezeigt).

Aldara TCI TCl + GK15 TCI+ PC61

A 0,32 % 2,51 % 3,82%

E +/-0,15 % +-0,711% +/-1,04 %

a & B AR

z : B

n
B 0% 77,9 % ! 82,4 % 95,5 %

+/- 3,64 % +/- 5,83 % +/- 6,91 % +/- 2,56 %

=

N

@

N

I

CFSE

Abbildung 5.22: Die Applikation des PC61-Antikorpers vor der transkutanen Immunisierung
fiihrt zu einer verstarkten primaren CTL-Antwort in A-a-Mausen.

A-a-Mause wurden innerhalb von 24 Stunden 2-mal mit 100 ug SIINFEKL und 50 mg Aldara
immunisiert. Neben Tieren die lediglich transkutan immunisiert wurden, wurde den Tieren aus einer
weiteren Gruppe 5, 3 und einen Tag vor der Immunisierung, so wie mit der zweiten Immunisierung
jeweils 100 pg GK1.5 i.p injiziert. Eine Gruppe erhielt 4 Tage vor der ersten Immunisierung 500 pg des
PC61-Antikdrpers i.p. Zudem wurde eine Gruppe von Tieren lediglich mit Aldara behandelt.

A) 7 Tage nach der Immunisierung wurde den Mausen Blut entnommen und zur
durchflusszytometrischen Analyse mit a-CD8-APC-Cy7-Antikdrper sowie einem PE-markierten
SIINFEKL-H2-K°-DimerX gefarbt. Es sind die Signale fiir CD8 und SIINFEKL-H2-K’-DimerX der PI-
Lymphozyten gezeigt. Die Zahlen geben den Anteil der SIINFEKL-H2-K-DimerX*-Zellen an der
gesamten CD8"-Population, sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.

B) 7 Tage nach der Immunisierung wurde die Funktionalitat der Antwort in einem Standard in vivo
Zytotoxizitatstest Uberprift. 10 Stunden nach der Injektion der Zielzellen wurden die Milzen der Tiere
zur durchflusszytometrischen Analyse der CFSE-markierten Zielzellen entnommen. Dargestellt sind
die jeweiligen CFSE-Signale der unterschiedlich behandelten Mause. Die Zahlen geben die
durchschnittliche spezifische Lyse sowie die Standardabweichung aus 3 Werten an.

Die abgebildeten Einzelmessungen eines Experiments sind reprasentativ fir 2 unabhangig
voneinander durchgefiihrte Experimente mit jeweils 3 Mausen pro Gruppe.

Diese Daten zeigen also, dass die CD8"'CD25'FoxP3*GITR*-T-Zellen in den A-o-
Mausen durch die Gabe des PC61-Antikorpers modifiziert wurden und daraus eine
Verstarkung der durch die Immunisierung induzierten Antwort resultierte. Hieraus
lasst sich also schlieBen, dass diese Zellen tatsachlich regulatorische Funktion
besitzen, die in den B6-Mausen vermutlich aufgrund der geringen Zahl der Zellen
nicht zum Tragen kommt. AuRerdem lasst sich feststellen, dass die vorhanden CD4-
Zellen keinen Einfluss auf die Antwort hatten, dies kdonnte zum einen daraus
resultieren, dass durch die fehlenden MHC II-Molekule keine Interaktion dieser Zellen
stattfinden konnte, zum anderen besteht die Madglichkeit, dass die Zellen nicht

funktionell sind.
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6. Diskussion — Transkutane Immunisierung

Nachdem Infektionskrankheiten und Tumorerkrankungen noch immer eine sehr
grole Bedrohung fur die menschliche Gesundheit darstellen und in vielen Fallen
sogar zum Tod fuhren kénnen, steht die Bekampfung dieser Krankheiten im Fokus
der medizinischen Forschung. Neben therapeutischen Medikamenten sind bei
Infektionskrankheiten (Rappuoli, 2004; Doherty et al., 2006) und gegebenenfalls bei
Tumorerkrankungen (Rammensee, 2006; Srivastava, 2006; Lowy and Schiller, 2006),
Impfmethoden aulerst interessant. Nachdem sich die aktuellen Impfmethoden nicht
oder nur aulerst begrenzt auf andere Erreger oder Tumorerkrankungen anwenden
lassen, sind neue, mdglichst synthetische Impfansatze notwendig, die eine Adaption
auf verschiedene Krankheiten erlauben.

Da viele Infektionskrankheiten vor allem in Entwicklungslandern extreme Probleme
bereiten, sollten neue Impfstoffe billig herzustellen und einfach, am besten ohne
arztliche Aufsicht, anwendbar sein. Wegen der hohen Infektionsgefahr durch
mehrfach verwendete Kanilen ware ein Verzicht auf Injektionen zudem
erstrebenswert.

