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Abstract

Autoimmune diseases represent an antigen-specific disturbance of T cell
activation in the interaction between antigen-presenting cells and T cells in
combination with a simultaneous abnormality in the modulation of T cell survival
in the context of apoptosis regulation. One goal of this thesis was the
identification and characterization of antigen-specific T cells in whole blood using
a simple stimulation assay. In addition, the analysis of differences in apoptosis of
T cells and in CD1l-expressing or reactive leukocytes from peripheral blood
between healthy persons and patients with autoimmune diseases was

investigated.

In this thesis a model system could be established, with which the activation of T
lymphocytes by the stimulus tetanus toxoid (TT) in whole blood is measured in
the flow cytometer as the upregulated expression of activation antigens. The
optimization of the assay parameters (Lithium heparin as anticoagulant, dilution
with 66 % medium, harvesting the cells without EDTA, incubation for at least
22 h) and the detection of these activated T cells (sequential staining of the
activation markers CD25, CD69, CD134 and CD154) resulted in a specific and
reproducible response of a distinct subpopulation of 1 to 3 % positive T
lymphocytes. The inhibition of secretion or degradation with the reagents
Brefeldin A, Bestatin or Aprotinin did not increase the sensitivity of antigen
detection.

On the other hand antigen-positive T cells could be already measured with single
peptides of TT, without any costimulation. The parameters for this stimulation
were also tested and optimized (concentration of peptide: 40 pg/ml, 24 h
inkubation minimum).

The characterization of the T cells activated by TT, or its peptides, was based on
the memory phenotype, confirming a reaction carried out by the immune
memory. This was demonstrated by evaluating the assay also with whole blood
samples of non-vaccinized donors (cord blood), which did not result in activated

antigen-positive T cells.

After the development of the detection assay for TT-specific T cells in whole
blood as a simple, fast and convenient method, it was used for the identification
of glutamic acid decarboxylase (GAD)-reactive T lymphocytes as an antigen

relevant in autoimmune disease. The GAD-specific T cells are thought to play a
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crucial role in the development and execution of an autoimmune reaction against
GAD and insulin-producing g cells in the pancreas inducing typel diabetes
mellitus. With this assay the identification of activated T cells (0.5 to 1.5 %) was
possible following 72 h incubation. In a pilot study blood samples of healthy
donors and patients with type I diabetes were incubated and stimulated by
different peptides of GAD in parallel. The results revealed that the majority of the
activated T cells expressed CD25, while only a weak stimulation was detected
with the antigen CD134. On the other hand GAD-reactive T cells could be found
in the whole blood of patients and controls independently from type I diabetes

mellitus, which confirms the results of other working groups.

The induction of apoptosis (e.g. by CD95) in T cells is a regulatory mechanism
limiting cell activation. Therefore an apoptosis-inducing assay was implemented
by which disturbances in apoptosis could be investigated in autoimmune
diseases. The sugar 2-deoxy-D-ribose was found as a reliable stimulus and it
could be shown that the apoptosis in T cells from patients suffering from
Sjogren's syndrome or SLE is increased in comparison to healthy donors. These
differences between those groups were also found by analyzing CD95 antibody-

induced apoptosis and are in agreement with other published results.

A characterization of CD1-expressing and CDl1-reactive leukocytes was
performed in these autoimmune patients. The molecules of the CD1 system
present degraded and lipophilic antigens to T cells, whereas loaded CD1d
stimulates the special subpopulation of NK-T cells. In accordance with published
absolute numbers only small frequencies of NK-T cells were measured in the
whole blood of healthy donors and patients with autoimmune diseases. However
decreased absolute numbers of CD1c" and CD1d" dendritic cells could be

determined for all autoimmune patients as shown by other groups.

Both, the functional characterization of antigen-specific T cells and T cell
apoptosis, as well as the phenotyping of CD1-relevant leukocytes could be
established successfully in this thesis. Employing these methods it was possible
to measure clear differences between the individual groups. Therefore the
methods developed in this thesis are valid, convenient and useful for the analysis

of pathogenetic parameters of autoimmune diseases in a clinical study.
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1 Einleitung

1.1 Entstehung und Folgen von Autoimmunerkrankungen

Die antigenspezifische Immunantwort und die sie ausfuhrenden Leukozyten
unterliegen einer strikten Regulation und Kontrolle. Dies dient dazu ein
UberschieBen der Immunantwort zu verhindern und den aktivierten Zustand
nach einer gewissen Zeit auf NormalmaB zurtckzufihren. Kommt es in diesem
ausbalancierten System zu einem Fehler, kann dies in letzter Konsequenz zu

einer Autoimmunerkrankung fuhren.

1.1.1 Allgemeine Mechanismen der Autoimmunerkrankungen

Flar die Generierung einer Autoimmunreaktion konnten bisher drei Mechanismen
identifiziert werden, die einzeln oder in Kombination an der Pathogenese
ursachlich sind:

Die fehlerhafte Erkennung von koérpereigenen Antigenen als vermeintlich fremd,
die sog. Mimikry, wurde flr die Induktion einer Autoantigenreaktion bei Diabetes
Typ I, Multipler Sklerose und Guillain-Barre Syndrom nachgewiesen [158; 290;
418]. Eine Schlusselrolle konnte hierbei in mehreren Mausmodellen neben den
antigenspezifischen T-Zellen auch den Dendritischen Zellen (DCs) zugewiesen
werden. Bereits eine Gabe von wenigen mit degradierten Antigenen beladenen
DCs kann eine Autoimmunreaktion reversibel induzieren (Ubersicht in [234]).

Ein weiterer induktiver Mechanismus wird in der Kostimulation von autoantigen-
spezifischen T-Zellen gesehen. Hierbei kann beispielsweise eine antivirale
Immunreaktion Uber die sezernierten Zytokine eine anti-autogene Reaktion
verstarken. Untersuchungen an Patienten mit Multipler Sklerose konnten zeigen,
dass virale Infektionen den Verlauf der Krankheit verscharfen [11].

Auch eine Stérung der T-Zell-Apoptose als Mechanismus zur Begrenzung der T-
Zellaktivierung wird als moégliche Ursache einer Autoimmunkrankheit gesehen.
Die Funktionslosigkeit von CD95 oder CD95L, die in aktivierten T-Zellen den
programmierten Zelltod induzieren, infolge einer Mutation ihres Gens flihrt bei

Menschen oder bei Mausen zu schweren Schadigungen (siehe 1.4.2).
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1.1.2 Autoimmunerkrankungen

Aus der Vielzahl der beschriebenen Erkrankungen, die durch das kérpereigene
Immunsystem induziert werden koénnen, sind nachfolgend vier relevante
Beispiele dargestellt. Die beteiligten Leukozyten, ihre Funktionen und die

wesentlichen Mechanismen sind in den Kapiteln 1.2 bis 1.4 beschrieben.

1.1.2.1 Insulinpflichtiger Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus wird in zwei Gruppen eingeteilt. Der Diabetes Typ I (Insulin
dependent diabetes mellitus: IDDM) wird als Autoimmunkrankheit definiert, bei
dem die Zellen des Immunsystem die insulinproduzierenden pg-Zellen des
Pankreas zerstéren und der Mangel an Insulin eine Hyperglykamie verursacht
(Ubersicht in [384]). Demgegeniiber gilt der Diabetes Typ II als Krankheit, bei
dem es aufgrund einer Insulinresistenz zum Uberhdhten Blutzuckerspiegel
kommt (Ubersicht in [333]).

Zwar konnte man eine Haufung bestimmter Epitope auf dem p-Molekil des HLA-
DQ unter IDDM-Patienten entdecken, jedoch zeigte eine Studie an eineiigen
Zwillingen ein Auftreten der Krankheit bei beiden erbgleichen Geschwistern nur
in weniger als der Halfte der untersuchten Falle [30; 157]. Daher wird von einer
vererbten Disposition ausgegangen, die in Kombination mit weiteren nicht
bekannten Faktoren zur Induktion der Autoimmunreaktion mit den erwdahnten
Folgen flihrt. Die Existenz eines Tiermodells in Form der sog. Nonobese diabetic
(NOD)-Maus, die spontan IDDM entwickelt, ermdglicht weitere Einblicke in die
Pathogenese der Krankheit und eréffnet einen experimentellen Zugang.

Sowohl bei Patienten als auch bei NOD-Mausen konnten mehrere kdrpereigene
Antigene identifiziert werden, gegen die Autoantikdérper gebildet werden. Ein
erster in Patientenblut identifizierter Autoantikdrper ist reaktiv gegenlber den
Inselzellen der Bauchspeicheldrise [47]. Auch gegen das von ihnen sezernierte
Insulin und seinen Rezeptor kénnen Antikdrper gefunden werden [247; 293].

Als die wichtigsten Antigene flr die Entstehung des Diabetes sieht man jedoch
das IA-2 und die Glutaminsduredecarboxylase (GAD) 65. Das IA-2 wurde als
Transmembranprotein aus der Familie der Protein-Tyrosinphosphatasen charak-
terisiert. Es wird auch von humanen Inselzellen exprimiert, und bei 66 % der
IDDM-Patienten kdnnen Autoantikdrper gegen IA-2 gefunden werden [212].

Das bekannteste Autoantigen des IDDM ist jedoch die GAD (Ubersicht in [184]).

Dieses Enzym dient zur Synthese von y-Aminobutansaure, einem inhibitorischen
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Neurotransmitter, der sowohl von den g-Zellen des Pankreas als auch von einigen
neuronalen Zellen exprimiert wird [22]. Die GAD liegt in zwei Varianten vor: Eine
leichtere Variante mit 65 kDa (585 Aminosdauren) und eine schwerere Variante
mit 67 kDa (594 Aminosauren) flr die jeweils ein codierendes Gen auf unter-
schiedlichen Chromosomen ermittelt werden konnte [97; 193]. Beim Menschen
exprimieren die p-Zellen des Pankreas hauptsachlich GAD65, wahrend bei den
Mausen die gleichen Zellen GAD65 und GAD67 synthetisieren [198]. Unter-
suchungen mittels Elektronenmikroskopie zeigten, dass die GAD65 nach ihrer
Expression in der Plasmamembran verankert und nach einer Modifikation
abgespalten wird [64]. Dies kénnte den Ubergang der Autoimmunreaktion gegen
das Protein GAD65 auf die g-Zellen des Pankreas erklaren.

Die Beteiligung der GAD an der Induktion der Autoimmunreaktion konnte neben
dem Nachweis der Autoantikérper auch Uber die Stimulation von PBLs aus dem
Blut der Patienten demonstriert werden [21]. Genauere Untersuchungen
ergaben, dass in T-Zellen aus dem Vollblut von Patienten sowohl von GAD65 und
GADG67 als auch von einzelnen Peptiden der beiden Enzyme eine Stimulation
induziert werden kann [156; 232]. Es zeigte sich, dass mehrere Sequenzen des
GAD-Proteins stimulierende Eigenschaften haben; eine bestimmte Sequenz der
GAD ist dem Hiullprotein des Coxsackie Virus homolog. Dies nahrte
Spekulationen, dass IDDM durch eine Coxsackie-Infektion induziert werden kann
[20]. Weitere Studien mit GAD-Peptiden ergaben reaktive T-Helferzellen (Th-
Zellen) und Zytotoxische Lymphozyten (CTLs) im Vollblut der Patienten, die
Méglichkeit T-Zelllinien zu generieren und eine Abhangigkeit der Stimulation vom
HLA-Typ [95; 297]. Dariber hinaus ist es mdglich durch den adoptiven Transfer
von humanen GAD-reaktiven Th;-Zelllinien den IDDM in jungen, gesunden und
immuntoleranten NOD-Mausen zu induzieren [424].

Fur die Pathogenese des IDDM existiert eine Vorstellung lUber die einzelnen
Ablaufe, die hauptsachlich aus den Untersuchungen am NOD-Mausmodell
gewonnen wurden.

Am Beginn der Autoimmunreaktion steht der Verlust der Toleranz gegeniber
GAD, dem der Toleranzverlust gegenliber anderen Autoantigenen folgt [194].
Umgekehrt kann durch die Einleitung einer Toleranz gegenliber GAD durch die
Impfung junger und noch gesunder NOD-Mause mit GAD65 oder GADG67 die
Autoimmunantwort verhindert werden [91; 302]. Diese Toleranz kann auch uber

die orale Gabe des rekombinanten Proteins respektive die nasale Gabe
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verschiedener GAD-Peptide induziert werden. Daflr ist die Entwicklung einer Th,-
Antwort ausschlaggebend, wahrend eine Th;-Antwort IDDM induziert [239; 382].

Dem Toleranzverlust folgt die Einwanderung von Antigenprasentierenden Zellen
(APZs) in die Langerhans-Inseln des Pankreas. An NOD-Mdusen konnte gezeigt
werden, dass Monozyten, Makrophagen und DCs den Pankreas infiltrieren [178].
Bereits vorher konnte demonstriert werden, dass eine spezifische Blockierung der
Makrophagen mittels Silikon die Entstehung von IDDM in der NOD-Maus
inhibiert. Die Makrophagen sind damit maBgeblich an der Induktion der
Immunantwort beteiligt [215]. Die Sekretion verschiedener Zytokine durch die
APZs (z. B. Interleukin (IL)-18, Interferon (IFN)-y, Tumornekrosefaktor (TNF)-q,
etc.) wirkt chemotaktisch auf andere infiltrierende Leukozyten (z. B. T-Zellen)
und toxisch auf die p-Zellen selbst [299]. B-Zellen wandern ebenfalls in die
Langerhans-Inseln der NOD-Mause ein und fungieren als APZs, was Uber ihre
spezifische Blockierung und dem Ausbleiben des IDDM gezeigt werden konnte
[344].

Mit den APZs wandern Th-Zellen und CTLs zytokingesteuert in den Pankreas ein,
und es kommt zur Bildung einer Art lymphatischen Gewebes. Diese sog. Insulitis
konnte sowohl in NOD-Mdausen als auch in Menschen nachgewiesen werden [144;
148; 173]. Die T-Zellen sind flr den Ausbruch des IDDM ebenfalls essentiell. Die
intravendse Gabe eines CD3-Antikérpers an neugeborene NOD-Mduse flhrt zu
einem Absinken der T-Zellzahl und verhindert den IDDM [148]. Umgekehrt kann
Uber den adoptiven Transfer aller T-Zellen oder nur der Th-Zellen von erkrankten
NOD-Mausen auf gesunde immundefiziente Mdause der Diabetes induziert werden.
Dagegen ist der Transfer von CTLs genauso wirkungslos, wie die gleichzeitige
Blockierung der Makrophagen mit dem Transfer der T-Zellen in die gesunden
immundefizienten Mause [65].

Die weitere Untersuchung von Th-Zellen und CTLs ergab flr beide Subpopu-
lationen spezifische Aufgaben in der Pathogenese des IDDM (Ubersicht in [416]).
Die Th-Zellen haben vermutlich eine wichtige Vermittlerrolle, was durch die Gabe
von Antikérpern gegen CD154 an noch gesunden NOD-Mausen demonstriert
werden konnte. Die Unterbindung der Th-Zellinteraktion mit den DCs (siehe
1.2.1.2) und eine verminderte Differenzierung zu Th;-Zellen verhindern die
Entstehung des IDDM [24]. Weitere Experimente konnten zeigen, dass eine

gezielte Insulingabe an gesunde NOD-Mause zur Tolerierung dieses Autoantigens
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und zur Entwicklung der Th-Zellen zu Thy-Zellen fihrt [383]. Somit kann man
schlieBen, dass flr die Pathogenese des IDDM die Th;-Zellen und fur die Toleranz
gegenuber den Autoantigenen die Th,-Subpopulation ursachlich sind.

Die Zerstdérung der p-Inselzellen ist weitgehend eine Wirkung der CTLs. Die
Generierung von NOD-Mausen mit defektem CD95-Gen oder zerstdrtem Perforin-
Gen erbringt einen Phanotyp bei dem der Ausbruch des IDDM entweder

unterbunden oder stark minimiert ist [174; 189].

1.1.2.2 Systemischer Lupus Erythematosus (SLE)

Der SLE ist im Gegensatz zum IDDM eine Autoimmunkrankheit, die verschiedene
Organe betrifft und keine einheitliche Manifestation aufweist. Es wurden 11
verschiedene Kriterien (Hautveranderungen, Fotosensitivitat, Nephritis, hama-
tologische Veranderungen, Autoantikérper, etc.) definiert, von denen mindestens
vier nétig sind, um die Diagnose zu stellen [153].

Wie beim IDDM ergaben genealogische Studien und der Befund, dass bei
eineiigen Zwillingen beide Geschwister nur in 24 % der Falle erkrankt sind, eine
genetische Disposition flir SLE. Hinzu kommt ein Frauenanteil von ca. 90 % an
der Gesamtheit der Patienten [77; 122]. Weiterhin konnte bei Japanern eine
Assoziation von SLE mit Polymorphismen im CD152-Gen ermittelt werden [1].
Eine vermutete Mutation im CD95L-Gen konnte jedoch nicht als Ursache
festgestellt werden [202]. Eine Mutation des CD95- oder CD95L-Gens fluhrt beim
Menschen zum Autoimmun-lymphoproliferativen Syndrom (siehe 1.4.2).
Verursacht von hyperaktiven B-Zellen werden in SLE-Patienten verschiedene
Autoantikorper identifiziert, die als Antigen den Zellkern, DNA, Histone, Ribo-
nukleoproteine oder die Nukleoproteine Ro und La binden kénnen [126]. Diese
und andere Autoantikdérper kénnen an verschiedenen Stellen im Organismus
binden und zu chronischen Entziindungen flhren, die sich in neuronalen
Schadigungen, veranderten Zytokinprofilen, Thrombosen, Infarkten und Organ-
schaden manifestieren (Ubersicht in [342]). Darliber hinaus kann man bei vielen
Patienten ein sekundares Antiphospholipid-Syndrom (APS) diagnostizieren, bei
dem Antikdérper gegen koérpereigene Phospholipide gebildet werden und das zu
zusatzlichen Komplikationen fihrt (Ubersicht in [345]). Zu diesen Stérungen
addieren sich auch bei der Mehrheit der Patienten ein Mangel an Komplement-
molektllen, was eine Defizienz in der Abwehr von Fremdorganismen zur Folge hat
(Ubersicht in [304]).
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Bezliglich der Apoptose in den Leukozyten konnten bisher nur wenige
Unterschiede zu normalen Probanden gefunden werden (Ubersicht in [39]). Die
Expression von CD95 auf und von Bcl-2 in den T-Zellen der SLE-Patienten wurde
als erhdéht beschrieben. Die Induktion der Apoptose in den T-Zellen mit Anti-
CD95 erfolgt ohne Besonderheiten [286]. Dennoch werden im Patientenblut
erhdhte Werte an apoptotischen T-Zellen gemessen [301]. Eine mdgliche
Ursache dafiir zeigte ein Funktionstest auf, bei dem in vitro generierte Makro-
phagen der SLE-Patienten die autologen und apoptotischen Leukozyten nur
schlecht phagozytieren konnten [151]. Generell konnten aber bisher keine
eindeutigen Zusammenhange zwischen dem Immunsystem und dem Ausbruch

der Krankheit bewiesen werden.

1.1.2.3 Sjogren's Syndrom

Eine dem SLE verwandte Autoimmunerkrankung ist das Sjogren's Syndrom. Bei
beiden Erkrankungen sind ca. 90 % der Patienten weiblich. Im Gegensatz zum
SLE mit seinen multiplen Inflammationsloci sind beim Sjégren's Syndrom die
Orte der Inflammation exokrine Gewebe, wie die Mundschleimhaut oder die
Tranendrusen. Die Krankheit kann auch in Kombination mit SLE als sekundares
Syndrom auftreten (Ubersicht in [182]).

Auch fur das Sjogren’s Syndrom wurde eine Liste mit 6 verschiedenen
Diagnostikkriterien erstellt, die mit anderen Kriterien zusammen eine Klassi-
fikation dieser Erkrankung ermoglicht [403]. Parallel zum SLE kdénnen auch bei
der Mehrheit der Patienten mit Sjogren's Syndrom Autoantikdérper gegen die
Nukleoproteine Ro und La identifiziert werden [377]. Darliber hinaus konnte mit
a-Fodrin, einem Protein des Zytoskeletts, ein spezifisches Autoantigen charak-
terisiert werden. Im Blut der Patienten wurden sowohl Antikdérper gegen o-Fodrin
als auch Fodrin-reaktive T-Zellen beschrieben [143].

Analog dem Pankreas des IDDM-Patienten konnte beim Sjégren’s Syndrom eine
Infiltration des sekretorischen Gewebes durch mononukledre Zellen nach-
gewiesen werden. Eine immunhistologische Untersuchung zeigte, dass diese
Zellen entweder CD40 oder CD154 erhoht exprimieren, was auf DCs und
aktivierte Th-Zellen schlieBen lasst [285]. Auf der Zelloberflache der betroffenen
Gewebe konnte passend dazu eine erhoéhte Expression von CD80 und CD86

nachgewiesen werden [245].
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Auch beim Sjogren's Syndrom wurden Untersuchungen angestellt, die die T-
Zellen bezuglich ihrer Apoptose charakterisieren. Dabei zeigte sich, dass bei den
Patienten die Gene fiur CD95 und CD95L keine signifikanten Polymorphismen
oder Mutationen besitzen [46]. Jedoch ergab eine weitere Studie, dass die
Frequenz der CD95-vermittelten Apoptose bei den infiltrierenden Th-Zellen und
CTLs deutlich vermindert ist [284]. Im Gegensatz dazu konnte man bei den
Schleimhautzellen der Sjogren-Patienten eine erhdhte Apoptoserate detektieren
[307]. Die Ursache flr die Infiltration und Zerstérung der exokrinen Gewebe
blieb bisher unentdeckt.

1.1.2.4 Rheumatoide Arthritis (RA)

Auch die RA wird als Autoimmunerkrankung definiert, und sie wird als eine dem
SLE und dem Sjogren’s Syndrom verwandte Krankheit gesehen (Ubersicht in
[411]). Genetische Dispositionen konnten bei der RA ebenfalls festgestellt
werden: Es sind zum einen mehr Frauen von der RA betroffen als Manner und
zum anderen kann das HLA-DRB1*04-Allel bei 65 % der Patienten festgestellt
werden [134; 288]. Die Entdeckung, dass Patienten mit einem schweren Krank-
heitsverlauf oftmals homozygot flir dieses Allel sind, flhrte zu der Hypothese,
dass ein bisher unbekanntes Autoantigen hauptsachlich Uber dieses HLA-Molekul
prasentiert wird [413].

Wie fur den SLE oder Sjégren’s Syndrom wurden auch fiir die RA (zuletzt sieben)
Kriterien definiert, von denen vier flr die Diagnose zutreffen mussen. Zu diesen
Kriterien gehdéren neben Schwellungen an den Gelenken und den Handen
Veranderungen im Knochenbau, die Manifestation von Rheumaknoten, das
Auftreten des sog. Rheumafaktors (Antikérperaggregate) im Blut und andere
Beschwerden [17].

Flr die Pathogenese der RA hat man eine den bereits beschriebenen Autoimmun-
erkrankungen ahnliche Vorstellung: Induziert durch einen unbekannten Ausléser
respektive Autoantigen(e) werden die Gelenkgewebe der Patienten von Makro-
phagen, DCs, B-Zellen, Th-Zellen und CD154" CTLs infiltriert. Die Entnahme von
Biopsien zeigte daruber hinaus, dass diese Leukozyten Strukturen bilden, die
dem Follikel des Lymphknotens dhnlich sind [406; 412]. Die Th-Zellen in der
Gelenkfliussigkeit sind anhand ihrer Expression von CD69 oder CD154 als
aktiviert beschrieben; diese Expression korreliert teilweise mit dem Verlauf der
Krankheit [164; 240]. Desweiteren wird im Vollblut und in der Gelenkfllssigkeit
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der RA-Patienten ein erhohter Anteil CD28 Th-Zellen gemessen [339]. Die
Fahigkeit dieser Th-Zellen Perforin zu exprimieren, erhebt den Verdacht, das sie
maBgeblich an der Zerstérung des Gewebes mittels Zelllyse beteiligt sind [274].
Darluber hinaus konnte eine in vitro Studie zeigen, dass die Differenzierung von
Memory Th-Zellen der RA-Patienten zu Effektor Th-Zellen hauptsachlich zu Th;-
Zellen fuhrt. Damit wurde auch bei der RA ein Ubergewicht dieser Th-Zellsub-
population bestatigt [354]. Mithilfe des adoptiven Transfers von Th-Zellen aus
dem Blut der Patienten ins Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Th-Zellen
flr die Infiltration des Gewebes entscheidend sind. Ein in vitro Experiment zeigte
weiterhin, dass das Th;-Zytokin IFN-, fiir das Uberleben der infiltrierenden
Makrophagen eine entscheidende Rolle spielt, womit die chronische Inflammation
erklart werden kann [201]. Eine Unterbrechung dieser ist méglich, indem die Th-
Zellen Uber CD4-Antikérper in ihrer Zahl gesenkt werden. Die Folge dieser
Therapie ist eine deutliche Besserung des Krankheitsverlaufs [340; 370].

Die T-Lymphozyten der RA-Patienten sind nicht nur fur die chronische
Inflammation mitverantwortlich, sondern es konnten auch Veranderungen in
ihrer Apoptoseneigung festgestellt werden.

Wahrend die T-Zellen aus dem Vollblut der Patienten infolge einer in vitro
Reaktion mit Anti-CD95 kaum in Apoptose gehen, zeigen sich die synovialen T-
Zellen von einer hohen apoptotischen Empfindlichkeit [146]. Demgegenuber
ergab eine Untersuchung von Patienten-Gelenkgewebe einen hohen Anteil apop-
totischer Makrophagen, wahrend die T-Zellen aufgrund einer hohen Bcl-2-
Expression kaum in Apoptose gehen [106]. Weitere Untersuchungen konnten
zeigen, dass die Induktion der Apoptose in den T-Zellen aus dem Gelenkgewebe
unter anderem davon abhangt, ob eine Interaktion mit synovialen Fibroblasten
stattfindet oder nicht [332]. Offensichtlich ist die Bereitschaft der T-Zellen zur

Apoptose von den Rahmenbedingungen abhangig.
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1.2 Antigenspezifische Immunantwort

Die Interaktion von APZs und T-Zellen ist ein wesentlicher Schritt in der
Entstehung einer antigenspezifischen Immunreaktion. Die Aufgabe der APZs liegt
darin die verschiedensten Antigene fir das Immunsystem erkennbar zu machen,
wahrend die aktivierten antigenspezifischen T-Zellen fur die Ausfihrung und

Modulation der Immunantwort zustandig sind.

1.2.1 T-Zellen und ihre Funktion
Damit eine antigenspezifische Immunantwort entstehen kann, muissen die T-
Zellen mit ihrem Rezeptor und die APZs mit ihren speziellen antigen-

prasentierenden Molekllen interagieren.

1.2.1.1 T-Zellrezeptor (TCR) von CD4" und CD8" T-Zellen

Die Identifizierung des T-Zellrezeptors (TCR) vor 20 Jahren erbrachte ein
Heterodimer, das aus - und p-Ketten besteht, die Uber eine Disulfidbricke
verbunden sind. Daruber hinaus wurde mittels Antikérperinhibition gezeigt, dass
der TCR flr die antigenspezifische Funktion wesentlich ist [259]. Dieselbe
Arbeitsgruppe konnte bereits vorher die Epitope CD4 (friher T4) und CD8 (friher
T8) als T-Zellmarker und Korezeptoren identifizieren. Dabei wurden CD4" Th-
Zellen als reaktiv auf Antigene charakterisiert, die Uber den Haupthisto-
kompatibilitatskomplex (Major histocompatibilty complex: MHC)-II prasentiert
werden, wahrend die CD8* CTLs auf Antigene reagieren, die Uber MHC-I
prasentiert werden [260]. In Mausen konnte festgestellt werden, dass das
Verhéltnis von CD4" und CD8" T-Zellen relativ konstant bleibt. Selbst eine
kinstliche Verschiebung dieses Verhéltnisses in vivo wird bald wieder
ausgeglichen [316].

Im TCR sind mehrere Untereinheiten integriert, die den CD3 bilden. Pro TCR
konnten jeweils zwei «-Untereiheiten identifiziert werden [44]. Die Anwesenheit
von zwei {-Untereinheiten pro TCR, die an der Signaltransduktion beteiligt sind
und uUber eine Disulfidbriicke verbunden sind, konnte ebenfalls nachgewiesen
werden [408]. Weitergehende Untersuchungen des TCR mittels Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer und Immunprazipitation ergaben folgende Stéchio-
metrie: In einem TCR befinden sich jeweils zwei «/p-Ketten mit einer - und einer

s-Untereinheit und jeweils zwei - und zwei {-Untereinheiten [105].
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In einer ruhenden T-Zelle ist der TCR zusammen mit anderen Rezeptoren
Bestandteil von sog. lipid rafts. Die Zusammensetzung und Stdchiometrie der
Rezeptoren in diesen rafts ist nicht unumstritten. Eine Annahme ist, dass sie den
TCR und die Korezeptoren CD4 oder CD8 enthalten, die mit der Kinase LCK
assoziiert sind [190]. Ein anderes Modell postuliert rafts, die auBer dem TCR
lediglich das kostimulatorische Molekll CD28 enthalten [177].

1.2.1.2 Interaktionen von Th-Zellen mit Dendritischen Zellen

Die Auswirkungen einer Antigengabe auf die Migration und Entwicklung der
beteiligten Leukozyten wurden Uberwiegend in der Maus verfolgt. Dazu wurden
diverse Mausmodelle etabliert, von denen zwei kurz erlautert werden sollen.
KJ-Modell: In der Arbeitsgruppe von M. K. Jenkins et al. wurden transgene Mause
(D0O11.10) generiert, die nur Ovalbumin-spezifische T-Zellen enthalten.
Zusatzlich tragen diese auf dem TCR das kulnstliche Epitop KJ1-26. Nach
adoptiven Transfer auf immuntolerante Mause (BALB/c) kénnen diese T-Zellen
selektiv aktiviert und eindeutig identifiziert werden [196].

PCC-Modell: Eine andere Vorgehensweise ist die Impfung von Mausen, deren
Leukozyten einen speziellen MHC-II exprimieren, mit dem Cytochrom C von
Tauben (Pigeon cytochrome C: PCC). Die fur dieses Antigen spezifischen T-Zellen
sind aufgrund ihrer charakteristischen TCR-Epitope Vall und VB3 identifizierbar
[149; 415].

Ein erster Uberblick in die Abfolge einer Immunreaktion gelang in der Arbeit von
S. A. Luther et al. Die Antigengabe bewirkt im murinen Lymphknoten nicht nur
eine Proliferation der T-Zellen in Assoziation der interdigitierenden DCs sondern
auch eine Entwicklung von Keimzentren. Darlber hinaus ist die Differenzierung
der B-Zellen nach der Einwanderung der T-Zellen in ihren Bereich von der
Antikdrperbildung begleitet (siehe 1.2.4 und [237]).

Am KJ-Modell konnte erstmals gezeigt werden, dass Th-Zellen und DCs
interagieren. Mittels konfokaler Mikroskopie und unterschiedlicher Anfarbung von
DCs und Th-Zellen vor dem Transfer wurde demonstriert, dass die DCs und die
Th-Zellen in den Parakortex des Lymphknotens einwandern. Nur die vorherige
Auseinandersetzung mit dem Antigen (in vitro oder in vivo) fiuhrte zu einer
Interaktion der beiden Zelltypen [168]. Eine neuere Studie mit der gleichen
Methodik ergab ohne Antigengabe eine Gleichverteilung und physikalische

Interaktionen von Th-Zellen mit CD8* DCs im Parakortex. Wurde jedoch das



Einleitung Seite 20

Antigen injiziert, so wanderten die Th-Zellen an den Rand des Parakortex und
interagierten mit CD11b* DCs, die das mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)

konjugierte Ovalbumin aufgenommen hatten und im MHC-II prasentierten [169].

Die Aufklarung der interagierenden Mechanismen gelang auch auf der Ebene der
Zellrezeptoren und -liganden.

Fir beide MHC-Molekiile konnte mittels Strukturanalyse gezeigt werden, dass sie
mit dem TCR rdaumlich zusammenpassen [117]. Die beiden Ketten des TCR
enthalten jeweils konstante und variable Bereiche, wobei hauptsachlich die
variablen Bereiche fur die Erkennung des MHC-gebundenen Peptids zustandig
sind. Die variablen Bereiche werden in sog. complementarity determining regions
(CDRs) eingeteilt, von denen CDR1 und CDR2 den MHC und CDR3 das
gebundene Peptid erkennen und gemeinsam die Bindung des TCR an den MHC
vollziehen (siehe 1.2.2.2.3 und [118])[326]. Eine Charakterisierung der Bindung
erfolgte an mutierten MHC-Molekllen mit verschiedenen Peptiden. Dabei konnte
eine erste Assoziation zwischen TCR und MHC ermittelt werden, die unabhangig
vom MHC-gebundenen Peptid ist. Erst im zweiten peptidabhangigen Schritt
erfolgt eine stabile Bindung des TCR an den MHC [417]. Mittels dreidimensionaler
Fluoreszenzmikroskopie konnte diese Bindung sichtbar gemacht werden, und es
wurde gezeigt, dass die Th-Zellen teilweise mit hoher Empfindlichkeit reagieren
kénnen [171].

Eine Untersuchung an murinen reifenden Langerhans-DCs konnte zeigen, dass
diese ein Chemokin, das sog. macrophage-derived chemokine, sezernieren.
Dieses funktioniert in vitro nur bei aktivierten T-Zellen chemotaktisch, und man
schloss daraus, das dieses Chemokin die Aufgabe hat, nach der ersten
Stimulation der antigenspezifischen Th-Zellen Gber MHC-II/TCR diese erneut
anzulocken und weitere Interaktionen zu ermdglichen [375]. Als Chemokine
werden kleine Proteine definiert, deren Funktion in der Steuerung der
Leukozytenwanderung und -aktivierung besteht. Sie kdénnen von Leukozyten
selbst oder von interagierenden Geweben ausgeschuttet werden [318].

Der Interaktion von MHC-II und TCR folgt die Aktivierung der Th-Zelle, was in
1.2.5 beschrieben ist. Es wird als wahrscheinlicher gesehen, dass die reifen DCs
nach der Antigenprasentation in Apoptose gehen, da man bisher in efferenten

LymphgefaBen keine DCs nachweisen konnte (siehe 1.4 und [27]).
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1.2.2 Dendritische Zellen und ihre Funktion

Zur Generierung von antigenspezifischen T-Zellen ist es nétig, die Fremdantigene
fir das Immunsystem erkennbar zu machen. Diese Aufgabe erflillen die APZs,
die diese Antigene aufzunehmen, degradieren und sie Uber bestimmte Molekile
den T-Lymphozyten prasentieren. Alle Kérperzellen kénnen zu einer APZ werden,
wenngleich DCs und ihre Vorlauferzellen zusatzlich die Fahigkeit besitzen fremde
Antigene zu erkennen und aufzunehmen. DCs werden daher als professionelle
APZs gesehen und sind sehr potente Induktoren einer antigenspezifischen
Immunantwort (Ubersicht in [26; 27]).

1.2.2.1 Differenzierung und Migration Dendritischer Zellen

Wie alle Leukozyten entwickeln sich die DCs aus Stammzellen des Knochen-
marks, die als DC-Vorlauferzellen im Blut detektiert werden koénnen. Die
Auseinandersetzung dieser DC-Vorlauferzellen mit einem Fremdantigen fuhrt bei

diesen zu Veranderungen ihres Phanotyps und ihrer Eigenschaften.

1.2.2.1.1 Analyse von Blutvorlauferzellen und Generierung von
unreifen Dendritischen Zellen

Die bisherigen Erkenntnisse, die aus Versuchen in vitro und der immunologischen
Charakterisierung gewonnen werden konnten, identifizieren mindestens vier
verschiedene Typen von DC-Vorlauferzellen in Vollblut und in unterschiedlichen
Geweben. Die Typisierung dieser Vorlauferzellen erfolgt aufgrund ihrer
Oberflachenantigene und der fur ihre Differenzierung zu DCs notwendigen
Zytokine. In Tab. 1.1 wurde der Versuch unternommen, diese vier unter-
scheidbaren Populationen an DC-Vorldauferzellen mit ihren wichtigsten Ober-
flachenmarkern zusammenzustellen. Die Expression wurde dabei in vier
Kategorien eingeteilt: Von keiner Expression ,-" bis starker Expression ,+++".

An Patienten mit Autoimmunerkrankungen wurden bisher kaum Veranderungen
beziiglich dieser Leukozytenpopulation beschrieben, auBer einer erniedrigten

Anzahl von CD1* DCs im Vollblut von Patienten mit Sjégren’s Syndrom [292].
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Antigen CD14*** CD1c** BDCA-2** BDCA-3**
(Typ-II C-Typ Lectin)
CD1c - ++ - -
CD11c ++ ++ - +
CD32 - + - -
CD33 ++ ++ - +
CD45RA + - + -
CD62L +++ ++ ++
CDé64 ++ + - -
CD86 - + + ++
CD116 + ++ + ++
CD123 - + ++ -
CLA ++ ++ +++
HLA-DR ++ ++ + +

Tab. 1.1: Oberflachenantigene von vier DC-Vorlauferzelltypen in Vollblut

Die zahlenmaBig gréBte Gruppe der DC-Vorlauferzellen stellen die Monozyten
dar. Sie sind aber keine einheitliche Leukozytenpopulation, sondern zerfallen in
mehrere Gruppen [379]. Im Arbeitskreis durchgeflihrte Studien konnten
insgesamt vier Subpopulationen identifizieren (in Tab. 1.1 wurden die beiden
Hauptgruppen unter CD14""" zusammengefasst)[324; 368]. Inkubiert man
isolierte Monozyten mit GM-CSF und IL-4, so differenzieren sich diese zu DCs, die
die charakteristischen Antigene (MHC-II, CD1a, -b, -¢, CD40, CD80, usw.) neu
oder starker exprimieren. Darlber hinaus kédnnen sie nach Gabe eines Antigens
eine antigenspezifische Immunantwort induzieren [305; 329].

Andererseits ist es auch mdglich aus Monozyten mittels M-CSF-Inkubation
Makrophagen zu generieren, die einen anderen Typ DC-Vorlauferzelle darstellen.
Kultiviert man Makrophagen in vitro mit GM-CSF und IL-4, differenzieren sich
diese zu den oben beschriebenen DCs weiter; diese Entwicklung ist reversibel,
solange die DCs unreif sind [294].

Die in Tab. 1.1 mit CD1c™™ bezeichneten Vorlauferzellen entwickeln sich zu
Langerhans-DCs, wenn man sie fir einen Tag mit den Zytokinen GM-CSF, IL-4
und TGF-p inkubiert. Mehrere Publikationen der Arbeitsgruppe von T. Ito et al.

postulieren diese Langerhans-DCs und ihre Vorlduferzellen als CD1a* aufgrund
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ihrer Reaktivitdt mit dem Antikérperklon BB-5. Jedoch wurde das von BB-5
erkannte Epitop von A. Dzionek et al. als CD1c korrigiert, weshalb man die
Vorlauferzellen der Langerhans-DC als negativ fur CD1la betrachtet [87; 172;
281]. Ein anderes Protokoll generiert in vitro diese Langerhans-DCs direkt aus
CD34" hamatopoietischen Stammzellen Uber eine Kombination von GM-CSF mit
TNF-o im Kulturmedium [58]. Die CD1c** Vorlauferzellen kénnen aber auch in
Kulturmedien mit M-CSF zu Makrophagen differenzieren, was eine gewisse
Flexibilitédt in der Entstehung von DCs demonstriert [294].

Der dritte Typ der BDCA-2** Vorlduferzellen wurde von zwei Arbeitsgruppen
unabhangig voneinander in Lymphgeweben gefunden. Fur ihre Kultivierung und
Differenzierung zu unreifen DCs ist das Zytokin IL-3 essentiell, dessen Rezeptor
sie exprimieren (CD123 ist die «-Kette des IL-3-Rezeptors) [138; 289]. Die
Zellen konnten vor der Beschreibung des Antigens BDCA-2 auch in Vollblut
identifiziert und charakterisiert werden [359; 368]. Eine sehr umfangreiche
Charakterisierung erbrachte zuerst neben den Monozyten nur zwei DC-Vorlaufer-
populationen im Vollblut. Neben einer Gesamtfrequenz von etwa 16 Zellen pro pl
Vollblut wurde nur bei einer der beiden Populationen eine Zytokinsekretion
infolge Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) gefunden [7]. Die Entdeckung
der drei Antigene BDCA-2 bis BDCA-4 erweiterte die Anzahl der Populationen auf
mindestens vier, da BDCA-2 und BDCA-4 auf den gleichen Zellen exprimiert wird
[87]. Zwei nachfolgende Arbeiten identifizierten BDCA-2 als Typ-II C-Typ Lektin,
dessen Internalisierung nach Antikdrperbindung die Produktion von IFN-a und -8
der DCs inhibiert [89]. Das auf den gleichen DCs exprimierte Antigen BDCA-4
wurde als identisch zu Neuropilin-1, einem Neuronalrezeptor, ermittelt [88].

Die BDCA-3"" DC-Vorlauferzellen wurden bisher nur phanotypisch aber nicht
funktionell charakterisiert.