Entsprechend dieser Vorgaben wurde hier ein voll synthetischer und einfach
anzuwendender Impfstoff zur gezielten Aktivierung zytotoxischer T-Zellen entwickelt

und getestet.

6.1 Die transkutane Immunisierung induziert eine
systemische CTL-Antwort

Es konnte hier gezeigt werden, dass die gleichzeitige Applikation der Aldara-Creme
mit dem darin enthaltenen TLR7-Liganden Imiquimod zusammen mit einem MHC |-
bindenden Peptid zur Induktion einer spezifischen, gegen dieses Peptid gerichteten
CTL-Antwort fuhrt. So lasst sich im St42-Adoptiv-Transfer-Modell zeigen, dass eine
auf den rasierten Ricken von Mausen applizierte Mischung aus SGPSNTPPEI-
Peptid und Aldara-Creme zur Aktivierung der transgenen T-Zellen in den
drainierenden Lymphknoten fiihrt. Die Effektorzellen verteilen sich nach einer etwa
48-stiindigen Proliferationsphase in den Lymphknoten auf das gesamte System.
Funktionelle Analysen zeigen, dass die Zellen voll aktiviert sind und neben lytischer

Aktivitat auch IFN-y nach ex vivo Peptid-Restimulation produzieren.
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Somit zeigte sich, dass dieser Ansatz prinzipiell funktioniert. Das Peptid wird nach
einfachem Auftragen auf die Haut in die Lymphknoten transportiert und fihrt dort zur
Aktivierung von T-Zellen. Auf der anderen Seite konnte nachgewiesen werden, dass
sich die Aldara-Creme als Adjuvans fur T-Zell-Aktivierung eignet. Der Wirkstoff
Imiquimod dringt in die Haut ein und flhrt zu einer Aktivierung der Zellen des nicht-
adaptiven Immunsystems die ihrerseits, beladen mit dem SGPSNTPPEI-Peptid, die
Aktivierung der CD8"-T-Zellen vermitteln.

6.2 Die transkutane Immunisierung vermittelt
Tumorprotektion

Die hier gezeigten, sowie die von Tobias Warger im Wild-Typ-Modell erhobenen
Daten wurden in der Zwischenzeit durch eine sehr ahnliche Studie verifiziert (ltoh
and Celis, 2005). In dieser Studie konnte zudem gezeigt werden, dass die
transkutane  Immunisierung mit SIINFEKL in einem  prophylaktischen
Tumorexperiment mit OVA-transgenen Melanomzellen einen teilweise protektiven
Effekt hat. So wachsen Tumore in zuvor immunisierten Tieren deutlich langsamer
(Itoh and Celis, 2005), es kommt jedoch in allen Mausen schliellich zum
Auswachsen des Tumors. Dagegen konnte hier gezeigt werden, dass unter
ahnlichen Bedingungen mit dem EG.7-Tumormodell eine vollstandige Protektion der
Tiere durch die transkutane Immunisierung erzielt wird. Dies konnte daran liegen,
dass sich die induzierten Antworten aufgrund verschiedener
Immunisierungsprotokolle in ihrer Effektivitdt unterscheiden. Viel wahrscheinlicher ist
jedoch, dass sich die beiden Tumormodelle in ihrer ,Aggressivitat* unterscheiden. So
ist davon auszugehen, dass die von Itoh verwendeten Melanomzellen (B16-Linie)
deutlich schneller und effektiver anwachsen als die EG.7-Zellen. Entsprechend kann
sich der Tumor schneller etablieren und wird weniger anfallig fur die T-Zell-vermittelte
Abwehr. Eine Modifikation des EG.7-Modells hin zu solchen Bedingungen kann auch
hier gezeigt werden. Therapeutische Ansatze, das heildt Immunisierungen nach der
Inokulation des Tumors erlauben die Effektivitat der T-Zellen an etablierten Tumoren
zu testen. Entsprechend kann hier nur eine teilweise Protektion der Mause
beobachtet werden. So zeigt sich auch hier, dass die durch die transkutane
Immunisierung induzierte T-Zell-Antwort bei etablierten Tumoren nur begrenzte
Wirkung zeigt. Hier gilt es zu erwahnen, dass in therapeutischen Ansatzen selbst die

transkutane Immunisierung in Kombination mit der Gabe des a-CD40-Antikdrpers
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keine volle Protektion vermitteln kann. Es ist also fraglich, inwiefern in diesem Modell

etablierte Tumore Uberhaupt alleine durch CD8*-T-Zellen kontrolliert werden kdnnen.