Auch aus Mausen wurden mehrere Typen von DCs isoliert. Dabei wurde
gefunden, dass murine DCs und T-Zellen dieselbe Vorlauferzelle haben. Die DCs
exprimieren MHC-II und im Gegensatz zu humanen DCs CD8a [405]. Weiter-
fUhrende Arbeiten konnten insgesamt drei Populationen an DCs nachweisen, die
sich in CD8«/DEC-205, CD8a"/DEC-205" und CD8«/DEC-205" mit unter-
schiedlicher Expression von CD11b aufspalten. Diese sind jedoch durchweg flr
Antigene positiv, die auf humanen DCs unterschiedlich stark exprimiert werden
(z. B. CD11c, CD40, CD86, etc.)[357; 404].
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1.2.2.1.2 Reifung der Dendritischen Zellen

Die Internalisierung von Antigenen (siehe 1.2.2.2.1) fuhrt neben ihrer
Prozessierung zur Aktivierung und Reifung der DCs. Diese Reifung hat
tiefgreifende Veranderungen zur Folge und ist unumkehrbar.

Die Induktion der DC-Reifung kann auch kiinstlich erfolgen, indem beispielsweise
bakterielle Produkte wie LPS zugegeben werden. Die Folgen sind unter anderem
eine herabgesetzte Expression bestimmter Rezeptoren, begleitet von einer
verminderten Phagozytosefdhigkeit [313; 328]. In einer friheren Studie konnte
bereits gezeigt werden, dass entweder das Zytokin TNF-o oder ein l8slicher
Ligand von CD40 unreife DCs reifen lasst, mit der Folge einer gesteigerten
Fahigkeit zur Stimulation von T-Zellen [329]. Darlber hinaus konnte in einem
anderen Ansatz die Reifung der DCs mit den Zytokinen IL-18und IL-6 in
Kombination mit Prostaglandin E2 induziert werden [183].

Die Reifung fuhrt ebenfalls zu einer Veranderung der Zellmorphologie. Aus
runden unreifen DCs werden sternférmige reife DCs.

Es konnte gezeigt werden, dass die Veranderung der Morphologie reifender
muriner Langerhans-DCs von der Expression des Proteins Fascin abhangt. Wird
die Transkription von Fascin unterbunden, so werden keine charakteristischen
Zellfortsatze ausgebildet [322]. In einer Folgearbeit konnten diese Ergebnisse an
humanen DCs, die aus Monozyten generiert worden waren, reproduziert werden.
AuBerdem konnte eine Korelation zwischen Fascin und dem Reifemarker CD83
nachgewiesen werden [321]. Weiterhin wurde an murinen DCs gezeigt, dass ihre
Fahigkeit T-Zellen zu stimulieren von der Expression des Fascins abhangig ist
[3].

Infolge ihrer Reifung exprimieren DCs bei Mensch und Maus bestimmte Moleklile
an der Oberflache. Neben einer hdéheren Expression von MHC-II werden auch
Reifemarker und kostimulatorische Rezeptoren hochreguliert. Diese Korezeptoren
kdnnen per se die T-Zellen nicht stimulieren, verstarken aber die Aktivierung der
T-Zellen nach der Interaktion von MHC-II und TCR.

Auch das Beta-Integrin CD11c wurde als DC-Reifemarker identifiziert. Mit der
direkten Isolation von CD11c* DCs aus Vollblut wurden Zellen gewonnen, die T-
Zellen stimulieren kénnen. Allerdings ist es zweifelhaft, dass das angewandte
Protokoll eine Reifung der DCs infolge einer Verunreinigung ausschliesst [280].
Das Antigen CD80 (vorher BB-1 oder B7-1) wurde anfangs auf aktivierten B-

Zellen identifiziert [421]. Die Klonierung ergab ein 262 Aminosauren
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umfassendes Mitglied der Immunglobulin (Ig)-Superfamilie mit zwei extra-
zelluléren (44/54 kDa) Domanen [111]. Die Adhasion von Zellen, die CD28
fremdexprimieren, an CD80* B-Zellen und die Inhibition dieser Adhasion mittels
Antikérper gegen CD80 demonstrierte die Interaktion dieser beiden Oberflachen-
antigene [228]. Nachfolgende Studien konnten zeigen, dass diese Interaktion
von CD80* B-Zellen eine kostimulierende Wirkung auf CD28"* T-Zellen hat [226].
Und es wurde entdeckt, dass CD80 auch mit dem zu CD28 homologen CD152
interagieren kann [227].

Mit CD86 (vorher B7-2) wurde ein weiteres Antigen gefunden, das wie CD80 mit
CD152 und CD28 interagiert [219]. Die Klonierung des Gens erbrachte nur eine
Identitat von 26 % mit CD80, jedoch sind sich die Strukturen der Proteine CD80
und CD86 sehr ahnlich [112]. Die weiteren Konsequenzen einer Interaktion mit
CD28 und CD152 und die Funktionen dieser T-Zellkorezeptoren sind in 1.2.5.3

beschrieben.

1.2.2.1.3 Migration der Dendritischen Zellen in das Gewebe

Die Annahme ist, dass die in 1.2.2.1.1 beschriebenen DC-Vorlauferzellen aus
Stammzellen des Knochenmarks entstehen, in den Blutkreislauf eintreten und
von dort in die jeweiligen Gewebe einwandern.

An Ratten konnte gezeigt werden, dass nach der Inhalation diverser Pathogene
ein schneller Anstieg der DC-Zellzahlen im Lungenepithelgewebe erfolgt. Die aus
dem Epithel isolierten DCs reagieren auBerdem auf diverse Chemokine [256].

An in vitro generierten Langerhans-DCs konnte gezeigt werden, dass sie je nach
Entwicklungsstufe im unreifen Zustand den Chemokinrezeptor 6 (CCR6) und im
reifen Zustand CCR7 exprimieren. Dies geht mit einer Reaktivitat gegenlber den
jeweiligen Chemokinen Makrophagen inflammatorisches Protein-3a (MIP-3a flr
CCR6) und MIP-3p (fur CCR7) einher. Diese Resultate konnten an aus Monozyten
generierten DCs und Vollblut-DCs reproduziert werden. AuBerdem konnte die
Expression von MIP-3a oder g in diversen Geweben (Haut, Tonsillen) nach-
gewiesen werden [83].

In Mdusen wurde das Antigen E-Cadherin als wichtig flir die Bindung der
Langerhans-DCs an Keratinozyten identifiziert. E-Cadherin wird von den unreifen
Zellen sehr stark exprimiert und infolge der Reifung herunterreguliert was eine

schwachere Affinitat zu den Keratinozyten bewirkt [374]. Die kunstliche
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Induktion der Reifung in den Langerhans-DCs fiihrt zu deren Abspaltung von den

Keratinozyten [176].

1.2.2.2 Funktion Dendritischer Zellen

Bevor DCs ihre Aufgabe als APZs flir T-Zellen erflllen kénnen, miissen sie nicht
nur Antigene erkennen, sondern diese auch aufnehmen, degradieren und in
spezielle Molekile einbauen. Die Exposition dieser beladenen Moleklile ermdglicht

die in 1.2.1.2 beschriebene Interaktion zwischen T-Zellen und DCs.

1.2.2.2.1 Aufnahme von Antigenen durch die Dendritischen Zellen

An unreifen DCs konnten mehrere Mechanismen beobachtet werden, um
verschiedene Antigene aufzunehmen. Man geht davon aus, dass dies haupt-
sachlich in den Geweben geschieht, in die die DC-Vorlauferzellen bzw. die
unreifen DCs vorher eingewandert sind.

An humanen DCs, die uUber GM-CSF/IL-4 aus Monozyten generiert wurden,
konnte die Aufnahme des Antigens Uber Makropinozytose einerseits und Uber
einen Mannoserezeptor andererseits nachgewiesen werden [328]. Demgegen-
Uber konnte auf Langerhans-DCs kein funktioneller Mannoserezeptor nach-
gewiesen werden. AuBerdem ist deren Fahigkeit zur Endozytose vergleichsweise
gering [262].

Eine weitere Mdglichkeit zur Aufnahme ergibt sich flir unreife humane DCs lber
die Expression von Fcy-Rezeptoren. Von den drei bekannten Typen CD16 (Fcy
RIII), CD32 (Fcy RII) und CD64 (Fcy RI) exprimieren die Vorlduferzellen der
Langerhans-DCs CD32 und CD64, wahrend unreife DCs aus Monozyten nur
CD64" sind. Diese IgG-Rezeptoren ermdglichen den Zellen Antigene
aufzunehmen, die vorher von Antikdrpern dekoriert worden sind [102]. Ein
weiterer Rezeptor der unreifen Monozyten-DCs ist der Scavenger-Rezeptor CD36.
Zusammen mit dem Integrin «,8s ist er fur die Aufnahme apoptotischer Zellen
verantwortlich [4].

SchlieBlich konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass unreife DCs auch das

Hitzeschockprotein Hsp70 mit gebundenen Peptiden aufnehmen kdénnen [386].

1.2.2.2.2 Antigenprozessierung im MHC-I-System
Im Anschluss an die Antigenaufnahme erfolgt die Prozessierung, die zum Ziel

hat, das Antigen fir das Immunsystem erkennbar zu machen. Wahrend die
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Induktion einer antigenspezifischen Immunantwort Uber die Molekile des MHC-II
oder CD1la bis CD1d nur bestimmten Zelltypen mdglich ist, werden die Molekile
des MHC-I von allen Korperzellen exprimiert. Die Hauptaufgabe dieses MHC-
Systems wird in der Prasentation viraler Antigene gesehen.

Die Strukturanalyse des extrazellularen Teils des humanen MHC-I erbrachte eine
a-Polypeptidkette, die aus drei Domanen besteht von denen «; und a, eine
Tasche bilden [42]. Weiterhin wurde gezeigt, dass in dieser Tasche virale Peptide
gebunden werden kdénnen, und der MHC-I mit dem B,-Mikroglobulin assoziiert
[389]. Eine Folgearbeit konnte beweisen, dass die Bindung kleiner Peptide (9 -
10 Aminosauren) in den MHC-I diesen stabilisiert und die Assoziation von f,-
Mikroglobulin begiinstigt [92]. Die Untersuchung der Bindungstasche ergab eine
Raumstruktur, die polymorph ist und eine spezifische Bindung kurzer Peptide
zulasst [252].

Das MHC-I-System setzt sich aus den drei Molekilen HLA-A, HLA-B und HLA-C
zusammen. An den HLA-Molekilen kdnnen einerseits Gber monoklonale Anti-
kdrper viele Epitope identifiziert werden, die wegen ihrer hohen Polymor-
phismenrate zur Bestimmung einer mdglichen Transplantionsunvertraglichkeit
untersucht werden. Andererseits werden die Untersuchungen auf die Charak-
terisierung der codierenden Gene ausgeweitet und damit die Typisierung
kontinuierlich prazisiert [248].

Infolge einer viralen Infektion kommt es in den infizierten Zellen zur Expression
viraler Proteine und viralem Erbgut. Die viralen Proteine kdnnen von speziellen
zytosolischen Enzymen erkannt und mit Ubiquitin konjugiert werden. Die
ubiquitinierten Proteine werden daraufhin von zytosolischen Proteasen und vom
sog. Proteasom degradiert, das einen Multienzymkomplex darstellt. Die
Expression einiger seiner Untereinheiten kann durch das Zytokin IFN-y induziert
werden. Die degradierten viralen Peptide werden in das ER transloziert. Dies
vollzieht der TAP-Transporter mit seinen beiden Untereinheiten ABCB2 und
ABCB3 (Ubersicht in [295]).

Im ER erfolgt die Beladung des MHC-I mit den viralen Peptiden im sog. peptide
loading complex. Dieser besteht aus 4 MHC-I/B,-Mikroglobulin Dimeren, einem
ABCB2/ABCB3 Dimer und anderen Proteinen und Faltungshelfern. Die Annahme
ist, dass der MHC-I mithilfe der Faltungshelfer im ER gefaltet wird, das pB,-
Mikroglobulin assoziiert und sich mit den anderen Proteinen der peptide loading
complex bilden kann. Uber das ABCB2/ABCB3 Dimer wird der MHC-I mit Peptid
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beladen und in Vesikeln an die Zelloberflache transportiert (Ausfuhrlich erldutert
in [414]). Dort wird das prasentierte Peptid von antigenspezifischen CTLs
erkannt, die Uber CD95L oder Perforin/Granzyme in der befallenen Zelle die

Apoptose induzieren (siehe 1.4.3).

1.2.2.2.3 Antigenprozessierung im MHC-II-System

Das MHC-II-System grenzt sich vom MHC-I-System dadurch ab, dass es nur
bestimmte Leukozyten wie B-Zellen, DCs oder Makrophagen besitzen. Seine
Zustandigkeit liegt in der Prasentation exogener viraler und bakterieller Peptide,
die vorher internalisiert und degradiert werden mussen. Dagegen prasentiert das
MHC-I-System einer virusbefallenen Zelle vorwiegend endogene Antigene, die
die umprogrammierte Zelle selbst exprimiert.

Das MHC-II-Molekll besteht aus zwei transmembranen Polypeptidketten « und B,
die auf der extrazellularen Seite eine offene Tasche ausbilden [50]. In dieser
Tasche kann ein Peptid aus 15 - 20 Aminosauren gebunden werden [61; 325].
Im MHC-II-System werden mehrere Gruppen unterschieden, von denen die HLA-
DR, -DQ und -DP-Molektile die wichtigsten sind. Wie beim MHC-I-System ist eine
serologische und genetische Typisierung im Fall einer Transplantation unver-
zichtbar [248].

Die Uber Phagozytose aufgenommenen Antigene (Bakterien, Peptide, usw.)
gelangen in den DCs zu Kompartimenten, die reich an MHC-II sind. Diese
Kompartimente enthalten das HLA-DM Molekiil, an dem die sog. invariant chain
gebunden hat [277]. Die invariant chain und das Antigen werden im
Kompartiment proteolytisch gespalten; danach erfolgt die Bindung der Antigen-
fragmente an die MHC-II-Moleklle [57]. An murinen DCs konnte auch gezeigt
werden, dass die degradierten Peptide erst dann in den MHC-II eingebaut
werden, wenn die DCs infolge Zytokin- oder LPS-Gabe mit der Reifung begonnen
haben. Die Annahme ist, dass auf diese Weise eine Steuerung der nachfolgenden
Aktivierung der Th-Zellen méglich wird [167].

Der Transport der degradierten Antigene an die Zelloberflache erfolgt in nicht
lysosomalen Vesikeln, die sowohl MHC-I und MHC-II als auch CD80 und CD86
enthalten. Nach der Fusion der Vesikel mit der Zytoplasmamembran kénnen
diese Moleklile als Cluster nachgewiesen werden [394]. Eine Studie konnte
zeigen, dass die unbeladenen MHC-II-Molekile bereits mit einer Halbwertszeit

von 10 h wieder internalisiert werden. Dagegen flhrt die Stimulation der



Einleitung Seite 29

humanen DCs mit Tetanustoxoid (TT) zur Erhéhung dieser Halbwertszeit auf
100 h und zu einer verstarkten Expression dieser Moleklile [60]. Eine andere

Studie ergab fur murine DCs @hnliche Ergebnisse [306].

1.2.2.2.4 Antigenprozessierung im CD1-System

Das CD1-System konnte wie das MHC-II-System nur in bestimmten Leukozyten-
populationen (DCs, B-Zellen, usw.) identifiziert werden. Es ist flir die Prasen-
tation lipophiler Antigene zustandig.

Beim Menschen wurden bisher finf verschiedene CD1-Moleklltypen von CD1a bis
CD1le kloniert und beschrieben. Dabei wurden CD1la bis CD1c aufgrund ihrer
Homologien zueinander in einer Gruppe zusammengefasst, so dass man insge-
samt drei Gruppen unterscheidet [53]. Demgegeniber wurde im murinen
Organismus nur das Molekll CD1d nachgewiesen [48].

Die Charakterisierung des murinen CD1d-Molekul mittels Sequenzierung und
Rontgenstrukturanalyse erbrachte ein Transmembranprotein, dessen extra-
zelluldrer Anteil eine dreiteilige a-Kette beinhaltet, die das p,-Mikroglobulin
assoziiert. Die von den Domanen «; und «; gebildete tiefe und schmale Tasche ist
wegen der hydrophoben Aminosdauren von lipophiler Natur und erscheint zur
Bindung langer Fettsauren gut geeignet. Aufgrund seiner Raumstruktur und der
Assoziation von p,-Mikroglobulin wird CD1d als mit MHC-I verwandt gesehen
[425]. Eine neuere Strukturanalyse des humanen CD1b-Molekll erbrachte dem
murinen CD1d ahnliche Ergebnisse und zeigt fir die Bindungstasche einen
Aufbau, der es CD1b mdglich macht, Lipide unterschiedlicher GroBe zu binden
[116].

Fir die Molekile CD1la bis CD1d konnte allgemein gezeigt werden, dass sie im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) nach ihrer Synthese mit B,-Mikroglobulin
assoziieren und unbeladen in Vesikeln zur Zelloberflache transportiert werden.
Dort werden sie exponiert und anschlieBend internalisiert. Nach der Reinter-
nalisierung fusionieren die CD1-enthaltenden Vesikel mit den Endosomen oder
Lysosomen und die CD1-Molekille werden mit lipophilen Antigenen beladen. Die
beladenen CD1-Moleklle gelangen wieder in Vesikeln an die Zelloberflache, wo
sie die Antigene prasentieren. Die Adapter Proteine AP-2 und teilweise AP-3

fungieren dabei als Mediatoren (zusammengefasst in [85]).
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CDl1a

Das Molekll CD1a konnte mangels Bekanntheit eines prasentierten Lipids bisher

nicht weitergehend charakterisiert werden [364].

CD1b

Demgegeniber wurden beim CD1b-Molekll eine ganze Palette an prasentierten
Antigenen identifiziert. Eine erste Studie konnte mittels isolierter Mycolsdure eine
Prasentation und Stimulation von T-Zellen zeigen [31]. Eine Folgearbeit identi-
fizierte als weiteres Antigen das Lipoglykan Lipoarabinomannan, das nach seiner
Internalisierung tUber CD1b prasentiert wird und T-Zellen stimulieren kann [352].
Die Verfolgung der Antigenprozessierung von Lipoarabinomannan im Makro-
phagen ergab, dass das Lipid zuerst Uber den Mannoserezeptor aufgenommenen
wird. Danach wird es zu spaten Endosomen, Lysosomen und MHC-II
enthaltenden Kompartimenten transportiert und in CD1b integriert. Das beladene
CD1b gelangt an die Zelloberflache und prasentiert das Lipid [309]. Eine weitere
Untersuchung ergab, dass diese Prasentation eine Ansduerung des CD1b-
Moleklls voraussetzt [364]. Darliber hinaus hangt die Prasentation der Antigene
durch CD1b von AP-3 ab. Dies konnte an DCs gezeigt werden, die aus dem Blut
von Patienten mit Hermansky-Pudlak Syndrom generiert wurden. Diese Patienten
haben eine Mutation im AP-3 B3A Gen, und der funktionslose AP-3-Protein-
komplex kann nicht an CD1b binden, was die Fusion der Vesikel mit den
Lysosomen verhindert [363]. Eine neue Studie ermittelte Gber radioaktive Lipid-
markierung und Stimulation, dass die Prasentation kurzer Alkylgruppen (Cs,)
durch unprofessionelle APZs (z. B. Thymozyten) relativ schnell und ohne Inter-
nalisierung erfolgen kann. Lange Alkylgruppen (Cgy) hingegen werden von
professionellen DCs prasentiert, was jedoch den intrazelluldren Transport zu den
Endosomen vorraussetzt und mehr Zeit benétigt [265].

CDic

Mit B1l-Mannosylphosphoisoprenoid konnte eine Studie mittels CD1-inhibierende
Antikoérper und Massenspektroskopie zumindest ein Lipid identifizieren, das Uber
CD1c prasentiert wird [266]. Zwei weitere Arbeiten konnten mit Fluoreszenz- und
Elektronenmikroskopie unabhdngig voneinander zeigen, dass CD1c enthaltende
Vesikel bereits mit den frihen Endosomen fusionieren. Die funktionelle Prasen-
tierung des Lipids Uber CD1lc ist unabhangig von einer vorhergehenden
Ansaduerung [49; 365].
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CD1d

Wahrend CD1la bis CD1c nur im Menschen gefunden wurden, konnte man CD1d
in Mensch und Maus nachweisen. Im Gegensatz zum Menschen wurden bei den
Mausen zwei Gene (CD1D1 und CD1D2) beschrieben, die fir das CD1d-Molekdl
codieren [25]. Das erste identifizierte von CD1d-prasentierte Lipid ist «-Galacto-
sylceramid. Dieses Antigen wird aus marinen Schwammen isoliert und ist im
Mausmodell ein starker Stimulus fir sog. NK-T-Zellen (siehe 1.2.3) [195]. Eine
nachfolgende Studie an humanen DCs und NK-T-Zellklonen erbrachte identische
Ergebnisse [355]. Desweiteren wurden murine NK-T-Zellklone beschrieben, die
von drei verschiedenen lUber CD1d prasentierte Phospholipide stimuliert werden
kédnnen [140]. Die Untersuchung der intrazelluldren Prozessierung im
Mausmodell ergab flir CD1d zwei unterschiedliche Wege: Der eine ist dem des
CD1b-Molekils ahnlich (siehe oben). Der zweite Weg besteht in der Assoziation
von CD1d mit der invariant chain im ER und dem direkten Transport zum
Endosom [179]. Die weitergehenden Untersuchungen dieses zweiten Weges an
DCs und CD1d-fremdexprimierenden HelLa-Zellen ergaben auch eine Assoziation
von CD1d mit MHC-II an der Oberflaiche und in den Endosomen [192].
Desweiteren ist es mdglich NK-T-Zellen in vitro mit rekombinant hergestellten
murinen oder humanen CD1d-Molekilen zu stimulieren. Die Bindung von CD1d
und den Lipiden kann ohne vorherige Ansdauerung erfolgen [271]. Die Bedeutung
des CD1d-Systems konnte in der CD1d-KO-Maus gezeigt werden. Die Abwehr
des Spirochats Borrelia burgdorferi ist in diesen Mausen deutlich behindert [210].
Eine weitere Studie mit Pseudomonas aeruginosa an diesen CD1d-KO-Mausen
identifizierte die Ursache als Mangel an CD1d-reaktiven NK-T-Zellen, da eine
Stimulation mit «-Galactosylceramid kompensatorisch wirkt [276].

CDle

In humanen DCs konnten mehrere Formen des CD1e-Molekiils nhachgewiesen und
mittels Transfektion in HelLa-Zellen eingehender untersucht werden. Die
Assoziation mit g,-Mikroglobulin findet im ER statt. CD1e gelangt jedoch nicht an
die Zelloberflache, sondern wird direkt zu den Endosomen transportiert. Eine
Beteiligung dieses Moleklls an der Antigenprasentation konnte bisher nicht

gezeigt werden [14].
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1.2.3 CD1-restringierte T-Zellen

Die Identifizierung humaner CD1b und CD1c-reaktiver T-Zellen gelang vor allem
bei Patienten, die von einer bakteriellen Infektion betroffen waren. Diese T-Zellen
erwiesen sich bei ihrer Charakterisierung als Vertreter verschiedener
Subpopulationen.

Aus HIV-Patienten, die zusatzlich an Tuberkulose erkrankt waren, konnten T-
Zelllinien mit dem «/B TCR isoliert werden, die als CD1b-reaktiv charakterisiert
wurden. AuBerdem haben sie zytotoxische Eigenschaften und sind sog. doppel-
negative T-Zellen, was bedeutet, dass sie weder CD4 noch CD8 exprimieren
[123]. Demgegenliber konnten aus reinen Tuberkulosepatienten T-Zelllinien
isoliert werden, die als CD8" CTLs charakterisiert wurden und CD1c-reaktiv sind
[266]. Auch innerhalb der gréBten doppelnegativen T-Zellpopulation, den sog.
v/8 T-Zellen (CD3*/CD4/CD8’) konnten CD1c-reaktive Linien aus dem Vollblut
von Patienten mit Immundefizienz isoliert werden [104].

Demgegeniuber konnten CD1d-reaktive T-Zelllinien bei Menschen und Mausen
isoliert werden. Zuerst wurden diese Linien aus Mausen isoliert, und als doppel-
negative T-Zellen charakterisiert, die auf ihrem TCR die Epitope Val4 und VB8
tragen. Da sie auBerdem NK1* sind, nennt man sie NK-T-Zellen [37]. Die
Identifizierung dieser NK-T-Zellen erbrachte beim Menschen CD3"/CD4/CD8" T-
Zellen mit den TCR-Epitopen Va24 und VB11 [98]. Ein weiteres Charakteristikum
der humanen und murinen NK-T-Zellen ist ihre Fahigkeit nach einer Stimulation
groBe Mengen Zytokine schnell zu sezernieren [51; 353]. Sowohl in Mausen als
auch beim Menschen konnten jedoch CD1ld-reaktive T-Zellen charakterisiert
werden, die keine NK-T-Zellen sind. Somit zeigt sich auch bei den CD1d-
reaktiven T-Zellen eine gewisse Variabilitat, wie sie bereits von CD1b und CD1c
bekannt ist [63; 115].

Eine Studie konnte im Vollblut von Autoimmunpatienten ebenfalls NK-T-Zellen
nachweisen. Sie sind im Vergleich mit den NK-T-Zellen gesunder Probanden von
geringerer Frequenz, und sie sind im Gegensatz zu den Kontrollpersonen nicht

bei jedem Patienten mit «-Galactosylceramid stimulierbar [203].
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1.2.4 Aufbau und Funktion des sekundidren Lymphgewebes

Als primare lymphatische Organe werden beim Menschen das Kochenmark und
der Thymus definiert. Im Knochenmark erfolgt unter anderem die Bildung und
Vordifferenzierung von T- und B-Zellen aus hamatopoietischen Stammzellen.
Wahrend flr die B-Zellen das Knochenmark und die Leber als Orte der weiteren
Differenzierung gesehen werden, ist dies flir die T-Zellen der Thymus.

Die wichtigsten sekunddren Ilymphatischen Organe sind die Milz, die
Lymphknoten und die Peyer plaques, die im folgenden kurz beschrieben werden
sollen [317]:

Die Milz besitzt neben der roten die weiBe Pulpa, in der spezielle Regionen
definiert werden, die sog. periarteriolaren lymphatischen Scheiden (PALS).

Die wesentlich kleineren und in groBer Zahl vorhandenen Lymphknoten wurden
im gesamten Korper verteilt gefunden. In und aus dem Lymphknoten flihren
afferente respektive efferente LymphgefaBe, die mit Lymphe gefiihlt sind und
blind enden. Der Lymphknoten kann grob in drei Schichten aufgeteilt werden:
Eine AuBenschicht (Kortex) mit Follikeln, eine mittlere Schicht (Parakortex) und
die innerste Schicht (Medulla). Uber Venolen mit hohen Endothel (High
endothelial venules: HEV) stehen die Lymphknoten mit dem Blutkreislauf in
Verbindung.

Der dritte Teil des sekundaren Lymphsystems sind die Peyer plaques, die in der
Darmwand lokalisiert sind.

Als wichtigste Aufgabe der sekundaren Lymphgewebe wird die Erméglichung
einer Interaktion von DCs, Th-Zellen und B-Zellen gesehen. Damit dies

geschehen kann, mussen diese Zellen vorher in das Gewebe gelangen.

1.24.1 Einwanderung der Leukozyten in das sekunddre Lymph-
gewebe
Die beginnende Reifung von humanen und murinen DCs fiihrt dahingehend zu
einer Veranderung im Expressionsprofil der Chemokinrezeptoren, dass sie CCR1,
CCRS5 und CCR6 herunterregulieren. Wie bereits beschrieben kénnen die unreifen
DCs mit CCR6 an den Liganden MIP-3a binden, der von vielen Gewebezellen
exprimiert wird (siehe 1.2.2.1.3). Den reifenden CCR6™ DCs ist es auf diese
Weise mdglich sich aus dem Gewebe zu lésen. Die Hochregulation von CCR7
stellt ihnen einen anderen Rezeptor zur Verfligung, der sie entlang eines

Chemokingradienten fihren kann [83; 331].
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In einer Studie wurde an Madusen gezeigt, dass das sekundare Lymphgewebe
Chemokin (SLC) sowohl im lymphatischen Endothel als auch im Parakortex des
Lymphknotens und in den PALS der Milz exprimiert wird [142]. Weiterhin konnte
an murinen DCs demonstriert werden, dass sie auf SLC Uber CCR7 chemotaktisch
reagieren [327]. Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass die DCs bei
Mensch und Maus mithilfe von CCR7 aus den Geweben in die afferenten
LymphgefédBe wandern. Uber diese immigrieren sie in die sekunddren Lymph-
gewebe [110; 208; 214]. Die Einwanderung reifender DCs einzig Uber afferente
LymphgefaBe ist nicht unumstritten, da im humanen Vollblut auch DCs mit
exprimierten Reifemarkern gefunden werden konnten [87].

Fur die Immigration der beiden anderen wichtigen Leukozytentypen in die
sekundaren Lymphgewebe existiert ein Modell, das nachfolgend am Beispiel der
Einwanderung der Th-Zellen in den Lymphknoten grob dargestellt werden soll
(Ubersicht in [52; 54; 71]).

Gelangen die naiven CD4* Th-Zellen Uber den Blutkreislauf in die HEVs des
Lymphknotens, so kdnnen sie Uber den Rezeptor CD62L (L-Selectin) an den dort
exprimierten Liganden GlyCAM andocken. Nach einer erfolgten Aktivierung und
der Expression aktivierungsabhangiger Rezeptoren wie LFA-1 kommt es zu einem
kurzen Verweilen der Th-Zelle auf dem Endothel, das den entsprechenden
Liganden ICAM-1 tragen kann [29]. Danach zwangen sich die Th-Zellen durch
das Endothel und kénnen in den Parakortex einwandern. Das von den HEVs und
im Parakortex exprimierte Chemokin SLC hat dabei eine chemotaktische Wirkung
auf die CCR7" naiven Th-Zellen [142].

1.2.4.2 Verteilung der Leukozyten im sekundaren Lymphgewebe

Nach einer erfolgreichen Einwanderung kommt es in den sekundaren Lymph-
geweben zu einer Ungleichverteilung der Leukozyten, die von den Chemokinen
respektive Liganden und ihren Rezeptoren verursacht werden.

Die Th-Zellen und mit ihnen die interdigitierenden DCs werden hauptsachlich im
Parakortex des Lymphknotens, in den PALS der Milz und in den T-Zellarealen der
Peyer plaques gefunden. Die Expression von CCR7 durch die Leukozyten und die
von SLC oder MIP-38 durch die Endothelzellen sind daflr die Ursache [71]. Die B-
Lymphozyten kdénnen dagegen nur in den Follikeln des Lymphknotenkortex

nachgewiesen werden, und sind damit von den Th-Zellen und den DCs raumlich
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getrennt. Mit ihrem Chemokinrezeptor CXCR5 haften sie sich an den dort
exprimierten Liganden BLC (friher BLR1) [107].

Die Generierung von KO-Mausen, denen das Gen flr BLC, CXCR5, SLC oder
CCR7 zerstort wurde, ermdglichen einen Einblick in die koordinierende Funktion
dieser Rezeptoren respektive Liganden.

Die Zerstérung des Gens fur BLC flihrte dabei zu transgenen Mausen, bei denen
die Migration der B- und T-Lymphozyten in und innerhalb der sekundaren
Lymphgewebe gestért ist [108]. Die Disruption des BLC-Rezeptors CXCR5
erbrachte ahnliche Ergebnisse [275]. Wurde den Madusen das Gen fiur SLC
zerstort, wurde damit ebenfalls die Einwanderung der naiven Th-Zellen und der
DCs in das sekundare Lymphgewebe unterbunden [141]. Diese Befunde wurden
auch bei der Zerstérung des CCR7-Gens erhalten. Dazu kommt bei diesen KO-
Mausen eine stark verzégerte Immunantwort als Folge der unterbundenen
Migration von Th-Zellen und DCs [109].

1.2.5 Aktivierung von T-Zellen und ihre Detektion

Nach der in 1.2.1.2 beschriebenen Interaktion zwischen TCR und MHC erfolgt die
antigenspezifische Aktivierung der T-Zelle. Diese Aktivierung hat flir die T-Zelle
weitreichende Folgen und fihrt zu Veranderungen, die es ermdglichen mittels

verschiedener Methodiken aktivierte und ruhende T-Zellen zu unterscheiden.

1.2.5.1 T-Zellaktivierung

Die Signaltransduktion Uber den TCR und kostimulatorischer Molekdlle fihrt zur
T-Zellaktivierung und zu einer Veranderung in der Zusammensetzung der lipid
rafts.

Wie bereits erwahnt, ist die genaue Zusammensetzung der Rezeptoren der lipid
rafts unklar. Die Anwesenheit von CD4 respektive CD8 im raft ist relativ
unumestritten, ebenso wie die Abwesenheit von CD45. Das Antigen CD28 wird
héchstens am Rand des rafts flir mdglich erachtet [177; 190]. Es konnte auch
gezeigt werden, dass sich mehrere lipid rafts bei Th-Zellen mit dem Antigen
CD11a zu sog. Supramolekularen Aktivierungs-Clustern assoziieren [263]. Diese
Cluster konnten bei CTLs ebenfalls nachgewiesen werden, allerdings ist bei
diesen die Phosphokinase C mit assoziiert und der Korezeptor CD8 fir das
Clustering notwendig [308]. Andere Autoren bezeichnen die Aktivierungs-Cluster

als Immunsynapsen.
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Man geht davon aus, dass die Bildung dieser Cluster zur Steigerung der
Sensitivitat dienen. Eine Studie fand zwei raumlich und zeitlich getrennte Phasen
bei der Formation der Supramolekularen Aktivierungs Cluster. Die zeitliche
Trennung erfolgt dabei durch eine kurze Phase der Inaktivitat, die von CD45
verursacht wird [113].

Auch das Antigen CD45 ist - wenngleich nicht in den lipid rafts lokalisiert - an der
Aktivierung der T-Zellen beteiligt. CD45 ist auf allen Leukozyten exprimiert und
wurde als Protein-Tyrosin Phosphatase charakterisiert [387]. Wenn CD45 funk-
tionslos ist, fuhrt dies bei Mensch und Maus zu Leukozyten, die auf keinen
Stimulus reagierten kdnnen. Andererseits konnte auch gezeigt werden, dass
CD45 an der Herunterregulierung der aktivierten Leukozyten beteiligt ist [6;
150]. Fir CD45 wurden mehrere Isoformen entdeckt, deren Ursache und
Bedeutung in 1.3.1 erldautert sind.

Den Interaktionen der Rezeptoren folgt eine Kaskade verschiedener Kinasen, die
Uber Transkriptionsfaktoren in die Expression und Sekretion unterschiedlicher

Proteine mindet.

1.2.5.2 Methoden zur Detektion aktivierter T-Zellen

Zur Identifizierung aktivierter T-Zellen in Vollblut oder nach Separation dieser in
Zellkultur sind mehrere Protokolle etabliert, die hauptsachlich die zelluldren
Veranderungen infolge der Aktivierung identifizieren. FlUr eine beabsichtigte
Routineuntersuchung sollten Methodiken verwendet werden, die schnell und
einfach durchzufuhren sind.

Die Detektion einer Aktivierung infolge einer Stimulation Uber den Einbau von
radioaktiven Thymidin in die DNA proliferierender Leukozyten respektive T-Zellen
ergibt erst nach mehreren Tagen ein Signal im Szintilisationszahler. Deswegen
und aufgrund der Notwendigkeit von radioaktiven Substanzen, die umstandlich
zu handhaben sind, ist dieses Protokoll ungeeignet [76].

Auch die Messung der aktivierungsinduzierten Proliferation oder Zellteilung im
DFzZ iber die Farbung von RNA oder DNA verwendet Protokolle, die zu
unempfindlich und zu aufwendig sind [13].

Die Bestimmung der Zytokinsekretion mit dem ELISPOT-Assay ist dagegen sehr
empfindlich [72]. Dennoch benétigt das Protokoll viele Arbeitsschritte und die

mikroskopische Auswertung der Experimente ist zeitaufwendig und mihsam.
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Ahnliches gilt fiir eine Methode zur Identifizierung zytokinsezernierender Zellen
im DFZ Uber bispezifische Antikdrper: Die notwendige Separation der PBLs und
verschiedene Inkubationsschritte erschweren eine Anwendung innerhalb einer
Reihenuntersuchung [246].

Einfacher und schneller sind hingegen die sog. MHC-Tetrameren. Diese
rekombinant hergestellten MHC-I- oder MHC-II-Moleklle kénnen mit bekannten
Peptiden beladen werden und binden an den TCR der antigenspezifischen T-
Zellen [10]. Eine Kopplung der MHC-Molekile zu Tetrameren und dieser mit
Fluoreszenzfarbstoffen ermdglicht die Anwendung analog einem monoklonalen
Antikdrper. Allerdings muss flr eine spezifische Anfarbung der HLA-Typ des
Probanden und die Sequenz des erkannten Peptids genau bekannt sein (siehe
3.2.4).

Eine weitere schnelle Methode stellt die Detektion aktivierter T-Zellen Uber ihre
Expression von intra- und extrazellularen Aktivierungsantigenen im DFZ dar. Die
Hochregulation von Zytokinen oder Oberflachenantigenen kann Uber Antikdrper-
farbung in kurzer Zeit gemessen werden und eignet sich daher gut fir einen
Einsatz in der klinischen Routine (siehe 2.2.2 und [185; 303; 366]).

1.2.5.3 Aktivierungsmarker und kostimulatorische Rezeptoren auf T-
Zellen

Die Auslésung der Aktivierung in der T-Zelle fihrt unter anderem zur Expression

verschiedener Aktiverungsmarker auf ihrer Zytoplasmamembran. Einige Akti-

vierungsmarker, die im Rahmen dieser Dissertation gemessen wurden, werden

nur von Th-Zellen exprimiert, wahrend der Hauptteil auch von CTLs hochreguliert

werden kann:

CD69 (Activation inducer molecule)

Eine Hochregulation des Antigens CD69 kann bereits wenige Stunden nach einer
erfolgten Stimulation gemessen werden. Das zuerst , activation inducer molecule®
benannte Antigen wurde als Heterodimer mit Disulfidbricke identifiziert [59]. Die
weitere genetische Charakterisierung ergab bei CD69 einen Vertreter der Lektin-
Superfamilie mit 199 Aminosauren und Transmembrantopologie [233]. Es
konnten mittlerweile auch die Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die fur

die Expression von CD69 nach unspezifischer Stimulation zustandig sind [56].
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CD25 (IL-2-Rezeptor)
Das Epitop CD25 (vormals Tac) wurde als «-Kette des Rezeptors flr IL-2

identifiziert. Die Stimulation mit verschiedenen Antigenen flhrt zur verstarkten
Expression dieses Rezeptors, wahrend die Dekoration mit einem spezifischen
Antikorper die Proliferation der T-Zellen inhibiert [80]. Eine Folgearbeit konnte
zeigen, dass IL-2 selbst die Expression seines Rezeptors hochregulieren kann.
Damit ist es den T-Zellen mdglich ihre eigene Aktivierung und Proliferation Uber
eine positive Rlckkopplung zu verstarken [79]. Das CD25-Polypeptid ist ein
Transmembranprotein mit 251 Aminosduren, von dem ein 192 Aminosauren
groBes Teilstlick proteolytisch abgespalten werden kann, was als sog. shedding
bezeichnet wird [315]. Dabei bleibt das abgespaltene Protein ein Monomer und
aggregiert nicht [186]. Dariber hinaus gelang es, den |6slichen IL-2-Rezeptor im
Blutserum nachzuweisen, und es zeigte sich, dass der Spiegel bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen (SLE und RA) erhoht ist [343]. Bald darauf wurde
entdeckt, dass der IL-2-Rezeptor eine p-Kette besitzt, die als CD122 (vorher
T200) klassifiziert wurde [378]. FlUr seine Funktion bendtigt der IL-2-Rezeptor
noch eine y-Kette, die mit CD132 bezeichnet wurde, und ein Polypeptid darstellt,
das auch in Assoziation mit anderen IL-Rezeptoren gefunden wird [372]. Weitere
Einsichten in die Funktion von CD25 konnten anhand einer KO-Maus erhalten
werden. Die T-Zellen dieser Tiere kdnnen schlechter proliferieren, gehen in vitro
schneller in Apoptose und sind nach einer Aktivierung gegentber der CD95-
induzierten Apoptose resistent [397].

CD152 (CTLA-4)

Ein weiterer untersuchter Aktivierungsmarker ist CD152, das Zytotoxische T-

Lymphozyten-Assoziierte Antigen 4 (CTLA-4). Ausgehend von der bekannten
DNA-Sequenz der Maus konnte das Gen dieses Aktivierungsmarkers mit einer
Homologie von 76 % auch beim Menschen gefunden werden [73]. Wie bereits
angedeutet, konnte zwischen CD152 und dem Korezeptor CD28 starke Ahnlich-
keiten fur die DNA-Sequenz, die Proteinstruktur und den Genort festgestellt
werden. Beide sind Mitglieder der Ig-Superfamilie [145]. Wahrend CD152 nur auf
aktivierten Th-Zellen und CTLs gemessen werden kann, ist CD28 auch auf
ruhenden T-Zellen nachweisbar. CD152 konnte als Monomer identifiziert werden
und interagiert nicht mit CD28 [225; 230]. Sowohl fiir CD28 als auch fiir CD152
konnten jeweils Interaktionen mit den DC-Antigenen CD80 und CD86
nachgewiesen werden [229]. Die Bindung des DC-Antigens CD86 hat jedoch
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gegensatzliche Wirkungen: Wahrend die Interaktion mit CD28 die Aktivierung
der T-Zelle steigert, flihrt die Interaktion mit CD152 zu einer Inhibierung der
Proliferation [209]. Diese deaktivierende Funktion von CD152 konnte in KO-
Mdusen bestatigt werden. Diese Mause entwickeln eine lymphoproliferative
Krankheit, die aufgrund multipler Organschaden zu ihrem friihen Tod flhrt [385].
Umgekehrt konnte man Madusen im KJ-Modell eine Toleranz gegenuber dem
Antigen Ovalbumin induzieren, indem man ihnen Antikérper gegen CD152
injizierte [300].