6.3 Der Mechanismus der T-Zellaktivierung nach
transkutaner Immunisierung ist ungeklart

Die hier gezeigten Analysen, sowie die Studien von Itoh und Celis (ltoh and Celis,
2005), erlaubten keine eindeutigen Aussagen darlber, welche Zellen die Aktivierung
der T-Zellen vermitteln. So ist nicht klar, ob Langerhanszellen aus der Epidermis oder
Dendritische Zellen aus der Dermis nach Behandlung mit Aldara in die Lymphknoten
wandern und dort das Priming der T-Zellen vermitteln. Hier wirde ein von Adrien
Kissenpfennig (Kissenpfennig et al., 2005) etabliertes Modell detailliertere Aussagen
zulassen. Er generierte ein transgenes Mausmodell, bei dem die Langerhanszellen
GFP exprimieren. So lieBen sich nach der transkutanen Immunisierung die
Langerhanszellen aus den drainierenden Lymphknoten per FACS isolieren und in
einem in vitro Poliferationsassay mit TCR-transgenen T-Zellen als APCs einsetzen
und mit den anderen im Lymphknoten gefundenen APCs vergleichen. Erste
Experimente mit diesem Modell zeigten, dass nach der Applikation von Aldara
sowohl aktivierte Langerhanszellen als auch aktivierte dermale DCs im Lymphknoten
zu finden waren (nicht gezeigt). In diesem Modell exprimieren die Langerhanszellen
zudem den humanen Rezeptor flr Diphteria Toxin, sie lassen sich also durch Gabe
des Toxins depletieren. Entsprechend lie3en sich also sich die Langerhanszellen vor
der Immunisierung aus dem System entfernen und sich die resultierende Antwort
analysieren.

Unabhangig davon bleibt die Frage offen, ob das Antigen tatsachlich von aus der
Haut ausgewanderten Langerhanszellen beziehungsweise dermalen Dendritischen
Zellen die durch Imiquimod aktiviert wurden in den Lymphknoten transportiert wird,
oder ob das Peptid und eventuell auch der Wirkstoff eher Uber die Lymphe und den
Blutkreislauf in die Lymphknoten gelangen. Die in Abbildung 5.7 gezeigten Daten
lassen vermuten, dass es eventuell auch in der Milz zur Aktivierung einiger T-Zellen
kommt. In anderen Modellen der transkutanen Immunisierung wurde bereits gezeigt,
dass selbst in den mesenterialen Lymphknoten T-Zellen aktiviert wurden (Belyakov
et al., 2004). Ob dabei jedoch das Peptid und das Adjuvans Uber das Blut
beziehungsweise die Lymphe transportiert wurden, oder ob Zellen aus der Haut in

die entsprechenden Lymphknoten einwandern, Iasst sich nicht sagen.
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Zeitlich hoher aufgeldste Analysen mit CFSE-markierten Zellen in der Milz und
verschiedenen Lymphknoten, sowie in vitro Poliferations-Experimente mit APCs aus
den verschiedenen Lymphknoten und der Milz konnten genauere Aussagen uber den
Ort der Aktivierung der T-Zellen zulassen. Hierbei stellt sich vor allem das Problem,
dass eventuell auch nicht-professionelle  antigenprasentierende  Zellen,
beziehungsweise nicht aktivierte Zellen das Peptid prasentieren und damit Anergie in
den T-Zellen induzieren. Dieses Problem konnte jedoch umgangen werden, indem
ein verlangertes Peptid zur Immunisierung verwendet werden wurde, dieses konnte
nur von aktivierten APCs prozessiert und prasentiert werden (van der Burg et al.,
2006).

6.4 Exprimieren Langerhanszellen TLR7?

Es konnte zwar gezeigt werden, dass die Applikation der Aldara-Creme in der
Auswanderung von Langerhanszellen resultiert (Suzuki et al., 2000), diese
Beobachtung lasst aber keine Aussage Uber den genauen Mechanismus zu.
Kontroverse Berichte verschiedener Arbeitsgruppen lassen die Frage, ob
Langerhanszellen den TLR7 exprimieren, offen (Thatcher et al., 2006; Burns, Jr. et
al., 2000; Renn et al.,, 2006; Mitsui et al., 2004; Schiller et al., 2006).
Dementsprechend konnte der Mechanismus der transkutanen Immunisierung
komplexer sein als zunachst angenommen. Heib et al. konnten zeigen, dass die
transkutane Immunisierung von dermalen Mastzellen, welche den TLR7 exprimieren
(Matsushima et al., 2004), beeinflusst wird (Manuskript in Bearbeitung). Es Iasst sich
jedoch nicht ausschlieRen, dass andere Zellen die transkutane Immunisierung
ebenfalls beeinflussen.

Diese Annahme wird zudem von Beobachtungen in einem modifizierten Ansatz der
transkutanen Immunisierung untermauert. So wurden mit dem Hintergrund, dass UV-
B-Bestrahlung der Haut in einer Auswanderung der Langerhanszellen resultiert
(Duthie et al., 2000), zuvor UV-B-bestrahlte Mause transkutan immunisiert. Es wurde
eine durch die vermehrt auswandernden Langerhanszellen begunstigte und
verstarkte Antwort angenommen. In der Tat konnte beobachtet werden, dass die
Starke der induzierten Antwort um ein vielfaches hdher ist als in nicht bestrahlten
Kontrollen (nicht gezeigt). Hier lasst sich ebenfalls ein Beitrag weiterer Zellen

vermuten, die nach der UV-B-Bestrahlung in die oberen Hautschichten einwandern
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und dort Zytokine sekretieren. Diese konnten mit dem Wirkstoff Imiquimod

synergistische Wirkungen entfalten.

6.5 Der Einfluss regulatorischer T-Zellen

Analysen anderer Gruppen zum Effekt der UV-B-Bestrahlung zeigten, dass die Gabe
von Antigen Uber zuvor Uber einen langeren Zeitraum hinweg bestrahlte Haut zur
Induktion von Toleranz fuhren kann. So konnte gezeigt werden, dass viermalige UV-
B-Bestrahlung und anschlieRende Gabe von Protein, sogar in Verbindung mit einem
Adjuvans, in der Induktion einer Population regulatorischer T-Zellen resultiert
(Ghoreishi and Dutz, 2006). Die Haut scheint also fir die Modulation adaptiver
Immunantworten besonders geeignet zu sein. Es stellte sich also die Frage, ob Treq
die durch die transkutane Immunisierung induzierte CTL-Antwort beeinflussen. So
wurden die Teg, Wie zuvor beschrieben (Suvas et al., 2003; Turk et al., 2004) durch
die Injektion des PC61-Antikorpers (a-CD25) depletiert. Genauere Analysen zeigen
jedoch, dass die Injektion des Antikorpers die Ty eher reduzierte, jedoch nicht
vollstandig depletiert. Entsprechende Beobachtungen wurden in der Zwischenzeit
von einer anderen Arbeitgruppe publiziert. Kohm et al. konnten zeigen, dass die
Injektion des PC61-Antikorpers zu einer Reduktion der CD25-Expression auf der
Oberflache der FoxP3*-Zellen fiihrt, sich die absolute Zahl der FoxP3*-Zellen aber
nicht verandert. Weitere Tests hingegen zeigen, dass die Zellen nicht mehr
funktionell sind und die Injektion des PCG61-Antikdrpers zum Ausbruch von
Autoimmunkrankheiten fuhren kann (Kohm et al.,, 2006). Mit der Injektion des
Antikdrpers lasst sich also dennoch der erhoffte Effekt, namlich die Inaktivierung der
Treg, €rzielen.

Mit Hilfe des PC61-Antikdrpers konnte hier schlielich gezeigt werden, dass CD25-
Treg in der Tat die durch die transkutane Immunisierung induzierte CTL-Antwort
inhibieren. Offensichtlich ergibt sich hieraus jedoch das Problem, dass die
Immunisierung auf ein CD8-Epitop begrenzt war und die direkte spezifische
Erkennung des Antigens durch CD4"CD25-Zellen, welche die Hauptpopulation der
beschriebenen T4 sind (Shevach, 2006), ausgeschlossen werden kann. Es gibt also
zum einen die Moglichkeit, dass entweder CD4'CD25"-Zellen eine unspezifische
Hemmung vermitteln, oder aber dass CD8"CD25"-Zellen mit regulatorischer Funktion
die Antwort spezifisch unterdricken. Hierbei gilt es zu erwahnen, dass naturlich

vorkommende CD25°CD8"-T,y in Mausen bisher lediglich einmal beschrieben

- 165 -



6. Diskussion — Transkutane Immunisierung

wurden (Bienvenu et al., 2005). Daneben sind natirlich vorkommende CD8"'CD122*-
Treg (Rifa'l et al., 2004), sowie eine Reihe induzierter CD8"-T.y (Hoglund, 2006;
Shevach, 2006) bekannt. Um also die Frage nach dem Einfluss der CD4"CD25"- und
CD8"CD25"-Teg zu beantworten blieb zunéchst lediglich die Moglichkeit, die CD4"-
Zellen vor der Immunisierung aus dem System zu entfernen und die resultierende
Antwort mit der Antwort nach PC61-Injektion zu vergleichen. Hier wird in beiden
Fallen eine vergleichbare Antwort gemessen. Es wurde also deutlich, dass in der Tat
CD4"CD25"-Zellen die Aktivierung der CTLs in einer unspezifischen Art und Weise
unterdricken. Der genaue Mechanismus dieser Suppression lasst sich jedoch im
Rahmen dieser Arbeit nicht aufkldren. Es ist jedoch denkbar, dass T4 nicht
vollstandig aktivierte DCs in ihrer Funktion inhibieren und somit eine allgemeine
Dampfung von Immunantworten verursachen. Im gegebenen Fall konnten also, nach
vorheriger Inaktivierung der T.g, auch nicht vollstandig aktivierte APCs T-Zellen
aktivieren, was in einer starkeren CTL-Antwort resultieren wirde. Diese Annahme
wird von der Beobachtung gestitzt, dass DCs, die einen besonders aktivierten
Phanotyp aufweisen, in in vitro Experimenten, in der Lage sind, die durch T
vermittelte Suppression zu brechen (Pasare and Medzhitov, 2003; Warger et al.,
2006). Entsprechend wirde bei Autoimmun- und Tumormodellen die Injektion des
Antikérpers dazu flihren, dass schwach aktivierte APCs eigen- beziehungsweise
Tumorantigen-spezifische T-Zellen aktivieren konnen, ohne dass dazu ein Adjuvans
notwendig ist (Ko et al., 2005; Turk et al., 2004). Dies wurde also umgekehrt die
Mdoglichkeit eroffnen, die Teg vermittelte Suppression dadurch zu minimieren, dass
der Impfmischung zusatzliche Adjuvanzien beigemischt wiirden, die eine vollstandige
Aktivierung der APCs erlauben.