Ch28

CD28 selbst ist, wie in 1.2.5.1 beschrieben, ein wichtiger Korezeptor auf den T-
Zellen. Wie bei CD154 handelt es sich um ein Homodimer, das auf fast allen Th-
Zellen und auf einer Subpopulation der CTLs exprimiert wird (Ubersicht in [220]).
Die Bindung an CD28 kann die T-Zelle alleine nicht aktivieren, erhéht jedoch die
Zytokinausschuttung bei gleichzeitiger Stimulation des TCR [393]. Die Funktion
eines Kostimulators konnte anhand der CD28-KO-Maus bestatigt werden [133].
Man geht davon aus, dass CD28 eine eigene Signhalkaskade auslésen kann, die
mit der Kinasekaskade nach einer TCR/MHC-Interaktion kooperiert (Ubersicht in
[191]).

CD154 (CD40 Ligand)

Das Antigen CD154 (vormals gp39, TRAP oder CD40L) wurde erstmals an T-

Zelllinien beschrieben, die B-Zellen ohne Gabe eines Antigens und selbst im

fixierten Zustand aktivieren kénnen [420]. Es zeigte sich, dass das 39 kDa
(spater 33 kDa) groBe Transmembranprotein der Ligand fir CD40 ist, nur auf
aktivierten Th-Zellen exprimiert wird und Homologien mit TNF hat [155; 278].
Wie beim IL-2-Rezeptor kann auch bei CD154 ein Teil des Polypeptids nach
proteolytischer Spaltung in Lésung gehen. Dieses lésliche CD154 ist kleiner
(18 kD), funktionell und kann an CD40 binden [127]. Bereits nach einer Stimu-
lationszeit von nur 15 min kann CD154 auf der Oberflache von einigen Memory
Th-Zellen gemessen werden, weshalb man annimmt, dass diese Th-Zellen den
Liganden intrazellular gespeichert haben. Nach 1 - 2 h kann er dann auch auf
den Th-Zellen gemessen werden, die CD154 erst synthetisieren missen [55].
Ch40

Den Rezeptor fir CD154 sieht man in CD40. Das Protein besteht aus 277
Aminosauren mit einem extrazellularen Anteil von 193 Aminosauren, hat eine
GroBe von 48 kDa und ist ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie [356]. Die
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Expression von CD40 konnte unter anderem auf B-Zellen, Monozyten, DCs und
diversen Epithelzellen nachgewiesen werden. Die Interaktion mit CD154 fuhrt bei
B-Zellen und DCs zur Expression von Oberflachenantigenen und Zytokinen;
zusatzlich sezernieren die B-Zellen Antikdrper und bei DCs leitet die Assoziation
deren Reifung ein (Ubersicht in [272; 396]).

CD134 (Ox40)

Der Rezeptor CD134 (vormals Ox40) konnte hauptsachlich auf aktivierten Th-

Zellen identifiziert werden. Die Klonierung des Gens ergab ein Transmembran-
protein mit 235 Aminosauren (extrazellularer Anteil: 191 Aminosdauren) aus der
Superfamilie der TNF-Rezeptoren [243]. Die Inhibierung von CD134 mittels
Antikdrper in einer Maus mit experimenteller Autoimmunkrankheit fihrte in vitro
und in vivo zu einer deutlich verringerten Aktivierung der Th-Zellen und zu einer
Besserung der Krankheit [409]. Der Verlust des CD134-Gens in der KO-Maus
fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Th-Zellen in ihrer Fahigkeit zu proliferieren
und IFN-y zu produzieren [204].

CD134 Ligand

Infolge einer CD40/CD154-Interaktion wurde erstmals an murinen B-Zellen

gezeigt, dass diese einen Liganden fiir CD134 (CD134L) hochregulieren. Die
Wechselwirkung mit dem Rezeptor CD134 wiederum fuhrt zu einer zusatzlichen
Stimulation der B-Zellen [360]. In einer Studie am PCC-Modell wurden die Th-
Zellen der Mause in vitro mit antigenprasentierenden Fibroblasten, die zusatzlich
CD134L exprimierten, stimuliert. Die Expression von Zytokinen durch die Th-
Zellen war aber nur dann verstarkt zu beobachten, wenn die Fibroblasten
zusatzlich CD80 fremdexprimierten [128]. Das Antigen CD134L wird ebenfalls
von unreifen und reifen DCs exprimiert [287].

Diese Befunde zeigen, dass zwischen Th-Zellen, B-Zellen und DCs vielféltige
Mdéglichkeiten existieren miteinander zu interagieren. Die Aktivierung der Th-
Zellen hat auBer einer verstarkten Expression von Aktivierungsantigenen weitere

Konsequenzen.
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1.3 T-Zellgedachtnis

Parallel zu ihrer Teilung konnte man bei den Th-Zellen eine Entwicklung zu
Effektor und Memory Th-Zellen nachweisen, die teilweise flr Jahre im
Organismus verbleiben und damit einen Bestandteil des Immungedachtnisses

darstellen.

1.3.1 Proliferation und Differenzierung der Th-Zellen

Die der Stimulation folgende Zellteilung fihrt zu einer klonalen Expansion der
jeweiligen antigenspezifischen Th-Zellen, was man als einen signalverstarkenden
Schritt in der Immunantwort sehen kann.

Im PCC-Modell wurde bei der Untersuchung des Lymphknotens festgestellt, dass
die Zahl der antigenspezifischen Th-Zellen um den Faktor 27 bis zum 6. Tag
ansteigt. Nach 8 Wochen reduzieren sich die Th-Zellen auf den 2 fachen
Ausgangswert. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass das Antigen eine Art
Selektion des TCRs im Bereich des CDR3 induziert [254]. Dies konnte spater in
vitro mithilfe rekombinanter MHC-II-Tetrameren (siehe 1.2.5.2) in Form ihrer
besseren Bindung bestatigt werden [336]. Dariber hinaus wurde diese schnelle
Selektion des TCR in den T-Zellzonen im Parakortex des Lymphknotens lokalisiert
[253]. Am KJ-Modell konnte gezeigt werden, dass die transferierten antigen-
erfahrenen Th-Zellen langsamer proliferieren als die naiven Th-Zellen. Das
Merkmal einer schnellen Proliferation erlangen die antigenstimulierten Th-Zellen
wieder, wenn sie in ein ungeimpftes Empfangertier und damit in eine naive
Umgebung transferiert werden [258].

Die Proliferation der Th-Zellen nach der Interaktion mit den DCs ist verbunden
mit der Produktion des Zytokins IL-2, von dem bekannt ist, dass es in vitro die
Teilung der T-Zellen induzieren kann [168; 169]. Diese Proliferation und IL-2-
Produktion kann durch die Gabe des Antigens und LPS im KJ-Modell verstarkt
werden. Jedoch zeigt der Transfer der Th-Zellen in IL-2- oder CD28-KO-Mausen,
dass die (verstarkte) Proliferation in vivo nicht von der Sekretion des IL-2,
sondern von der Interaktion des Korezeptors CD28 abhangt [197].

Mit der Proliferation geht die Differenzierung der naiven Th-Zellen einher, die
sich in verschiedenen Isoformen des Antigens CD45 manifestiert. Beim Menschen
exprimieren die naiven Th-Zellen und CTLs die gréBte Isoform CD45RA, wahrend
die Effektor und Memory Th-Zellen/CTLs mit CD45R0 die kleinste Isoform

besitzen. Der Wechsel von der RA- zur RO-Isoform wird von der Aktivierung der
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T-Zellen herbeigefihrt [2]. Untersuchungen konnten zeigen, dass flr die
verschiedenen Isoformen das alternative splicing ursachlich ist. Den Ausschlag
gibt die Aktivitat des Ras-Proteins oder der Proteinkinase C [238]. Die
Entdeckung von dimerisierten Formen von CD45 und der Befund, dass die
Dimerisierung von Phosphatasen ihre Aktivitat inhibiert, fihrten zu dem Modell,
dass CD45R0 nach der Aktivierung dimerisiert, und damit die T-Zelle deaktiviert
wird [150; 181; 371].

Bei der Maus unterscheiden sich naive und Effektor- bzw. Memory-Subpopulation
aufgrund ihrer Expression oder Nichtexpression von CD45RB oder CD44 (naive T-
Zellen: CD45RB*/CD44  und Memory T-Zellen: CD45RB/CD44") [41; 86]. Eine
Untersuchungsreihe an Mausen ergab flir die Memory T-Zellen eine hdhere
Teilungsrate als flr die naiven T-Zellen. Darlber hinaus konnte auch gezeigt
werden, dass altere T-Zellen in ihrem Phanotyp nicht stabil sind [388].

Der Befund der unterschiedlichen Teilungsrate von naiven und Memory T-Zellen
deckt sich mit einer statistischen Auswertung publizierter Patientendaten. Dieser
zufolge teilen sich die humanen naiven T-Lymphozyten alle 3,5 Jahre und die
Memory T-Lymphozyten alle 22 Wochen [255].

AuBer den unterschiedlichen CD45-Isoformen differieren naive und Memory Th-
Zellen des Menschen auch in der Expression von Zytokinen. Wahrend naive Th-
Zellen nach unspezifischer Antigenstimulation nur die Zytokine IL-2 und TNF-a
exprimieren und sezernieren kdnnen, ist es bei den Effektor und Memory Th-
Zellen moglich, diese anhand ihres Zytokinprofils in die Untergruppen Th; und
Th, zu unterscheiden [267]. Die Thi-Zellen sezernieren hauptsachlich IL-2 und
IFN-y, gegenluber den Th,-Zellen, die IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 produzieren. In
vitro ist es moglich aus naiven Th-Zellen durch Kokultur von Antigen und Zytokin
IL-12 die Thi-Zellen und durch Kokultur von Antigen und IL-4 die Th,-Zellen zu
generieren (Ubersicht in [268]). Die Verdnderung des Zytokinprofils infolge der
Differenzierung konnte in weiteren Untersuchungen bestatigt werden. Diese
ergaben, dass die Expression des Zytokins IL-2 vom Zellzyklus unabhangig ist,
wahrend die Zytokine IFN-y und IL-4 erst nach einer bis drei erfolgten Th-
Zellteilung(en) exprimiert werden kénnen [40].

In der Maus kann man die Memory Th-Populationen anhand von CCR7
differenzieren. Dabei sind die Th;-Zellen CCR7* und die Th,-Zellen CCR7" [310].
Die Untersuchungen im humanen Vollblut auf CCR7 ergaben, dass naive Th-

Zellen Uberwiegend CCR7 exprimieren, das fast immer gemeinsam mit CD62L an
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der Oberflache nachweisbar ist. Allerdings unterteilt CCR7 die humanen Memory
Th-Zellen in die Subpopulation der CCR7* Zentralen Memory Th-Zellen und der
CCR7" Effektor Memory Th-Zellen [330].

In zwei funktionellen Studien konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung
von naiven Th-Zellen Uber die Interaktion mit DCs induziert werden kann. Dazu
wurden in vitro DCs aus Monozyten (GM-CSF/IL-4) oder BDCA-2** Vorlaufer-
zellen (IL-3) generiert und ihre Reifung tUber rekombinantes CD154 induziert. Die
Koinkubation mit naiven Th-Zellen ohne Zytokine ergibt bei den aus Monozyten
generierten DCs eine Differenzierung zu Thi-Zellen und zu Thy-Zellen in
Anwesenheit der DCs aus BDCA-2*" Vorlauferzellen [314]. Eine zweite Studie
generierte die DCs aus humanen Monozyten wie oben und es zeigte sich, dass
die reifenden DCs nur in den ersten Stunden IL-12 sezernieren, was die
koinkubierten naiven Th-Zellen zu Thi-Zellen differenzieren l|asst. Danach
induzieren die gleichen DCs bei naiven Th-Zellen deren Differenzierung zu Th,-
Zellen [213].

Die Einteilung der Effektor Th-Zellen in nur zwei Populationen kann nicht absolut
gesehen werden, da Ergebnisse vorliegen, die einer reinen Zweiteilung wider-
sprechen:

Isolierte humane Memory Th-Zellen gesunder Spender wurden unspezifisch
stimuliert und die durchflusszytometrische Messung der intrazellularen Zytokine
(IL-2, IL-4 und IFN-y) ergaben einige Th-Zellen, die im Zytokinprofil zwischen
den beiden Subpopulationen liegen [303]. Auch in Mdusen konnte neben den
Thi- und Thy-Zellen eine dritte noch nicht polarisierte Gruppe identifiziert
werden. Diese kann in vitro aus naiven Th-Zellen durch den Mangel an IL-12
oder IL-4 im Medium und einen kurzen Kontakt mit MHC-II generiert werden
[166]. Eine Charakterisierung dieser dritten in vitro generierten Population nach
Transferierung in Empfangermduse ergab, dass sich die nicht polarisierten Th-
Zellen von den Thi- und Th,-Zellen durch ihre Fahigkeit unterscheiden in den
Lymphknoten einwandern zu kénnen. Von den naiven Th-Zellen unterscheiden
sie sich durch ihre starke und schnelle Proliferation nach relativ schwacher
Stimulation [165].
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1.3.2 Interaktionen von Th- und B-Zellen

Nach und wahrend der Proliferation und Differenzierung der Th-Zellen wandern
diese im sekundaren Lymphgewebe aus den Bereichen der Th-Zellen und DCs in
die Bereiche der B-Zellen.

Eine Studie am KJ-Modell und eine friihere Untersuchung demonstrierten, dass
die Th-Zellen und die B-Lymphozyten im Lymphknoten nach der Antigengabe an
den Rand der Follikel wandern. Es folgt die Immigration der Th-Zellen in die
Follikel und die Bildung von sog. Keimzentren, in denen sich die Th-Lymphozyten
teilen. Danach proliferieren die B-Zellen, was wie die Keimzentrenbildung von
CD154 abhangig ist [114; 119]. Zwei Untersuchungen der Mausmilz im KJ- und
PCC-Modell konnten zeigen, dass auch in der weiBen Pulpa dieselben Prozesse
und Wanderungen wie im Lymphknoten zu beobachten sind [139]. Weiterhin
wurden Chemokinrezeptoren identifiziert, die flr die Verteilung der Th-
Zellpopulation zustandig sind. Die CCR7* naiven und Th;-Zellen wurden in den
Bereichen der PALS nachgewiesen, die keine B-Lymphozyten enthalten. Dagegen
sind die CCR7" Thy-Zellen in der Nahe der B-Zellfolikel zu finden. Die retrovirale
Transduktion von CCR7 in Thy-Lymphozyten fiihrt zu deren Rickwanderung
[310]. Im murinen Lymphknoten konnte auBerdem gezeigt werden, dass die
Expression des Chemokinrezeptors CXCR5 auf den aktivierten Th-Zellen deren
Einwanderung in die Follikel unterstlitzt, wo der CXCR5-Ligand B-Lymphozyten-
Chemoattraktor (BLC) exprimiert wird [15].

Mit konfokaler Immunofluoreszenzmikroskopie konnte in vitro die Interaktion von
Th- und B-Zellen demonstriert werden. Eine Proliferation der B-Zellen findet nur
statt, wenn diese gleichzeitig ein Antigen prasentieren. Zwischen den Th- und B-
Zellen konnte ein IL-4-reiches Milieu detektiert werden, was eine hauptsachliche
Interaktion von Th,-Zellen bestatigt [211]. Die Hilfe der Th,-Zellen bei der
Antikérperbildung konnte bereits in vitro demonstriert werden. Die B-Zellen
produzieren in Kokultur mit naiven oder generierten Th;- und Thy-Zellen nur
dann signifikante Mengen an Antikérper, wenn Th,-Zellen anwesend sind. Die
Menge an Ig kann noch gesteigert werden, wenn die B-Zellen Uber ihren MHC-II
ein Antigen prasentieren und wenn die Zytokine IL-4 und IL-6 im Medium
vorhanden sind [70].

Der Proliferation der B-Zellen mit der Bildung von Keimzentren folgt die
Expression und Sekretion von Antikdérpern [237]. Dies belegt die wichtige

Vermittlerrolle der Th-Zellen im Immunsystem.
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1.3.3 Th-Zellen als Teil des Immungedachtnisses

Schon bald nach der Proliferation der Th-Zellen reduziert sich ihre Anzahl durch
den programmierten Zelltod (siehe 1.4). Ein kleinerer Anteil an Effektor Th-
Zellen, die mit dem Antigen Kontakt hatten, geht nicht in Apoptose und verbleibt
als Teil des sog. Immungedachtnisses im Organismus [16]. Die Annahme ist,
dass auf diese Weise eine Immunreaktion schneller erfolgen kann, wenn der
Organismus abermals mit einem bereits ,,bekannten™ Antigen konfrontiert wird.
Am PCC-Modell konnte ein direkter Ubergang der Effektor Th-Zellen zu ruhenden
Memory Th-Zellen nachgewiesen werden. Daflir wurden naive Th-Zellen in vitro
stimuliert, radioaktiv markiert und die Effektor Th-Zellen den Mausen
retransferiert. Die nach mehreren Tagen wiedergewonnenen Th-Zellen hatten
sich kaum geteilt und besaBen die Merkmale von Memory Th-Zellen [159].

Zur Frage einer bleibenden Pragung der Memory Th-Zellen gibt es wider-
sprichliche Ergebnisse: In einer friiheren Studie konnte am PCC-Modell gezeigt
werden, dass die Memory Th-Zellen ihre Pragung behalten. Antigenspezifische
Th;- und Th,-Effektorzellen wurden in vitro generiert und in bestrahlte
Empfangermduse transferiert. Die nach mehreren Wochen wiedergewonnenen
Memory Th-Zellen hatten ihre Fahigkeit zur Produktion der jeweiligen Zytokine
nach Antigenstimulation nicht verloren [367]. Demgegenlber konnte spater am
KJ-Modell gezeigt werden, dass sich die Memory Th-Zellen bezuglich der
Proliferationsfahigkeit zu naiven Th-Zellen zurtickentwickeln kénnen (siehe 1.3.1
und [258]).

1.3.4 Zirkulation der Th-Zellen im Organismus

Die Th-Zellen verbleiben nur fir einen relativ kurzen Zeitraum in den sekundaren
Lymphgeweben. Der Uberwiegende Teil der Th-Zellen zirkuliert hingegen Ulber
Blutkreislauf und/oder Lymphsystem pro Tag ein bis zweimal im Organsimus.
Infolgedessen kommen die Th-Zellen immer wieder in die sekundaren Lymph-
gewebe zurick, was man als homing bezeichnet. Man nimmt an, dass die
Regulation der Th- und CTL-Zellzahl, die sog. Homeostase, mit dem homing in
Zusammenhang steht [52].

Im KJ-Modell konnte in Ganzkoérperschnitten die unterschiedliche Migration der
transferierten Th-Zellen im Organismus gezeigt werden. Nach der Gabe des
Antigens kommt es zuerst zur Proliferation der naiven Th-Zellen in den

sekundaren Lymphgeweben. Nach einigen Tagen kdénnen diese Th-Zellen als
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Memory Th-Zellen in Geweben (Lunge, Leber, Darm, etc.) identifiziert werden, in
die sie infolge der Impfung eingewandert sind. Die additive Gabe von LPS erhdht
nicht nur die Anzahl der Th-Zellen, sondern flhrt auch zum langeren Verbleib
dieser im Organismus [312]. Eine in vivo Studie an Schafen ergab, dass naive
und Memory T-Zellen unterschiedlich rezirkulieren: Naive T-Zellen gelangen Uber
das Blut und die HEVs in die efferenten LymphgefaBe und anschlieBend in den
Lymphknoten. Dagegen gelangen die Memory T-Zellen Uber das Blut in die
periphdaren Gewebe und von dort Uber die afferenten LymphgefdBe in den
Lymphknoten [241]. Auf die Steuerung dieser Wanderungen (iber Chemokine

und deren Rezeptoren wurde bereits eingegangen (siehe 1.2.4).

1.4 Entfernung der T-Zellen iiber Apoptose

Eine unzureichende Eliminierung aktivierter antigenspezifischer T-Zellen wird,
wie bereits erwahnt, als eine potenzielle Ursache fir die Induktion einer
Autoimmunerkrankung gesehen. Eine Untersuchung der T-Zellen bezuglich ihrer
Apoptose an Blutproben erkrankter Personen in klinischen Studien erscheint
daher als ein mdglicher Zugang zur weiteren Aufklarung der zelluldren

Stérungen.

1.4.1 Bedeutung der Apoptose

Der programmierte Zelltod oder Apoptose wird als Prozess definiert, der in der
Zelle aktiv durchgefihrt wird und der ihre Elimination zum Ziel hat [131]. Im
Gegensatz dazu wird die Nekrose als passiver Vorgang gesehen, der
unkontroliert ablauft.

Im Immunsystem des Menschen spielt die Apoptose eine wichtige Rolle: Zum
einen werden Thymozyten Uber Apoptose selektiert, die eine zu starke Affinitat
ihres TCR gegenlber koOrpereigenen Antigenen besitzen. Diese Eliminierung
autoreaktiver und unreifer T-Zellen erfolgt Gber den sog. aktivierungsinduzierten
Zelltod [132; 351]. Aber auch unerwinschte und unreife B-Zellen kénnen auf
diese Weise aus dem Organismus entfernt werden (Ubersicht in [376]). Die
andere wichtige Rolle der Apoptose im Immunsystem ist die der Elimierung von
expandierten Effektorzellen. Mittels aktivierungsinduzierter Apoptose wird die
Zahl dieser T-Zellen wieder zurickgeftihrt [218].

Die Apoptose selbst setzt sich aus drei Phasen zusammen: Induktion, Exekution

und Endphase. Diese sollen nachfolgend genauer erlautert werden:



Einleitung Seite 47

1.4.2 Induktion der Apoptose iiber CD95

Der am besten charakterisierte Weg die Apoptose zu induzieren ist die Signal-
kaskade Uber CD95 (vormals APO-1 oder Fas, Ubersicht in [348]).

Der Rezeptor CD95 ist ein 335 Aminosdauren (45 - 52 kDa) groBes Trans-
membranprotein, das zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren gehoért [175; 282].
Seine Expression konnte auf aktivierten T- und B-Zellen, Tumorzellen und vielen
anderen Koérperzellen nachgewiesen werden [217]. CD95 kann zum einen durch
die Bindung des spezifischen Antikérpers aktiviert werden, was zu seiner
Entdeckung flhrte [390; 422]. Eine andere Mdglichkeit zur Induktion ist die
Bindung des CD95 Liganden (CD95L). Dieser Ligand wurde als 40 kDa Trans-
membranprotein identifiziert, das zur Familie der TNFs gehort [362]. CD95L
konnte auf der Oberflache von aktivierten CTLs, NK-, Th-Zellen und Zellen von
sog. Immunprivilegierten Geweben nachgewiesen werden. Diese Gewebe
schitzen sich auf diese Weise vor aktivierten T-Zellen [135; 291; 361]. Eine
Studie demonstrierte, dass CD95L abgespalten werden kann, und damit seine
Aktivitat reguliert werden kann, da l6sliches CD95L die Aktivitdat des membran-
standigen inhibiert [373].

Als wichtigste Funktion des CD95-CD95L-Systems wird die Beseitigung
aktivierter T-Zellen aus dem Organismus gesehen. Die Inkubation CD3-
stimulierter humaner T-Zellen mit anti-CD95 oder rekombinanten CD95L in vitro
fuhrt in den aktivierungsinduzierten Zelltod oder zur Zytolyse [5]. Dies konnte
auch in einer Studie an Mausen, denen antigenspezifische Th-Zellen trans-
plantiert wurden, gezeigt werden. Die murinen Th-Zellen gingen nach einer
Antigenaktivierung in vitro und in vivo Uber den CD95 vermittelten Signalweg in
Apoptose [398]. Bestatigt wurde die wichtige Rolle von CD95 und CD95L an
mutierten Mausen, deren Leukozyten ein defektes CD95- (/pr-Maus) oder CD95L-
Molekll (gld-Maus) exprimieren. Die Folge ist in beiden Fallen eine Auto-
immunerkrankung die in den Tieren schwere Schaden verursacht (Ubersicht in
[270]). Diese folgenreichen Mutationen konnten auch beim Menschen als Auto-
immun-lymphoproliferatives Syndrom beschrieben werden. Die Patienten haben
verschiedene Mutationen im Gen des CD95 oder CD95L mit der Konsequenz
ahnlicher Symptome wie die der Mause [249; 358].

Die mehrfach postulierte wesentliche Rolle von CD95 in der T-Zellentwicklung
konnte nicht bewiesen werden, da bei den Ipr-Mausen keine Beeintrachtigung der

Thymozytenselektion zu erkennen ist [152].
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AuBer seiner Bedeutung ist auch die Signalibertragung des Rezeptors CD95
beschrieben. Wenn CD95L oder ein Antikdérper an CD95 gebunden hat, fihrt dies
zur Zusammenlagerung von drei CD95-Monomeren. Der mit 80 Aminosauren
kleinere intrazellulare Teil von CD95, die sog. Todesdomane (DD), trimerisiert
ebenfalls. Aus den drei DDs, zwei Fas-assoziierten Todesdomanen (FADD,
vormals MORT1), dem Protein CAP3 und der Procaspase-8 (vormals FLICE oder
CAP4) bildet sich der Todinduzierende Signalkomplex (DISC) [257]. FADD hat
selbst eine DD und kann Uber diese mit CD95 interagieren [62]. Ein anderer Teil
der FADD, die sog. Todeseffektordomane, interagiert ihrerseits mit der
Procaspase-8 was zur ihrer Spaltung und Aktivierung fuihrt [269]. Neuere Studien
konnten zeigen, dass CD95 in lipid rafts auf der Zellmembran vorliegt. Nach
Aktivierung von CD95 konnten auch FADD und Capsase-8 in diesen rafts
gefunden werden [161].

Im weiteren Verlauf dieser Signallibertragung spaltet und aktiviert Caspase-8
unter anderem die Procaspase-3, was die weitere Exekution der Apoptose zur
Folge hat (siehe 1.4.4).

Neben FADD konnte mit Daxx ein weiteres Protein identifiziert werden, dass mit
der DD von CD95 interagiert. Daxx spaltet keine Caspasen, sondern aktiviert die
c-Jun N-terminale Kinase (INK, vormals SAPK) [419]. Die INK liegt in drei
Isoformen vor und reguliert c-Jun und andere Transkriptionsfaktoren. Je nach
Studie hat ihre Aktivierung entweder pro-, antiapoptotische oder keine Wirkung.
Es gibt Hinweise, dass weitere Faktoren und Signalwege (z. B. Uber NF-«B) den
Ausschlag geben (Ubersicht in [224]). Andere Untersuchungen sehen INK als
essentiell fir die Differenzierung naiver Th-Zellen zu Th;-Zellen und flr die

Expression ihrer Zytokine (Ubersicht in [84]).

1.4.3 Induktion der Apoptose iiber andere Mechanismen

Aus der Familie der TNF-Rezeptoren wurden neben CD95 noch flinf weitere
Vertreter identifiziert: DR3 (oder TRAMP), DR6, TRAIL-R1 (oder DR4), TRAIL-R2
(oder DR5) und CD120a (oder TNF-R1). Ein gemeinsames Charakteristikum ist
die intrazelluldare DD. Nach der Bindung eines Liganden aus der TNF-Familie
(z. B. TNF, TRAIL, etc.) erfolgt die Oligomerisation des Rezeptors, der Uber
Adapterprotein(e) und Caspasen (teilweise FADD und Procaspase-8) die
Apoptose auslésen kann [341]. Daruber hinaus wurden vier weitere Rezeptoren

beschrieben, die mit den TNF-Rezeptoren eng verwandt sind. Welche genaue
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Funktion TRAIL-R3, TRAIL-R4, OPG und DcR-3 auBer der Bindung ihres Liganden
haben, konnte bisher nicht geklart werden (Ubersicht in [335]).

Uber die rezeptorinduzierte Apoptose konnte ein verstidrkender intrazelluldrer
Mechanismus entdeckt werden, bei dem die Mitochondrien eine wichtige Rolle
spielen. Wenn Caspase-8 das Protein Bid spaltet, so transloziert dieses zu den
Mitochondrien und verursacht als integrales Membranprotein das Austreten von
Cytochrom C ins Zytosol [137; 222; 236]. Das Cytochrom C formiert mit dem
apoptotischen proteaseaktivierenden Faktor 1 (Apaf-1) und Procaspase-9 das
sog. Apoptosom [427]. Die Spaltung und Aktivierung von Procaspase-9 fuhrt zur
Spaltung und Aktivierung von Procaspase-3, was wiederum die Apoptose
vorantreibt [223; 231].

Die Induktion der Apoptose in virusbefallenen Zellen oder Tumorzellen durch
CTLs erfolgt entweder Uber CD95L/CD95 oder Uber Perforin/Granzym.

Eine erste Studie identifizierte das Granzym A als Serinprotease, die von CTLs
sezerniert wird und in den Zielzellen die Fragmentierung der DNA induziert. Dies
kann Uber Hemmstoffe blockiert werden, wahrend die Lyse der Zielzellen davon
nicht betroffen ist [147]. Danach gelang es, das Granzym B (vormals
Fragmentin) zu charakterisieren, das die gleichen Eigenschaften wie Granzym A
besitzt und auch von NK-Zellen exprimiert wird [350]. Eine Folgearbeit
beschreibt die Granzyme und das Perforin als Serinproteasen mit unter-
schiedlichen Charakteristika [349]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass sich
die zytolytische Wirkung des Perforins und die nukleolytischen Wirkungen des
Granzym A und B addieren und weisen die Hauptrolle bei der Tumorabwehr den
Granzymen zu [273]. Die Zerstérung der Gene im Mausmodell bestdtigte die
gewonnenen Erkenntnisse Uber die Funktion dieser drei Serinproteasen. Die
Perforin KO-Maus besitzt CTLs und NK-Zellen, die nicht in der Lage sind
virusbefallene Zellen zu lysieren [188]. Das Ausschalten der beiden oder eines
der Granzymgene erbrachte Mause mit CTLs und NK-Zellen, die in Zielzellen
keine DNA-Fragmentierung induzieren kdnnen. Jedoch ist die Fahigkeit zur
Zelllyse nicht beeintrachtigt [75].

Desweiteren kann die Apoptose Uber eine Vielzahl von Reagenzien induziert
werden, deren Wirkungsweisen nicht immer bekannt sind. Die entsprechenden
Chemikalien wurden parallel zu den durchgefiihrten Versuchen in 3.4

angegeben.
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1.4.4 Exekution und Regulation der Apoptose

An der Ausfihrung des programmierten Zelltods ist die Gruppe der Caspasen
wesentlich beteiligt. Caspasen sind Proteasen, die sich wechselseitig spalten und
aktivieren kénnen (Ubersicht in [381]).

Die Aktivierung von Caspase-3 (vormals CPP-32) setzt einen unumkehrbaren
Zerstérungsmechanismus in Gang. In ihrer Funktion als Protease spaltet sie
strukturelle Proteine, Kinasen, Zellzyklusproteine, DNA-Reperaturenzyme und
Signalproteine. Zusatzlich wird die Aktivitat von Endonukleasen (z. B. die
capaseaktivierte Deoxyribonuklease) induziert, die die genomische DNA in
Bruchstlicke zwischen 50 und 300 kb spalten [93]. Die Strukturuntersuchungen
an Caspasen ergaben, dass sie in der inaktiven Form als Dimer vorliegen. Die
Spaltung dieses Dimers und die Zusammenlagerung zu einem Tetramer mit zwei
kleinen und zwei groBen Untereinheiten fihrt zur Aktivierung dieser Enzyme [43;
261].

Es wurden neben den induzierenden auch inhibierende Proteine identifiziert, die
der Apoptose entgegenwirken. Beispielsweise konnten virale und zelleigene
Inhibitoren, sog. FLIPs, beschrieben werden, die Gber eine eigene Todeseffetktor-
domane an den DISC assoziieren. Damit kénnen sie die Signaltransduktion von
CD95 oder verwandter TNF-Rezeptoren an die jeweiligen Caspasen verhindern
[170; 380]. Aber auch CD95 selbst ist nicht ausschlieBlich fir die Induktion der
Apoptose zustandig. Eine Studie belegte, dass die Signalkaskade des TCR
unterdrickt wird, wenn CD3 und CD95 uber Antikérper gebunden werden [206].
Die Ursache konnte in Form von sauren Sphingomyelinasen entdeckt werden,
deren Aktivierung Uber CD95 zur Ausschlittung von Ceramiden flihren. Diese
Ceramide kdnnen die Kalziumkanale und damit den Kalziumeinstrom in die Zelle
reversibel blockieren [221].

Eine weitere flr die Regulation der Apoptose wichtige Proteingruppe stellen die
Mitglieder der Bcl-2-Familie dar (Ubersicht in [136]). Erstmalig wurde die
Bedeutung von Bcl-2 bei Patienten mit B-Zellleukamie erkannt. Die Translokation
des codierenden Gens und die unkontrollierte Expression des antiapoptotischen
Proteins sind kausal fur diese Leukamie [392]. Auch das Protein Bcl-x_. wurde als
antiapoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie beschrieben [124].

Andere Mitglieder dieser Familie (z. B. Bid, Bad, Bax oder Bim) haben die
entgegengesetzte Wirkung. Bei beiden Gruppen konnten Vertreter beschrieben

werden (Bcl-2, Bcl-x,, Bid und Bax), die die Fahigkeit besitzen Poren in
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Plasmamembranen auszubilden. Allerdings konnte bisher nicht bewiesen werden,
dass Bid oder Bax dies bei Mitochondrienmembranen tun und damit den Zelltod
auslésen (Ubersicht in [337]). Die Beteiligung von Bid an der Verstarkung der
induzierten Apoptose wurde bereits dargestelit.

Eine Theorie geht davon aus, dass das Verhaltnis dieser verschiedenen Proteine
entscheidet, ob die Zelle in Apoptose geht oder nicht [136]. Eine andere Theorie
postuliert eine modifizierte Formierung des bereits beschriebenen Apoptosoms.
In Uberexpressionsmodellen konnte gezeigt werden, dass bei Bindung von Bcl-x,
am Apoptosom die Caspase-9 inaktiv ist [296]. Bisher konnte jedoch keine der

beiden Theorien vollstandig bestatigt werden.

1.4.5 Folgen der Apoptoseinduktion

Die Exekution der Apoptose mindet anschlieBend in ihre Endphase. Bereits
wenige Stunden nach Aktivierung der Caspasen kann der progammiert
ablaufende Zelltod Uber die Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin (PS)
extrazellular detektiert werden.

Das PS wird im Golgi-Apparat synthetisiert und danach zu den Mitochondrien
transloziert. Ein an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiertes Enzym
decarboxyliert PS zu Phosphatidylethanolamin, das danach als Vesikel zur
Zytoplasmamembran gelangt. Eine intakte Zytoplasmamembran hat PS nur in
der inneren Schicht, wahrend Phosphatidylethanolamin nur in der duBeren
Schicht zu finden ist [78; 180; 399]. Die bisher postulierte Ursache der PS-
Exposition ist der Ausfall einer Translokase infolge des Zelluntergangs. Die
Aufgabe dieses Enzyms ist die Aufrechterhaltung der ungleichen Phospholipd-
verteilung in der inneren und auBeren Zytoplasmamembranschicht [401]. Eine
andere Hypothese sieht die Ursache der PS-Exposition in der Stérung der
Decarboxylierung infolge des Funktionsausfalls der Mitochondrien im Verlauf der
Apoptose.

Bereits vor der Entdeckung ihrer Ursache konnte geklart werden, welchen Sinn
die PS-Exposition hat. Sowohl Liposomen als auch apoptotische Zellen werden
von Makrophagen phagozytiert, wenn sie PS an der Zelloberflache exponieren
[101; 250]. Der zugehérige PS-Rezeptor konnte ebenfalls identifiziert werden.
AuBer von Makrophagen wird er von Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert. In
vitro sind diese Zellen in der Lage apoptotische Zellen zu erkennen und zu

phagozytieren. Diese Fahigkeit erhalten auch T- oder B-Zellen, die den PS-
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Rezeptor fremdexprimieren [99]. Eine Folgestudie an Madusen belegte diese
Ergebnisse flur Makrophagen und Fibroblasten in vivo [100].

Eine weitere Folge der ablaufenden Apoptose ist der Abbau des Zytoskeletts und
die Bildung von apoptotischen Kdrperchen [319]. Man nimmt an, dass damit die
Phagozytose erleichtert werden soll. Mit der Entfernung der apoptotischen Zellen

aus dem Organismus ist das Ziel des programmierten Zelltods erreicht.

1.4.6 Analytik apoptotischer Zellen

Eine Ubersicht der verschiedenen Detektionsméglichkeiten fiir apoptotische
Zellen mittels Mikroskopie und Durchflusszytometrie bietet [74]. Aus den
etablierten Methoden zur Detektion apoptotischer Zellen im DFZ wurden in dieser
Arbeit insgesamt drei Protokolle herangezogen (siehe 2.2.3). Diese sind einfach
durchzuflihren und ermdéglichen eine schnelle und spezifische Detektion der
apoptotischen T-Zellen in Form einer abgesetzten Subpopulation:

Die Exposition von PS an der Zelloberflache infolge des Zelluntergangs kann mit
farbstoffmarkierten Annexin V detektieren werden, das spezifisch an PS bindet.
Eine Gegenfarbung mit Propidiumiodid (PI), das in Zellen deren Plasmamembran-
integritat zerstort ist die DNA anfarbt, ermdglicht eine Differenzierung in
apoptotische und nekrotische T-Zellen [402].

Desweiteren wurde die intrazelluldare Expression des antiapoptotischen Proteins
Bcl-2 mit einem fluorchromkonjugierten Antikérper gemessen [400]. Eine
erfolgreiche Induktion der Apoptose kann auf diese Weise Uberprift werden.

Die dritte Methode ist die Farbung der T-Zellmitochondrien mit JC-1, dessen
Signal vom Protonengradient der Mitochondrien abhangig ist. Kommt es infolge
der Apoptose bei den T-Zellmitochondrien zum Zusammenbruch ihrer Membran-
integritat, so fluoresziert JC-1 grin statt orange [68]. Auf diese Weise lassen sich
vitale und apoptotische Zellen schnell und einfach unterscheiden.

Die weiteren Protokolle sind ebenfalls etabliert, wurden aber nicht verwendet, da
sie spezifische Probleme aufzeigen: Im sog. FLICA-Assay werden apoptotische T-
Zellen mit Substanzen inkubiert, die von Caspasen gespalten werden, an diese
irreversibel binden und fluoreszieren [36]. Dieses und ein ahnliches Protokoll
ergeben in gemischten und nicht synchronisierten Zellkulturen nur geringe
Anteile an postiven Zellen, da die Caspasen lediglich flr einen kurzen Zeitraum
aktiviert sind [162].
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Der sog. TUNEL-Assay, bei dem die im Verlauf der Apoptose degradierte DNA
enzymatisch an Fluorochrome gekoppelt wird, ist aufgrund seines hohen

Zeitaufwands flr eine routinemaBige Untersuchung ungeeignet [125].

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollte zuerst ein einfacher und spezifischer
Vollblutansatz zur Detektion antigenspezifischer Th-Zellen Uber ihre Stimulation
mit Antigenen entwickelt werden. Als Antigene sollten entweder Gesamtproteine
oder einzelne Peptide verwendbar sein. Zur Optimierung des Ansatzes sollten alle
Parameter der Inkubation und der Identifikation der aktivierten Th-Zellen
ausgetestet werden. Eine Uberpriifung der Spezifitdt der Stimulation sollte
gewahrleisten, dass die gemessene T-Zellaktivierung nur durch die Antigene
induziert wird. Daruber hinaus sollte ein Protokoll zur gezielten Identifizierung
Cytomegalovirus (CMV)-spezifischer CTLs Uber HLA-A2-Tetramere in Form einer
europaischen Ringversuchsreihe evaluiert werden.

Nach der Entwicklung und Uberpriifung des Stimulationsansatzes sollte dieser zur
Detektion GAD-spezifischer T-Zellen erprobt werden, um Erkenntnisse flir einen
madglichen Einsatz dieses Verfahrens in der klinischen Routine zu gewinnen.
Desweiteren sollte ein Verfahren zur Generierung apoptotischer T-Zellen etabliert
werden, wozu verschiedene die Apoptose induzierende Reagenzien erprobt
werden sollten. Danach sollten die T-Lymphozyten von Autoimmunpatienten und
gesunden Probanden auf ihre Bereitschaft zum programmierten Zelltod im
Vergleich untersucht und mit diversen Methoden eingehender charakterisiert
werden. Diese Studien sollten durch begleitende Untersuchungen bestimmter

Leukozyten des CD-1-Systems abgerundet werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Die experimentellen Arbeiten erfolgten ausschlieBlich mit nachfolgend
aufgefuhrten Hilfsmitteln. Die fluorochromkonjugierten Antikdérper (hauptsachlich
murinen Ursprungs) wurden fir die Messungen im Durchflusszytometer (DFZ)
verwendet. Soweit hierzu unmarkierte Antikérper herangezogen wurden, wurden
diese mittels farbstoffkonjugierter Sekundarantikdérper sichtbar gemacht. Einige
der unmarkierten, monoklonalen und azidfreien Antikérper wurden zur
Inkubation mit den Zellen in die Kultur gegeben.

Die fluoreszierenden Reagenzien und die den Kulturen zugegebenen Peptide oder

Reagenzien wurden in der héchstmdéglichen Reinheit eingesetzt.