Bezuglich des Beitrages CD8"-T.g Warfen die in der Peripherie der naiven Mause
detektierbaren CD8'CD25'FoxP3*GITR"-Zellen die Frage auf, ob diese Zellen
ebenfalls regulatorische Funktion besitzen und ob sie ebenfalls Einfluss auf die
transkutane Immunisierung nehmen. Da deren Zahl in Wild-Typ-Mausen sehr gering
ist, musste damit gerechnet werden, dass ihr Beitrag unter den bisherigen
Bedingungen nicht detektierbar ist. Es wurde daher auf ein bereits beschriebenes
Modell zurlickgegriffen. In einem MHC II”-Mausmodell kénnen Effekte der CD4-
positiven Zellen zum einen ausgeschlossen werden, zum anderen konnte gezeigt
werden, dass dort eine, im Vergleich zum Wild-Typ ausgepragtere,
CD8'CD25'FoxP3*-Population auftritt, die in der Tat regulatorische Funktionen
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aufweist (Bienvenu et al., 2005). Die entsprechenden Experimente wurden also in
MHC II”-M&usen (A-a-Stamm) wiederholt. Hier zeigte sich, wie zuvor, ein dhnlicher
Effekt der PC61-Injektion. Die CD8"CD25 FoxP3*-Zellen supprimieren also ebenfalls
die durch die transkutane Immunisierung induzierte CTL-Antwort. Hierbei ist zu
erwahnen, dass in der Peripherie der A-a-Mause ebenfalls
CD4'CD25'FoxP3*GITR*-Zellen zu finden waren. Diese hatten jedoch keinen
Einfluss auf die Immunisierung und wurden bereits als nicht funktionell beschrieben
(Bienvenu et al., 2005).

Es zeigt sich also deutlich, dass sowohl CD4'CD25'FoxP3*'GITR’- als auch
CD8'CD25'FoxP3*GITR*-Zellen die durch die transkutane Immunisierung induzierte
CTL-Antwort hemmen. Es lasst sich jedoch nicht klaren, wie grol der Einfluss der
jeweiligen Population dabei ist. Vor allem bezliglich der CD8'CD25'FoxP3"GITR"-
Zellen lasst sich nicht sagen, ob diese Effekte in Wild-Typ-Mausen tatsachlich

auftreten und welchen Effekt sie haben.

Direkte Inhibition der CTL
durch die T,

Lésliche
Faktoren,
(IL-6 + ?)

Aktivierung der

CD8*/CD4*- CTL durch die APC
T uber Zell-Zell-
re
9 Kontakt und losliche

Mediatoren

DC-vermittelte
Inhibition der CTL

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Inhibierung der CTL-Aktivierung durch Tq

Die Inhibierung der CTL-Aktivierung durch T4 kann prinzipiell Gber zwei Wege erfolgen, die direkte
Beeinflussung der CTL durch die T4, oder die Beeinflussung der APC durch die T4, die schlieBlich in
einer reduzierten Aktivierung der CTL resultiert. Dabei ist lediglich bekannt, dass die Suppression
durch die T, kontaktabhéngig ist und die Suppression der T,y von stark aktivierten DCs durch die
Ausschuttung an IL-6 und weiteren I0slichen Faktoren aufgehoben werden kann.
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6.6 Die transkutane Immunisierung induziert keine
Gedachtnisantwort