2.1.1 Verwendete Antikorper
Antigen Klon Konjugiert mit |Hersteller
Bcl-2 124 FITC DAKO,
Glostrup, DK
CD1c AD5-8E7 Biotin Miltenyi Biotec,
PE Bergisch-Gladbach,
D
CDh1d CD1d42 PE Becton-Dickinson,
San Jose, USA
CD3 UCHT1 PE Beckman-Coulter,
Krefeld, D
CD3 SK7 APC Becton-Dickinson
FITC
PerCP
CD4 SK3 PerCP Becton-Dickinson
CD8 SK1 APC Becton-Dickinson
FITC
PE
PerCP
CDw17 G035 FITC Becton-Dickinson
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CD25 2A3 FITC Becton-Dickinson
PE
CD25 M-A251 APC Becton-Dickinson
CD45 2D1 PerCP Becton-Dickinson
CD45RA HI100 FITC Becton-Dickinson
CD45R0 UCHL-1 FITC Beckman-Coulter
CD45R0 UCHL-1 APC Becton-Dickinson
CD57 HNK-1 FITC Becton-Dickinson
CD62L Dreg-56 CyChrome Becton-Dickinson
CD65s VIM2 FITC Caltag,
Burlingame, USA
CD69 L78 FITC Becton-Dickinson
PE
CD71 YDJ1.2.2 FITC Beckman-Coulter
CD77 38-13 Unkonjugiert Beckman-Coulter
CD95 7C11 Unkonjugiert Beckman-Coulter
CD134 L106 PE Becton-Dickinson
CD152 BNI3 PE Becton-Dickinson
CD154 89-76 PE Becton-Dickinson
Ceramid MID 15B4 Unkonjugiert Alexis,
Grinberg, D
Goat anti mouse |Polyklonal FITC Becton-Dickinson
Goat anti rat Polyklonal PE Dianova
Hamburg, D
HLA-DR L243 PerCP Becton-Dickinson
IFN-y 25723.11 FITC Becton-Dickinson
IL-2 5344.111 PE Becton-Dickinson
IL-10 JES3-19F1 APC Becton-Dickinson
Lin-1 SK7, 3G8, SJ25C1, |FITC Becton-Dickinson
(CD3, CD14, L27, M¢P9,
CD16, CD19, NCAM16.2
CD20, CD56)
TCRAV24S51 C15 PE Beckman-Coulter

Tab. 2.1: Antikorper
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2.1.2 Verwendete fluoreszierende Substanzen

Reagenz

Hersteller

Annexin V-Fluos

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Annexin V-APC

Caltag

CaliBRITE-Beads

Becton-Dickinson

Flow-Count Fluorospheres

Beckman-Coulter

FluoroQuench AO/EB-L6sung

BAG, Lich, D

HLA-A*0201-NLVPMVATV-Tetrameren
gekoppelt an PE

Beckman-Coulter

JC-1 [5,5,6,6' tetrachloro-1,1',3,3'-tetra-

ethylbenzimidazol-karbozyanin iodid]

Mo Bi Tec, Géttingen, D

Propidiumiodid

Sigma, Taufkirchen, D

Streptavidin-APC

Becton-Dickinson

Tab. 2.2: Sonstige Farbstoffe

2.1.3 Verwendete Peptide

Bezeichnung |Aminosduresequenz Protein Hersteller

GPO1 N-DVNYAFLHATDLLPACDGER Humane Roche

GP02 N-PTIAFLQODVMNILLQYVVKS GAD Penzberg, D

GPO3 N-PRYFNQLSTGLDMVGLAADW

GP04 N-DGIFSPGGAISNMYAMMIAR

GPO5 N-GMAALPRLIAFTSEHSHFSL

GP06 N-TDSVILIKCDERGKMIPSDL

GP07 N-KHKWKLSGVERANSVTWNPH

GPO8 N-QNCNQMHASYLFQQDKHYDL

GPO9S N-FWYIPPSLRTLEDNEERMSR

GP10 N-RMMEYGTTMVSYQPLGDKVN

GP11 N-FFRMVISNPAATHQDIDFLI

NCP N-LQKLRSLFEHKEKVEPLIKV Kontrolle Roche

pp65 N-NLVPMVATV CMV PepScan,
Berlin, D

TTP1 N-IDKISDVSTIVPYIGPALNI T PepScan
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TTP2 N-NNEFTVSFWLRVPKVSASHLE

TTP3 N-ELFTFGGQODANLISIDIKND TT Roche

TTP4 N-NSTKIYSYFPSVISKVNQGA

Tab. 2.3: Eingesetzte Peptide

2.1.4 Sonstige Reagenzien, Losungen und Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller

2-Chloradenosin Alexis

HLA-DR und -DQ Mikrotestkammern BAG

Kaninchenkomplement

Ortho-mune lysing reagent

Beckman-Coulter

FACS-Clean

FACS-Flow

FACS-Lysing solution
FACS-Permeabilizing solution
FACS-Rinse

Probenréhrchen

Sterile 6-, 12-, 24-Lochplatten
Sterile Einmalspritzen und Kandlen

TruCount Rohrchen

Becton-Dickinson

Biocoll Separationslésung

(Dichte: 1,077 g/cm3)

Dulbecco’s PBS ohne Kalzium und Magnesium
RPMI1640-Medium ohne Glutamin

Biochrom, Berlin, D

Sterile Pipettenspitzen

Biozym, Oldendorf, D

FluoroBeads-B

BmT, Krefeld, D

2-Propanol (70 %)
Steriles destiliertes Wasser

Braun, Melsungen, D

M. tuberculosis-Lyophylisat

Difco, Detroit, USA

Combitips

Sterile ReaktionsgefaBe

Eppendorff, Hamburg, D

Dulbecco’s PBS mit Kalzium und Magnesium

Gibco, Paisley, USA

Sterile 96-Lochplatten

Nunc, Wiesbaden, D
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Sterile Filter (PorengréBe 0,2 pm)

Pall, Ann Arbor

Tetanustoxoidlésung (15 mg/ml)

Roche

Monovetten zur Blutentnahme versehen mit
Lithium-Heparin, Zitrat, EDTA oder CPDA
Multifly-Blutenthahmenadeln

Sterile Pipetten, Pipettenspitzen und

Transferpipetten, ReaktionsgefaBe

Sarstedt, Nidrnbrecht, D

Aprotinin

Bestatin

Brefeldin A
2-Chlor-2'-deoxyadenosin
2-Deoxy-D-ribose
5-Dicarboxyfluoreszeindiazetat
EDTA

Fotales Kalberserum
Humanserum AB
Ionomycin

Methotrexat

Monensin

PMA

Staurosporin
Trinatriumzitrat

Zitronensaure

Sigma

Tab. 2.4: Sonstige Reagenzien, Substanzen und Verbrauchsmaterialien
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2.1.5 Verwendete Gerate und Software

Geridt oder Software Hersteller

Power Mac G3 Apple Computer Inc.,
Power Mac G4 Cupertino, USA
Hamatologieinstrument ,ADVIA120" Bayer, Leverkusen, D
Durchflusszytometer ,FACSCalibur® Becton-Dickinson

Software ,CELLQuest 3.3"
Software ,Attractors 1.0"
Software ,FACSComp 4.0"
Brutschrank ,BB6220" Heraeus, Hanau, D
Sterilbank ,LaminAir HB 2472"
Zentrifuge ,,Megafuge 1.0 bzw. 1.0 R"

Mirkoskop-Fotometer , Patimed" Leitz, Wetzlar, D

Tab 2.5: Gerate und Software

2.1.6 Blutproben

Die verwendeten Frischblutproben wurden den Patienten bzw. den Thrombo-
zytenspendern Uber Venenpunktur entnommen. Bei beiden Gruppen wurde
vorher eine Risikobelehrung durchgeflihrt und das Einverstandnis gemaB dem
Votum der Ethikkommission des Universitatsklinikums eingeholt. Im Falle einer
Stimulation mit TT wurden vorwiegend Spender herangezogen, deren letzte

Impfung nicht langer als 10 Jahre zuricklag.

2.1.7 Statistische Auswertung

Nach der Analyse der Messung und Bestimmung der Einzelwerte erfolgte die
Berechnung von Durchschnitt und Standardabweichung mit dem Programm
Microsoft Excel 97. Die grafischen Darstellungen wurden mithilfe des Programms
SigmaPlot 2001 erstellt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Methodenoptimierung und Anwendung verschiedener Stimu-
lationsansatze

In dieser Dissertation wurden antigenspezifische T-Zellen durch die Gabe eines
oder mehrerer Antigene aktiviert und Uber ihre Expression von Aktivierungs-
marker oder Zytokinen identifiziert (siehe 1.2.5.2). Da antigenspezifische T-
Zellen nur in geringer Frequenz im Blut vorkommen, wurden zuerst verschiedene
Methoden getestet, die Stimulation zu verbessern, ohne sie unspezifisch werden
zu lassen.

Ausgangspunkt war ein Protokoll nach M. A. Suni et al. zur Detektion CMV-
spezifischer T-Zellen, das fur die Erkennung von aktivierten TT-spezifischen Th-
Zellen ungeeignet war (siehe 3.1.1 und [366]). Die Parameter dieses Protokolls
wurden daher nacheinander ausgetestet und mittels Kombination mit diversen
Reagenzien modifiziert.

Optimierung des Stimulationsprotokolls mit TT: Das Vollblut wurde den

Probanden in Monovetten entnommen, die Lithium-Heparin als Antikoagulanz
enthielten. Nach der Vermischung wurde das Material innerhalb eines Zeitraumes
von etwa 2 h aufgeteilt und angesetzt. Zum stimulierten Ansatz wurden 5 pug/ml
TT und zur unstimulierten Kontrolle die gleiche Menge phosphatgepufferte Saline
(PBS) zugegeben. Die Ansatze wurden danach flr 6 h im Brutschrank bei 37 °C
feuchter Warme und 5 % CO, inkubiert. In den letzten 4 h der Inkubationszeit
wurde zu beiden Ansatzen Brefeldin A (BFA) in einer Endkonzentration von
10 pg/ml gegeben. 15 min vor dem Ende der Inkubationsdauer wurden die
Ansatze aus dem Brutschrank entnommen, 744,4 pg/ml Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA) zupipettiert, gemischt und fir 15 min auf Eis inkubiert.
Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen resuspendiert und
danach geerntet. Das Material wurde in Probenréhrchen Uberflihrt und
weiterbehandelt (siehe 2.2.2). Fir diesen und die folgenden Versuchsblécke
wurden Blutproben von jeweils vier gesunden mit TT geimpften Probanden
verwendet (siehe 3.1.1).

In einem ersten doppelten Modifizierungsschritt wurden verschiedene Anti-
koagulanzien gegeneinander ausgetestet. AuBer den Monovettten mit Lithium-

Heparin wurden Blutabnahmeréhrchen mit EDTA oder Zitrat verwendet und die
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Proben wie oben angesetzt und behandelt. Dariber hinaus wurde die
Inkubationsdauer von 6 auf 26 h verlangert (siehe 3.1.2).

Als nachster Schritt sollte erprobt werden, ob verdinntes Vollblut besser
stimulierbar war als unverdinntes. Dazu wurde heparinisiertes Vollblut mit
RPMI1640 auf ein gleiches Endvolumen verdinnt. Der Blutanteil betrug 100, 50,
33, 25, 20 oder 10 Prozent. An den Ubrigen Parametern wurde nichts geandert
(siehe 3.1.3).

In der Versuchsreihe 3.1.4 wurde ausgetestet, ob die Zugabe von 744,4 ug/ml
EDTA vor der Ernte einen Einfluss auf die Anzahl der aktivierten und detektier-
baren T-Zellen hatte. Das auf 33 % Anteil verdinnte Vollblut wurde wie oben
angesetzt. Vor der Ernte wurden die Ansatze mit PBS oder EDTA-haltigen PBS
vermischt, 15 min auf Eis inkubiert und geerntet.

Die Notwendigkeit einer Blockierung mit BFA wurde im Versuch 3.1.6 parallel zur
Erprobung verschiedener Farbeprotokolle ausgetestet und unter 2.2.2
beschrieben.

Als letzter Parameter des Ausgangsprotokolls wurde die Inkubationszeit aus-
getestet. Dazu wurde mit dem bisher modifizerten Protokoll eine Stimulations-
kinetik durchgefthrt. Die Messungen erfolgten in den zwei Zeitradumen von 2 bis
10 und 22 bis 28 h. Sowohl auf die Blockierung mit BFA als auch auf die Zugabe
von EDTA bei der Ernte wurde verzichtet (siehe 3.1.5).

Das optimierte Stimulationsprotokoll mit Verdlinnung des heparinisierten
Vollblutes auf 33 % Blutanteil, Stimulation fur 26 h ohne Blockierung und Ernte
der Zellen ohne EDTA wurde in 3.2.1 und 3.2.2 angewandt, um die Spezifitat
der Stimulation zu testen.

Modifizierung des Stimulationsansatzes mit TT: Das bisher optimierte Protokoll

wurde durch die Zugabe von Proteaseinhibitoren verandert. Die Zugabe dieser
Substanzen zu den stimulierten und unstimulierten Ansatzen erfolgte nach 9 h
Vorinkubation flr die verbliebenen 19 h der Reaktionszeit. Es wurden Aprotinin
(1 oder 2 pg/ml) oder Bestatin (20 oder 40 ug/ml) zugegeben. Die unblockierten
Ansatze und die bisherige Blockierung mit BFA (10 pg/ml) far die letzten 4 h
dienten als Vergleich (siehe 3.1.7).

Flir den Inhibitor Aprotinin wurden daraufhin verschiedene Konzentrationsstufen
erprobt. Nach 9 h Vorinkubation wurden 0, 2, 4, 8, 16 oder 32 ug Aprotinin pro
ml Medium fir die verbliebenen 19 h gegeben (siehe 3.1.8).
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Eine anschlieBend erfolgte Kinetik mit 2 pg/ml Aprotinin, das entweder sofort
oder nach Ablauf von 2, 4, 6 oder 8 h zugegeben wurde, sollte klaren, welche
Vorinkubationsdauer optimal ist. Ein unblockiertes Ansatzpaar wurde ebenfalls
inkubiert und gemessen (siehe 3.1.9).

Anwendung des optimierten Protokolls mit lipophilen Stimuli: Fir diese

Stimulation wurde das Protokoll aus 3.1.5 verwendet. Als Stimuli wurde das
Lyophylisat von Mycobacterium tuberculosis in PBS, EtOH oder DMSO
rekonstituiert. Von diesen Loésungen wurden jeweils die Volumenmengen
zupipettiert, die flir eine Endkonzentration von 5 pg/ml ndétig waren. Die
Stimulation erfolgte fiir ein oder vier Tage ohne jegliche Blockierung. Die parallel
angesetzten Kontrollen enthielten jeweils die gleiche Menge an Lésungsmittel
(siehe 3.1.10).

Stimulationsansatz mit Peptiden des TT: Es war auch mdglich Th-Zellen durch

Peptide zu stimulieren. Zur Erprobung wurden insgesamt vier Peptide aus der
Sequenz des TT (TTP1 bis TTP4) als Stimuli verwendet. Das optimierte
Stimulationsprotokoll wurde mit jeweils 20 pg/ml der einzelnen Peptide
durchgefiihrt. Zum Vergleich wurde ein weiterer Ansatz mit allen vier Peptiden,
ein Ansatz mit 5 ug/ml TT, ein Ansatz mit TT und den vier Peptiden und eine
unstimulierte Kontrolle (H,O mit 20 % DMSQO) angesetzt. Nach 26 h wurden die
Zellen geerntet und gefarbt (siehe 3.1.11).

Danach wurde mit dem Peptid TTP1 eine Konzentrationskurve erstellt. Die Proben
wurden mit 5, 10, 20, 40, 60, 80 und 100 pg TTP1 pro ml Ansatz versetzt und
fir 26 h inkubiert. Die Kontrolle entsprach der oben angegebenen (siehe
3.1.12).

Abgerundet wurde die Optimierung der Peptidstimulation durch eine Kinetik:
Hierfir wurden die Ansdtze mit je 40 pg/ml TTP1 stimuliert und nach Ablauf von
2, 4, 6, 8 10, 24, 26, 28 und 30 h Inkubationszeit geerntet und gefarbt. Die
Kontrollen (H,O mit 20 % DMSO) wurden jeweils neu geerntet und gemessen
(siehe 3.2.3).

Stimulationsansatz mit Peptiden der GAD: Das optimierte Stimulationsprotokoll

fir TT-Peptide wurde in 3.3.1 zur Aktivierung GAD-spezifischer T-Lymphozyten
verwendet. Die Blutproben von vier IDDM-Patienten wurden mit den Peptiden
TTP1, GP0O1 bis GP11 und NCP (je 40 ug/ml) fir einen bis flinf Tage inkubiert.

Neben der Lésungsmittelkontrolle wurde der TTP1-Ansatz als Positivkontrolle und



Materialien und Methoden Seite 63

der NCP-Ansatz als Negativkontrolle angesetzt. Da auch Zytokine gefarbt
wurden, erfolgte 4 h vor der Ernte die Sekretionsblockierung mit BFA.

In einer zweiten Kinetik unter 3.3.2 wurden die Proben von vier weiteren IDDM-
Patienten flr drei oder vier Tage stimuliert, um den optimalen Stimulations-
zeitraum zu ermitteln. Das Protokoll wurde dabei nicht verandert, lediglich eine
HLA-Typisierung wurde bei den Patienten durchgefliihrt, um die Spezifitat der
Stimulation zu testen (siehe 2.2.6).

Die Stimulation fir drei Tage mit den gleichen Peptiden wurde schlieBlich an vier
HLA-typisierten gesunden Kontrollpersonen identisch durchgefihrt und diese

Ergebnisse mit denen der IDDM-Patienten verglichen (siehe 3.3.3).

2.2.2 Methoden zur Detektion antigenspezifischer T-Zellen und
anderer Leukozyten mit niedriger Frequenz

Parallel zur Optimierung des Stimulationsansatzes erfolgten auch Experimente

zur verbesserten Detektion antigenspezifischer T-Zellen und anderer seltener

Leukozyten durch das DFZ.

Farbung aktivierter T-Zellen in Vollblut: Das anfangs verwendete Farbeprotokoll
zur Identifizierung der T-Lymphozyten und ihrer Aktivierung wurde in 3.1.1 bis
3.1.5 wie folgt durchgefihrt: Nach mehrmaligen Resuspendieren wurden je
100 pl der inkubierten Blutproben in ein Probenréhrchen Uberfihrt. Dazu wurden
jeweils 3 ml FACS-Lysing solution gegeben, mit den Proben vermischt und fir
10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Lésung bewirkt zum einen das
Zerplatzen der Erythrozyten mittels hypotonischen Schocks und zum anderen die
Fixierung der Leukozyten durch Paraformaldehyd.

Nach der Inkubation wurden die Ansatze fir 5 min bei 1500 Umdrehungen pro
Minute (rpm), was 425 g entspricht, zentrifugiert und der Uberstand vollstdndig
abgesaugt. AnschlieBend wurden die lysierten Proben in 500 ul FACS-
Permeabilizing solution vorsichtig resuspendiert und fir weitere 10 min bei RT
inkubiert. Die FACS-Permeabilizing solution fixiert ebenfalls die Zellen und
ermoglicht durch porenbildende Substanzen den Zugang zu intrazellularen
Antigenen ohne dass die Zellen zerplatzen. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die Permeabilisierung durch die Zugabe von 3 ml PBS mit 0,5 % BSA
gestoppt und die Ansatze bei 1500 rpm flr 5 min zentrifugiert. Danach wurde
der Uberstand auf ca. 300 pl abgesaugt und die fluoreszenzmarkierten

Antikérper zupipettiert; das optimale Volumen betragt je nach Antikdrper
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zwischen 5 und 20 ul. Die Farbung erfolgte flir 30 min auf Eis in Dunkelheit.
AbschlieBend wurden die Ansatze mit der nochmaligen Zugabe von je 3 ml
PBS/0,5 % BSA und nachfolgender Zentrifugation fir 5 min bei 1500 rpm
gewaschen. Der Uberstand wurde auf ca. 400 ul Restvolumen abgesaugt und die
Proben im DFZ gemessen (siehe 2.2.4).

Die Farbung der T-Zellen erfolgte mit farbstoffmarkierten Antikdérpern gegen CD3
und CD8, womit die T-Zellen selbst und die beiden groBen T-Zellsubpopulationen
der CTLs und Th-Zellen identifiziert werden kénnen. Pro Probenréhrchen wurden
zwei Aktivierungsmarker oder Zytokine gefarbt. Die Aktivierungsmarker waren
CD25, CD69, CD71, CD134, CD152 und CD154. An Zytokinen wurden IFN-y und
IL-2 gefarbt (siehe 1.3.1). Die Kombination der Antikérper wurde im Verlauf der
Optimierungsschritte geandert.

Optimierung des Farbeprotokolls: Das bisher verwendete Protokoll wurde durch

die schwachen Signale der intrazellular gefarbten Zytokine infrage gestellt. In
3.1.6 wurde verdinntes Vollblut (Anteil 33 %) mit TT (5 pg/ml) flir 28 h
stimuliert und ein Teil der Ansatze mit 10 uyg/ml BFA 4 h vor der Ernte blockiert.
Der andere Teil der Ansatze wurde nicht blockiert; eine PBS-Kontrolle wurde
ebenfalls angesetzt. Die Proben wurden zu je 100 pl pro Probenrdhrchen
aufgeteilt, nach drei verschiedenen Protokollen gefarbt (T-Zellen: CD3 und CDS,
Aktivierungsmarker: CD25, CD69, CD152 und CD154) und danach im DFZ
gemessen.

Bei der reinen Extrazellularfarbung wurden die Antikérper direkt in die
geernteten Ansatze pipettiert und die Farbung flr 30 min bei RT in Dunkelheit
druchgefiihrt. Es folgte die Lyse/Fixierung mit 3 ml FACS-Lysing solution (10 min
bei RT in Dunkelheit) und der Waschschritt mit 3 ml PBS/0,5 %BSA (1500 rpm
fir 5 min).

Die simultane Farbung entsprach der bisherigen Farbemethode wie oben.
Demgegenilber war die sequenzielle Farbung eine Fusion der beiden vorherigen
Protokolle: Zuerst erfolgte die extrazellulare Farbung der Aktivierungs- Und
Oberflachenantigene fiur 30 min bei RT in Dunkelheit. Danach wurden die Ansatze
mit 3 ml FACS-Lysing solution lysiert/fixiert (10 min bei RT) und zentrifugiert
(1500 rpm fiir 5 min). Nach dem kompletten Absaugen des Uberstands folgte die
Resuspendierung in 500 ul FACS-Permeabilizing solution und die Permea-
bilisierung flir 10 min bei RT in Dunkelheit. Nach der Zugabe von je 3 ml
PBS/0,5 % BSA, der Zentrifugation (1550 rpm flir 5 min) und dem Absaugen des



Materialien und Methoden Seite 65

Uberstandes wurden erneut die Antikérper gegen die Aktivierungsmarker
zugegeben. Die intrazelluldare Nachfarbung erfolgte flir 30 min auf Eis in
Dunkelheit. AbschlieBend wurden die Proben mit 3 ml PBS/0,5 %BSA gewaschen
und der Uberstand auf ca. 400 pl abgesaugt.

Das sequenzielle Farbeprotokoll wurde in den nachfolgenden Versuchen von
3.1.7 bis 3.3.3 ausschlieBlich verwendet.

Erweiterung des Farbepanels fir TT-reaktive TT-Zellen: Im Zuge einer weiteren

Charakterisierung der aktivierten T-Zellen in 3.2.1 bis 3.2.3 wurden diese nach
dem Protokoll der sequenziellen Farbung mit Antikérpern gegen CD3, CD45R0
und CD62L gefarbt. Als Aktivierungsmarker wurden CD25, CD69, CD134 und
CD154 untersucht.

Farbung GAD-spezifischer (T)-Lymphozyten: Zur Detektion GAD-reaktiver

Lymphozyten in 3.3.1 wurden diese mit dem sequenziellen Protokoll auf die
Antigene CD4 oder CD45RA gefarbt. In 3.3.2 und 3.3.3 wurden hingegen die T-
Lymphozyten mittels CD3- und CD45R0-Antikdrper identifiziert und differenziert.
Die Aktivierung wurde durch die Farbung von Aktivierungsmarkern (CD25 und
CD134) und Zytokinen (IFN-y und IL-10) detektiert, deren Kombination jeweils
angepasst wurde.

Farbung CMV-spezifischer CTLs mittels HLA-Tetrameren: Die untersuchten flnf

Blutproben wurden fixiert (Transfix-Puffer) und Uber Nacht verschickt. Am
nachsten Tag wurden 100 pl Vollblut im Probenréhrchen mit den jeweils vorge-
gebenen Mengen an HLA-Tetrameren und Antikérpern gegen CD3, CD8 und
CD57 fur 30 min bei RT in Dunkelheit gefarbt. Die verwendeten HLA-Tetrameren
waren vier rekombinant hergestellte MHC-I-Moleklle, die mit dem CMV-Peptid
pp65 beladen, zu einen Tetramer verknlpft und mit einem Fluorochrom
konjugiert wurden (siehe 1.2.5.2). Nach der Inkubation wurde zu den Ansatzen
je 3 ml Ortho-mune lysing reagent pipettiert und die Lyse flir 15 min bei RT in
Dunkelheit durchgefiihrt. Danach wurden die Ansatze zentrifugiert (1500 rpm fir
5 min), der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 3 ml PBS/0,5% BSA
resuspendiert. Es folgten eine weitere Zentrifugation (1500 rpm fir 5 min), das
Absaugen des Uberstandes auf ca. 400 pl Restvolumen und die Messung im DFZ.
Jede erhaltene Blutprobe wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen gefarbt und
gemessen (siehe 3.2.4).

Farbung seltener Leukozyten im Vollblut: In 3.5.1 und 3.5.2 wurden die

gesuchten NK-T-Zellen oder DCs Uber eine einfache Vollblutfarbung detektiert.
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Dazu wurden die entsprechenden Antigene direkt in der Blutprobe fir 30 min bei
RT in Dunkelheit mit fluorochromkonjugierten Antikdérpern dekoriert (NK-T-
Zellen: CD3, CD4,CD8 und Va24; DCs: Lin-1, CD1c, CD1d, HLA-DR und CD11c).
Es folgte die Zugabe von 3 ml FACS-Lysing solution und die Inkubation fir
10 min bei RT in Dunkelheit. Nach der Zentrifugation der lysierten Ansatze flr
5 min bei 1500 rpm wurden sie mit 3 ml PBS/0,5 %BSA gewaschen und
anschlieBend im DFZ gemessen.

Methoden der Zellzahlung: Fir die Zahlung der Leukozyten in den Versuchen von

3.4.1 bis 3.4.4 und 3.5.2 wurden jeweils ca. 500 pl der Proben im Hamatologie-
instrument ADVIA120 nach dem Protokoll des Herstellers gemessen.

Die Zellzahlbestimmung in 3.2.4 wurde mithilfe von fluoreszenten Latex-
partikeln, sog. Beads, durchgeflihrt. Dazu wurden mdglichst genau 50 oder
100 ul Vollblut mit einer definierten Anzahl dieser Beads zusammenpipettiert. Es
folgte die Farbung der Antigene CD3, CD4, CD8 und CD45 mit farbstoff-
markierten Antikdérpern fir 30 min bei RT in Dunkelheit. AnschlieBend wurde zu
den Ansatzen jeweils 3 ml Ortho-mune lysing reagent gegeben und diese flr
15 min bei RT in Dunkelheit lysiert. Die Proben wurden ohne Waschschritt

innerhalb einer Stunde im DFZ gemessen.

2.2.3 Methoden zur Induktion und Detektion der T-Zell-Apoptose

Separation der peripheren Blutleukozyten (PBLs): Heparinisiertes Vollblut von
Kontrollpersonen oder Patienten wurde nach der Entnahme zur Abtrennung der
Erythrozyten auf das gleiche Volumen einer Ficoll-Schicht gegeben und etwa 1 h
bei RT stehen gelassen. Durch Wechselwirkungen der Erythrozyten mit dem
geladenen Polymer Ficoll kam es zu einer Verklumpung und Absinken dieser auf
den Boden des Inkubationsrohrchens. Die Abtrennung wurde als abgeschlossen
betrachtet, wenn die obere Schicht ihre rote Farbe verloren hatte und die
Erythrozyten quantitativ abgesunken waren. Der Uberstand mit den PBLs wurde
abpipettiert, in ein neues Reaktionsréhrchen Uberflihrt, mit ca. 3 ml RPMI1640
verdinnt und flir 7 min bei 1200 rpm (= 272 g) zentrifugiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurden die Zellen erneut in RPMI1640 resuspendiert, wie
vorher zentrifugiert und das Medium abgesaugt. AbschlieBend wurden die PBLs in

ca. 1 ml RPMI1640 mit 10 % Humanserum (HS) aufgenommen.
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Es erfolgte eine Zellzahlbestimmung im Hamatologieinstrument ADVIA120 nach
dem Protokoll des Herstellers. Danach wurden die PBLs auf 1 - 2 Millionen pro ml
Zellkulturmedium (RPMI1640 mit 10 % HS) verdinnt.

Inkubationsprotokolle: Die Induktion der Apoptose erfolgte mit verschiedenen

Reagenzien. In allen Versuchen wurden die Reagenzien nach der Einstellung der
Zelldichte zugegeben und die Ansatze im Brutschrank bei 37 °C feuchter Warme
und 5% CO, inkubiert. Die Reagenzien und ihre Konzentrationen fur die

Versuche aus 3.4.1 und folgende wurden in Tab. 2.6 zusammengestelit.

Reagenz Konzentration
DMSO 1,1 mg/ml
2-Chloradenosin 3,02 pg/mi
2-Chloro-2'-deoxyadenosin 285,7 ng/ml
PMA 25 ng/ml
Ionomycin 1,1 mg/ml
Methotrexat 4,54 nug/ml
2-Deoxy-D-ribose 1,34 mg/ml
Staurosporin 233,3 pg/ml

Tab. 2.6: Reagenzien und verwendete Konzentrationen

Das Methotrexat wurde 4 h nach der Stimulation mit PMA/Ionomycin zugegeben.
Die Ernte der Zellen erfolgte nach 24, 48 oder 72 h Inkubationsdauer.

Die Anzahl der Apoptose-Induktoren wurde in 3.4.2 auf drei gekirzt. Neben dem
Kontrollansatz mit DMSO wurden die Zellen entweder mit 2-Chloro-2'-deoxy-
adenosin oder 2-Deoxy-D-ribose oder Staurosporin in den angegebenen
Konzentrationen der Tab. 2.6 fur 24 oder 48 h inkubiert.

In 3.4.3 wurden die PBLs nur noch mit DMSO oder 2-Deoxy-D-ribose in den
gegebenen Konzentrationen (siehe Tab. 2.6) versetzt und fir 48 h im Brut-
schrank angesetzt.

Dagegen wurde in den Proben von 3.4.4 die Apoptose der PBLs durch die Gabe
von 5 ug CD95-Antikdrper pro ml Ansatz induziert; zu den Kontrollen wurde PBS
gegeben. Die Ernte der Zellen erfolgte nach 24 oder 48 h Inkubation.

Farbeprotokolle zur Detektion apoptotischer T-Zellen: Die Ansatze wurden durch

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert, und je 300 ul Zellsuspension

wurden pro Farbung in ein Probenréhrchen Uberfuhrt. In allen Versuchsblécken
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(3.4.1 bis 3.4.4) wurden die apoptotischen T-Zellen identifiziert. Daflir wurden
die Proben mit den entsprechenden Mengen an Annexin V, das spezifisch an PS
bindet, und Anti-CD3 fir 20 min bei RT in Dunkelheit gefarbt. AnschlieBend
wurden die Ansatzen mit je 3 ml Kalziumhaltigen PBS vermischt und fir 7 min
bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf ca. 400 pl abgesaugt und
zum Restvolumen ca. 1 ug/ml PI pipettiert. Das PI penetriert in den Kern von
Zellen, deren Integritdt der Plasmamembran zerstért ist und ermdéglicht so die
Unterscheidung von apoptotischen und nekrotischen Zellen. Die Messung im DFZ
erfolgte ohne weiteren Waschschritt [402].

Flr die Farbung der T-Zellen mit JC-1 in 3.4.3 und 3.4.4 wurden zu den 300 pl
der vorgelegten Zellsuspension 1,5 pg des Farbstoffes JC-1 und 0,4 ug eines APC
markierten und azidfreien CD3-Antikérpers pipettiert. Die Farbung wurde fir
15 min bei RT in Dunkelheit durchgefihrt. JC-1 penetriert in die Mitochondrien-
matrix und liegt dort in Abhangigkeit des Protonengradienten als Aggregat oder
Monomer vor. Die Aggregate beim intakten Gradienten fluoreszieren in einer
anderen Wellenlange als die Monomeren beim zerstérten Gradienten. Danach
wurden 3 ml kalziumhaltiger PBS zugegeben, die Ansatze flir 7 min bei 1200 rpm
zentrifugiert und der Uberstand auf 400 pl Restvolumen abgesaugt. Es folgte die
Messung im DFZ [67; 68].

Die Antigene Bcl-2 und CD3 wurden in den Versuchen von 3.4.2 bis 3.4.4 nach
dem sequenziellen Protokoll ohne Lyse durchgefiihrt. Dazu wurden 300 ul der
Zellsuspension im Probenrdéhrchen mit Anti-CD3 fur 30 min bei RT in Dunkelheit
gefarbt. Nach der Zentrifugation (1200 rpm fiir 7 min) wurde der Uberstand
vollstandig abgesaugt und die Zellen in 500 pl FACS-Permeabilizing solution
resuspendiert. Die Inkubation erfolgte flir 10 min bei RT in Dunkelheit und wurde
durch die Zugabe von 3 ml PBS/0,5 % BSA gestoppt. Nach der Zentrifugation
(1500 rpm fir 5 min) wurde der Uberstand auf 400 pl abgesaugt und der
Antikdérper gegen Bcl-2 zugegeben. Der Farbung (30 min in Dunkelheit auf Eis)
folgte der Waschschritt mit 3 ml PBS/0,5 % BSA, das Absaugen des Uberstandes
auf ca. 400 pl Restvolumen und die Messung im DFZ.

Desweiteren wurden in 3.4.2 und 3.4.4 Ceramid, CDw17 (Lactoceramid), CD65s
(Polysialyl-N-Acetylactoceramid) und CD77 (Globotriacylceramid) mittels reiner
Extrazellularfarbung detektiert. Die entnommenen 300 ul Zellsuspension wurden
mit den Antikérpern fir 30 min bei RT in Dunkelheit inkubiert. Dem Waschschritt
mit 3 ml PBS/0,5 % BSA (Zentrifugation bei 1200 rpm flir 7 min) folgte die



Materialien und Methoden Seite 69

Sekundarfarbung von Ceramid und CD77 mit Goat anti mouse oder Goat anti rat
fur weitere 30 min bei RT in Dunkelheit. AnschlieBend wurden 3 ml PBS/0,5 %
BSA zugegeben und die Proben flir 7 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Restvolumen von ca. 400 pyl im DFZ

gemessen.

2.2.4 Durchflusszytometer (DFZ)

2.2.4.1 Fliissigkeitssystem des DFZ

Die Grundlage aller Messungen von Zellen im DFZ ist, dass die Zellen einzeln in
Suspension vorliegen. Die Zellen werden aus dem Probenréhrchen uber die
Probennadel angesaugt und gelangen als Probenstrahl, der einen Durchmesser
von 20 uym hat, ins Gerat. Dort wird der Probenstrom im Hullstrom (aus FACS-
Flow) aufgenommen. Mittels hydrodynamischer Fokussierung werden die Zellen
vereinzelt, beschleunigt und passieren in einem laminaren Fluss nacheinander die
Quarzkilvette. In dieser gelangen sie zuerst durch den roten und danach durch
den blauen Laserstrahl, was zur Anregung der fluoreszenten Moleklle fihrt.
SchlieBlich werden die Zellen in einen Abfallbehadlter geleitet, in dem sie durch
Chlorbleiche abgetétet werden [34].

2.2.4.2 Optisches System und Datenverarbeitung

Das optische System und das Prinzip der Detektion farbstoffmarkierter Zellen
sollen anhand Abb. 2.1 anschaulich gemacht werden. Eine detailliertere
Beschreibung der Prinzipien des DFZ und der gemessenen Signale sind unter
[347] zu finden.
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Abb. 2.1: Aufbau des Durchflusszytometers

Die zur Anregung der fluoreszenten Moleklle verwendeten zwei Laser emittieren
monochromatisches Licht in der Wellenlange 488 und 635 nm. Der blaue Laser
ist mit Argon gefillt und liefert eine konstante Leistung von 15 mW. Dagegen ist
der rote Laser ein Diodenlaser, dessen Leistung und Wellenlange nicht absolut
konstant gehalten werden. Die Strahlen werden vor der Quarzkivette durch eine
Fokusierungslinse geblindelt und haben einen Durchmesser von 5 - 10 pm.

Auf der direkten Linie des blauen Lasers liegt die Fotodiode des Vorwarts-
streulichts (FSC) hinter einer Blende, die das direkte Laserlicht absorbiert. Die
Fotodiode des FSC detektiert das Streulicht jenseits des Blendendurchmessers.
Das von den Zellen im rechten Winkel zum Laserstrahl emittierte Seitwartsstreu-
und Fluoreszenzlicht (SSC und FL-1 bis FL-4) wird von einer weiteren Linse
gebindelt und Uber dichroitische Spiegel auf flnf Lichtverstarkerréhren (PMTs)
verteilt. Dabei lassen die Spiegel das Licht in einem definierten Wellenldangen-
bereich passieren und reflektieren das Licht anderer Wellenlangen. Die
Ausstattung der PMTs mit Filtern (bandpass oder longpass) limitiert den Wellen-
bereich das einfallenden Signals zusatzlich (4 = 40 nm oder weniger).

Die eingetroffenen Lichtblitze werden von den PMTs in elektrische Signale
umgewandelt und diese an die Instrumentenelektronik weitergegeben. Diese
integriert die einzelnen Signale, rechnet die Kompensationswerte ein und ordnet

die gemessenen Werte jeder einzelnen Zelle zu [34].
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Die pro Zelle maximal gemessenen 7 Parameter (FSC, SSC, FL-1 bis FL-4 und
Zeit) werden an den Steuercomputer weitergegeben. Der Computer kann
wahrend der Messung die bisher erfassten Ereignisse darstellen und speichert
nach dem Ende der Messung die Ereignisse samt Bezeichnungen und
Instrumenteneinstellungen in eine sog. List mode-Datei. Zur Zellmessung und

zur Steuerung des DFZ wurde die CELLQuest-Software verwendet [33].

2.2.4.3 Gemessene Parameter: FSC und SSC

FSC und SSC kdénnen unabhangig von einer Farbung der Zellen mit fluorochrom-
konjugierten Antikdérpern oder anderen Farbstoffen detektiert werden, da auch
ungefarbte Leukozyten bei Bestrahlung mit dem blauen Laser Licht emittieren.
Die Ursache sind fluoreszierende Bestandteile von Proteinen (z. B. Flavine) im
Zytosol der Zellen.

Das Signal des FSC ist abhdngig von der GroBe der Zellen, weshalb dieser
Parameter dazu benutzt wird, die Zellen von Zelltrimmern und anderem Debris
abzutrennen. Dies geschieht, indem man einen sog. Threshold auf den FSC legt,
und alle Ereignisse ausblendet, die den eingestellten Wert unterschreiten. Diese
Ereignisse werden weder gemessen noch abgespeichert. Die durchgefiihrten
Messungen hatten einen Threshold von 52 respektive 100 auf einer Skala von 0
bis 1024. In den Messungen aus 3.2.4 musste der Threshold auf FL-3 gelegt
werden, da der Durchmesser der Beads (ca. 10 um) kleiner war als der Durch-
messer der Zellen (ca. 20 ym). In diesem Fall wurden alle Partikel unterdrickt,
die kein Fluoreszenzsignal emittierten.

Im Gegensatz zum FSC ist der Parameter SSC von der Granularitat und der
Oberflachenstruktur der Zelle bestimmt. Das Signal steigt an, je heterogener die
gemessene Zelle ist.

Die Messung von FSC und SSC wahrend des Laufs ergibt bei linearer Darstellung
des FSC in horizontaler Richtung und des SSC in vertikaler Richtung eine
Méglichkeit die gemessenen Proben grob zu charakterisieren (siehe Abb. 2.2). Da
sich das FSC/SSC-Diagramm in Abhangigkeit der Probenbearbeitung andert, ist
immer eine Anpassung der FSC/SSC-Einstellungen nétig. Die Veranderung der
Empfindlichkeit von FSC und/oder SSC ermdglicht es auch auf eine bestimmte
Zellpopulation zu fokusieren. Dies kann bei der anschlieBenden Auswertung der

Messdaten noch verfeinert werden (siehe 2.2.5).
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2.2.4.4 Gemessene Parameter: FL-1 bis FL-4

Der Einsatz von vier verschiedenen Antikdrpern, gekoppelt an unterschiedlichen
Fluorochromen, ermdglicht eine gleichzeitige Messung der gebundenen Epitope
im DFZ. Die verwendeten Fluorochrome FITC, PE, PerCP und CyChrome absor-
bieren das Licht des blauen Argon-Lasers, wahrend APC lediglich durch den roten
Diodenlaser angeregt wird.

Bei allen Fluorochromen kommt es nach der Absorption der Lichtenergie zu einer
Anregung der Farbmolekiile, die sofort in den Ausgangszustand zurickfallt. Die
Folge ist die Emission von Photonen mit einer geringeren Energie, was der
Fluoreszenz mit einer langeren Lichtwellenlange entspricht. Dieser sog. Stokes'
shift fallt bei den Farben verschieden aus (FITC: 519 nm, PE: 578 nm, PerCP:
675 nm, CyChrome: 670 nm und APC: 660 nm). Die Auftrennung der einzelnen
Signale erfolgt Uber das beschriebene optische System [34].

Die Wechselwirkung von PI mit der DNA der Zelle ergibt ein Signal, das in FL-2
und FL-3 detektiert wird. Daher wurde PI nur mit FITC und APC kombiniert.

Der Farbstoff JC-1 strahlt als Aggregat im Bereich von 590 nm, das in FL-2
detektiert wird. Dagegen fluoreszieren die Monomeren im Bereich von 530 nm,
was man in FL-1 messen kann. JC-1 wurde nur mit APC-konjugierten Antikérpern
kombiniert, und die Zellmessung erfolgte ohne die unter 2.2.4.5 beschriebenen

Kompensationseinstellungen.

2.2.4.5 Kalibration des DFZ

Da die vier Fluoreszenzsignale Uberlappungen in den Emissionsspektren haben,
mussen die Uberschneidungen aus den Signalen der einzelnen PMTs heraus-
gerechnet werden. Diese sog. Kompensation der Fluoreszenzen, die einer
Subtraktion der Werte voneinander entspricht, wurde von der Gerateelektronik
nach der Messung durchgeflhrt.

Die Hohe der Kompensationswerte wird mittels Kalibration bestimmt. Dazu
werden CaliBRITE-Beads mit der FACSComp-Software gemessen und sowohl die
Héhe der PMT-Verstarkung als auch die Prozentwerte der Kompensations-
einstellung ermittelt. AuBerdem wird eine Kalibration der Zeitverzégerung durch-
gefiihrt, mit der bestimmt wird, wieviel Zeit ein Bead-Partikel fir den Durchlauf
der beiden Laserstrahlen in der Quarzkivette bendtigt.

Die Kompensationswerte wurden an einzel gefarbten T-Zellen Uberprift und

gegebenfalls nachgestellt. Eine regelmaBige Wiederholung der Kalibration
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minimiert die Gefahr der Falschmessung infolge einer Veranderung der PMT-

Eigenschaften oder der Probenstrahlgeschwindigkeit [35].

2.2.5 Auswertung der Messdaten

Die fur die jeweilige Fragestellung inkubierten und gefarbten Zellen wurden mit
den entsprechenden Kompensationseinstellungen gemessen, bis eine vorher
definierte Anzahl von Gesamtereignissen respektive Zielzellen gezahlt wurde.
Nach Erreichen dieser Anzahl wurde die Messung gestoppt und als List mode-
Datei auf dem Computer gespeichert. Die Auswertung dieser Messdateien
erfolgte mithilfe der Attractors oder CELLQuest-Software durch eine hierachische
Anndherung an die Zielzellen, das sog. Gating [32; 33].

Identifizierung der T-Lymphozyten: Als erster Schritt wurde ein FSC/SSC-

Diagramm (FSC/SSC-dot plot) erstellt und die Zellen vom Debris getrennt (siehe
Abb. 2.2). Zwar ermdglicht der Threshold bereits ein Ausblenden eines groBen
Teils des Debris, jedoch gelingt dies nicht vollstandigt. Darliber hinaus werden
Zellen erfasst, die nicht weiter ausgewertet werden, aber zur Beurteilung der
Probenqualitat erforderlich sind. Die farbigen Punkte im niedrigen SSC-Bereich
der Abb. 2.2 reprasentieren jeweils eine der detektierten Zelle, die in den
folgenden Auswerteschritten weiter bertcksichtigt werden. Der FSC/SSC-dot plot
zeigt darUber hinaus, dass die Zellen in sog. Clustern liegen, da gleiche Zelltypen
weitgehend dieselben FSC/SSC-Eigenschaften haben.

In der Auswertung der Messungen in 3.3.1 wurden die Lymphozyten auf diese
Weise identifiziert. In allen anderen Versuchen und Auswertungen von 3.1.1 bis
3.5.1 wurden die T-Zellen direkt gefarbt und identifiziert.
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Abb. 2.2: FSC/SSC-dot plot

In der zweiten Stufe der Auswertung wurden die T-Lymphozyten Uber das Signal
des CD3-Antikdrpers detektiert. Nur T-Lymphozyten besitzen dieses Epitop und
kdnnen mit lediglich einem fluorochromkonjugierten Antikdérper angefarbt und
von allen anderen Leukozyten separiert werden. Die Identifikation erfolgte im
SSC/CD3-dot plot (siehe Abb. 2.3). Die orange dargestellten Ereignisse liegen im
Cluster der T-Lymphozyten und sind hauptsachlich CD3-negative B-Lymphozyten
und NK-Zellen.
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Abb. 2.3: SSC/CD3-dot plot

Identifizierung TT-reaktiver Th-Zellen und CTLs: In der weiteren Auswertung der

Versuche 3.1.1 bis 3.2.1 wurden nur Ereignisse bericksichtigt, die CD3-positiv
waren und einen niedrigen SSC aufwiesen. Die T-Lymphozyten wurden aufgrund
ihres CD8-Signals differenziert. Die Abb. 2.4 zeigt einen CD3/CD8 dot plot mit
drei erkennbaren T-Zellsubpopulationen (CD8 stark positiv, schwach positiv und
negativ). Von diesen wurden nur die beiden dominanten weiter ausgewertet (rot
und blau dargestellt). Im Bereich der orangen Ereignisse sind die ebenfalls CD8
positiven, aber CD3 negativen NK-Zellen zu sehen.
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Abb. 2.4: CD3/CD8-dot plot
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In der weiteren Charakterisierung wurde die Expression von zwei Aktivierungs-
antigenen auf respektive in den beiden T-Zellsubpopulationen der CTLs
(CD3*/CD8*) und der Th-Zellen (CD3*/CD8") untersucht. Fir die gemessenen
Lésungsmittelkontrollen wurden die Bereiche der antigenpositiven Zellen so
eingestellt, dass jeweils ca. 0,2 % der Th-Zellen oder der CTLs positiv fur das
Aktivierungsantigen war. Die Einstellungen wurden beibehalten und der TT-
stimulierte Ansatz zum Vergleich geladen und ausgewertet. Generell wurde dann
von einer Stimulation gesprochen, wenn der Anteil der antigenpositiven Th-
Zellen oder CTLs bei 1 % oder dariber lag. Dies entsprach der finffachen Anzahl
von Ereignissen im definierten Bereich.

In Abb. 2.5 wurde die Expression des Aktivierungsantigens CD25 auf den CDS8
positiven und negativen TT-stimulierten T-Lymphozyten im CD8/CD25-dot plot
dargestellt.
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Identifizierung der NK-T-Zellen: In diesem Auswerteschema der Farbung aus
3.5.1 wurden die T-Zellen wie oben identifiziert und mittels CD4- und CD8-

Signal in vier Subpopulationen eingeteilt. Die doppelnegative Subpopulation
(CD3*/CD47/CD8") wurde auf ihre Reaktivitdt gegeniber dem Va24-Antikoérper
Uberprift. Der Prozentwert der Va24* NK-T-Zellen wurde im Verhaltnis zu allen
T-Zellen gesetzt und bestimmt.

Charakterisierung reaktiver T-Zellen: Um die antigenspezifischen und reaktiven

T-Zellen ndher zu charakterisieren wurden diese in den Versuchen 3.1.10, 3.2.2
und 3.2.3 mit den Antikérpern gegen CD45R0 und CD62L gefarbt. Es konnte
lediglich ein Aktivierungsantigen pro Farbung gemessen werden.

Nach der Identifizierung der T-Lymphozyten wie oben wurden sie in einem
CD45R0/CD62L-dot plot in vier Subpopulationen eingeteilt. Die Abb. 2.6 zeigt
zwei groBe Populationen im Bereich der CD62L* T-Zellen (CD45R0™ und
CD45R0%). Fur das Aktivierungsantigen wurden z. B. im CD25/CD45R0-dot plot
fir die Lésungsmittelkontrollen 0,2 % der einzelnen Subpopulationen eingestellt
und wie oben verglichen. Bei den ereignisschwachen Untergruppen (CD62L")

wurden die Kontrollen entsprechend angepasst.
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Abb. 2.6: CD45R0/CD62L-dot plot

Charakterisierung GAD-reaktiver T-Zellen: Die Auswertung der Versuche aus

3.3.1 separierte lediglich die Lymphozyten Uber den FSC/SSC-dot plot von den
ubrigen Leukozyten. Danach wurden diese im SSC/CD45RA-dot plot oder im
SSC/CD4-dot plot in jeweils zwei Untergruppen aufgespalten. Fur jede Sub-
population wurden die Lésungsmittelkontrollen wie oben auf 0,2 % positive
Zellen fur die gemessenen Aktivierungsantigene oder Zytokine eingestellt.
Danach wurden die peptidstimulierten Ansatze geladen und ausgewertet.

Bei den nachfolgenden Messung von 3.3.2 und 3.3.3 wurden die gefarbten T-
Zellen identifiziert. Es folgte die Unterteilung in CD45R0* und CD45R0" T-Zellen
im CD3/CD45R0-dot plot und die Einstellung der L&ésungsmittelkontrollen auf
0,2 % positiv fur die Aktivierungsantigene und Zytokine bei beiden T-Zellsub-

populationen.
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Auswertung CMV-spezifischer CTLs: GemaB dem EWGCCA-Protokoll fir 3.2.4

wurden nach der Identifizierung der T-Lymphozyten nur CTLs mit einem hohen

CD8-Signal weiter ausgewertet (siehe Abb. 2.4). In einem CD57/Tetrameren-dot
plot wurden die CTLs in 4 Subpopulationen unterteilt. Die Grenze zwischen den
jeweils positiven und negativen CTLs wurde zwischen die Fluoreszenzkanale 100
und 200 gelegt. Es wurde der jeweilige Prozentanteil bestimmt und mit der
Anzahl aller CTLs pro ul Vollblut verrechnet.

Charakterisierung apoptotischer T-Zellen: In den Auswertungen der Versuche

3.4.1 bis 3.4.4 wurden zuerst die T-Lymphozyten wie beschrieben identifiziert.
Die Grenze Annexin V' T-Zellen wurde im CD3/Annexin V-dot plot bei den sofort
gemessenen Proben zwischen den Fluoreszenzkandlen 30 und 100 eingestellt.
Danach wurden die inkubierten Ldsungsmittelkontrollen und die stimulierten
Ansatze geladen und ausgewertet. Das PI-Signal ist in positiven (nekrotischen)
Zellen sehr hoch, weshalb die Grenze hier im CD3/PI-dot plot beim
Fluoreszenzkanal 5000 lag. Der Vergleich der Messungen erfolgte wie oben.

Die Auswertung der CD3/Bcl-2-Farbung aus 3.4.2 bis 3.4.4 und der Ceramid-
Farbungen aus 3.4.2 und 3.4.4 erfolgte analog dem Annexin V im CD3/Bcl-2-dot
plot oder im CD3/Ceramid-dot plot. Die Grenzen der jeweils positiven T-Zellen
wurden dabei an den unmittelbar gemessenen Proben eingestellt.

Anders verhielt es sich bei JC-1. Nach der Identifizierung der T-Zellen wurden
diese in einem FL-1/FL-2-dot plot weiter ausgewertet. Dazu wurde die sofort
gemessene Probe geladen, der Bereich mit vitalen (JC-1 orange gefarbten) T-
Zellen definiert und die inkubierten Kontrollen bzw. die stimulierten Ansatze
geladen und verglichen. Die Abb. 2.7 zeigt die rot dargestellten vitalen T-Zellen
mit intakten Protonengradient in den Mitochondrien. Die griinen Ereignisse sind
hingegen T-Lymphozyten, bei denen JC-1 aufgrund des Verlusts des Protonen-

gradienten seine orange Farbe verloren hat.
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Abb. 2.7: FL-1/FL-2-dot plot

Identifizierung der DCs: In der Analyse der Farbung von 3.5.2 wurden die DCs

aufgrund ihres negativen Lin-1- und ihres positiven HLA-DR-Signals identifiziert
(siehe Abb. 2.8). Danach wurde der prozentuale Anteil CD1c™ und CD1d* Blut-
DCs bestimmt und die DCs auf ihre Expression von CD11c Uberprift. Die DC-
Zellzahl pro ml Vollblut wurde durch ihren Prozentanteil an allen Leukozyten

(meistens Lin-1%) und durch die parallel erfolgte Leukozytenzéhlung errechnet.
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2.2.6 Serologische HLA-Typisierung

Die Bestimmung des HLA-Typs bei Patienten und Kontrollen erfolgte mit der
serologischen Methode. Dazu wurden den Personen 20 ml Vollblut in CPDA-
Monovetten entnommen und mdglichst frisch fir 10 min bei 2500 rpm
(= 1180 g) ohne Bremse zentrifugiert. Danach wurde das leukozytenreiche
Pellet, der sog. Buffy coat, abpipettiert und in ein Glasréhrchen Uberfiihrt. Nach
Zugabe von 100 pl FluoroBeads-B (Superparamagnetische Beads gekoppelt an
anti-CD19) wurden die Zellen 3 min bei RT inkubiert. Die Bindung des Anti-
kdorpers an die B-Lymphozyten wurde mit 1x Zitratpuffer gestoppt und die
Rdéhrchen anschlieBend flr 2 min an einen Magneten gestellt. Die B-Lymphozyten
wurden im Magnetfeld festgehalten, wahrend die Ubrigen Zellen in der
Suspension abgesaugt wurden. Nach Zugabe von 5 ml 1x Zitratpuffer wurden die
Zellen resuspendiert und die B-Zellen mittels zweimaliger Wiederholung von
Inkubation im Magnetfeld und Absaugen der unmarkierten Zellen weiter
angereichert.

Nach dem dritten Anreicherungszyklus wurden die Zellen in 500 pyl PBS resus-
pendiert und mit 25 ul Carboxy-Fluoreszeindiazetat (C-FDA) versetzt. Der Ansatz
wurde far 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Das C-FDA penetriert in die

Zytoplasmamembran und farbt sie grin. Nach der Inkubation wurde der Ansatz



Materialien und Methoden Seite 82

mit 5 ml PBS versetzt, das Rohrchen abermals 2 min an den Magneten gestellt
und die Suspension abgesaugt. Der Vorgang wurde einmal wiederholt und die
Zellen in 200 pl PBS aufgenommen. SchlieBlich wurde die Zellzahl im Mikroskop-
Fotometer auf 1000 - 2000 Zellen pro pl eingestellt [45].

Die Bestimmung des HLA-Typs erfolgte auf Mikrotestkammern, die in jeder
Vertiefung einen oder mehrere definierte monoklonale Antikdrper enthalten. Von
der angereicherten und eingestellten B-Zellsuspension wurden jeweils 1 pl in die
Vertiefungen pipettiert und die Mikrotestkammern fir 30 min bei RT in
Dunkelheit inkubiert. Nach Bindung der Antikérper wurden in jede Vertiefung 5 pl
Kaninchenkomplement zugegeben. In Abhangigkeit einer Bindung der Antikoérper
wurde die Zellmembranintegritdt vom Komplement zerstdrt oder nicht. Nach
einer Inkubationszeit von 60 min bei RT im Dunkeln wurde die Reaktion mit der
FluoroQuench AO/EB-L6sung gestoppt. Diese Lésung enthalt die DNA-Farbstoffe
Ethidiumbromid und Acridinorange, die nur die Kerne von Zellen farben, deren
Membranintegritat zerstért ist (Analog der PI-Farbung) [23].

Die Auswertung erfolgte zuerst maschinell mit dem Mikroskop-Fotometer. Die
Zellen wurden dabei mit einer Quecksilberdampflampe bestrahlt und
fluoreszierten grin aufgrund des C-FDA in der Plasmamembran. Wenn in einer
Vertiefung die Komplementlyse stattgefunden hatte, strahlten die Zellen
zusatzlich ein rot-oranges Licht aus. Die Kammern wurden nacheinander auf das
emittierte Licht gescannt, und es wurde ihnen vom Auswertecomputer ein Wert
zwischen 1 (grin) und 8 (rot-orange) zugewiesen. Diese Werte wurden mit dem

Auge nachgeprift, und abschlieBend wurde der HLA-Typ festgelegt [216].
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3 Ergebnisse
3.1 Optimierung der Vollblutstimulation im Modellsystem und
Anwendung

In diesem ersten Teil sollte eine Methodik entwickelt werden, die es ermdglichte
antigenspezifische T-Zellen aufgrund ihrer Reaktivitdt gegen ein definiertes
Antigen zu detektieren und zu charakterisieren. Weiterhin sollte diese Methodik
funktionell, spezifisch, flir den Routineeinsatz tauglich und ohne aufwendige
Isolations- oder Praparationsschritte in einem U(Uberschaubaren Zeitrahmen
durchfihrbar sein. Als Modellsystem wurde die Stimulation mit TT herangezogen,
da nahezu jede Person mit diesem Vakzin geimpft wurde, und damit auf ein sehr
groBes Probandenkollektiv zugegriffen werden konnte.

Ausgehend von einem Kurzzeitstimulationsprotokoll flir CMV-spezifische CTLs
wurden alle wesentlichen Parameter auf ihre Notwendigkeit und ihren Einfluss
auf die messbare Stimulation mit TT ausgetestet. Um die Detektion aktivierter T-
Zellen zu verbessern wurde auch das Farbeprotokoll optimiert und verschiedene
Inhibitoren auf ihre Eignung erprobt.

Weiterhin wurde die Mdglichkeit einer breiteren Anwendung ausgelotet, indem
der Stimulationsansatz mit lipophilen Antigenen ausgetestet wurde. Der Uber-
gang auf Peptide des TT als Stimulus ermdglichte schieBlich eine sehr spezifische
Aktivierung der reaktiven T-Zellen.

Die Mechanismen der Antigenprozessierung, der Antigenerkennung, der T-
Zellstimulation und die Beschreibung der einzelnen Aktivierungsantigene und

Zytokine wurden in 1.2 ausfuhrlich beschrieben.
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3.1.1 Protokoll zur Kurzzeitstimulation

In dieser ersten Versuchsreihe wurde eine Wiederholung des von M. A. Suni et
al. publizierten Kurzzeitstimulationsprotokoll mit dem Antigen TT durchgeflihrt.
Die Austestung sollte die Frage klaren, ob mit diesem Protokoll eine Stimulation
messbar ist, wenn das verwendete Lysat des CMV durch das TT-Protein ersetzt
wird [366].

Das Protokoll stellt eine Weiterentwicklung friherer Publikationen dar. Im
Protokoll von S. L. Waldrop et al. stimulierte man ficollisierte antigenspezifische
Th-Zellen mit einem Lysat des CMV und detektierte die Aktivierung mit dem DFZ
[407]. Die Vorarbeiten daflr lieferten T. Jung et al. und L. J. Picker et al., die die
Detetktion der T-Zellaktivierung mittels DFZ Uber die intrazellulare Farbung der
exprimierten Zytokine etablierten [185; 303].

Methodik: Die Prozeduren flr den Stimulationsansatz, die Detektion und die
Identifizierung der aktivierten T-Zellen wurden in den Kapiteln 2.2.1, 2.2.2 und
2.2.5 beschrieben.

Ergebnisse: In der nachfolgenden Tab. 3.1 wurden die Durchschnittswerte der
antigenpositiven T-Lymphozyten und der beiden Subpopulationen dargestellt. Die
zugehorigen Standardabweichungen bewegten sich alle im Bereich von 0,1 und

wurden nicht aufgefuhrt.

CD25 | CD69 | CD134 | CD154 | IFN-y | IL-2
CD3" T-Zellen
PBS 0,22 0,22 0,23 0,22 0,20 0,19
TT 0,18 0,38 0,23 0,21 0,18 0,21
CD8" T-Zellen
PBS 0,21 0,21 0,20 0,20 0,20 0,19
T 0,17 0,32 0,20 0,11 0,23 0,21
CD8" T-Zellen
PBS 0,21 0,21 0,20 0,21 0,20 0,20
TT 0,15 0,36 0,20 0,24 0,19 0,19

Tab. 3.1: Prozentwerte antigenpositiver T-Zellen (n = 4)

Die Messungen der T-Lymphozyten ergaben nach der sechsstiindigen Stimulation
mit TT insgesamt keine erkennbare verstarkte Expression von Aktivierungs-

antigenen und Zytokinen. Lediglich CD69 zeigte als friher Stimulationsmarker
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eine leichte Hochregulation bei CD8" und CD8 T-Zellen (ca. 0,4 % jeweils). Auch
der durchschnittliche Anteil der CD8" (29,5 %) und der CD8 (69,0 %) an allen
CD3" T-Lymphozyten blieb unabhangig von der Stimulation konstant.

Dieses Stimulationsprotokoll ist zur Detektion TT-spezifischer T-Lymphozyten
nicht geeignet, weshalb in den weiteren Versuchen eine verbesserte Methodik
erarbeitet wurde. Die Zielsetzung war, eine groBere Anzahl dieser reaktiven T-
Zellen in einem relativ kurzem Zeitraum stimulieren, detektieren und charak-

terisieren zu kdnnen.

3.1.2 Vergleich von drei Antikoagulanzien

Als Konsequenz aus den Ergebnissen der Kurzzeitstimulation sollte die
Stimulationsdauer erheblich verlangert werden, um den Effekt des Antigens auf
die eingesetzten Leukozyten zu verstarken.

Dariber hinaus sollte eine vergleichende TT-Stimulation von Vollblut, das in drei
verschiedenen Monovetten abgenommen wurde, kléaren, ob das bisher
verwendete Antikoagulanz Lithium-Heparin geeigneter war als die beiden
anderen Gerinnungsinhibitoren EDTA oder Zitrat. Wahrend Heparin an
Antithrombin III bindet und damit die Blutgerinnung inhibiert, inaktivieren EDTA
oder Zitrat verschiedene Gerinnungsfaktoren durch eine Depletion von Kalzium
aus dem Blutplasma.

Methodik: Die Stimulation der verschiedenen Proben wurde entsprechend den
Vorgaben verlangert (siehe 2.2.1). Dagegen wurden die Ubrigen Protokolle der
Detektion und Identifikation aus 2.2.2 und 2.2.5 nicht verandert.

Ergebnisse: In Tab. 3.2 wurden die Prozentwerte von CD8" (meist CTLs) und
CD8" T-Lymphozyten (meist Th-Zellen) in den stimulierten und unstimulierten

Ansatzen mit ihren Standardabweichungen (Stdabw) gegenlibergestellt.

Population Stimulus Mittelwert Stdabw
CD3*/CD8* PBS 30,01 0,35
CD3*/CD8* TT 29,63 0,86
CD3"/CD8" PBS 66,81 0,48
CD3*/CD8" TT 67,14 0,65

Tab. 3.2: Prozentwerte der beiden T-Zellsubpopulationen mit und ohne Antigen (n = 4)
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Die Tabelle zeigt in den stimulierten Proben einen schwachen Anstieg (0,33 %)
bei den CD8 T-Zellen und einen schwachen Abfall (0,38 %) bei den CD8" T-
Zellen. Aufgrund der hdheren Standardabweichungen bei den stimulierten
Ansatze kann man jedoch nicht von einer eindeutigen Tendenz ausgehen.

Die Werte in Abb. 3.1 zeigen dagegen sehr deutliche Unterschiede. Sowohl die
TT-Stimulationen in zitrathaltigen wie auch in EDTA-haltigen Blut hatten so gut
wie keine Hochregulation der Aktivierungsantigene zur Folge. Einzig das Anti-
koagulanz Lithium-Heparin erméglichte eine Detektion aktivierter TT-spezifischer
T-Lymphozyten nach 26 h Antigeninkubation. AuBerdem zeigten sich haupt-
sachlich die CD8 Th-Zellen als aktivierbar, wéhrend die Antworten der CD8"
CTLs meist eine gering héhere Expression der Aktivierungsmarker waren.

Der Vergleich der Aktivierungsmarker bei den Th-Zellen zeigt, dass CD25 und
CD69 relativ hohe Werte lieferten (2 - 3 % der Th-Zellen), jedoch CD69 nicht bei
allen Probanden hochreguliert wurde (erkennbar am hohen Fehlerbalken).

Die Antigene CD134 und CD152 ergaben Mittelwerte, die bei 0,5 - 1 % liegen
und damit unter der definierten Grenze von 1 % fur eine Stimulation sind. Das
Antigen CD152 wurde auf den Th-Zellen aller Proben hochreguliert, wahrend
CD134 nur bei zwei Personen anstieg.

Die Werte aller anderen Antigene (CD71, CD154, IFN-y und IL-2) lagen bei den
Th-Zellen kaum Uber den eingestelleten Kontrollwerten von jeweils 0,2 %; damit
konnte in diesen Messungen keine Hochregulation bzw. Stimulation detektiert
werden.

Bei den CD8" CTLs konnte in keinem Ansatz von einer richtigen Hochregulation
der Antigene gesprochen werden. Der relativ hohe Wert des Antigens CD69 im
TT-stimulierten Blut mit Lithium-Heparin war ein Einzelwert. Dagegen ergab die
CD25-Messung bei allen Proben leicht hdhere Werte gegenliber den PBS-
Kontrollen.

In den kunftigen Experimenten wurden aufgrund dieser Ergebnisse nur noch
Monovetten zur Blutentnahme verwendet, die Lithium-Heparin enthielten. Die
Stimulation von ca. 26 h tUber Nacht mit TT wurde als ausreichend angesehen um
antigenspezifische T-Lymphozyten im peripherem Blut zu detektieren. Weiterhin
wurde in den folgenden Ergebnisdarstellungen auf die Angabe der CTL-Durch-
schnittswerte verzichtet, da bei dieser Subpopulationen nach der TT-Stimulation

nur geringe Veranderungen festzustellen waren.
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3.1.3 Ermittlung der optimalen Zelldichte

Nach der erfolgreichen Stimulation von Vollblut mit TT im vorherigen
Versuchsblock und der Bestimmung von Antikoagulanz und Stimulationsdauer
sollte jetzt die optimale Zelldichte definiert werden. Die Uberlegung war, durch
eine groBere Verteilung der Leukozyten die Interaktionsbedingungen wahrend
der Stimulation zu veréndern und den Einfluss auf die Anzahl aktivierter T-
Lymphozyten zu ermitteln.

Methodik: Entsprechend den Ergebnissen der vorherigen Versuchen und der
Fragestellung wurde das Stimulationsprotokoll in einer Verdinnungsreihe durch-
gefihrt. Da in allen verdinnten Ansatzen eine ausreichende Menge Blutserum
vorhanden war, wurde auf eine zusatzliche Gabe von HS oder Kalberserum
verzichtet (siehe 2.2.1). Die Durchfliihrung der Detektion und der Identifizierung
reaktiver Th-Zellen nach 2.2.2 und 2.2.5 wurde nicht veréndert.

Ergebnisse: Die Darstellung der Prozentwerte bei verschiedenen Verdinnungs-
stufen in Abb. 3.2 und 3.3 zeigt vor allem beim Antigen CD25 eine erkennbare
Hochregulation. Von ca. 1,5 % CD25" Th-Zellen im Ansatz mit 10 % Blutanteil
stieg der Anteil auf ca. 3 % in den Ansatzen mit héheren Blutanteil.

Die Messung der Oberflachenmarker CD69, CD134 und CD152 ergab mit jeweils
ca. 1 % der Th-Zellen die héchsten Werte in den unverdinnten Ansatzen. Diese
waren allerdings teilweise mit erheblichen Standardabweichungen ausgestattet
und wurden daher weniger gewichtet als die Messungen des Antigens CD25.
Weiterhin konnte bei den Aktivierungsantigenen CD71, CD154, IFN-y und IL-2
von keiner Stimulation gesprochen werden. Die Hochregulation dieser Antigene
war nur minimal und das weitgehend unabhangig vom Blutanteil des Ansatzes.
Die Verdinnungsstufe mit 33 % Blutanteil wurde schlieBlich als der beste
Kompromiss erachtet und bei allen kinftigen Stimulationsexperimente ein-
gestellt. Die Vorteile sind neben einer besseren Handhabung der Proben die

Mdbglichkeit, die bendtigte Menge an Vollblut reduzieren zu kénnen.
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3.1.4 Zellernte mit und ohne EDTA

Diese Versuchsreihe diente der Uberpriifung eines Protokollschritts vor der Ernte
der inkubierten Ansatze. In diesem Schritt wurden die inkubierten Proben mit
EDTA versetzt und auf Eis gestellt, um die aktivierten und eventuell adharenten
T-Zellen von der Oberflache des Reaktionsnapfes abzuldsen. Dies sollte helfen
die Anzahl der detektierbaren stimulierten T-Zellen zu erhéhen. Da diese
Inkubation Zeit und Aufwand erforderte, wurde eine Klarung seiner Not-
wendigkeit als sinnvoll erachtet.

Methodik: Das bisher modifizierte Stimulationsprotokoll wurde auf die EDTA-
Inkubation Uberpruft (siehe 2.2.1). Das Vorgehen bei der Detektion der T-Zellen
wurde in 2.2.2 und die Auswertung der Messungen in 2.2.5 beschrieben.
Ergebnisse: Die Durchschnittswerte der antigenpositiven CD8 Th-Zellen in
Abb. 3.4 zeigen innerhalb der beiden Erntemethoden keine signifikanten Unter-
schiede.

Mit jeweils ca. 2 % an CD25* Th-Zellen war bei dieser Subpopulation keine
Veranderung festzustellen. Die Anzahl der detektierten Th-Zellen mit CD69-
Expression stieg zwar mit der EDTA-Gabe von 2,4 auf 4,0 %, jedoch erhéhte sich
auch die Standardabweichung. Ein dhnlicher Effekt konnte bei CD152 mit 0,4 und
0,9 % positiver Th-Zellen bei EDTA-Inkubation gesehen werden. Demgegenlber
fiel der Mittelwert der CD154" Th-Zellen von 1,5 auf 0,9 % in Anwesenheit von
EDTA. Die intrazelluldaren Zytokine IFN-y und IL-2 lieferten hingegen wieder nur
eine kaum erhdhte Anzahl positiver Th-Zellen (ca. 0,3 %).

In den klnftigen Optimierungsschritten wurde vor der Ernte der Blutproben auf
die Zugabe von EDTA und der Inkubation auf Eis verzichtet, da aus dieser
Messreihe keine wesentliche Verbesserung flr die Detektion aktivierter Th-
Lymphozyten hervorgeht. AuBerdem wurde vorerst auf die Farbung und Messung
der intrazellularen Zytokine verzichtet, da die bisher erhaltenen niedrigen Signale

keine eindeutigen Aussagen ermdglichten.
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3.1.5 Ermittlung des optimalen Analysezeitpunkts

Die bisher durchgeflihrten Optimierungsschritte sollten durch eine Stimulations-
kinetik erganzt werden, um zu klaren wann eine Detektion aktivierter Th-
Lymphozyten nach TT-Stimulation méglich war. Damit sollten auch die Licken
um die beiden bekannten Zeitpunkte 6 und 26 h geschlossen werden. Aus
Grinden der Gleichbehandlung erschien es nicht sinnvoll eine Blockierung mit
BFA durchzufiihren, zumal auf die Detektion intrazelluldarer Zytokine mangels
Signal in den vorherigen Versuchen verzichtet wurde.

Methodik: Mit dem modifizierten Stimulationsprotokoll erfolgte eine Kinetik der
TT-Inkubation (siehe 2.2.1). Die Prozedur der Detektion und Analyse aktivierter
T-Zellen aus 2.2.2 und 2.2.5 wurde beibehalten.

Ergebnisse: Der Vergleich der unterschiedlichen Inkubationszeiten in Abb. 3.5
demonstriert, dass auf den Th-Zellen alle vier gemessenen Aktivierungsmarker
erst nach 22 h Stimulationsdauer hochreguliert wurden.

Dabei zeigten sich im Durchschnitt die meisten Th-Zellen positiv fir CD69 (ca. 3
- 4 %), wahrend die geringeren Prozentwerte der CD25" und der CD134" Th-
Zellen mit 2 - 3 % etwa gleich waren. Das Antigen CD154 konnte selbst nach
28 h TT-Stimulation kaum besser detektiert werden als in der Kontrolle. Auffallig
war, dass die Werte der CD25" Th-Zellen wesentlich stabiler waren als die Werte
der CD69* und CD134" Th-Zellen. Desweiteren konnten zwischen den Zeit-
punkten 22 und 28 h nur geringe Unterschiede festgestellt werden.

Diese Kinetik demonstrierte, dass die Detektion der TT-Stimulation eine
Inkubation Uber Nacht erfordert und damit der Versuch aus 3.1.1 mit 6 h Dauer
nicht funktionieren konnte. AuBerdem ergab sich bezliglich der Inkubationsdauer
eine gewisse Flexibilitat, da im Zeitraum von 22 bis 28 h nur kleine Differenzen
gefunden wurden. In den weiteren Versuchen wurden die Ansatze wie bisher flr

mindestens 26 h mit TT stimuliert.
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Abb. 3.5: TT-Stimulationskinetik von vier Aktivierungsantigenen (n = 4)



Ergebnisse Seite 95

3.1.6 Optimierung der Detektion aktivierter T-Zellen

Nach der Austestung der verschiedenen Parameter des Stimulationsprotokolls
sollten mit diesen Experimenten die optimale Farbemethode zur Messung der
Oberflachenaktivierungsantigene gefunden werden. Das bisher verwendete
Protokoll war sowohl flir Oberflachenantigene als auch flr intrazellulare Zytokine
gedacht. Da jedoch aufgrund ihrer niedrigen Werte auf die Detektion dieser
Zytokine verzichtet wurde, sollten mehrere Moéglichkeiten zur Farbung der
Aktivierungsmarker in und auf der Zelle gegenlibergestellt werden.

AuBerdem sollte getestet werden, ob die bisherige Blockierung der Sekretion mit
BFA bei den T-Zellen einen Einfluss auf das Signhal der Aktivierungsantigene
hatte. Denkbar ware ein Anstieg des Signals infolge einer Blockierung der
Proteasensekretion und der damit inhibierten Abspaltung der Aktivierungs-
marker. Diese Abspaltung, das sog. shedding, ist zum Beispiel flir CD25
beschrieben [187].

Methodik: Die nach dem modifizierten Stimulationsprotokoll inkubierten Ansatze
(siehe 2.2.1) wurden teilweise blockiert und auf drei verschiedene Vorgehens-
weisen gefarbt (siehe 2.2.2). Die Analyse der Messungen erfolgte nach 2.2.5
unverandert.

Ergebnisse: Der Vergleich der einzelnen Inkubations- und Farbemethoden wurde
an den vier gemessenen Oberflachenantigenen in Abb. 3.6 gegenubergestellt und
lieB folgende Schlussfolgerugen zu:

Der Vergleich von unblockierten und blockierten Ansatzen innerhalb der
einzelnen Antigene und Farbemethoden erbrachte meistens geringere Durch-
schnittswerte fir die blockierten Ansatze (z. B. sank der Mittelwert von CD25"
Th-Zellen bei reiner Extrazellularfarbung infolge Blockierung von 3,1 auf 2,3 %).
Generell zeigten sich bei CD25 und CD152 keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den einzelnen Farbeprotokollen. Die Messung von CD69 ergab Werte,
die darauf hindeuten, dass dieses Antigen gegentlber Fixierung und Blockierung
empfindlich ist und dies das Signal verringerte. Aber auch bei diesen Messungen
waren die Durchschnittswerte von hohen Standardabweichungen begleitet.

Die Farbung der Antigene nach Fixierung und Permeabilisierung in den Th-Zellen
erbrachte vor allem bei CD154 eine deutliche Erhéhung: Wahrend die Th-Zellen
das Antigen nach 26 h Stimulation an der Oberflache kaum erhdht exprimierten
(0,5 - 0,8 %), zeigten sich nach Fixierung und Permeabilisierung deutlich mehr

Th-Zellen positiv fiur dieses Aktivierungsantigen. Die geringe Expression auf der
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Oberflache erklart auch den geringen Unterschied zwischen den Werten der
simultanen und der sequenziellen Farbung dieses Antigens.

Als Konsequenz aus dieser Versuchsreihe wurden mit Blick auf CD154 in den
weiteren Experimenten die Th-Zellen nach dem Protokoll der sequenziellen
Farbung behandelt. Bei dieser werden die Aktivierungsantigene der Zellen ohne
Blockierung zuerst extrazelluldr und nach Fixierung/Permeabilisierung intra-

zellular nachgefarbt.
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Abb. 3.6: Protokollvergleich der Farbung von vier Aktivierungsantigenen (n = 4; Ex:
extrazellulér, Se: sequenziell, Si: simultan, mB: mit Blockierung, oB: ohne
Blockierung)
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3.1.7 Austestung verschiedener Proteaseinhibitoren

Das optimierte Stimulationsprotokoll der vorherigen Versuchsreihen sollte in den
nachfolgenden Experimenten so modifiziert werden, dass die Anzahl der
detektierbaren reaktiven T-Lymphozyten weiter erhéht werden konnte. Als eine
Mdéglichkeit wurde die bereits erwahnte Blockierung von Proteasen in der Zyto-
plasmamembran gesehen und mit den beiden Inhibitoren Bestatin und Aprotinin
erprobt.

Das Reagenz Bestatin wurde erfolgreich angewandt, um die Abspaltung von
CD13 durch Metalloproteasen bei myeloiden Zellen zu verhindern [18]. Eine
ahnliche Anwendung erfolgte mit Aprotinin: Die Gabe dieses Serinprotease-
inhibitors verhinderte bei Neutrophilen die Abspaltung des Antigens CD62L [19].
Diesen beiden neuen Methoden wurde die bisherige Blockierung der Protein-
sekretion Uber BFA und ein unblockierter Ansatz gegenibergestellt.

Methodik: Das Stimulationsprotokoll wurde entsprechend den Versuchszielen
verandert (siehe 2.2.1). Die Detektion und Identifizierung der reaktiven T-Zellen
wurde entsprechend 2.2.2 und 2.2.5 durchgeflhrt.

Ergebnisse: Die Abb. 3.7 lasst bei den einzelnen Aktivierungsmarker unter-
schiedliche Wirkungen der Reagenzien erkennen.

Die Messung des Oberflachenantigens CD25 ergab in allen stimulierten Ansatzen
eine relativ konstante Anzahl von ca. 4 % positiver Th-Zellen unabhdangig von
der Inhibition. Lediglich die hohe Bestatinkonzentration lieB diesen Wert etwas
sinken.

Fir das Antigen CD152 wurden mit weniger als 1 % der Th-Zellen zuwenig
positive Ereignisse erfasst, weshalb eine Beurteilung hier nicht méglich war.

Das Signal des Oberflachenantigens CD69 wurde von durchschnittlich 4 %
positiver Th-Zellen im unblockierten TT-Ansatz auf 2 - 3 % bei allen blockierten
Proben reduziert. Somit ergab sich flr das Signal dieses Antigens keine positive
Wirkung durch die Blockierung.

Einzig die Messung von CD154 zeigte eine Erhdhung bei den aktivierten positiven
Th-Zellen von 1,5 % ohne Blockierung auf 2 - 2,5 % in den Ansatzen mit
Aprotinin. Die Inkubation mit Bestatin bewirkte keinen so deutlichen Anstieg der
Mittelwerte.

Diese Erhohung des messbaren Anteils an CD154% Th-Zellen wurde zum Anlass

genommen, den Inhibitor Aprotinin weitergehend zu untersuchen. Die beiden
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anderen Blockierungen mit BFA oder Bestatin wurden als negativ bewertet und

fallen gelassen.
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3.1.8 Optimierung der Aprotininkonzentration

Nachdem sich der Serinproteaseinhibitor Aprotinin in der vorherigen Versuchs-
reihe als eine Mdglichkeit zur Steigerung der Detektion aktivierter T-Zellen
gezeigt hatte, sollte in diesen Experimenten eine Bestimmung seiner optimalen
Konzentration erfolgen. Der Vergleich mit unblockierten Ansatzen sollte wie im
vorhergehenden Versuchsteil den positiven Effekt erkennbar machen.

Methodik: Das Stimulationsprotokoll wurde in Anwesenheit einer steigenden
Konzentration von Aprotinin nach 2.2.1 durchgefiihrt. An der Farbung und
Analyse der reaktiven T-Zellen wurde nichts geandert (siehe 2.2.2 und 2.2.5).
Ergebnisse: In Abb. 3.8 sind die Durchschnittswerte der vier gemessenen
Aktivierungsantigene nach TT-Stimulation in Abhangigkeit der Aprotinin-
konzentration dargestellt.

Die Anzahl der CD25"* Th-Zellen stieg infolge der Gabe von 2 pg/ml Aprotinin von
ca. 2 auf 3 %, um bei héheren Konzentrationen wieder auf den Ausgangswert zu
sinken.

Fir das Signal des Antigens CD69 auf den Th-Zellen war die Inkubation mit
Aprotinin bei hohen Konzentrationen mit einem Rickgang des Durchschnitts-
wertes von 3 auf 1 % verbunden. Bereits 4 pg/ml Aprotinin fiUhrten zu weniger
CD69" Th-Zellen wie in den unblockierten Proben.

Die verschiedenen Konzentrationen bewirkten bei den CD134% Th-Zellen unein-
heitliche Effekte. Der Wert von knapp 3 % pendelte bei den kleineren Aprotinin-
konzentrationen. Bei héheren Gaben gingen die Mittelwerte der stimulierten Th-
Zellen bis auf 1,5 % zurlck.

Den deutlichsten positiven Effekt konnte man wie im vorhergehenden Versuchs-
block bei den CD154" Th-Zellen messen. Die Koinkubation mit 2 und 4 ug/ml
Aprotinin ergab ca. 2 % und mehr positive Th-Zellen anstatt unter 1 % fur
unblockierte Ansatze. Hohere Aprotininkonzentrationen fihrten auch bei diesem
Antigen zu einem Absinken der Mittelwerte.