Betrachtete man die protektive Kapazitat der durch die transkutane Immunisierung
induzierten CTL-Antwort im prophylaktischen Ansatz bei einer Inokulation, die
mehrere Wochen nach der Immunisierung stattfand (Abbildung 3.11 B), so wird eines
der Hauptprobleme der hier beschriebenen transkutanen Immunisierung deutlich: Die
fehlende Induktion einer stabilen Gedachtnispopulation. So gewahrt die hier
etablierte Impfmethode keinen langfristigen Schutz. Entsprechend konnte Tobias
Warger zeigen, dass die CTL-Antwort im Wild-Typ ihr Maximum nach 7 bis 8 Tagen
erreicht, danach aber sehr schnell kontrahiert und nach etwa 14 Tagen nur noch
knapp uber dem Hintergrund liegt. Er konnte zudem zeigen, dass die Applikation des
monoklonalen a-CD40-Antikorpers FKG-45 in Kombination mit der transkutanen
Immunisierung in einer stabilen Gedachtnisantwort resultiert (Warger 2006,
Manuskript im Druck). Der Wirkmechanismus des CD40-Antikdrpers ist noch nicht
vollstandig aufgeklart, es wird aber angenommen, dass er die CD40-CD40L-
Interaktion zwischen APC und CD4-Zellen und somit eine CD4-Helferantwort
mimikriert (Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998). Es kdnnte also zu einer
zusatzlichen Aktivierung der APCs kommen, die die Induktion einer
Gedachtnisantwort erlaubt. Eine parallele Applikation von a-CD40-Antikérpern ist
wegen der nicht ganzlich aufgeklarten Wirkung therapeutisch nicht denkbar und
aufgrund der notwendigen Injektion nicht sinnvoll mit der transkutanen
Immunisierung kombinierbar. Es koénnen jedoch zwei Schlisse aus diesen
Beobachtungen gezogen werden: Zum einen kdnnte die Aktivierung von CD4-Zellen
im Rahmen der transkutanen Immunisierung in einer Gedachtnisantwort resultieren,
zum anderen konnte einer starkere Aktivierung der APCs die Induktion einer
Gedachtnisantwort erlauben.

Es qgilt zunachst zu bemerken, dass in vielen Systemen gezeigt werden konnte, dass
CD4-Helfer essentiell fur die Bildung einer stabilen CTL-Gedachtnisantwort sind
(Rocha and Tanchot, 2004; Behrens et al., 2004). Es liegt daher nahe, die
zusatzliche Aktivierung CD4'-T-Zellen anzustreben. Dazu wurde ein Peptid, das
sowohl eine Sequenz fiur ein CD4-Epitop sowie das SIINFEKL-Peptid enthielt, zur
Immunisierung verwendet. Es konnte zwar gezeigt werden, dass die Immunisierung
funktioniert, eine Gedachtnisantwort allerdings nicht generiert wird. Auch eine
vorherige Aktivierung der CD4-Zellen zeigt keinen Effekt (nicht gezeigt). Hier
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mussten also weitere Analysen folgen, die schlieBlich die parallele Aktivierung von
CD4-Helferzellen ermdglichen. Ein Ansatzpunkt ware die Immunisierung mit ganzem
Protein. Hier gilt es jedoch zunachst zu klaren, ob das Protein in die Haut
diffundieren und von den APCs prozessiert und prasentiert werden kann, um die
Aktivierung der T-Zellen zu gewahrleisten. Dazu sind umfangreiche Analysen
notwendig. Uber die Verwendung des richtigen Ldsungsmittels bis hin zur Frage
nach der Immunisierung vorausgehenden Behandlungen der Haut zur Zerstérung
beziehungsweise Modifikation das Stratum Corneum (Belyakov et al., 2004).

Neben der Aktivierung von CD4"-Zellen wéare, wie bereits erwdhnt, eine starkere
Aktivierung der APCs denkbar. Die Aktivierung sollte dabei einen Grad erreichen, der
durch die Aktivierung Uber die CD40-CD40L-Interaktion erreicht wird. Um dieses Ziel
zu erreichen, eigenen sich am besten TLR-Liganden oder andere, bevorzugt
synthetisch herstellbare, PAMPs. Es konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige
Aktivierung von BMDCs mit 2 verschiedenen TLR-Liganden in einer besonders
starken Aktivierung der Zellen resultierte (Gautier et al., 2005; Napolitani et al., 2005;
Warger et al., 2006). Es bleibt also zu ergrinden, ob derartig aktivierte Zellen auch
ohne CD4-Hilfe eine CTL-Gedachtnisantwort induzieren kdnnen, beziehungsweise
ob andere Kombinationen mehrerer aktivierender Agenzien einen Aktivierungsgrad
antigenprasentierender Zellen hervorrufen kénnen, der der Aktivierung durch CD4-
Zellen entspricht.

Es lasst sich also zusammenfassend feststellen, dass die hier entwickelte
transkutane Immunisierungsmethode die effektive Aktivierung zytotoxischer T-Zellen
erlaubt. Die Methode ist einfach und ohne arztliche Aufsicht anwendbar. Die bloflke
Applikation des Impfstoffes auf die Haut eliminiert die Infektionsgefahr Gber mehrfach
verwendete Kanulen. Der Impfstoff enthalt lediglich vollsynthetische Komponenten,
die kostenglnstig herzustellen sind und eine relativ einfache Zulassung eines
moglichen Medikaments in Aussicht stellen. Um einen zuverlassigen, langfristigen
Impfschutz durch die transkutane Immunisierung zu gewahrleisten, musste jedoch
zunachst die Frage der ausbleibenden Gedachtnisantwort geklart werden. Hier
stellen Modifikationen des Antigens, die Addition weiterer aktivierender Agenzien
sowie die Vorbehandlung der Haut mit UV-B-Strahlung die naheliegensten und
vielversprechensten Optionen dar.

Nicht zuletzt wird sich in Untersuchungen am Menschen zeigen mussen, ob sich die

im Mausmodell gemachten Beobachtungen Uberhaupt auf den Menschen Ubertragen
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lassen. Bereits zuvor ins menschliche System Ubertragene transkutane
Immunisierungs-Methoden (Mitragotri, 2005) sowie die Tatsche, dass es sich bei der
Aldara-Creme um ein zugelassenes Medikament handelt, lassen hoffen, dass dies

der Fall sein wird.
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7. Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die CD8'-T-Zellen der beiden
Mausstdmme St42 und St35 die denselben transgenen SGPSNTPPEI-H2-D-
spezifischen TCR exprimieren im Detail charakterisiert. Die Expression des
Rezeptors liegt dabei auf St42-T-Zellen um den Faktor 2 bis 3 hoher als auf den
St35-T-Zellen. Die Menge des exprimierten TCR reicht in beiden Fallen zur effektiven
Selektion der T-Zellen im Thymus aus. Phanotypische Analysen der Zellen ergaben,
abgesehen von der Menge des TCR, keine Unterschiede zwischen den Zellen. Es
konnte daruber hinaus festgestellt werden, dass sich der TCR-Dichteunterschied bei
der Aktivierung der T-Zellen in vitro weder auf die Aktivierung der Zellen, noch auf
deren Funktionalitat auswirkt. Werden die Zellen dagegen nach adoptivem Transfer
in vivo aktiviert, so zeigt sich ein deutlicher Unterschied in der Expansion der
Effektorzellen. So bedingt die reduzierte Aviditat der St35-T-Zellen eine, im Vergleich
zu den St42-T-Zellen deutlich geringere Expansion nach Immunisierung mit Peptid-
beladenen BMDCs. Nichtsdestotrotz sind St42- und St35-Effektorzellen voll
funktionell und weisen einen vollstandig aktivierten Phanotyp auf. In beiden Fallen
hangt die Expansion der Zellen von der Menge der zur Immunisierung verwendeten
DCs ab, die Titration der Peptidkonzentration auf den DCs hat dagegen keinen
Einfluss auf die induzierte Antwort.

Werden beide T-Zellklone in einem 1:1-Verhaltnis adoptiv transferiert und durch
Peptid-beladene BMDCs aktiviert, so expandiert nur die St42-Population in einem
zum Einzeltransfer vergleichbaren Mal3. Beobachtet man dagegen die Expansion der
St35-T-Zellen, so tritt in Gegenwart der St42-T-Zellen eine um den Faktor 3 kleinere
Effektorpopulation auf. Die beiden T-Zellklone konkurrieren also um APCs, wobei die
hochaviden St42-T-Zellen den niederaviden St35-Zellen Uberlegen sind und deren
Aktivierung behindern. Erfolgt vor der Immunisierung ein Kotransfer beider Klone mit
einem mindestens 10-fachem Uberschuss an niederaviden T-Zellen, so ist im
Vergleich zum Einzeltransfer eine reduzierte Expansion der hochaviden St42-T-
Zellen zu beobachten, wahrend die Expansion der niederaviden Zellen nicht
eingeschrankt ist. Es kann also beobachtet werden, dass die Kompetition der T-
Zellen eine Funktion der Aviditat und der Vorlauferfrequenz der T-Zellen ist.

In allen Fallen sind samtliche auftretende Effektor-T-Zellen voll funktionell,

unabhangig davon, ob die Zellen in der Kompetition Uber- oder unterlegen waren.
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Die Menge der zur Immunisierung verwendeten DCs hat ebenso wenig Einfluss auf
den Ausgang der Kompetition wie die Menge des auf die DCs geladenen Peptids.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine neue, nicht-invasive Immunisierungs-Methode
zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen im Mausmodell etabliert. Die Methode beruht
auf der Applikation einer TLR7-Liganden-enthaltenden Creme zusammen mit einem
MHC I-Peptid. Es konnte gezeigt werden, dass nach adoptivem Transfer von St42-T-
Zellen das Auftragen der Aldara-Creme zusammen mit den SGP-Peptid auf den
rasierten Rucken der Mause zur Induktion einer systemischen und voll funktionellen
CTL-Antwort flihrt. Es konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass eine derartige
Immunisierung  von  Wild-Typ-Mausen mit dem  SIINFEKL-Peptid eine
Tumorprotektive Antwort induziert. In prophylaktischen Ansatzen kann eine
vollstandige Protektion erreicht werden, wahrend in therapeutischen Ansatzen
lediglich eine teilweise Protektion beobachtet werden kann.