Fur die folgende Versuchsreihe wurde mit einer Konzentration von 2 pg/ml
Aprotinin weitergearbeitet. Diese Menge erschien als der beste Kompromiss
bezogen auf die unterschiedlichen Auswirkungen fir die einzelnen Aktivierungs-

antigene.
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3.1.9 Vergleich der Aprotininwirkung im Zeitverlauf

Die Optimierung des Aprotinineinsatzes sollte nach der Ermittlung der optimalen
Konzentration mit dieser Versuchsreihe abgeschlossen werden, in der die beste
Vorinkubationsdauer erprobt werden sollte. Die Annahme war, dass der kritische
Zeitpunkt flr die Zugabe des Aprotinins im ersten Drittel des Gesamtinkubations-
zeitraums lag. Eine spatere Zugabe wurde als nicht sinnvoll erachtet, da dann
der kumulative Effekt auf die Aktivierungsmarker zu schwach ware.

Methodik: Das Stimulationsprotokoll und die Blockierungen erfolgten gemaB
2.2.1. Die Vorgehensweisen bei Farbung und Analyse der Messungen wurden
nicht verandert (siehe 2.2.2 und 2.2.5).

Ergebnisse: Wie Abb. 3.9 erkennen lasst, hatte die Addition von Aprotinin
unabhangig von der Vorinkubationszeit keinen erkennbaren positiven Effekt flr
alle vier gemessenen Aktivierungsantigene.

Wahrend der Durchschnittswert von CD25 wiederum relativ konstant blieb (ca.
2,5 % der Th-Zellen), zeigten die Antigene CD69 und CD134 sehr unstabile
Mittelwerte mit hohen Standardabweichungen (jeweils ca. 3,5 % +/- 4,5 der Th-
Zellen). Der Oberflachenmarker CD154 lieB nur eine schwache Stimulation mit
ca. 1 % positiven Th-Zellen erkennen. Eine Beurteilung des Aprotinineffekts war
hier nicht mdglich.

Im Verlauf weiterer erfolgter Experimente (Daten nicht gezeigt) wurde die
Wirkung von Aprotinin nicht wieder bestatigt. Die Ursache dafiir blieb
vollkommen unklar.

Aus diesem Grund wurde in den folgenden Versuchen auf die Zugabe des
Proteasehemmers Aprotinin und auch anderer blockierender Reagenzien
verzichtet. Die erhaltenen Prozentwerte wurden auch ohne deren Wirkung als
ausreichend angesehen, um eine erfolgte Stimulation erkennen zu kdénnen.
Dariber hinaus stellte der Verzicht auf weitere Reagenzien sicher, dass der
gemessene Effekt einzig durch die Antigenzugabe bewirkt wurde (von mdéglichen

kostimulierenden Verunreinigungen abgesehen).
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3.1.10 Stimulation von Vollblut mit lipophilen Substanzen

Der optimierte Vollblutstimualtionsassay sollte in dieser Versuchsreihe auf seine
Eignung flr lipophile Substanzen als Stimuli erprobt werden. Dazu wurde das
bisher verwendete Antigen TT durch ein rekonstituiertes Lyophylisat des
Bakteriums Mycobacterium tuberculosis ersetzt. Die Grundlage hierfir waren
zwei Verodffentlichungen von J. Gong et al. und A. Shamshiev et al., in denen
lipidantigenspezifische T-Zellen charakterisiert bzw. lipidreaktive T-Zellklone
gewonnen wurden [123; 346]. Die Bedeutung der CD1-Moleklile flr diese
Immunantworten wurde in 1.2.2.2.4 dargestellt. Fir die Stimulation wurde
angenommen, dass sich in PBS weitgehend hydrophile Antigene und in Ethanol
(EtOH) meist lipophile Antigene l6sen wirden. Dem Dimethylsulfoxid (DMSO)
wurde eine Mittelstellung, mit einer Léslichkeit flr beide Antigengruppen,
zugedacht. Im Gegensatz zur TT-Stimulation handelte es sich in allen drei Fallen
um eine Mischung aus vielen verschiedenen Antigenen, weshalb man hier von
einer gemischten Stimulation ausgehen musste.

Methodik: Das veranderte Stimulationsprotokoll wurde in 2.2.1 beschrieben. Die
Durchflihrung von Detektion und Identifizierung reaktiver T-Zellen erfolgte wie in
2.2.2 und 2.2.5.

Ergebnisse: Die Abb. 3.10 und 3.11 zeigen flr die drei verschieden geldsten
Stimuli eine deutliche Reaktion nur bei den Ansatzen, die mit den in PBS rekon-
stituierten Antigenen stimuliert wurden.

Eine Hochregulation des Antigens CD25 konnte hauptsachlich auf den Th-Zellen
in den Ansatzen mit PBS- und DMSO-gelésten Antigenen gemessen werden. Die
Inkubationsdauer von vier statt einem Tag fihrte im PBS-Ansatz zum Anstieg der
positiven Th-Zellen von 0,7 auf 2,5 %. Der DMSO-Ansatz ergab ebenfalls nach
vier Tagen einen hdheren Durchschnittswert mit 1,3 gegenliber 0,7 % CD25* Th-
Zellen. Die in EtOH gel6sten lipophilen Antigene bewirkten nur eine schwache
Stimulation mit 0,5 % aktivierter Th-Zellen. Auf den CTLs konnte meistens keine
Hochregulation von CD25 gemessen werden.

Dagegen wurden die drei anderen Aktivierungsantigene CD69, CD134 und CD154
selbst nach vier Tagen Stimulation auf héchstens 0,5 % der Th-Zellen oder der
CTLs detektiert.

Von einer erfolgreichen Aktivierung der T-Zellen konnte trotz der Vielzahl
potenzieller Antigene nicht gesprochen werden. Die rein lipophilen Stimulationen

mit den in EtOH geldsten Antigenen erbrachten nur sehr geringe Werte an
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antigenpositiven Th-Zellen. Die Sensitivitat des Stimulationsprotokolls ist flr

lipophile Antigene unter den gegebenen Bedingungen zu gering.
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3.1.11 Erprobung stimulierender TT-Peptide

In einer weiteren Anwendung des Stimulationsprotokolls sollten die Proben mit
einzelnen Peptiden des TT inkubiert werden. Die Méglichkeit Th-Zellen mit TT-
Peptiden zu stimulieren wurde bereits von B. M. Diethelm-Okita et al. gezeigt.
Allerdings wurden hier isolierte CD4* Leukozyten mehrere Tage mit den TT-
Peptiden inkubiert und ihre Proliferation infolge der Stimulation Gber den Einbau
von radioaktiven Thymidin nachgewiesen [81; 82]. Die Sequenz des Tetanus-
toxin-Gens und die Aminosauresequenz sind bereits langer bekannt. Das Toxin
hat 1315 Aminosauren (ca. 150 kDa) mit einer leichten Kette aus 458 Amino-
sauren und einer schweren Kette aus 857 Aminosdauren [90]. Die Sequenzen der
verwendeten vier 20er Peptide (TTP1 bis TTP4) sind im Kontext der gesamten
Aminosdauresequenz von Tetanustoxin in 7 angegeben. Das ungefahrliche TT wird
aus dem Toxin Uber eine partielle Denaturierung der Raumstruktur hergestellt,
weshalb die Abfolgen der Aminosauren identisch sind.

In dieser Versuchsreihe sollte geklart werden, ob es moéglich ist, mit dem
optimierten Vollblutassay die Stimulation der TT-Peptide nach einem Tag mit
dem DFZ detektieren zu kdnnen. Mit diesem neuen Ansatz sollte zum einen die
Phagozytose und die intrazelluldare Prozessierung des TT in den DCs Ubergangen
werden und der MHC-II direkt beladen werden. Zum anderen sollte gezeigt
werden, dass bereits wenige definierte Epitope ausreichend sind, um im relativ
kurzen Zeitraum die Aktivierung der T-Zellen bewirken zu kdnnen und dies
mittels Hochregulation der Antigene detektieren zu kénnen.

Methodik: Das Stimulationsprotokoll wurde mit dem TT-Protein und/oder den
Peptiden nach 2.2.1 durchgefihrt. Die Detektion und die Auswertung der
Messungen wurden in 2.2.2 und 2.2.5 beschrieben.

Ergebnisse: Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe in Abb. 3.12 zeigen bereits nach
nur 26 h eine Hochregulation der untersuchten Aktivierungsmarker auf den Th-
Zellen der verschiedenen Ansatze. Die Auswertung der CTLs erbrachte meist nur
Mittelwerte im Bereich der Ldsungsmittelkontrollen (Daten nicht gezeigt) und
damit keine erkennbare Stimulation.

Die Werte der CD25" Th-Zellen waren im TT-Ansatz im Durchschnitt am
héchsten (2,4 %), wahrend die Inkubation mit den einzelnen Peptiden oder allen
zusammen (TTPX) nur eine geringe Hochregulation des IL-2-Rezeptors bewirkten
(0,3 - 0,7 %). Interessanterweise flihrte die Kombination von TTP1 bis TTP4 mit
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TT (TT+PX) zu einem niedrigeren Anteil an CD25" Th-Zellen (1,5 %) als der TT-
Einzelansatz.

Eine abweichende Zusammensetzung der Ergebnisse konnte bei den CD69* Th-
Zellen gefunden werden. Hier waren die Durchschnittswerte fir TT und TT+PX
am hochsten (ca. 3,5 %) und fast identisch. Das TTP3 fuhrte alleine zu 1,5 %
positiver Th-Zellen im Vergleich zu 1,8 % im Ansatz TTPX mit allen vier Peptiden.
Die Ubrigen Peptide stimulierten die Th-Zellen nur wenig.

Eine deutliche Differenz zu den beiden vorherigen Aktivierungsmarker konnte bei
den Prozentwerten der CD134" Th-Zellen gefunden werden. Hier fihrte die
Inkubation mit den Peptiden kaum zu einer Hochregulation (ca. 0,3 %); nur das
Gesamtprotein TT ergab eine erkennbare positive Th-Subpopulation von 3,2 %
Anteil. Die Inkubation mit allen Stimuli in TT+PX ergab so niedrige Mittelwerte,
dass man fast von einer Inhibition der CD134-Expression sprechen konnte. Die
Ursache dafur ist unklar.

Fir die Expression von CD154 auf den Th-Zellen konnte ein zu CD134 fast
identisches Bild gefunden werden. Zwar konnten im TT-Ansatz nur ca. 1 %
CD154"* Th-Zellen gemessen werden, jedoch war auch bei diesem Antigen keine
Hochregulation im TT+PX-Ansatz zu detektieren. Die Werte der einzelnen Peptid-
ansatze waren kaum hdher als die Lésungsmittelkontrolle.

Die Ergebnisse demonstrieren, dass es mdglich ist mit den TT-Peptiden Th-Zellen
Uber Nacht zu stimulieren und dies mit den Aktivierungsmarkern CD25 oder
CD69 zu detektieren. Eine erfolgreiche Stimulation von TT-spezifischen Th-Zellen
ist daher nicht von einer vorherigen Prozessierung des Antigens abhangig. In der
folgenden Versuchsreihe sollte mit TTP1 die optimale Peptidkonzentration fur

diese Stimulation erprobt werden.
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3.1.12 Ermittlung der optimalen TT-Peptidkonzentration

Der erfolgreichen Peptidstimulation des vorherigen Kapitels sollte die Erstellung
einer Peptidkonzentrationskurve folgen. Mit dieser sollte abgeklart werden, in
welchem Konzentrationsbereich ein Peptid des TT die antigenspezifischen Th-
Zellen optimal stimulieren konnte. Fir die Inkubation der Proben wurde aufgrund
der limitierten Mengen der Ubrigen Peptide das TTP1 verwendet.

Methodik: Der Stimulationsansatz wurde mit TTP1 in steigender Konzentration
durchgefihrt (siehe 2.2.1). Die Farbung, Messung und Auswertung der Proben
erfolgte gemaB 2.2.2 und 2.2.5.

Ergebnisse: Die Abb. 3.13 zeigt eine Hochregulation von CD25 und CD69 auf den
Th-Zellen in Abhangigkeit der Konzentration an TTP1, wahrend flir die Antigene
CD134 und CD154 kein Anstieg zu sehen ist.

Die Ergebnisse der CD25-Expression auf den Th-Zellen stellten sich wie folgt dar:
Wahrend 5 und 10 pg TTP1 pro ml Endvolumen eher suboptimale Durchschnitts-
werte (ca. 0,5 % positive Th-Zellen) lieferten, konnte zwischen 20 und 80 pg/ml
ein Plateau an aktivierten CD25* Th-Zellen (0,7 - 0,9 %) beobachtet werden.
Zwar wurde bei 100 pg/ml mit 1,1 % ein nochmals héherer Mittelwert gemessen,
doch erscheint diese Konzentration als zu hoch flr eine spezifische Stimulation.
Ein ahnlicher Verlauf an positiven Th-Zellen konnte beim Aktivierungsantigen
CD69 gemessen werden. Nach eher suboptimalen Mittelwerten bei 5, 10 und
20 ug/ml TTP1-Konzentration (ca. 0,4 %) wurde das Plateau zwischen 40 und
80 pg/ml mit ca. 0,7 % CD69" Th-Zellen erreicht. Allerdings wurden fur dieses
Antigensignal wesentlich héhere Standardabweichungen errechnet, und es
konnte eine teilweise hthere Expression von CD69 auf den CD8* CTLs gemessen
werden (0,2 - 1 %), was nicht der Fall sein dlrfte.

Bei den Oberflachenantigenen CD134 und CD154 konnte davon ausgegangen
werden, dass die Inkubation mit diesem Peptid in allen Konzentrationsstufen zu
keiner Hochregulation fuhrte.

Ausgehend von der Notwendigkeit einer spezifischen Stimulation fiel die
Entscheidung flr eine Konzentration von 40 ug Peptid pro ml Ansatz. Damit war
die in den Stimulationen von 3.1.11 verwendete Peptidkonzentration von jeweils
20 ug/ml ausreichend aber suboptimal. Die verbleibende Peptidstimu-
lationskinetik zur Abrundung der Untersuchungen wurde auch unter dem Aspekt
einer weitergehenden Charakterisierung der reaktiven Th-Zellen durchgeflihrt.

Die Ergebnisse sind in 3.2.3 dargestelit.
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3.2 Kontrolle der Spezifitiat der Stimulationen

In diesem zweiten Teil wurden die mittels verschiedener Antigene induzierten
Stimulationen auf ihre Spezifitat geprift, da eine T-Zellstimulation auch mit
Zytokinen unspezifisch induziert werden kann. Diese sog. Bystander-Aktivierung
kann zu einer falsch positiven Antwort fUhren, die nicht direkt vom Antigen
verursacht wird.

Um dies zu Uberprifen wurde der optimierte Stimulationsansatz mit TT an Nabel-
schnurblut durchgefihrt, da bei Neugeborenen noch keine Immunantwort gegen
dieses Antigen stattgefunden hat. Auf diese Weise sollte es madglich sein, die
bisherigen Ergebnisse mit denen einer Erstantwort vergleichen zu kdénnen.
Weiterhin wurden die TT und TT-peptidreaktiven T-Zellen genauer charak-
terisiert, um die aktivierbaren Subpopulationen definieren zu kénnen. Die Gene-
rierung von Effektor T-Zellen aus naiven T-Zellen infolge der Antigenprasentation
und die Entwicklung des Immungedachtnisses sind in 1.3 dargestellt.

Im Kontext einer europadischen Studie wurden farbstoffkonjugierte HLA-
Tetramere zur Identifizierung antigenspezifischer T-Zellen in verschiedenen
Laboratorien ausgetestet. Dabei wurden die Protokollparameter optimiert und die

Ergebnisse zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen verglichen.



Ergebnisse Seite 112

3.2.1 Stimulation von Nabelschnurblut mit TT

Mit dieser Versuchsreihe sollte gezeigt werden, dass flir die Hochregulierung der
Aktivierungsantigene auf den T-Zellen im relativ kurzen Stimulationszeitraum
von 26 bis 28 h eine vorherige Immunisierung notwendig ist. Die Inkubation von
Nabelschnurblutproben, die der Plazenta Neugeborener entnommen worden
waren, mit TT sollte zeigen, dass die erstmalige Auseinandersetzung mit diesem
Vakzin zu einer geringen Expression der T-Zellaktivierungsantigene fuhrt.
Folglich ware die Hochregulation der untersuchten Aktivierungsmarker im gege-
benen Zeitraum vom Antigen bedingt und nicht von Effekten unspezifischer
Zytokine.

Methodik: Das optimierte Stimulationsprotokoll wurden nach 2.2.1 mit Nabel-
schnurblut durchgefiihrt. Die Detektion und Identifizierung der reaktiven T-Zellen
erfolgte nach 2.2.2 und 2.2.5 mit bisherigen und neuen Antikdrper-
kombinationen und Auswerteschemata.

Ergebnisse: Die Abb. 3.14 zeigt die erhaltenen Werte des TT-stimulierten
Nabelschnurblutes (NSB) im Vergleich mit den Mittelwerten von identisch
behandelten Proben geimpfter Kontrollpersonen (KP) aus 3.1.5.

Die erhaltenen Durchschnittswerte des Nabelschnurbluts ergaben flir die Th-
Zellen bei Farbung von CD3 und CD8 erwartungsgemaB fast keine Hoch-
regulation der detektierten Aktivierungsantigene. Lediglich beim Antigen CD25
konnte bei einer Probe eine schwache Expression (durchschnittlich 0,52 %)
ermittelt werden, wahrend bei den Ubrigen Antigenen CD69, CD134 und CD154
keine Hochregulation gefunden werden konnte. Die Verteilung der beiden T-
Zellsubpopulationen war mit ca. 71 % an CD3*/CD8" Th-Zellen und ca. 25 % an
CD3*/CD8" CTLs den Werten aus Tab. 3.2 fir geimpfte erwachsene Probanden
sehr ahnlich (verglichen wurden die Werte der PBS-Kontrolle).

Die Farbung der Antigene CD45R0 und CD62L auf allen T-Zellen des

Nabelschnurbluts erbrachte die in Tab. 3.3 dargestellte Verteilung:

Population Kontrolle Stdabw | TT-stimuliert | Stdabw
CD45R0*/CD62L* 0,96 0,81 1,07 0,99
CD45R0"/CD62L" 0,45 0,45 0,41 0,44
CD45R07/CD62L" 91,37 1,21 91,67 1,43
CD45R0/CD62L" 4,08 1,39 3,90 1,43

Tab. 3.3: Prozentwerte der T-Zellpopulation in Nabelschnurblut
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Die Tabelle zeigt deutlich, dass in Nabelschnurblut fast nur naive und CD62L" T-
Zellen gefunden wurden (vergleiche Werte erwachsener Probanden in Tab. 3.4).
Im Cluster der CD45R0/CD62L* T-Zellen konnte wie oben nur fir den
Aktivierungsmarker CD25 eine Hochregulation auf ca. 0,5 % der T-Zellen
detektiert werden. Die Ubrigen Aktivierungsmarker zeigten keine Hochregulation
und die anderen drei Subpopulationen hatten zu geringe Zellzahlen, um eine
eindeutige Aussage machen zu kdénnen.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass mit dem optimierten Stimulations-
protokoll die Detektion einer spezifischen Aktivierung der T-Zellen Uber deren
erhdhte Antigenexpression madglich ist. Eine unspezifische Aktivierung kann
innerhalb des Stimulationszeitraums weitgehend ausgeschlossen werden.
Weiterhin ist der GroBteil der T-Zellen im Nabelschnurblut vom Phanotyp der

CD62L* naiven T-Zellen, was die geringe Stimulation erklaren konnte.
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3.2.2 Identifizierung der TT-reaktiven Kompartimente

Die Zielsetzung dieses Versuchsblocks war die weitergehende Charakterisierung
von TT-spezifischen T-Lymphozyten an geimpften erwachsenen Probanden. In
den bisherigen Versuchen wurde gezeigt, dass die Stimulation mittels TT
hauptsachlich die CD8  Th-Zellen aktivierte, was der Vorstellung Uber die Abfolge
einer Immunantwort entspricht (siehe 1.2.1.2). Die Farbung der T-Zellen mit
fluorochromkonjugierten Antikdérpern gegen CD45R0 und CD62L sollte klaren,
aus welcher der vier madglichen Subpopulationen sich die stimulierten und
aktivierungsantigenpositiven T-Zellen rekrutieren. Die Bedeutung des Antigens
CD45R0 und die Aufteilung der T-Zellen in CD45R0* Memory und CD45R0™ naive
T-Zellen wurde in 1.3.1 dargestellt. Die Notwendigkeit von CD62L zur
Einwanderung der T-Zellen in sekundares Lymphgewebe und seine nachfolgende
Abspaltung wurden ebenfalls geschildert (siehe 1.2.4.2).

Methodik: Der Ansatz erfolgte gemaB 2.2.1, die Farbung und Auswertung
wurden entsprechend 2.2.2 und 2.2.5 angepasst.

Ergebnisse: In Tab. 3.4 sind die durchschnittlichen Prozentwerte der vier T-
Zellsubpopulationen und ihre Veranderung nach TT-Stimulation aufgefihrt.
Parallel dazu zeigt die Abb. 3.15 den prozentualen Anteil der antigenpositiven T-

Zellen innerhalb der vier Untergruppen.

Population Kontrolle | Stdabw | TT-stimuliert | Stdabw
CD45R0*/CD62L* 11,25 5,61 11,18 5,28
CD45R0*/CD62L" 9,46 5,10 10,48 5,49
CD45R07/CD62L" 53,86 11,39 50,69 10,28
CD45R0/CD62L" 15,02 4,95 17,05 5,83

Tab. 3.4: Prozentwerte der T-Zellsubpopulationen mit und ohne Stimulus (n = 4)

In der Tabelle ist zu sehen, dass infolge der Stimulation bei den naiven T-Zellen
ein niedrigerer Mittelwert an CD62L* und eine erhdhte Zahl an CD62L Zellen
gemessen wurde (4 = +2 % und mehr). Im Cluster der Memory T-Zellen waren
nur geringere Anderungen messbar (4 = +1 % und weniger). Aufgrund der
hohen Standardabweichungen kénnen diese Ergebnisse aber nur relativ gesehen
werden.

Die Abb. 3.15 zeigt flr das Antigen CD25 eine gesteigerte Expression bei drei der

vier differenzierten Subpopulationen. Die beiden Populationen der Memory T-
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Zellen ergaben jeweils ca. 1,5 % mehr CD25" Zellen. Bei den CD62L" naiven T-
Zellen konnten nach der TT-Stimulation ein Anstieg von ca. 2 % gemessen
werden. Einzig die CD62L" naiven T-Zellen regulierten CD25 kaum hoch.

Beim Antigen CD134 erfolgte die erhdhte Expression hauptsachlich bei den
Memory T-Zellen. Der messbare Anstieg betrug bei den CD62L" Memory T-Zellen
ca. 2 % und bei den CD62L ca. 3,5 %. Innerhalb der naiven T-Zellen konnte flr
beide Subpopulationen nur eine Differenz von jeweils unter 1 % zwischen den
Kontrollen und den stimulierten Ansatzen gemessen werden.

Die detektierten Unterschiede in der Expression von CD154 nach TT-Stimulation
waren vergleichsweise gering. Nur bei den CD62L" Memory T-Zellen regulierten
ca. 2 % das Antigen hoch, wahrend die Ubrigen drei Untergruppen keine oder nur
minimale Veranderungen in der CD154-Expression zeigten.

Die erhaltenen Resultate ergeben als Fazit, dass die aktivierten Th-Zellen
hauptsachlich zur Population der Memory T-Zellen gehéren. Dies deckt sich mit
der Vorstellung, dass diese T-Zellen das Immungedachtnis bilden, das im Fall
einer erneuten Auseinandersetzung mit einem bekannten Antigen fir die Immun-
reaktion zustdndig ist. Desweiteren erklart die Hauptreaktivitdt der Memory T-
Zellen die geringe Stimulation von Nabelschnurblut, das nur wenige Zellen dieses
Typs enthalt. Eine nachfolgende identische Studie sollte auch die peptidreaktiven

T-Zellen naher charakterisieren.
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3.2.3 Peptidkinetik und peptidreaktive Kompartimente

In dieser Versuchsreihe sollten zwei Punkte gleichzeitig behandelt werden. Zum
einen sollte der Zeitverlauf der Antigenexpression auf den T-Zellen im
optimierten TT-Peptidstimulationsprotokoll untersucht werden. Zum anderen
sollten dabei die reaktiven T-Zellen auf ihre Expression von CD45R0 und CD62L
charakterisiert werden. Die Zugehorigkeit der peptidreaktiven T-Zellen zur
Subpopulation der Th-Zellen konnte bereits gezeigt werden (siehe 3.1.11 und
3.1.12).

Methodik: Die Stimulationskinetik mit TTP1 wurde entsprechend Kapitel 2.2.1
durchgefiihrt. Die Detektion und Identifikation der reaktiven T-Zellen erfolgte
nach 2.2.2 und 2.2.5.

Ergebnisse: Die Verteilung der vier T-Zellsubpopulationen nach der langsten
Stimulationsdauer von 30 h ist in Tab. 3.5 aufgefihrt. Die Abb. 3.16 bis 3.19
zeigen den Zeitverlauf der vier gemessenen Aktivierungsantigene auf den vier

Subpopulationen.

Population Kontrolle | Stdabw | TTP1-stimuliert @ Stdabw
CD45R0*/CD62L* 16,89 2,20 17,82 2,07
CD45R0*/CD62L" 16,09 4,73 15,61 5,32
CD45R0/CD62L* 54,81 8,14 54,07 8,57
CD45R07/CD62L" 5,14 3,35 5,14 3,35

Tab. 3.5: Prozentwerte der T-Zellsubpopulationen (n = 4)

Die Tabelle demonstriert, dass die Stimulation mit dem Peptid TTP1 selbst nach
30 h zu keinen wesentlichen Veranderungen der durchschnittlichen Prozent-
anteile fihrte. Einzig die CD62L" Memory T-Zellen steigerten ihren Anteil um ca.
1 %, wahrend die gemessenen Unterschiede bei den Ubrigen drei Subpopulation
unter 1 % lagen. Relativiert werden diese Prozentwerte zusatzlich durch die
vergleichsweise hohen Standardabweichungen analog Tab. 3.4.

Eine erhohte Expression des Antigens CD25 infolge Peptidstimulation konnte auf
drei der vier Subpopulationen detektiert werden. Diese erfolgte jedoch immer
erst nach 24 h und steigerte sich bei den CD62L* Memory T-Zellen von ca. 1,5 %
auf knapp 3 % nach 30 h. Von den CD62L" naiven T-Zellen waren hingegen nach
24 h zu allen Zeitpunkten ca. 1,5 % der Zellen CD25". Unter den CD62L" Memory
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T-Zellen exprimierten infolge Stimulation nur weniger als 1 % das Antigen
erhdht.

Die Messung des Aktivierungsmarkers CD69 erbrachte nur auf den CD62L
Memory T-Zellen eine deutliche Hochregulation mit 1,6 bis 2,8 % positiver Zellen
in Begleitung relativ hoher Fehlerbalken. Auf den Ubrigen drei Subpopulationen
konnten nach 24 - 30 h kaum mehr als 1 % CD69* T-Zellen detektiert werden.
Nur bei den CD62L" Memory T-Zellen konnte man von einer stabilen aber
niedrigen Hochregulation ausgehen (0,6 - 0,9 %). AuBerdem konnten auch im
Zeitraum von 6 bis 10 h erhdéhte Werte fir dieses Antigen bei drei T-Zell-
subpopulationen gemessen werden, was dem Charakter von CD69 als frihes
Aktivierungsantigen entspricht.

Als CD134" T-Zellen konnten infolge der TTP1-Stimulation nur Memory T-Zellen
identifiziert werden. Dabei exprimierten die CD62L" und CD62L" Subpopulationen
das Antigen nach 24 bis 30 h auf ca. 0,5 bis 1 % der T-Zellen. Die naiven T-
Zellen exprimierten CD134 nach Peptidstimulation nicht hdéher als in den
Kontrollen.

Das Antigen CD154 wurde auf keiner der vier T-Zellgruppen durch die Inkubation
mit dem TT-Peptid hochreguliert. Eine Detektion der Peptidaktivierung ist mit
diesem Antigen offensichtlich nicht méglich.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Peptidstimulation Gber Nacht zu
einer Hochregulation der Aktivierungsmarker CD25, CD69 und CD134 fluhrt. Die
Expression von CD69 steigt bereits nach 6 h an, wenngleich fir eine sichere
Detektion der Aktivierung die Inkubation Uber Nacht nétig ist. Ahnlich der
Stimulation mit TT kann das Signal von CD25 nach Peptidgabe auf drei von vier
Subpopulationen und das Signal von CD134 nur auf den beiden Memory-
Subpopulation gemessen werden. Die Aktivierung bestimmter T-Zellen

demonstriert dabei die Spezifitat der Stimulation mit dem TTP1.
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3.2.4 Detektion CMV-spezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten
Parallel zu den Experimenten der spezifischen T-Zellstimulation wurden auch
Ringversuche durchgefiihrt, die von der Europdischen Arbeitsgruppe fir klinische
Zellanalyse (EWGCCA) veranstaltet wurden. Das Ziel dieser Ringversuche war
hauptsachlich die Klarung methodischer Aspekte des Farbe- und Messprotokolls
zur Detektion CMV-spezifischer CTLs mithilfe von HLA-Tetrameren.

Bei den HLA-Tetrameren handelt es sich um rekombinant exprimierte MHC-I-
oder MHC-II-Molekiile, die mit einem bekannten Peptid beladen werden [8; 10;
207]. Diese Moleklile kénnen spezifisch an den jeweiligen TCR binden, jedoch ist
die Affinitdt eines einzelnen Molekils zu niedrig [251]. Daher werden die
Moleklle an Biotin gekoppelt und mit Streptavidin zu einem Tetramer verknupft.
Die Kopplung des Tetramers an ein Fluorochrom ermdglicht die Identifizierung
antigenspezifischer T-Zellen in der Durchflusszytometrie [9; 205].

Um CMV-spezifische CTLs im Vollblut von Probanden mit dem HLA-A2-Typ im
DFZ zu identifizieren, werden HLA-A2-Moleklile mit dem Nonapeptid pp65 aus
dem Hullprotein des CMV beladen und diese zu PE gekoppelten Tetrameren
verknipft. In ersten Studien wurden diese Tetrameren erfolgreich eingesetzt, um
die Gefahr von lebensbedrohlichen Komplikationen durch CMV bei trans-
plantierten Patienten abschatzen zu kénnen [96; 130].

Die Austestung dieser pp65 gekoppelten HLA-A2-Tetrameren in verschiedenen
Labors sollte, mit Blick auf eine spatere Anwendung in der klinischen Routine, die
Zuverlassigkeit des Reagenz und die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse
demonstrieren.

Methodik: Die Detektion der spezifischen CTLs und die Bestimmung ihrer Zellzahl
wurden nach 2.2.2 und ihre Identifizierung gemaB 2.2.5 durchgefihrt.
Ergebnisse: In Abb. 3.20 sind die Zellzahlen der vier CTL-Subpopulationen von
finf Probanden, gemessen an drei Folgetagen, dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass der GroBteil der CTLs die Tetrameren nicht
gebunden hatte. Innerhalb dieser Hauptpopulation konnte auf etwa der Halfte
der CTLs das Antigen CD57 gemessen werden. Dabei reichten bei den Proben
Nr. 1, 2, 4 und 5 die Mittelwerte der CD57  CTLs von 140 bis 330 Zellen pro pl
Vollblut und die Zellzahlen der CD57" CTLs von 78 bis 430/ul.

Eine Ausnahme stellte Probe Nr. 3 dar: Bei diesem Proband waren im Vollblut
sehr viele CTLs negativ fur CD57 (1030/ul) und nur wenige CTLs positiv flr

dieses Antigen (30/upl). Die Ergebnisse kdnnen damit erklart werden, dass
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Proband Nr. 3 keine CMV-Infektion durchgemacht hatte, und in seinem Serum
keine CMV-Antikdérper nachgewiesen werden konnten. Das Antigen CD57 ist ein
Aktivierungsmarker und wird auf den CTLs bei viralen Infekten hochreguliert.
Demgegeniber ergaben sich fur die CTLs, die die Tetrameren gebunden hatte,
nur niedrige Werte. Wahrend im Bereich der CD57 /Tetramer® CTLs zwischen 2
und 9 Zellen pro ul Vollblut gezahlt werden konnten, waren die Schwankungen
bei den CD57*/Tetramer® CTLs mit 2 bis 11 Zellen pro ul etwas héher. Der Anteil
dieser Zellen lag damit im einstelligen Prozentbereich. Auch bei Proband Nr. 3
konnten CTLs gefunden werden, die mit den Tetrameren reagierten (2 und 3 pro
Ml Vollblut), was eine gewisse unspezifische Bindung andeutet. Eine klare
Trennung zwischen dem CMV~ Proband Nr.3 und den vier Ubrigen CMV*
Probanden ist aufgrund der Tetramerbindung alleine nicht méglich.

Die Tetramertechnik stellt eine einfache und schnelle Methode zur Detektion von
CMV-spezifischen CTLs dar. Jedoch muss flir die erprobten Reagenzien der HLA-
Typ des Probanden bekannt sein, weil diese nur flir den Typ HLA-A2 geeignet
sind. Da fur die Identifizierung von GAD-reaktiven (und TT-reaktiven) T-Zellen
keine HLA-Tetrameren verfugbar sind, erfolgte in den nachfolgenden Versuchs-
reihen ihre Identifikation Uber die Peptidstimulation mit dem etablierten
Protokoll.
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3.3 Anwendung im IDDM-System

In diesem dritten Teil sollten die Erkenntnisse aus den beiden vorherigen
Kapiteln zur Stimulierung und Detektion aktivierter und TT-spezifischer T-Zellen
auf GAD-reaktive T-Zellen Ubertragen werden.

Ein Ersatz des TT durch das GAD-Gesamtprotein konnte nicht erfolgen, da die
kommerziell erhaltliche, in Drosophila spec. rekombinant exprimierte GAD wahr-
scheinlich verunreinigt ist, und damit eine zum Teil unspezifische Stimulation
erfolgen wirde [94]. Aus diesem Grund sollten zur Stimulation der Vollblut-
proben von Diabetes Typ I-Patienten und gesunden Probanden einzelne Peptide
der GAD synthetisiert und herangezogen werden.

Die ersten beiden Versuchsreihen sollten dazu dienen, die Stimulationsdauer fir
eine sichere Detektion GAD-spezifischer T-Zellen zu ermitteln. Eine Inkubation
Uber einen Tag wie bei den TT-Peptiden musste aufgrund der wesentlich
niedrigeren Frequenz der GAD-spezifischen T-Zellen deutlich verlangert werden.
Um unspezifische Aktivierungen zu vermeiden, sollte mittels HLA-Typisierung
sichergestellt werden, dass in der abschlieBenden Stimulationsreihe sowohl bei
den Patienten als auch bei den Kontrollpersonen der Anteil der korrekten
positiven Stimulationen deutlich GUberwiegen wiirde. Der Vergleich dieser beiden
Personengruppen sollte moégliche Unterschiede erkennbar machen.

Der bisherige Kenntnisstand Uber die Pathogenese des IDDM wurde in 1.1.2.1

zusammengetragen.
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3.3.1 Stimulation mit GAD-Peptiden fiir einen bis fiinf Tage

Das Ziel dieser Stimulationsreihe sollte die Definition des besten Zeitraums flr
die optimale Detektion GAD-spezifischer Lymphozyten sein. Es wurde dabei
angenommen, dass die bisherige Inkubationsdauer mit Peptiden von ca. 26 h fir
diesen Ansatz nicht ausreichend ist. Daher wurden die Blutproben von Diabetes
Typ I-Patienten Uber finf Tage mit 11 Peptiden aus der Sequenz der humanen
GAD und zwei Kontrollpeptiden inkubiert. Die tagliche Messung sollte ihren
Schwerpunkt bei den Aktivierungsantigenen haben, weshalb die T-Lymphozyten
in dieser Versuchsreihe nicht direkt identifiziert wurden.

Die Peptide GP0O1 bis GP11 sind 20mere aus der Sequenz der humanen GAD
(siehe 7, die rot markierte Aminosaure in GP02 wurde falsch synthetisiert). Sie
sind bereits erfolgreich zur Gewinnung reaktiver T-Zellklone verwendet worden
[95; 369]. Die Unbrauchbarkeit des rekombinanten gesamten GAD-Proteins
aufgrund von Verunreinigungen wurde bereits erlautert (siehe 3.3).

Als Positivkontrolle sollte das Peptid TTP1 dienen, da es bisher bei fast jeden
gemessenen Probanden zu einer Hochregulation der Aktivierungsmarker (vor
allem CD25) auf den T-Lymphozyten gefiihrt hatte. Dagegen sollte das Peptid
NCP als Negativkontrolle keine Reaktion hervorrufen, da es eine riickwarts
synthetisierte Sequenz aus dem Hullprotein des Coxsackievirus enthalt. Es ist
beschrieben, dass dieses Hlllprotein und die GAD eine partiell homologe Sequenz
haben [20].

Methodik: Der Stimulationsansatz wurde nach 2.2.1 durchgefiihrt, die Messung
und Identifizierung erfolgte wie in 2.2.2 und 2.2.5 beschrieben.

Ergebnisse: Die Abb. 3.21 bis 3.26 zeigen die antigenpositiven Lymphozyten, die
entweder Uber CD4 oder CD45RA unterteilt wurden. Es wurden fur die
Aktivierungsantigene teilweise sehr hohe Prozentwerte mit entsprechenden
Standardabweichungen gemessen. Generell kann jedoch von einer spezifischen
Stimulation gesprochen werden, da sich beim Peptid NCP meist keine Erhéhung
in der Expression der untersuchten Aktivierungsmarker ergab.

Das Aktivierungsantigen CD25 exprimierten vor allem die CD4* Lymphozyten
(siehe Abb. 3.21). Wahrend bei den Peptiden GP03, GP06, GP07, GP09, GP10,
GP11 und NCP nur Mittelwerte unter 0,7 % gemessen werden konnten, ergab
sich bei den Ubrigen GAD-Peptiden eine teilweise deutliche Hochregulation von
CD25 (bis 1,9 %). Die héchsten Durchschnittswerte wurden meistens nach 3 bis

4 Tagen erreicht.
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Dagegen erbrachten die CD4" Lymphozyten nur bei 3 Peptiden hohe Einzelwerte,
weshalb in dieser Subpopulation von keiner Stimulation ausgegangen werden
kann.

Bei den Messungen der CD45RA'" Lymphozyten konnten die Ergebnisse der
CD4" Lymphozyten bezlglich ihrer CD25-Expression nicht wiederholt werden
(siehe Abb. 3.22): Im Bereich der CD45RA*/CD25" Lymphozyten konnten nur bei
den beiden Peptiden GP04 und GPO8 deutlich erhéhte Werte gemessen werden
(bis zu 3,3 %). Die hohen Fehlerbalken deuten jedoch auf hohe Einzelwerte hin.
Demgegeniber stimulierte TTP1 als Positivkontrolle ca. 1 % der CD45RA*
Lymphozytenpopulation.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei den CD45RA/CD25" Lymphozyten erhalten: Hier
konnten bei 3 Peptiden erhdhte Werte gemessen werden. Die Peptide TTP1 (bis
1,7 %), GP04 (bis 1,7 %) und GP08 (bis 3,4 %) flhrten vor allem nach 3 Tagen
und mehr zu erhdéhten Prozentzahlen.

Die Intrazellularmessung der IFN-y-Expression lieferte bei der CD4* Population
lediglich beim Peptid GP0O8 eine mit der Inkubationsdauer steigende Detektier-
barkeit (von 0,3 bis 3,5 %, siehe Abb. 3.23). Diese Hochregulation von IFN-y
konnte auch bei den CD4" Lymphozyten flir GP04 und GPO08 (bis 2,2 bzw. 5,9 %)
gemessen werden. Bei allen Ubrigen Ansatzen konnte kein Unterschied zu den
Lésungsmittelkontrollen festgestellt werden.

Die Messungen von IFN-y bei den CD45RA*™ und CD45RA" Lymphozyten lieferten
sehr ahnliche Werte (siehe Abb. 3.24). Allerdings wurden hoéhere Standard-
abweichungen errechnet, weil die entsprechenden Stimulationen nicht bei allen
vier Proben detektierbar waren. Trotzdem wurden die teilweise hohen Werte der
IFN-y" Zellen nur bei den beiden Peptiden GP04 und GPO8 detektiert.

Beim Zytokin IL-10 ergaben sich deutlich heterogenere Mittelwerte: Wahrend bei
den CD4 Lymphozyten maximal 2 % als IL-10" identifiziert werden konnten,
wurde unter den CD4* Lymphozyten ein Anteil von bis zu 5,5 % gemessen (siehe
Abb. 3.25). Vor allem am Tag 2 ergaben sich hohe Mittelwerte und Fehlerbalken.
Auch fir die Negativkontrolle des NCP-Ansatzes wurden hoéhere Werte (bis
0,7 %) gemessen als in den Lésungsmittelkontrollen.

Im Bereich der IL-107/CD45RA* Lymphozyten ergaben die Messungen der
meisten Ansatze nur einzelne hohe Werte (siehe Abb. 3.26). Dagegen
exprimierten die CD45RA™ Lymphozyten das IL-10 in fast allen Ansatzen kaum

gesteigert.



Ergebnisse Seite 130

Aus dieser umfangreichen Messreihe kdnnen mehrere Schlussfolgerungen
gezogen werden: Die Gesamtschau aller Aktivierungsantigene samtlicher
Populationen und stimulierender Peptide zeigt einen optimalen Inkubations-
zeitraum zwischen drei und vier Tagen. Weiterhin lassen die Resultate des IL-10
darauf schlieBen, dass hier eine eher unspezifische Hochregulation respektive
Antikoérperbindung erfolgt ist. Vor allem der Ansatz mit NCP, bei dem keine
Stimulation erfolgen sollte, beweist dies. Das Fehlen der eindeutigen T-Zell-
identifikation Uber CD3-Antikérper gibt den Ergebnissen darliber hinaus eine
weitere Unsicherheit, da im niedrigen SSC-Bereich der Lymphozyten auch andere
Leukozyten liegen, die Zytokine und Aktivierungsmarker synthetisieren kénnen.