Dartber hinaus konnte durch Depletion CD25- beziehungsweise CD4-positiver
Zellen vor der Immunisierung gezeigt werden, dass CD4'CD25"-regulatorische T-
Zellen die Aktivierung der CTLs nach transkutaner Immunisierung inhibieren. Die
Depletion der Zellen flhrt zu einer deutlich starkeren CTL-Antwort sowie zur
Induktion einer bis zu 35 Tage nach der Immunisierung nachweisbaren
Gedachtnisantwort.

In einem MHC lI-Knock-Out-Modell konnte durch Depletion CD25-positiver Zellen
gezeigt werden, dass dort CD8'CD25"-regulatorische T-Zellen auftreten, die die
Induktion einer CTL-Antwort durch die transkutane Immunisierung negativ

beeinflussen.
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9. Abkurzungen

9. Abkurzungen

ACK Ammoniumchlorid-Kaliumhydrogencarbonat-Losung
AP-1 Activator protein 1

APC Allophycocyanin

APC-Cy7 Allophycocyanin-cyanine 7

APCs Antigen Presenting Cells

B6 C57BL/6

BD Becton Dickinson

BMDCs Bone Marrow-Derived Dendritic Cells

BSA Bovine Serum Albumin

CAD Caspase-activated DNAse

CCL CC Chemokin Ligand

CCR CC Chemokin Rezeptor

CD Cluster of Differentiation

CDR Complementary determining region

CFSE 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
CTLA-4 CTL activation associated protein 4

CTLs Cytotoxic T Lymphocytes

DAG Diacylglycerol

DCs Dendritic Cells

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic Acid

dNTP desoxynucleosid Triphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ER Endoplasmatisches Retikulum

Erk extracellular signal-regulated kinase

FACS Flourescent Activated Cell Sorting

FADD Fas activated death domain

Fc crystallizable fragment

FCS Fetal Calf Serum

FITC Fluorescein Isothiocyanate

FoxP3 forkhead box protein P3

GITR glucorticoid-induced tumor necrosis factor family-related protein
GM-CSF Granulocyte/ Macrophage Colony Stimulating Factor
Grb-2 growth factor receptor-bound protein 2
[’H]-Thymidin Tritium markiertes Thymidin

HEV high endothelial venules

HIV human immunodeficiency virus

HLA Human Leukocyte Antigens

HRP Horseradish Peroxidase

ICAD Inhibitor of CAD

ICAM-1 Intracellular adhesion molecule 1

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

IP3 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

IRF-3 interferon regulatory factor 3

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif
LAT linker for activation of T cells
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9. Abkurzungen

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen 1
MAP mitogen activated kinase

MEM minimum essential medium

MFI mean fluorescence intensity

MHC Major Histocompatiblity Complex
MyD88 Myeloid Differentiation Factor 88

NFAT nuclear factor of activated T cells
NF-kB nuclear factor kB

NK Naturliche Killerzelle

NOD nucleotide-binding oligomerization domain
OVA Ovalbumin

PAMP Pathogen Associated Molecular Pattern
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

PE-Cy7 Phycoerythrin-cyanine 7

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein

Pl Propidiumiodid

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase

p(l:C) Poly-inosine Poly-cytidylitic Acid

PIP3 Phosphatidylinositol-1,4,5-trisphosphat
PMA Phorbol 12-myristat 13-acetate

RAG recombination activating genes

PLC-y Phospholipase C-y

PKC-6 Protein Kinase C-0

PRR Pattern Recognition Receptor

R Rezeptor

RIG retinoic acid-induced protein

RNA Ribonucleic Acid

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

SDS Sodium Dodecyl Sulfat

SFI spezific fluorescence intensity

SLP76 SRC-homology-2domain-containing leukocyte protein of 76 kDa
SOS son of sevenless

TAE Tris-Essigsaure-EDTA-Puffer

TAP Transporter Associated With Antigen Processing
Tewm zentrale Gedachtniszellen

TCR T Cell Receptor

TEC Thymic epithelial cell

Tem Effektorgedachtniszellen

TGF transforming growth factor

Th T-Helferzelle

TIR Toll/IL-1 receptor homology domain
TLR Toll-like Rezeptor

T™MB 3,3,5,5"-Tetramethylbenzidine

TNF Tumor Necrosis Factor

Treg regulatorsiche T-Zelle

TRIF TIR domain-containing adapter inducing IFN-f3
WASP Wiskott-Aldrich syndrome protein
ZAP-70 (-chain-associated protein kinase 70
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