Fur die folgende Stimulationskinetik sollte die Farbung von IL-10 gestrichen und
die von CD3 wieder aufgenommen werden. AuBerdem sollte die Spezifitat der
Stimulation Uberprift werden, indem die Probanden HLA-typisiert werden und die

Ergebnisse mit der Bindungsspezifitat der Peptide verglichen werden sollten.
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Abb. 3.25: Expression von IL-10 in den Lymphozyten nach Stimulation mit GAD-Peptiden
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3.3.2 Stimulation mit GAD-Peptiden fiir drei und vier Tage

Eine zweite Stimulationskinetik mit den GAD-Peptiden sollte durchgefihrt
werden, um deren Inkubationszeit eindeutig festzulegen. Die Blutproben weiterer
vier Diabetes Typ I-Patienten sollten mit den gleichen GAD-Peptiden nur noch fur
drei oder vier Tage stimuliert und gemessen werden. Fir die Abklarung einer
spezifischen Stimulation im nachfolgenden Kapitel 3.3.3 sollte auBerdem bei den
Patienten eine serologische HLA-Typisierung durchgefihrt werden. Die
Wiederaufnahme der CD3-Farbung sollte gewadhrleisten, das die detektierten
Signale der Aktivierungsantigene ausschlieBlich von den T-Lymphozyten
stammen.

Methodik: Das zur vorherigen Versuchsreihe identische Ansatzprotokoll wurde
gemaB 2.2.1 durchgeflihrt und die Ansatze nach 2.2.2 und 2.2.5 gefarbt,
gemessen und ausgewertet.

Ergebnisse: In den Abb. 3.27 bis 3.29 sind die Prozentanteile der antigen-
positiven Memory und naiven T-Zellen nach drei und vier Tagen Stimulation
gegenubergestellt. Die Ergebnisse der serologischen HLA-Patiententypisierung
sind im nachfolgenden Kapitel in Tab. 3.7 aufgefihrt.

Die Stimulation der T-Lymphozyten der Patienten war am besten mit dem
Oberflachenmarker CD25 zu detektieren (siehe Abb. 3.27). Der Aktivierungs-
marker wurde, wie in vorherigen Experimenten, auf beiden Subpopulationen
hochreguliert. Die Positivkontrolle mit dem Peptid TTP1 ergab mit ca. 3 % der
naiven und ca. 2 % der Memory T-Zellen die hdchsten Mittelwerte. In den
Ansatzen mit den Peptiden GPO1 und GPO5 konnten ebenfalls in beiden Gruppen
mehr als 1 % CD25* T-Zellen gemessen werden. Bei den Peptiden GP03, GP04,
GP09, GP10 und GPl1l1l konnten teilweise Mittelwerte Uber 0,5 % detektiert
werden, wenngleich diese aufgrund ihrer hohen Standardabweichung als nicht
zuverlassig erscheinen. Zwischen den Durchschnittswerten der drei und vier Tage
inkubierten Ansatze waren kaum Unterschiede zu messen.

Andere Resultate stellen sich bei der CD134-Messung dar (siehe Abb. 3.28): Nur
auf den CD45R0* Memory T-Zellen konnten erhohte Werte bestimmt werden.
Eindeutig detektierbare Stimulationen begrenzten sich auf die Inkubationen mit
TTP1 und GPO1, die zu 0,6 - 1,1 % CD134" T-Zellen fuhrten. Tendenziell waren
nach vier Tagen mehr positive T-Lymphozyten detektierbar. Alle Ubrigen Peptid-
inkubationen ergaben lediglich einen geringen Anstieg an antigenpositiven T-

Zellen, die nicht als Stimulation gewertet wurden.
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Die IFN-y* T-Zellen zeigen ein eher uneinheitliches Bild (siehe Abb. 3.29):
Besonders am Tag 4 wurden bei den naiven und den Memory T-Zellen erhéhte
Durchschnittswerte (bis 1,4 %) flr die Peptidinkuabtionen mit GP01, GP05, GP09
und NCP gemessen. Neben den groBen Fehlerbalken lassen jedoch vor allem die
erhohten Mittelwerte des Peptids NCP (0,9 und 1,2 %) die Spezifitat der
Stimulation nach diesem Ilangeren Zeitraum zweifelhaft erscheinen. Die
Inkubation mit NCP als Negativkontrolle dirfte zu keiner Hochregulation fihren.

Fir die nachfolgende vergleichende Stimulation der vier Kontrollpersonen kann
das Protokoll nochmals vereinfacht werden. Eine Inkubationsdauer von 72 h ist
ausreichend, um eine erfolgte Stimulation Uber die Expression von
Aktivierungsantigenen an der Oberflache von T-Zellen zu messen. Besonders der
Anstieg der NCP-Werte nach vier Tagen deutet auf die bereits erwahnte
Bystander-Aktivierung hin. Die intrazelluldre Detektion von IFN-y ergibt auch bei
diesen Inkubationen keine zuverlassigen Resultate. Auf eine weitere Verfolgung

dieses Zytokins kann deshalb verzichtet werden.



Ergebnisse Seite 139

5,0

4,5
4,0
3,5 1
3,0 1
2,5 1

2,0 A

——

1,5 -

1,0 A

oo L Im il FFEnIE R

T T T
Kon TTP1 GPO1 GP02 GP03 GP04 GP0O5 GP06 GP0O7 GP08 GP09 GP10 GP11 NCP

Prozent CD25 positive CD45R0” T-Lymphozyten

Ansatz

N Tag 3
I Tag 4

5,0
4,5 A
4,0 A
3,5 1
3,0 A
2,5 1
2,0 A

1,5 A

1,0 A

o e a2 il

T T
Kon TTP1 GPO1 GPO02 GP03 GP04 GPO5 GP06 GP0O7 GP08 GP09 GP10 GP11 NCP

Prozent CD25 positive CD45R0™ T-Lymphozyten

Ansatz
Abb. 3.27: Expression von CD25 auf T-Lymphozyten nach Stimulation mit GAD-Peptiden

bei Diabetes Patienten (n = 4, Kon: Ldsungsmittelkontrolle)
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Abb. 3.28: Expression von CD134 auf T-Lymphozyten nach Stimulation mit GAD-Peptiden

bei Diabetes Patienten (n = 4, Kon: Lésungsmittelkontrolle)
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Abb. 3.29: Expression von IFN-y in T-Lymphozyten nach Stimulation mit GAD-Peptiden

bei Diabetes Patienten (n = 4, Kon: Lésungsmittelkontrolle)
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3.3.3 Kontrolle der Spezifitat der GAD-Peptidstimulation

Nach der Festlegung des optimalen Stimulationszeitraums und der Eingrenzung
der zu messenden Aktivierungsantigene sollten in diesem Experiment gesunde
Kontrollpersonen auf GAD-reaktive T-Lymphozyten untersucht werden. Aus
friheren Arbeiten ist bekannt, dass auch die PBLs von gesunden Probanden
durch das GAD-Protein oder seine Peptide stimulierbar sind und dartber hinaus
auf diesem Weg reaktive T-Zellklone gewonnen werden kénnen [20; 94; 232].
Ein weiteres Ziel dieser Studie sollte sein, die Stimulierbarkeit von Blutproben
der Patienten mit Diabetes Typ I aus 3.3.2 und der gesunden Probanden nach
72 h Inkubation mit den GAD-Peptiden zu vergleichen und eventuelle Unter-
schiede in den Antworten zu finden.

Die verwendeten Peptide GP0O1 bis GP11 haben eine hohe Bindungsaffinitat an
bestimmte HLA-Typen, die in der Tab. 3.6 mit den beiden Kontrollpeptiden
aufgelistet sind [95; 160; 297; 369].

Bezeichnung Affinitat mit

TTP1 HLA-DR51, -DR52,
-DR53

GPO1 HLA-DR4
GP02 HLA-DR4
GP03 HLA-DR4, -DQ3
GP0O4 HLA-DR4, -DR53
GPO5 HLA-DR4
GPO06 HLA-DR3
GPO7 HLA-DR4
GPO8 HLA-DR4
GPO9 HLA-DR3
GP10 HLA-DR53, -DQ3
GP11 HLA-DR4, -DR53
NCP unbekannt

Tab. 3.6: Bindungsspezifitat der eingesetzten Peptide

Der Abgleich der serologischen HLA-Typisierung mit den obigen Bindungs-
affinitaten sollte die Spezifitat der Stimulation von T-Lymphozyten in Vollblut

mittels GAD-Peptide demonstrieren. Sollten sich bei den beiden Kollektiven
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signifikante Unterschiede ergeben, kénnte dies die Grundlage eines Bluttests flr

den Einsatz in der klinischen Routine darstellen.

Methodik: Die Inkubation der Proben, die Messung und Auswertung erfolgte wie
in der vorherigen Versuchsreihe (siehe 2.2.1, 2.2.2 und 2.2.5)

Ergebnisse: Die fir die Patienten (Pat.) ermittelten HLA-Typen sind in Tab. 3.7

und die fir die gesunden Probanden (Kp.) erhaltenen Resultate in Tab. 3.8

aufgelistet. In den Tab. 3.9 und 3.10 wurden die einzelnen CD25-Prozentwerte

aller acht untersuchten Blutproben dargestellt. Die flir den Aktivierungsmarker

CD134 gemessenen Einzelwerte sind in den Tab. 3.11 und 3.12 aufgeflhrt.

Abkiirzung HLA-Typ
Pat. 1 DR1, DR7; DR53;
DQ3, DQ1
Pat. 2 DR4, DR8; DR52, DR53;
DQ7 (3), DQ4
Pat. 3 DR3, DR4; DR52, DR53;
DQ2, DQ3
Pat. 4 DR1, DR12; DR52;
DQ1, DQ7 (3)
Tab. 3.7: Ergebnisse der serologischen HLA-Typisierung der Patienten

Abkiirzung HLA-Typ
Kp. 1 DR15 (2), DR13 (6); DR51, DR52;
DQ1, DQ7 (3)
Kp. 2 DR1, DR3; DR52;
DQ1, DQ2
Kp. 3 DR4, DR15 (2); DR51, DR53;
DQ6 (1), DQ7 (3)
Kp. 4 DR3, DR15 (2); DR51, DR52;
DQ1, DQ2
Tab. 3.8:

Ergebnisse der serologischen HLA-Typisierung der Kontrollpersonen

Bei den Patienten zeigen nur zwei von vier Probanden das fir Diabetes Typ I

charakteristische Antigen DR4 (siehe Tab. 3.7).

Ansonsten sind die beiden

Gruppen bezlglich der untersuchten HLA-Typen gut gemischt.
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Die Ergebnisse der HLA-Typisierung, der Bindungsspezifitat der GAD-Peptide und
der Antigenmessungen sind in den Tab. 3.9 bis 3.12 folgendermaBen verknUpft
worden: Eine aufgrund des HLA-Typs und der Bindungsaffinitat des Peptids
madgliche Stimulation ist blau dargestellt. Konnte diese potenzielle Stimulation
anhand der Hochregulation der Aktivierungsmarker gemessen werden, so sind
diese Prozentwerte markiert. Die Grenze einer positiven Stimulation liegt
flir die naiven respektive Memory T-Zellen bei jeweils 0,8 % (aufgerundet) an
CD25* oder CD134* Zellen. Erfolgte eine Stimulation obwohl die Affinitédt des
Peptids nicht mit dem HLA-Typ kompatibel ist, so ist diese Hochregulation rot
dargestellt.

Die Einzelwerte an CD25"* T-Zellen bezogen auf die eingesetzten Peptide stellen
sich in den Tab. 3.9 und 3.10 fiir die beiden Subpopulationen (CD45R0*") wie
folgt dar: Wahrend beim Peptid TTP1 grdBtenteils in beiden Subpopulationen eine
Stimulation detektierbar war, flihrte die Zugabe von NCP zu keiner wesentlichen
Erhohung an CD25* T-Zellen. Lediglich bei Kp. 1 konnte keine Stimulation nach
der Inkubation mit TTP1 gemessen werden.

Anders verhielt es sich beim Peptid GP01l: Aufgrund seiner Bindungsaffinitat
sollte es nur bei Pat. 2 und 3 und Kp. 3 eine Hochregulation induzieren. Jedoch
konnten auch bei jeweils drei weiteren Personen eine Aktivierung der naiven
und/oder der Memory T-Zellen detektiert werden, obwohl es aufgrund des HLA-
Typs nicht zu erwarten war.

Die Peptide GP02, GP03 und GP04 fuhrten hingegen mehrheitlich zu mit den
HLA-Allelen Ubereinstimmenden und erfolgten Stimulationen. Wahrend in zwei
Fallen das GP02 nicht erwartete Antworten verursachte, konnten hingegen sechs
zum HLA-Typ kompatible und erfolgte Hochregulationen detektiert werden. Wie
bereits erwahnt hat GP02 einen Sequenzfehler, weshalb eine spezifische
Stimulation angezweifelt werden muss. Mit GP03 und GP04 wurden vier
erwartete und nur eine nicht erwartete Stimulation bei Kp. 4 gemessen.

Auch nach der Inkubation der Blutproben mit GPO5 wurden bei drei Personen
jeweils eine mit dem HLA-Allelen kompatible und nur bei Pat. 1 eine nicht
kompatible Antwort in beiden Subpopulationen gemessen.

Bei den Ubrigen Peptiden GP06 bis GP11 konnten oft keine erwarteten Antworten
gemessen werden. Aber auch mit diesen Stimuli wurden bei drei Probanden mehr
Ansatze mit erwarteten (5) als mit nicht erwarteten (3) aktivierten CD25* T-

Zellen gemessen.
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Die Tab. 3.11 und 3.12 zeigen fir die CD134" T-Zellen der beiden Subpo-
pulationen nur in einzelnen Fallen eine Hochregulation nach der Inkubation mit
den GAD-Peptiden trotz der identischen Anzahl potenzieller Stimulationen. Selbst
die Positivkontrolle TTP1 erbrachte nur eine deutliche Hochregulation des CD134-
Antigens bei Pat. 2. Die insgesamt sechs mit den HLA-Allelen Ubereinstimmenden
und erfolgten Antworten wurden bei vier Personen hauptsachlich innerhalb der
Memory T-Zellen detektiert, und sie wurden von einer nicht erwarteten
Aktivierung bei Kp. 1 begleitet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass infolge der Inkubation mit den
GAD-Peptiden deutlich mehr CD25* als CD134" T-Zellen gemessen werden
kénnen. Allerdings sind innerhalb der Gber CD25 detektierten Stimulationen auch
einige nicht HLA-kompatible Antworten (vor allem bei Pat. 1 und Kp. 4), die mit
der CD134-Messung nicht erhalten werden. Dabei verteilen sich diese
unerwarteten Stimulationen bei den gesunden Kontrollpersonen hauptsachlich
unter den CD25%/CD45R0* T-Zellen, wahrend die Patienten diese Ergebnisse
innerhalb der CD45R0™ T-Zellen zeigen. In beiden T-Zellsubpopulation und in
beiden Gruppen Uberwiegt jedoch die Zahl der HLA-kompatiblen aber nicht
erfolgten Stimulationen.

Zwischen den Kontrollpersonen und den Diabetes Typ I-Patienten sind mit
diesem Stimulationsansatz generell keine signifikanten Unterschiede in den
Antworten festzustellen. Weder die H6he der Antigenexpression noch die Anzahl
der erwarteten und erfolgten Stimulationen zeigen erkennbare Differenzen. Die
Ungleichverteilung der unerwartet aktivierten CD25% T-Zellen ist zwar auffallig,
aber flr die Aufgabenstellung eines angestrebten Bluttest unerheblich. Somit
konnte die Zielsetzung eines einfachen Vollblutansatzes zur Abschatzung einer
GAD-spezifischen Immunantwort als mdgliches Diabetesrisikos mittels DFZ nicht

erreicht werden.



Ergebnisse Seite 146
Peptid | Pat.1 | Pat.2 | Pat.3 | Pat. 4| Kp.1 | Kp.2 | Kp. 3 | Kp. 4
- 0,20 0,20 0,23 0,21 0,21 0,23 0,21 0,24
TTP1 0,23
GPO1 0,48 0,48 2,01 2,48 1,71
GP02 0,00 0,14 0,38 0,50 0,99 0,00 0,49
GPO3 0,00 0,27 0,22 0,12 0,04 0,09 0,52 0,30
GP04 0,32 0,00 0,34 0,22 0,28 1,75
GPO5 1,08 0,46 0,14 0,11 0,63
GP06 0,16 0,21 0,29 0,09 0,06 0,62 0,45
GPO7 0,00 0,28 0,19 0,36 0,32 0,11 0,51 0,50
GPO8 0,00 0,19 0,14 0,42 0,19 0,09 0,86
GP09 0,26 0,42 0,23 0,14 0,02 0,16 0,45 0,58
GP10 0,15 0,10 0,40 0,19 0,32 1,14
GP11 0,00 0,33 0,10 0,40 0,23 0,16 0,27 0,16
NCP 0,00 0,35 0,12 0,21 0,04 0,04 0,50 0,29
Tab. 3.9: Durchschnittliche Prozentwerte der CD25*/CD45R0* Memory T-Lymphozyten
bei Patienten und Kontrollpersonen
Peptid | Pat. 1 | Pat.2 | Pat.3 |Pat. 4 | Kp.1 | Kp.2 | Kp. 3 | Kp. 4
- 0,21 0,21 0,17 0,13 0,22 0,24 0,21 0,22
TTP1 0,23 0,67
GPO1 1,28 0,89 0,65 1,02 0,67
GP02 0,15 0,08 0,31 1,07 0,49 0,10 0,15
GPO3 0,30 0,13 0,19 0,21 0,19 0,09 0,14
GP04 0,31 0,03 0,43 0,25 0,22 0,22 0,31
GPO5 1,95 0,59 0,16 0,20 0,08 0,33
GP06 0,96 0,18 0,35 0,27 0,08 0,22 0,18 0,17
GP0O7 0,11 0,15 0,18 0,49 0,27 0,08 0,10 0,13
GPO8 0,16 0,17 0,06 0,20 0,14 0,18 0,15 0,13
GP09 0,12 0,21 0,17 0,54 0,18 0,28 0,10 0,16
GP10 0,08 0,07 0,40 0,13 0,21 0,20 0,23
GP11 0,43 0,19 0,07 0,30 0,10 0,18 0,12 0,10
NCP 0,10 0,08 0,23 0,13 0,10 0,08 0,06 0,06

Tab. 3.10: Durchschnittliche Prozentwerte der CD257/CD45R0™ naiven T-Lymphozyten

bei Patienten und Kontrollpersonen
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Peptid | Pat. 1 | Pat. 2 | Pat. 3 |Pat. 4| Kp.1 | Kp.2 | Kp. 3 | Kp. 4
- 0,32 0,18 0,22 0,23 0,21 0,21 0,22 0,20
TTP1 0,53 0,22 0,14 0,36 0,35 0,39 0,17
GPO1 0,28 0,53 0,39 0,83 0,58 0,12
GP02 0,56 0,11 0,31 0,27 0,41 0,40 0,45 0,12
GPO3 0,14 0,10 0,30 0,22 0,10 0,63 0,37 0,38
GP04 0,41 0,13 0,46 0,22 0,41 0,68 0,37 0,23
GPO5 0,40 0,67 0,39 0,09 0,21 0,14 0,32 0,04
GP06 0,15 0,06 0,39 0,04 0,17 0,48 0,23 0,32
GPO7 0,25 0,17 0,29 0,16 0,58 0,31 0,25 0,13
GPO08 0,26 0,42 0,29 0,21 0,44 0,40 0,18 0,18
GP09 0,27 0,13 0,09 0,42 0,20 0,45 0,42 0,29
GP10 0,24 0,33 0,17 0,25 0,45 0,34 0,10
GP11 0,12 0,47 0,13 0,21 0,49 0,40 0,16
NCP 0,62 0,47 0,43 0,12 0,08 0,49 0,50 0,25

Tab. 3.11: Durchschnittliche Prozentwerte der CD134"/CD45R0* Memory T-Lymphozyten

bei Patienten und Kontrollpersonen

Peptid | Pat. 1 | Pat.2 | Pat.3 |Pat. 4 | Kp.1 | Kp.2 | Kp. 3 | Kp. 4
- 0,22 0,17 0,19 0,21 0,16 0,20 0,19 0,20
TTP1 0,22 0,34 0,19 0,37 0,21 0,10 0,39 0,17
GPO1 0,00 0,34 0,22 0,33 0,13 0,37 0,13
GP02 0,18 0,30 0,53 0,13 0,29 0,20 0,30 0,25
GPO3 0,22 0,20 0,48 0,05 0,22 0,37 0,44 0,23
GP0O4 0,11 0,37 0,44 0,21 0,40 0,22 0,54 0,12
GPO5 0,51 0,35 0,50 0,29 0,14 0,17 0,28 0,15
GP0O6 0,05 0,14 0,59 0,21 0,10 0,11 0,31 0,04
GPO7 0,00 0,50 0,34 0,33 0,32 0,27 0,09 0,07
GPO8 0,11 0,49 0,33 0,30 0,22 0,18 0,28 0,07
GP09 0,11 0,41 0,47 0,48 0,13 0,29 0,37 0,11
GP10 0,17 0,34 0,30 0,31 0,17 0,21 0,39 0,06
GP11 0,17 0,23 0,00 0,13 0,13 0,47 0,47 0,08
NCP 0,17 0,50 0,36 0,37 0,17 0,38 0,33 0,13

Tab. 3.12: Durchschnittliche Prozentwerte der CD134*/CD45R0™ naiven T-Lymphozyten

bei Patienten und Kontrollpersonen
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3.4 Untersuchungen zur Apoptose bei Autoimmunpatienten

Nach der Charaktierisierung von autoantigenspezifischen T-Zellen im Kontext von
Autoimmunerkrankungen sollte in diesem Teil ein anderer experimenteller
Zugang verwendet werden. Dazu sollte flr separierte PBLs ein Apoptose-
induktionsansatz etabliert werden, der es ermdglicht in T-Zellen den
programmierten Zelltod auszulésen. Diese untergehenden T-Zellen der
verschiedenen Probanden sollten mittels Durchflusszytometrie detektiert und
charakterisiert werden. DarUber hinaus sollten auf diese Weise Differenzen
zwischen den gesunden Probanden und den Patienten mit diversen Erkrankungen
des Immunsystems entdeckt werden. Die bisherigen Erkenntinsse dazu wurden
in 1.1 dargestellt.

In einem ersten Vergleich sollten an gesunden Probanden verschiedene
Reagenzien getestet werden, um in vitro die Induzierbarkeit der Apoptose in T-
Zellen zu charakterisieren.

Danach sollten diese T-Zellen auf verschiedene Oberflachenantigene und die
Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 untersucht werden. AuBerdem
sollten neben den T-Zellen von Kontrollpersonen auch die der Patienten charak-
terisiert und miteinander verglichen werden.

Mit der Eingrenzung auf ein Reagenz und einem Inkubationszeitraum sollten
mehr Versuche zur Charakterisierung der T-Zellen erfolgen. Die Untersuchung
von Blutproben nicht anbehandelter Patienten sollte einen mdglichen Einfluss der
Therapie auf die Ergebnisse ausschliessen.

SchlieBlich sollte Uber die Induktion der Apoptose mittels CD95-Antikdrper
erprobt werden, ob dieser spezifische Ansatz mehr Unterschiede zwischen den

Patienten und den gesunden Probanden erbringen kann.
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3.4.1 Erprobung von fiinf verschiedenen Apoptosestimuli

Das Ziel dieses Vorversuchs sollte sein, an gesunden Probanden flnf
verschiedene Reagenzien auf ihre Fahigkeit auszutesten, die Apoptose in T-Zellen
zu induzieren. Als Grundlage dienten diverse Verdéffentlichungen, in denen in
relativ kurzen Zeitrdumen eine detektierbare Anzahl apoptotischer Leukozyten
gemessen worden sind. Die Wirkungen der einzelnen Reagenzien, soweit sie
bekannt sind, sind in den aufgeflhrten Publikationen erlautert [28; 120; 162;
264]. Die Messung der apoptotischen T-Zellen sollte nur mit Annexin V und PI
erfolgen, da der Schwerpunkt auf die Erprobung der verschiedenen Reagenzien
liegen sollte (siehe 1.4.5).

Methodik: Die Durchfihrung der Versuche, der Farbungen und der Messungen
sind in 2.2.3, die nachfolgende Identifizierung der apoptotischen T-Zellen ist in
2.2.5 beschrieben.

Ergebnisse: Die Abb. 3.30 zeigt die Anzahl Annexin V* T-Zellen nach der
Inkubation der Ansatze mit den finf Stimuli. Nur zwei der finf Reagenzien
bewirken deutliche und zumeist stabile Signale.

In den Ansatzen mit dem Lésungsmittel DMSO wurde nur ein geringer Anstieg
der Annexin V* T-Zellen von 0,1 % bei sofortiger Messung auf 1,4 % nach drei
Tagen Inkubation gemessen.

Ahnliche Mittelwerte konnten infolge der Inkubation der PBLs mit 2-Chloradensin,
Staurosporin oder mit einer Kombination aus PMA/Ionomycin und Methotrexat
gemessen werden. Die errechneten Durchschnittswerte bewegten sich innerhalb
der drei Tage zwischen 0,3 und knapp 2 % apoptotischer T-Zellen. Dieser
detektierbare Anteil lag im Bereich der Kontrollansatze mit DMSO, weshalb hier
von keiner messbaren Induktion des programmierten Zelltods ausgegangen
werden kann.

Ganz andere Ergebnisse erzielten die Inkubationen mit 2-Chloro-2'-deoxy-
adenosin. Bereits nach einem Tag konnten im Ansatz durchschnittlich 5,5 %
Annexin V* T-Zellen gemessen werden, deren Anteil nach zwei Tagen auf 25 und
nach drei Tagen auf 21 % anstieg. Dabei waren jedoch nach drei Tagen
insgesamt nur noch wenige T-Zellen detektierbar, was die hdhere Standard-
abweichung verursachte.

Die Messungen der Ansatze mit 2-Deoxy-D-ribose ergaben erst nach zwei Tagen
eine deutliche Population von 32 % Annexin V* T-Zellen gegenliber dem Mittel-

wert von ca. 1 % nach einem Tag Inkubation. Auch mit diesem Stimulus konnten
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nach drei Tagen weniger apoptotische T-Zellen (20,5 %) gemessen werden,
verbunden mit einer geringeren Gesamtzahl aller detektierbaren T-Zellen.

Die parallel durchgefiihrte Farbung nekrotischer Zellen mit PI ergab nur in
einigen Messungen wenige positive T-Lymphozyten.

Allgemein kann zusammengefasst werden, dass die Inkubation Uber einen
Zeitraum von zwei Tagen ausreicht, um in den Ansatzen zuverlassig apoptotische
T-Lymphozyten nachweisen zu kénnen. Die beiden Stimuli 2-Chloro-2'-deoxy-
adenosin und 2-Deoxy-D-ribose sind flir die Induktion der Apoptose gut
geeignet, wahrend die Gbrigen Reagenzien nur geringe Wirkungen zeigen.

In den nachfolgenden Versuchsreihen sollten die hier erhaltenen Ergebnisse an
den Blutproben von Patienten mit verschiedenen Autoimmunkrankheiten und
gesunden Kontrollpersonen ausgetestet werden. Neben der Identifikation der
apoptotischen T-Zellen sollte auch eine weitergehende und vergleichende

Charakterisierung erfolgen.
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Reagenz-Inkubationsdauer (d)
Abb. 3.30: Annexin V-Signal auf T-Zellen von Kontrollprobanden nach Induktion der

Apoptose (n = 4, CA: 2-Chloradenosin, CdA: 2-Choro-2'-deoxyadenosin, DM:
DMSO, DR: 2-Dexoy-D-ribose, PIM: PMA/Ionomycin/Methotrexat, St: Stauro-

sporin)
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3.4.2 Vergleich von drei Apoptoseinduktoren an T-Zellen von Auto-
immunpatienten und Kontrollpersonen
Als Konsequenz aus den gewonnenen Erkenntnissen der vorhergehenden
Versuchsreihe sollten nur noch drei Stimuli verwendet werden. AuBer 2-Chloro-
2'-deoxyadenosin und 2-Deoxy-D-ribose sollte nochmals Staurosporin an sieben
Kontrollpersonen und finf Patienten mit SLE (3), Sjégren’s Syndrom (1) und APS
(1) ausgetestet werden (siehe 1.1 und 1.4). Die Identifizierung apoptotischer T-
Zellen anhand ihrer Exposition von PS an der Zelloberflache sollte durch die
Messung verschiedener extrazellularer Ceramide und der Detektion des intra-
zellularen Bcl-2 erganzt werden. Auf diese Weise sollte eine detailliertere
Charakterisierung der sterbenden T-Lymphozyten erfolgen und eventuelle Unter-
schiede zwischen den Probanden ermittelt werden.
Methodik: Die Ansatze und die Farbungen wurden gemaB 2.2.3 angepasst. Die
Messungen wurden nach 2.2.5 ausgewertet.
Ergebnisse: In den Abb. 3.31 bis 3.33 wurden die Ergebnisse aller Probanden
und Reagenzien nach einem und zwei Tagen Inkubation dargestellt. Wahrend fir
Annexin V und Bcl-2 teilweise sehr hohe Mittelwerte zu sehen sind, zeigen die
gemessenen Ceramide nur geringe Signale.
Die Messung der PS-Exposition an der Oberflache der T-Zellen Uber Annexin V
erbrachte in den DMSO-Ansatzen eine Steigerung innerhalb der zwei Tage von
0,2 bis 5,2 % (siehe Abb. 3.31). Dabei waren die Mittelwerte der Patienten leicht
hoéher als die der Kontrollpersonen. Die Zugabe von Staurosporin bei allen
Probanden ergab mit Durchschnittswerten von 0,3 bis 3,1 % keine Steigerung im
Anteil Annexin V* T-Zellen.
Dagegen fluhrte die Inkubation mit 2-Chloro-2'-deoxyadenosin bereits nach
einem Tag zu Durchschnittswerten von 9,8 % Annexin V¥ T-Zellen bei den
Kontrollpersonen und ca. 6 % bei den Patienten. Nach zwei Tagen konnten bei
den gesunden und den SLE-Probanden Mittelwerte von 38,5 bzw. 25 %
gemessen werden. Die Einzelwerte vom APS- und Sjégren-Patient waren mit 22
und 14 % noch unter dem Durchschnittswert der SLE-Patienten. Offensichtlich
fuhrt die Inkubation mit 2-Chloro-2'-deoxyadenosin bei den T-Zellen der
gesunden Kontrollen zu einer héheren extrazelluldren Exposition von PS als bei
den T-Zellen der Patienten.
Eine andere Tendenz konnte in den Ansatzen mit 2-Deoxy-D-ribose festgestellt

werden. Bereits nach einem Tag Inkubation wurden bei den gesunden Probanden
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mit durchschnittlich 3,7 % weniger Annexin V* T-Zellen gemessen als bei den
SLE-Patienten mit 6,5 % Anteil. Diese Differenz erhdhte sich nach zwei Tagen
Inkubation auf einen Mittelwert von 27 % bei den Kontrollpersonen und 41 % bei
den SLE-Patienten. Mit einem Prozentwert von 50 konnte der héchste Anteil an
Annexin V* T-Zellen beim Sjogren-Patient bestimmt werden (APS-Patient: ca.
31 %). Die 2-Deoxy-D-ribose induziert offenbar in den T-Zellen der Patienten die
Apoptose wirkungsvoller als in denen der gesunden Kontrollen.

Die intrazelluldare Farbung von Bcl-2 (siehe Abb. 3.31) ergab bereits in der
sofortigen Messung relativ hohe Werte flr alle Probanden (9 -13 % der T-Zellen)
auBer dem APS-Patienten (1,2 %). Die Inkubation der Ansatze mit DMSO alleine
erhohte bereits die Mittelwerte an Bcl-2* T-Zellen erheblich. Nach einem Tag
konnten bei den gesunden Probanden ein Anteil von 37 % und bei den SLE-
Patienten von 63 % bestimmt werden. Diese Durchschnittswerte verringerten
sich leicht nach einem weiteren Tag auf 25 % und 62 %. Einen ahnlichen Verlauf
konnte auch fir den Sjégren-Patienten gemessen werden (39 und 55 %),
wahrend der APS-Patient niedrigere Werte hatte (12 und 43 %).

Im Vergleich mit DMSO konnten in den Staurosporin-Ansatzen weniger T-Zellen
gemessen werden, die Bcl-2 exprimierten. Die Zugabe verursachte bei allen
Probanden einen Anteil von 8 bis 24 % an Bcl-2* T-Zellen nach einem Tag und
von 8 bis 47 % nach zwei Tagen.

Bei den Ubrigen Reagenzien 2-Chloro-2'-deoxyadenosin und 2-Deoxy-D-ribose
ergaben die Messungen nach einem Tag Inkubation deutliche Unterschiede zum
Lésungsmittel DMSO, aber nur geringe Differenzen innerhalb der beiden Stimuli
(Kontrollen und APS: ca. 50%, SLE und Sjégren: ca. 80 % Anteil Bcl-2
exprimierender T-Zellen).

Nach zwei Tagen Inkubation konnten in den Ansatzen mit 2-Chloro-2'-deoxy-
adenosin bei den meisten Probanden ein Absinken der Bcl-2* T-Zellen auf einen
Anteil von ca. 50 % detektiert werden. Nur der Mittelwert der SLE-Patienten war
mit ca. 62 % groBer. Weiterhin waren zwischen den Ansatzen mit 2-Chloro-2'-
deoxyadenosin und DMSO bei allen Probanden bis auf die Kontrollpersonen nur
geringe Unterschiede zu messen.

Ein anderes Bild ergaben die Messung von Bcl-2 in den T-Zellen der Probanden
nach zweitdagiger Inkubation mit 2-Deoxy-D-ribose: AuBer beim Sjoégren-
Patienten (Anteil: 33 %) waren in allen Ubrigen Ansatzen mit diesem Stimulus 86

bis 98 % der T-Zellen positiv flr Bcl-2. Damit verursacht dieses Reagenz nach
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zwei Tagen in fast allen T-Zellen eine deutliche Hochregulation des antiapop-
totischen Proteins Bcl-2.

Ganz im Gegensatz zu den Messungen von AnnexinV und Bcl-2 ergab die
Detektion der Oberflachenceramide CDw17, CD65s, CD77 und Ceramid nur
geringe Prozentwerte (siehe Abb. 3.32 und 3.33). Der Anteil der jeweiligen
positiven T-Zellen wurde in der Regel mit weniger als 1 % unabhangig der
zugegebenen Reagenzien bestimmt. Es kann daher angenommen werden, dass
die Induktion der Apoptose mit den erprobten Reagenzien zu keiner hdheren
Exposition dieser Ceramide auf der Oberflache der T-Zellen flhrt.

Als Fazit kann gezogen werden, dass die Inkubation von PBLs mit 2-Deoxy-D-
ribose oder 2-Chloro-2'-deoxyadenosin zur Induktion der Apoptose in den T-
Zellen geeignet ist. Das Staurosporin dagegen fuhrt in der verwendeten Konzen-
tration zu keinem erhdhten Anteil apoptotischer T-Zellen. Die Bestimmung der
Oberflachenceramide in Kombination mit den verwendeten Reagenzien erbringt
ebenfalls keine messbaren Signale. Eine Inkubation mit 2-Chloro-2'-deoxy-
adenosin Uber zwei Tage fuhrt auch zu einer stark verminderten Anzahl an T-
Zellen, weshalb sich fir diesen Zeitraum die 2-Deoxy-D-ribose besser eignet.

In der nachfolgenden Patientenstudie sollten daher die Ansatze nur noch mit 2-
Deoxy-D-ribose und der Lésungsmittelkontrolle flr zwei Tage inkubiert werden.
Auf die Detektion der Ceramide konnte vorerst verzichtet werden; trotzdem
sollte weiterhin versucht werden, die apoptotischen T-Zellen mit anderen

Methoden zu charakterisieren.
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3.4.3 Induktion der T-Zellen von Autoimmunpatienten und
Kontrollpersonen mit 2-Deoxy-D-ribose
Unter Berlicksichtigung der beiden vorherigen Versuchsreihen sollte in dieser
Studie ein umfassender Vergleich der apoptotischen T-Zellen der Kontrollspender
und der Autoimmunpatienten erfolgen. Die Reduktion auf einen Apoptoseinduktor
und einen Zeitraum sollte die Méglichkeiten der T-Zell-Charakterisierung mittels
Durchflusszytometrie erweitern.
Neben vier Patienten mit Sjégren’s Syndrom und jeweils einem Patienten mit
nicht anbehandelter RA oder Kollagenose sollten auch zwei unterschiedliche
Gruppen innerhalb der Kontrollpersonen gemessen werden. Die Ursache dieser
Unterteilung war die Entdeckung eines Einzelnukleotidpolymorphismus im Gen
des HA-1 im Arbeitskreis. Dieser Polymorphismus hat eine signifikant hdéhere
Frequenz bei den untersuchten Autoimmunpatienten als bei den gesunden
Probanden. Der groBte Teil der Bevdlkerung ist beziglich dieses Polymorphismus
homozygot, es kénnen aber auch gesunde heterozygote Probanden identifiziert
werden.
Methodik: Die Ansatze und die Farbungen wurden nach 2.2.3, die Analyse der
Messungen nach 2.2.5 angepasst.
Ergebnisse: In Abb. 3.34 sind die Ergebnisse der Annexin V-, Bcl-2- und JC-1-
Messungen flr die verschiedenen Probandengruppen dargestellt. Deutliche
Differenzen sind nur vereinzelt festzustellen.
Die Messung des Annexin V-Signals an der Oberflache der T-Zellen erbrachte bei
den sofort gemessenen Ansatzen einen Anteil von 0,3 - 1,8 %, wobei der
Mittelwert der Patienten mit Sjoégren’s Syndrom am hoéchsten lag (siehe
Abb. 3.34). Diese Durchschnittswerte an Annexin V*/CD3* Zellen stiegen in den
Loésungsmittelansdatzen nach 48 h Inkubation auf 1 - 3 % leicht an. Die Zugabe
von 2-Deoxy-D-ribose flihrte nach zwei Tagen bei den homozygoten Kontrollen
zu durchschnittlich 26 % Annexin V* T-Zellen. Fir die heterozygoten Kontrollen
wurden mit durchschnittlich 21,5 % etwas weniger und bei den Patienten mit
Sjogren’s Syndrom mit 34 % mehr Annexin V¥ T-Zellen gemessen. Die Einzel-
werte der beiden anderen Patienten lagen im Bereich der Kontrollen
(Kollagenose-Patient: 25 %) oder darunter (RA-Patient: 15 %). Die PS-
Exposition infolge der Induktion der Apoptose ist bei den T-Zellen gesteigert, die
von Patienten mit Sjoégren’s Syndrom stammen. Die Unterschiede zwischen den

Kontrollgruppen sind hingegen gering.
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Die Bestimmung der Bcl-2-Werte erbrachte schon vor der Inkubation relativ viele
positive T-Zellen (siehe Abb. 3.34). Konnte bereits fir homozygote und hetero-
zygote Kontrollpersonen ein relativ hoher Anteil an Bcl-2* T-Zellen (40 und
47 %) gemessen werden, so wurde bei den Patienten mit Sjégren’s Syndrom ein
héherer Mittelwert (57 %) und bei den Patienten mit Kollagenose (ca. 22 %) und
RA (ca. 28 %) ein geringerer Prozentwert bestimmt. Nach zwei Tagen erhéhten
sich bei allen Gruppen die mittleren Prozentwerte an Bcl-2*/CD3" Zellen. Waren
bei den Ansatzen mit dem Lésungsmittel noch erkennbare Unterschiede zwischen
den Kontrollen (jeweils ca. 67 %) und den Patienten mit Sjégren’s Syndrom
(74 %), Kollagenose (39 %) oder RA (63 %) zu detektieren, verringerten sich
diese in den Ansatzen mit der 2-Dexoy-D-ribose. Hier war interesanterweise der
geringste Anteil an Bcl-2* T-Zellen bei den Sjogren-Patienten (89 %) zu messen,
wahrend fir die Ubrigen Probanden ein Prozentanteil von deutlich Uber 90 %
bestimmt werden konnte. Generell konnten nach der Induktion der Apoptose
zwischen den Gruppen nur geringe Unterschiede detektiert werden.

Eine dritte Charakterisierung apoptotischer T-Zellen erfolgte Uber die Farbung
mit JC-1 (siehe Abb. 3.34). Dieser Farbstoff farbt die intrazelluldaren Mito-
chondrien griin, wenn der Protonengradient Uber der Mitochondrienmembran
infolge der Apoptose oder direkter Schadigungen zusammengebrochen ist [68].
Die sofort gemessenen und JC-1 (grin) gefarbten T-Zellen ergaben bei allen
Gruppen einen Anteil von ca. 30 %, lediglich der Patient mit Kollagenose lag mit
37 % etwas hoher. Diese Mittelwerte veranderten sich nach zwei Tagen in den
Ansatzen mit dem Lésungsmittel nur wenig bis auf den Kollagenose-Patienten
(ca. 19 % JC-1* T-Zellen). Die Inkubation mit dem Stimulus 2-Deoxy-D-ribose
fuhrte zu einem starken Anstieg der nicht vitalen JC-1* T-Zellen, erbrachte
jedoch nur geringe Unterschiede zwischen den beiden Gruppen der Kontroll-
personen (homozygote: 74 % und heterozygote: 69 %). HoOhere Durch-
schnittswerte wurden bei den Patienten mit Sjégren’s Syndrom gemessen
(86,3 %), wahrend die beiden Ubrigen Patienten Werte im Bereich der Kontrollen
(RA: 76 %) oder darunter (Kollagenose: 58 %) hatten. Auch bei dieser Farbung
zeigt sich eine erhdéhte Empfindlichkeit der T-Zellen der Sjdégren-Patienten
gegenuber der 2-Deoxy-D-ribose.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Induktion der Apoptose mit 2-
Deoxy-D-ribose bei den T-Zellen von Patienten mit Sjégren’s Syndrom an der

Oberflache zu einer erhéhten Exposition von PS und in den Zellen zu einer
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starkeren Schadigung der Mitochondrien fuhrt. Die Tatsache, das zwischen den
beiden Kontrollgruppen keine deutlicheren Unterschiede zu finden sind, zeigt,
dass dieser Polymorphismus keinen Einfluss auf die Bereitschaft der T-Zellen zur
Apoptose hat. Die beiden Ubrigen Patientengruppen sind flr eine stichhaltige
Aussage mit nur je einem Vertreter zu klein.

Der Vergleich der Patienten und Kontrollpersonen ergibt in dieser Studie nur
wenige messbare Differenzen. Daher sollte in einer weiteren Versuchsreihe die
unspezifische  Apoptoseinduktion mittels 2-Deoxy-D-ribose durch eine

spezifischere mittels CD95-Antikdrper ersetzt werden.
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3.4.4 Induktion der T-Zellen von Autoimmunpatienten und
Kontrollpersonen mit Anti-CD95
Nachdem die Induktion der Apoptose (ber Chemikalien in den vorherigen
Experimenten keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollpersonen und
Autoimmunpatienten erbracht hatte, sollte in dieser Versuchsreihe ein Vergleich
der Probanden unter spezifischer Apoptoseinduktion erfolgen. Die Leukozyten der
Ansatze sollten dazu mit dem CD95-Antikdérper inkubiert werden, und die
apoptotischen T-Zellen detektiert und charakterisiert werden.
Der Aufbau und die Funktion von CD95 sind unter 1.4.2 beschrieben. Als
Ausgangspunkt sollte das modifizierte Protokoll von M. Bijl et al. verwendet
werden [38]. AuBerdem sollte die Detektion der Ceramide wiederholt werden,
um eventuelle Differenzen zwischen den Probanden feststellen zu kdnnen.
Methodik: Entsprechend den Vorgaben wurden die Inkubationen und Farbungen
angepasst (siehe 2.2.3) und die Auswertung der Messungen nach 2.2.5
durchgefihrt.
Ergebnisse: In den Abb. 3.35 bis 3.37 sind die Ergebnisse der einzelnen
Probandengruppen fir die gemessenen Antigene dargestellt. Dabei zeigen sich
bei einigen Antigenen messbare Unterschiede zwischen den Kollektiven.
Die Durchschnittswerte der Annexin V¥ T-Zellen (siehe Abb. 3.35) ergaben bei
den Kontrollpersonen und den Patienten mit Sjégren’s Syndrom nur zwischen
den sofort und den spater gemessenen Ansatzen einen Anstieg von 0,3 auf 2 bis
5 %; innerhalb der Inkubationen ergaben sich jedoch nur geringe Unterschiede.
Wesentlich deutlichere Differenzen wurden bei den SLE-Patienten gemessen:
Hier stieg der Anteil der Annexin V*/CD3* Zellen von 0,4 auf 8 bzw. 14 % nach
einem Tag und auf 7 bzw. 5 % nach zwei Tagen. Offensichtlich verursacht die
Bindung von Anti-CD95 bei den T-Zellen der SLE-Patienten eine erhdhte
Expostion von PS auf der Oberflache.
Ein umgekehrtes Bild liefert der Vergleich der CD77-Expression zwischen den
Probanden und Ansatzen in Abb. 3.35. Die gemessenen Mittelwerte der
Kontrollpersonen und der Sjégren-Patienten waren nach einem Tag von ca. 0,7
auf ca. 6,5 % im PBS-Ansatz und auf ca. 12 % im Antikdrperansatz gestiegen.
Nach zwei Tagen konnten bei beiden Gruppen nur noch ca. 3 respektive ca. 7 %
CD77* T-Zellen gemessen werden. Dagegen wurden bei den SLE-Patienten mit
0,7 bzw. 8 % nach einem Tag und 1 bzw. 5 % nach zwei Tagen geringere

Expressionen festgestellt. Allgemein zeigen die Ergebnisse einen messbaren
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Anstieg der CD77-Expression auf den T-Zellen aller Probanden nach der
Antikdérpergabe.

Die in Abb. 3.36 dargestellten Durchschnittswerte der CDw17-Messung ergaben
bei den Kontrollpersonen 1,5 - 2 % an positiven T-Zellen, unabhangig von der
Inkubation und des Zeitrahmens. Bei den Sjogren-Patienten konnte nur ein
Unterschied zwischen den sofort gemessenen und den inkubierten T-Zellen
festgestellt werden. Die Werte erh6éhten sich von 0,7 auf ca. 3 % nach einem und
zwei Tagen Inkubation. Fur die SLE-Patienten konnte eine starkere Zunahme der
CDw17" T-Zellen von 0,5 auf ca. 6 % nach einem Tag gemessen werden. Dieser
Anteil verringerte sich nach zwei Tagen auf 3 bis 4 %. Bei CDw17 kann vor allem
bei den Patienten ein Anstieg der positiven T-Zellen im Zeitverlauf festgestellt
werden und dies weitgehend unabhangig vom CD95-Antikérper.

Etwas anders zeigen sich die Mittelwerte der CD65s* T-Zellen (siehe Abb. 3.36):
Die Expression dieses Antigens erhdhte sich nach einem Tag bei allen Probanden
von ca. 0,2 auf 1 bis 3 % im Lésungsmittelansatz und auf ca. 4 % im Antikérper-
ansatz. Die Messungen nach zwei Tagen erbrachten fir die SLE-Patienten mit ca.
5 % CD65s* T-Zellen in beiden Ansatzen mehr Zellen als die Kontrollpersonen
und die Sjogren-Patienten mit jeweils ca. 2 %. Generell wird das Antigen CD65s
auf den T-Zellen schwach exponiert, ohne dass eine Verbindung mit der Zugabe
von Anti-CD95 erkennbar ist.

Die Durchschnittswerte an Bcl-2*/CD3* T-Zellen in Abb. 3.37 zeigen bei allen
drei Kollektiven hauptsachlich zwischen den sofort gemessenen und den
inkubierten Ansatzen erkennbare Differenzen. Die detektierten Mittelwerte der
gesunden Probanden stiegen von 13 % bei sofortiger Messung auf ca. 45 % der
T-Zellen nach einem und zwei Tagen unabhangig von der Antikdrpergabe.
Sowohl bei den Patienten mit Sjégren’s Syndrom als auch mit SLE wiederholte
sich dieser Anstieg. An Bcl-2* T-Zellen wurden fir die Sjégren-Patienten Mittel-
werte von sofort 22 %, nach einem Tag von ca. 55 % und nach zwei Tagen von
ca. 63 % gemessen. Bei den SLE-Patienten wurden mit 31, ca. 65 und ca. 72 %
tendenziell héhere Durchschnittswerte gemessen. Die Ergebnisse zeigen aber,
dass die Zugabe des Antikérpers keine wesentliche Anderung der Expression von
Bcl-2 in den T-Zellen aller Probanden bewirkt.

Die Detektion vitaler T-Zellen Uber die orange JC-1-Fluoreszenz lieferte
Prozentwerte, die relativ unabhdangig vom CD95-Antikbérper mit zunehmender

Inkubationszeit bei allen Probanden abnahmen (siehe Abb. 3.37). Fir die
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Kontrollpersonen konnnte ein Abfall der vitalen T-Zellen von 80 Uber 67 auf
47 % bestimmt werden. Pro Tag konnten somit 20 % weniger vitale T-Zellen
detektiert werden. Die Sjogren-Patientenproben lieferten Durchschnittswerte von
80, 77 und 62 % JC-1 (orange)* T-Zellen. Der wesentliche Unterschied lag
zwischen den ersten und zweiten Tag der Inkubation. Dagegen konnte bei den
SLE-Patienten eine stetige Abnahme der vitalen T-Zellen detektiert werden. Die
Mittelwerte gingen von 93 (ber ca. 70 auf ca. 55% Anteil zurtick. Die Abnahme
der vitalen T-Zellen vollzieht sich mehr infolge der Zeit als der Antikérpergabe.
Zusammenfassend kann man sagen, dass dieser Versuchsansatz zwischen den
gesunden Probanden und den Autoimmunpatienten bezliglich der Exposition von
PS und CDw17 und der Expression von Bcl-2 leichte Differenzen messbar macht.
Generell jedoch zeigen sich alle untersuchten Probanden gegeniber Anti-CD95
eher unempfindlich. Daher sind in den Ansatzen zu wenige apoptotische T-Zellen,
die gemessen und charakterisiert werden kénnen.

In parallel durchgefiihrten Messreihen sollten zusatzlich spezielle Leukozyten des
CD1-Systems identifiziert werden, um auch fir dieses System Unterschiede
zwischen gesunden Kontrollpersonen und Patienten mit Autoimmnukrankheiten

zu finden.
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3.5 Charakterisierung von NK-T-Zellen und Dendritischen Zellen
im CD1-System

In diesem Abschnitt sollten in unabhangigen Messungen zwei wichtige

Leukozytengruppen des CD1-Systems detektiert und verglichen werden. Die

Bedeutung dieses Antigenprasentationssystem liegt in der Initilerung einer

Immunantwort gegen lipophile Antigene, die unter anderem zur Aktivierung von

NK-T-Zellen flhrt (siehe 1.2.3).

Da fiur Autoimmunerkrankungen einige Verbindungen mit dem CD1-System

entdeckt worden waren, sollten in zwei Messreihen die gesunden und erkrankten

Probanden auf ihre potenziellen Differenzen charakterisiert werden.

Eine erste Messreihe sollte den Anteil der NK-T-Zellen an allen T-Lymphozyten

im Vollblut flr die einzelnen Gruppen bestimmen. Sollten NK-T-Zellen an der

Pathogenese der Autoimmunkrankheiten beteiligt sein, kdénnten sich dies in

einem abweichenden prozentualen Anteil niederschlagen.

Eine zweite Untersuchung sollte eine Bestimmung der Absolutzellzahlen an

CD1c* und CD1d" DCs im Vollblut der Probanden beinhalten. Auch fiir diese

Leukozyten ware eine pathogene Funktion denkbar, die sich in veranderten

Werten widerspiegeln kénnte.
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3.5.1 Bestimmung der Frequenz von NK-T-Zellen im Vollblut von
Autoimmunpatienten und Kontrollpersonen

Die Zielsetzung dieser Reihenfarbung sollte die vergleichende Identifizierung von
NK-T-Zellen im

erkrankungen und Kontrollpersonen sein. Den NK-T-Zellen wurde eine groB3e

unbehandelten Vollblut von Patienten mit Autoimmun-
Potenz zur Sekretion von Zytokinen nachgewiesen, und es konnten bei einigen
der angefihrten Erkrankungen Hinweise auf eine Beteiligung der NK-T-Zellen
gefunden werden.

Eine Mdglichkeit NK-T-Zellen zu identifizieren sind die rekombinant hergestellten
CD1d-Moleklle. Die

VerknlUpfung zu einem fluorochromkonjugierten Tetramer lassen ihre Anwendung

Beladung dieser mit «-Galactosylceramid und die
im DFZ zu [37]. Da diese Moleklle nicht verfigbar waren, musste der Nachweis
der NK-T-Zellen Uber Antikérperfarbungen erfolgen (siehe 1.2.3).

Methodik: Die Detektion der Zellen erfolgte gemaB 2.2.2 und die Analyse der
Messungen nach 2.2.5.

Ergebnisse:

einzelnen T-Zellsubpopulationen mit ihren Standardabweichungen.

Die Tab. 3.13 =zeigt die durchschnittlichen Prozentzahlen der

T-Zellsubpopulation Kp. RA SLE APS |SLE/APS

(in=9) |(n=13) | (n=13) | (n=5)| (n=6)
CD3*/CD4* 56,04 72,06 56,74 63,98 59,58
Stdabw 7,94 10,79 12,08 4,22 9,20
CD3*/CD4%/Va24* 0,60 0,62 0,40 0,57 0,49
Stdabw 0,13 0,29 0,11 0,08 0,33
CD3*/CD8" 32,16 22,19 35,14 29,51 32,78
Stdabw 4,19 9,79 9,49 3,66 8,88
CD3%/CD8%/Va24* 0,42 0,51 0,56 0,25 0,35
Stdabw 0,21 0,33 0,37 0,03 0,30
CD3*/CD47/CD8" 6,81 2,58 4,95 3,54 3,35
Stdabw 8,13 1,69 3,83 1,60 1,58
CD3"/CD4/CD8/Va24* 0,05 0,02 0,04 0,04 0,05
Stdabw 0,04 0,02 0,04 0,03 0,07

Tab. 3.13: Prozentwerte der einzelnen T-Zellsubpopulationen (Kp.: Kontrollpersonen)
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Die Messungen der beiden Hauptpopulationen der T-Zellen ergaben flir die RA-
Patienten einen durchschnittlich wesentlich héheren Anteil an Th-Zellen (72 %)
und einen dementsprechend verminderten Anteil an CTLs (22 %). Alle anderen
Gruppen hatten in etwa eine Aufteilung von 60 % Th-Zellen und 30% CTLs. Der
Anteil von Va24* Th-Zellen und CTLs lag bei allen untersuchten Personengruppen
in einem Bereich von 0,3 bis 0,6 % und zeigte keine deutlichen Abweichungen.

In der Subpopulation der doppelnegativen (CD4°/CD8") T-Zellen waren bei den
Kontrollpersonen und den SLE-Patienten hdhere Prozentwerte (6,8 und 5 %)
detektiert worden als bei den Ubrigen Gruppen. Allerdings waren diese auch von
héheren Standardabweichungen begleitet, weshalb bei den doppelnegativen T-
Zellen zwischen den Probanden eher geringe Unterschiede zu erkennen waren.
Die Prozentwerte der NK-T-Zellen (CD3"/CD4/CD8/Vo24%) waren bei allen
gemessenen Blutproben an der Grenze der Nachweisbarkeit. Bei einem durch-
schnittlichen Anteil von 0,02 - 0,05 % ist es nur eingeschrankt madglich diese
seltenen Zellen von Debris, der unspezifisch Antikérper binden kann,
abzugrenzen.

Das Fazit dieser Messreihe ist, dass der Anteil an NK-T-Zellen im Vollblut von
Autoimmunpatienten und Kontrollpersonen sehr gering ist, und keine Unter-
schiede feststellbar sind. Zwar kann nicht ausgeschlossen werden, dass die NK-
T-Zellen in den einzelnen Personengruppen verschiedenen Funktionen oder eine
unterschiedliche Reaktivitdt haben; jedoch machen die geringen Zellzahlen eine
funktionelle Charakterisierung unmaéglich.

In einer letzten nachfolgenden Messreihe sollten die CD1 exprimierenden DCs im

Vollblut nachgewiesen und innerhalb der Probandengruppen verglichen werden.
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3.5.2 Bestimmung der Frequenz von CD1ic* und CD1d*
Dendritischen Zellen im Vollblut von Autoimmunpatienten
und Kontrollpersonen

Die niedrigen Prozentwerte der NK-T-Zellen und die nicht feststellbaren

Unterschiede zwischen den Probanden hatten eine weitere parallele Messreihe

zur Folge. In dieser sollten mit den CD1-exprimierenden DCs die Antagonisten

der NK-T-Zellen und anderer lipidspezifischer T-Zellen im Vollblut der Kontroll-
personen und der Autoimmunpatienten ndher charakterisiert und gezahlt
werden. Der Schwerpunkt der Messungen sollte auf CD1c und CD1d liegen, da
eine Voruntersuchung ergeben hatte, dass die Farbung der Antigene CD1la und

CD1b im Vollblut keine eindeutigen Signale liefert (Daten nicht gezeigt).

Die Annahme war, dass es bei den Patienten zu einer fehlerhaften Induktion

einer Autoimmunantwort Uber CD1-prasentierte lipophile Antigene kommen

kdnnte. Dies kdnnte als chronische Inflammation die Erkrankung herbeiftihren.

Die fatalen Auswirkungen einer mittels DCs falsch oder klnstlich induzierten

Immunreaktion sind beschrieben [235].

Methodik: In 2.2.2 wurde das Vorgehen zur Detektion und Zahlung der Zielzellen

und in 2.2.5 die Auswertung der Messungen beschrieben.

Ergebnisse: In Tab. 3.14 sind die Anzahl der gemessenen Probanden und in

Abb. 3.38 die Absolutzellzahlen der DCs flUr die untersuchten Personen

dargestellt. Die Abbildung zeigt erkennbare Unterschiede zwischen den Kontroll-

personen und den Patienten.

Anzahl Patientengruppe
14 Kontrollpersonen (Kontrollen)
Rheumatiode Arthritis (RA)
4 Primares Antiphospholipid Syndrom (APS)
14 Systemischer Lupus Erythematosus (SLE)
7 Sjégren’s Syndrom (Sjégren)
24 SLE mit sekundarem APS (SLE/APS)

Tab. 3.14: Patientenfallzahlen

Die hdchsten Absolutzahlen konnten bei den Kontrollpersonen gezahlt werden
(siehe Abb. 3.38): An CD1c" DCs wurden ca. 9.500 Zellen pro ml Volllblut und an
CD1d" DCs ca. 9.600 pro ml gezahlt. Neben den fast identischen Zellzahlen
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konnte auch eine relativ gleiche Standardabweichung erechnet werden. Man
kann daher annehmen, dass CD1c und CD1d auf denselben DCs exprimiert wird.
Fir die untersuchten Autoimmunpatienten wurden bei allen Gruppen weniger
CD1c" und CD1d* DCs bestimmt: Die Patienten mit primaren APS (CDi1c":
ca. 7.400 und CD1d™: ca. 8.300) hatten dabei die héchsten Durchschnittswerte
und wurden von den Sjégren-Patienten gefolgt, deren Zellzahlen um etwa 1000
pro ml Volllblut niedriger lagen (CD1c*: ca. 6.600 und CD1d*: ca. 7.400). Ein
weiteres Absinken der DCs wurde bei den SLE-Patienten mit etwa 5.100 an
CD1c* und etwa 6.300 an CD1d" DCs bestimmt. Konnte bei diesen Patienten
auch ein sekunddares APS diagnostiziert werden, sanken die gemessen
Durchschnittswerte fast auf die Hélfte der Kontrollpersonen (CD1c*: ca. 4.600
und CD1d": ca. 5.300). Die niedrigsten Mittelwerte wurden fir die RA-Patienten
mit ca. 3.500 CD1c" und ca. 3.700 CD1d* DCs festgestellt; dies entspricht in
etwa 40 % der Zellzahlen der Kontrollpersonen.

Als Schlussfolgerung kann man ziehen, dass die Absolutzellzahlen der beiden DC-
Gruppen bei den Kontrollpersonen am hdchsten ist. Desweiteren kdnnen bei allen
Probanden etwas mehr CD1d* DCs bestimmt werden. Die Ursache fur die
reduzierten Zellzahlen ist unklar. Eine mdgliche Erklarung dafir ware, dass die

Patienten teilweise unter immunsuppressiver Behandlung stehen.
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patienten und Kontrollpersonen
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4 Diskussion

Die hier vorgestellte Arbeit entwickelt mithilfe der Durchflusszytometrie
Methoden zur in vitro Charakterisierung von Autoimmunerkrankungen und
gewdhrt anhand verschiedener Experimente mit einfachen Vollblutproben neue
Einblicke Uber die Bestimmung der Eigenschaften von autoantigenspezifischen

Th-Zellen und Uber die Analyse des programmierten Zelltods der T-Zellen.

4.1 Stimulationsansatz

Die Etablierung eines Ansatzes zur Aktivierung und Identifizierung von antigen-
spezifischen Th-Zellen in Vollblut mit dem Antigen TT begann mit der Austestung
der Versuchsparameter auf ihre Notwendigkeit hin. Dieser Optimierung folgte die
Erprobung von Methoden zur Steigerung der Detektierbarkeit der antigen-
spezifischen Th-Zellen. SchlieBlich zeigte die Austestung anderer Antigene als TT
und die Optimierung dieser Versuchsparameter die Flexibilitat dieser Methodik.
Der Vergleich der Ergebnisse des transferierten Stimulationsprotokolls zur
Detektion CMV-spezifischer T-Lymphozyten (siehe Tab. 3.1 in 3.1.1) und die
einfache Modifikation des Versuchsansatzes in Form einer Verldngerung der
Stimulationsdauer von 6 auf 26 h (siehe Abb. 3.1 in 3.1.2) zeigt eine deutliche
Zunahme an aktivierten antigenpositiven Th-Zellen. Eine Antikoagulation mit
Zitrat oder EDTA verhindert allerdings die Hochregulation der Aktivierungsmarker
nach Antigengabe. Dies lasst sich damit erkldren, dass beide Antikoagulanzien
das Kalzium aus dem Vollblut weitgehend vollstandig depletieren und damit den
Kalzium-Einstrom bei der Aktivierung der T-Zellen verhindern [410].

Dagegen zeigen die Ansatze mit den unterschiedlichen Blutverdinnungsstufen
keine groBen Abweichungen voneinander (siehe Abb. 3.2 und 3.3 in 3.1.3). Ein
Blutanteil von 10 % fuhrt in fast allen Ansatzen zu keiner erkennbaren Hoch-
regulation der Aktivierungsmarker und ist damit suboptimal. Die Wahl von 33 %
aufgrund des CD25-Signals hatte auch praktische Grinde, da unverdiinntes
Vollblut umstandlicher in seiner Handhabung ist. Auch in anderen Frage-
stellungen mit Vollblutansatzen erweist sich eine Verdinnung als vorteilhafter
[395].

Die Austestung der EDTA-Zugabe vor der Ernte erbrachte keinen Unterschied
zwischen den Proben mit und ohne diesen Chelatbildner (siehe Abb. 3.4 in

3.1.4). Die Uberlegung war, das Kalzium (ber EDTA aus dem Medium zu
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entfernen, um adharente (T-)Zellen von der Kunststoffoberflache des
Reaktionsnapfs abzuldsen. Die Ergebnisse machen deutlich, dass die T-Zellen
nicht adharent sind bzw. der Anteil gering ist.

Mit der Durchfihrung der TT-Stimulationskinetik in 3.1.5 konnte gezeigt werden,
dass die zuerst durchgefiihrte Inkubation Uber 6 h nicht ausreicht, um ein
messbares Signal der Antigene zu erhalten (siehe Abb. 3.5). Offensichtlich
benétigt das System der an der Stimulation beteiligten Leukozyten eine gewisse
Zeit, bis die Aktivierung der Th-Zellen erfolgt und detektierbar ist. Man kann
davon ausgehen, dass der Wendepunkt in der Hochregulation zwischen den
beiden gemessenen Inkubationszeiten von 10 und 22 h liegt. Jedoch kann flr die
CD69* Th-Zellen bereits nach 10 h eine leichte Zunahme gemessen werden, was
dem Charakter dieses friihen Aktivierungsmarkers entspricht.

Die Erprobung von Proteaseinhibitoren zur Steigerung der Detektierbarkeit verlief
fur alle drei verwendeten Inhibitoren (BFA, Bestatin und Aprotinin) letztendlich
erfolglos (siehe Abb. 3.6 bis 3.9 in 3.1.6 bis 3.1.9). Im Fall des BFA kann man
aufgrund seiner vielfaltigen Wirkung auf die Proteinbiosynthese davon ausgehen,
dass dieses Reagenz alle synthetisierten Proteine zurickhalt, die an die
Zelloberflache gelangen sollen [199]. Damit wirde es auch eine erhdhte
Exposition der gemessenen Aktivierungsmarker verhindern. Die kurze Inkuba-
tionsdauer von 4 h erklart den relativ geringen und nur teilweisen Rickgang an
aktivierungsantigenpositiven Th-Zellen in den durchgefiihrten Experimenten.
Auch die Mittelwerte in den Ansatzen des Bestatins zeigen eher eine negative
Auswirkung dieses Hemmstoffes flir Metalloproteasen.

Dagegen ergeben die ersten Ergebnisse bei den Stimulationen in Anwesenheit
des Inhibitors Aprotinin tendenziell einen positiven Effekt. Die Ursache flir das
Verschwinden dieses Effekts in den spateren teilweise nicht dargestellten
Experimenten bleibt unklar.

Auch die Experimente, in denen Vollblutproben mit dem rekonstituierten
Lyophylisat von M. tuberculosis stimuliert wurden, erbrachten keine erfolgreichen
Ergebnisse (siehe Abb. 3.10 und 3.11 in 3.1.10). Eine nachweisbare Hoch-
regulation der Aktivierungsantigene zeigen hauptsachlich die Ansatze mit den in
PBS geldsten Antigenen. Die Durchschnittswerte sind dem TT vergleichbar und es
kann davon ausgegangen werden, dass die Th-Zellen Uberwiegend von den

hydrophilen bakteriellen Proteinen stimuliert werden.
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Die Rekonstitution des Lyophylisats in EtOH denaturiert hingegen diese
hydrophilen Proteine, so dass man von einer Stimulation mit lipophilen Antigenen
ausgehen kann. Die nur gering erhéhten Mittelwerte an lipidspezifischen
antigenpositiven Th-Zellen lassen sich mit ihrer niedrigen Frequenz erklaren.
Dies deckt sich mit den publizierten Generierungen von lipidspezifischen T-
Zellklonen [123; 346]: Erst ein kostimulatorisches Milieu oder eine wochenlange
Inkubationszeit erbringt die gewlinschten Zellen.

Mit DMSO, dem dritten verwendeten Lésungsmittel mit hydrophoben und -philen
Eigenschaften, wurden Ergebnisse erhalten, die zwischen den beiden Extremen
PBS und EtOH liegen und bestatigt die dargestellten Erklarungen. Der
Vollblutansatz ist daher fir die Detektion lipidreaktiver Th-Zellen nicht geeignet.
Dazu kommt, dass eine Impfung gegen Tuberkulose nur einmal im Leben erfolgt,
was wahrscheinlich zu dieser geringen Stimulationsantwort beitragt.

Dagegen verdeutlicht der erfolgreiche Ubergang vom Protein TT auf seine Peptide
die Flexibilitdt des Stimulationsansatzes (siehe Abb. 3.12 in 3.1.11). Das TT
besitzt 1315 Aminosauren und koénnte nach seiner Degradierung in viele
verschiedene Oligomeren theoretisch eine groBe Anzahl von spezifischen Th-
Zellen stimulieren [90]. Eine Inkubation des Vollblutes mit den einzelnen
Peptiden ermdglicht jedoch eine sehr genaue Identifizierung der stimulierenden
Aminosaurenabfolge. Die beiden 20mer TTP1 und TTP2 stellen zwei Epitope dar,
die unter 100 untersuchten Probanden bei 80 respektive 86 Personen die Th-
Zellen stimulieren kdénnen [81]. Allerdings konnte fiir andere Peptide nur bei
einem Teil der Probanden eine Aktivierung der CD4" T-Zellen nachgewiesen
werden [82].

Wahrend das eingesetzte TTP1 ebenfalls zu einer Hochregulation der unter-
suchten Aktivierungsmarker flihrt, zeigt sich bei TTP2 meist nur eine geringe
stimulierende Wirkung. Von den beiden Ubrigen Peptide TTP3 und TTP4 flhrt
besonders TTP3 zur Hochregulation der Aktivierungsmarker auf den Th-Zellen.
An T-Zellklonen konnte gezeigt werden, dass nicht nur die Ldnge und die Enden
die stimulatorischen Eigenschaften der Peptide beeinflusst, sondern auch nur
bestimmte Aminosdaurenabfolgen [311]. Man kann daher annehmen, dass von
den vielen theoretisch prasentierten Epitopen des TT nur ein Bruchteil flr die
Immunreaktion verantwortlich ist. Statt einer Addition von Einzelreaktionen
vieler Epitope in Form verschiedener Peptide, erscheint die Stimulation der Th-

Zellen durch TT eine Addition vieler T-Zellen durch wenige Epitope respektive
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Peptide. Der Befund, dass die Koinkubation von TT und seiner Peptide die
Expression von CD134 und CD154 faktisch inhibiert kann nicht erklart werden.
Das weitere Vorgehen in der Peptidstimulation zeigt, dass flr den vorher-
gehenden Versuchsblock zwar mit mehr als 24 h der richtige Inkubations-
zeitraum gewahlt worden ist, jedoch eine Konzentration von 20 pg/ml zu niedrig
ist (siehe Abb. 3.13 und 3.16 bis 3.19 in 3.1.12 und 3.2.3). Der Grund fur die
relativ _hohe optimale Peptidkonzentration von 40 pg/ml bleibt unbekannt.
Denkbar ware, dass in der Inkubationszeit von mehr als 24 h Degradations-
vorgange einen groBen Teil der Peptidmolekiile zerstéren. Daflir sprechen zwei
Publikationen in der CMV-spezifische CTLs oder Th-Zellen in Vollblut oder
Kulturmedium Uber 6 h mit einer geringeren Konzentration an CMV-Peptiden
(jeweils 0,1 pg/ml) erfolgreich stimuliert werden [154; 279]. Jedoch ist die
aquivalente Menge an Gesamthillprotein des CMV mit 10 pg/ml hdher als die
eingesetzte Menge an TT (5 pug/ml). Auch ist es moglich, dass die Peptide mit
Bestandteilen des Plasmas oder anderen Blutzellen interagieren und auf diese
Weise nicht zu den APZs gelangen und in deren MHC-II eingebaut werden
kénnen.

Vergleicht man die Ergebnisse der gemessenen Aktivierungsantigene, so lassen
diese folgende Schlussfolgerungen zu (siehe 3.1.1 bis 3.2.3): Bei den
gemessenen Zytokinen IFN-y und IL-2 kommt es in den Th-Zellen infolge der
Stimulation mit TT kaum zu einer erhdhten Expression. Ein Vergleich mit dem
CMV-Lysat oder CMV-Peptiden als Stimulus zeigt, dass Th-Zellen generell
Zytokine nach spezifischer Aktivierung exprimieren kénnen [154; 366]. Sollte der
Zeitpunkt der héchsten Expression zwischen 6 und 20 h liegen, ware dies flr
einen Ansatz in der klinischen Routine unbrauchbar. Eine Zugabe des Inhibitors
BFA flir einen langeren Zeitraum als 4 h (beispielsweise Uber Nacht) ist aufgrund
seiner Toxizitat fur die inkubierten Leukozyten problematisch.

Von den detektierten Aktivierungsantigenen erscheint CD25 als der sensitivste
von allen untersuchten. Eine Hochregulation kann bei fast allen gemessenen
Probanden mit den verschiedenen Stimuli beobachtet werden, wobei in den
Versuchsreihen die Standardabweichungen fiir vier Personen zumeist akzeptabel
sind. Andere Studien zeigen, dass die Expression von CD25 nach TT-Stimulation
noch flr Tage detektierbar ist [163].

Das Antigen CD69 erbringt im Vergleich mit CD25 zwar hdhere Anteile an

positiven Th-Zellen, jedoch zeigen die teilweise sehr hohen Standard-
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abweichungen, dass eine Hochregulation nicht bei allen Probanden messbar ist.
Umgekehrt kann auch bei einigen unstimulierten Kontrollansatzen bereits eine
erkennbare antigenpositive Th-Zellsubpopulation identifiziert werden. Dazu
kommen immer wieder CD69* CTLs (beispielsweise in Abb. 3.1), weshalb fir die
Detektion GAD-spezifischer T-Zellen in 3.3 dieses Antigen aufgrund seiner
unzureichenden Verlasslichkeit nicht verwendet wurde.

Die Messungen der Antigene CD71 und CD152 ergaben im Vergleich mit den
anderen Aktivierungsmarkern meist eine geringere Sensitivitat; daher wurde ihre
Farbung und Detektion nach einigen Versuchen gestrichen.

Neben CD25 kann auch CD134 als ein sensitiver Aktivierungsmarker gesehen
werden. Die Mittelwerte an CD134" Th-Zellen sind generell niedriger als die der
CD25" und auch die Standardabweichungen sind hoher. Jedoch kann man bei
diesem Antigen davon ausgehen, dass eher keine als eine unspezifische
Hochregulation erfolgt. Vor allem die Tatsache, dass nach TT-Stimulation keine
CD134"* CTLs gemessen werden, gibt diesem Aktivierungsmarker den Vorzug vor
CD69.

Eine Detektion der Th-Zellstimulation Uber das Antigen CD154 hat den Vorteil,
dass dieser Marker fast ausschlieBlich auf Th-Zellen exprimiert wird. Sein
Nachteil besteht allerdings darin, dass ein groBer Teil der aktivierten Th-Zellen
CD154 exprimiert und intrazellular speichert. Die Charakterisierung der Th-Zellen
als CD154" erfordert ihre vorherige Fixierung/Permeabilisierung und zeigt den
deutlichen Vorteil der sequenziellen Farbung der Aktivierungsantigene gegentber
den Ubrigen Protokollen (siehe Abb. 3.6 in 3.1.6 und 1.2.5.3).

Generell erscheint die Identifizierung der Th-Zellen Gber ihre Negativitat gegen-
Uber CDS8 als sinnvoller, da eine Studie gezeigt hat, wie eine starke Stimulation
dazu fuhrt, dass CD4 herunterreguliert wird, und damit aktivierte Th-Zellen als
CD4" gemessen werden wirden [323]. Dies kann auch flr TT-aktivierte Th-Zellen
nicht ausgeschlossen werden.

Die Entwicklung des Stimulations- und Detektionsprotokolls mithilfe des TT und
seiner Peptide ergibt eine Methode, die in kurzer Zeit und mit relativ wenig
Aufwand durchfiihrbar ist. Eine anschlieBende Uberpriifung sollte kldren, ob die

detektierte Stimulation mit TT spezifisch erfolgt.
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4.2 Spezifitat der Stimulation

Die Anwendung des Stimulationsansatzes an den Blutproben ungeimpfter
Spender und eine genauere Charakterisierung der aktivierten T-Zellen sollte
klaren, ob die Stimulation aufgrund des Antigens und nicht durch sog.
Bystanderaktivierung erfolgt und ob die aktivierten T-Zellen Bestandteil des
Immungedachtnisses sind gemaB der herrschenden Lehrmeinung (siehe 1.3).
Eine Stimulation von Nabelschnurblut mit TT erbringt kaum stimulierte und
antigenpositive T-Zellen (siehe Abb. 3.14 in 3.2.1). Man kann daher annehmen,
dass eine Hochregulation infolge der Aktivierung eine vorherige Auseinander-
setzung mit dem Antigen verlangt. Eine frihere Studie detektiert eine
Immunreaktion der PBLs bei Kindern im Alter von ca. 13 Monaten, die vorher
(z. B. im 2. bis 4. Monat) geimpft worden waren [66]. Dazu kommt der Befund,
dass im Nabelschnurblut fast ausschlieBlich naive T-Zellen vorhanden sind, die
sich erst infolge von Immunisierungen respektive Infektionen zu Memory T-
Zellen entwickeln (siehe Tab. 3.3 in 3.2.1).

Bei erwachsenen Probanden zeigt die Charakterisierung der CD25%, CD134" und
CD154"* T-Zellen, dass die Antigene nach TT-Stimulation auf verschiedenen T-
Zellsubpopulationen erhéht exprimiert werden (siehe Abb. 3.15 in 3.2.2). Der
groBe Teil der antigenpositiven T-Zellen rekrutiert sich aus der Population der
Memory T-Zellen. Vor allem CD134 und CD154 wird fast nur auf den CD45R0* T-
Zellen hochreguliert. Dagegen erfolgt eine erhéhte Expression von CD25 auch
auf naiven T-Zellen. Allerdings spielt die Einteilung der Memory und naiven T-
Zellen mittels CD62L nur eine untergeordnete Rolle. Die Vorstellung, dass CD62L
infolge der Stimulation abgespalten wird, kann in den Ergebnissen nicht bestatigt
werden, da viele antigenpositive T-Zellen CD62L noch besitzen [103]. Generell
jedoch steigt der prozentuale Anteil an CD62L" T-Lymphozyten nach TT-
Stimulation an (siehe Tab. 3.4 in 3.2.2).

Die Identifizierung des Hauptanteils der aktivierten T-Zellen aus dem Memory
Kompartiment entspricht der oben beschriebenen Vorstellung, dass die
Immunantwort auf ein bekanntes Antigen von den CD45R0* T-Lymphozyten
getragen wird. Dabei kann man die Hochregulation von CD134 und CD154 auf
der Oberflache der T-Zellen zur Interaktion dieser mit den B-Zellen fur die
schnelle Bildung von Antikérpern verstehen. Die erhdhte Expression von CD25
auf naiven T-Zellen kann zum einen damit erklart werden, dass in dieser

Population innerhalb der kurzen Zeit eine Aktivierung stattfinden kann. Zum
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anderen wird eine ,Ruckentwicklung® von Memory zu naiven T-Zellen postuliert,
die aber an ihrer Antigenspezifitat nichts andert [388].

Der Vergleich der TTP1-Stimulation mit dem gesamten Protein zeigt beziiglich
der Aufteilung der verschiedenen Subpopulationen nur geringe Differenzen (siehe
Tab. 3.5 in 3.2.3). Offensichtlich sind die Auswirkungen einer Peptidstimulation
auf die Zusammensetzung der T-Zellen geringer. Im Gegensatz zu TT erfolgt bei
TTP1 keine Prozessierung in den APZs, da das Peptid direkt in den MHC-II
eingebaut wird. Somit kann man ebenfalls annehmen, dass eine Kostimulation
zwischen APZs und T-Zellen nur in reduzierter Form stattfinden kann [219; 226].
Eine Untersuchung dazu zeigt, dass antigenspezifische Memory T-Zellen filir eine
Stimulation gleicher H6he weniger auf eine Kostimulation angewiesen sind als die
naiven [69].

Trotz der direkten Beladung des MHC-II mit TTP1 und seiner wenigen Epitope
kdnnen fur die einzelnen Aktivierungsantigene in verschiedenen T-Zellsub-
populationen erhéhte Werte gemessen werden, die im Vergleich mit der TT-
Stimulation niedriger sind (siehe Abb. 3.15 bis 3.19 in 3.2.2 und 3.2.3).
Generell sind fur beide Stimuli die meisten aktivierten T-Zellen im Kompartiment
der Memory T-Zellen zu detektieren. Dabei werden bei den CD62L" Memory T-
Zellen oftmals héhere Prozentwerte an Antigenpositiven gemessen. Innerhalb der
naiven T-Zellen erfolgt eine Hochregulation der gemessenen Aktivierungs-
antigene (oftmals CD25 und CD69) bei beiden Stimuli fast nur innerhalb der
CD62L" Subpopulation. Im einzelnen konnte folgendes beobachtet werden:

Die CD25" T-Zellen verteilen sich vor allem auf die CD62L* Memory und naiven
T-Zellen. Die Prozentwerte reichen mit 1,5 bis 3,0 % in etwa an die Mittelwerte
der TT-stimulierten T-Zellen. Bei beiden Stimulationen ist unter den CD62L
naiven T-Zellen keine Hochregulation zu beobachten. Auch bei der TTP1-
Stimulation erweist sich CD25 als sensitiver Aktivierungsmarker, wenngleich die
Durchschnittswerte im Vergleich mit TT etwas zu hoch erscheinen.

An CD69" T-Zellen kdénnen hauptsachlich CD62L"/CD45R0* Vertreter identifiziert
werden (ca. 2 % nach 24 h). Die Stimulation mit TTP1 ist mit diesem Antigen
bereits nach 6 bis 8 h detektierbar, jedoch sind nach 24 h im Vergleich mit CD25
weniger T-Zellen als CD69* messbar. Eine mogliche Erklérung ist, dass CD69
bereits wieder herunterreguliert wird, und damit der Anteil der positiven T-Zellen
schrumpft. Eine Studie an CTLs zeigt, dass auch bei diesen T-Zellen eine

Hochregulation von CD25 und CD69 im naiven und Memory-Kompartiment nach
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Peptidstimulation detektierbar ist [426]. Der Vergleich der CD69-Expression nach
Stimulation von Vollblut mit dem Lysat des CMV oder mit einzelnen Peptiden
(15mere) in einer weiteren Studie zeigt nach 24 h innerhalb der Th-Zellen
deutlich hdhere Prozentwerte bei den lysatstimulierten Ansatzen [242]. Eine
Hochregulation von CD134 infolge der Stimulation mit TTP1 ist wie mit TT nur bei
den Memory T-Zellen zu messen. Die Mittelwerte des Peptids sind aber deutlich
niedriger als die des gesamten Proteins. Das TT flhrt auch bei einigen naiven T-
Zellen zu einem leichten Anstieg an CD134" Zellen.

Deutlicher sind die Differenzen zwischen der Stimulation mit TT und TTP1 beim
Aktivierungsantigen CD154: Kénnen infolge der TT-Stimulation 1 bis 2 % positive
Memory T-Zellen detektiert werden, so fiuhrt die Inkubation mit TTP1 zu keinem
messbaren Anstieg der CD154" T-Zellen in allen vier Subpopulationen.
Offensichtlich reicht eine Peptidstimulation nicht aus, um die Expression von
CD154 zu erhéhen.

Die Detektion antigenspezifischer T-Zellen ist auBer {ber ihre Aktivierungs-
antigene infolge Stimulation auch mit der Farbung durch peptidbeladene HLA-
Tetramere moglich. Die erfolgte mehrmalige Erprobung von pp65-beladenen
HLA-A2-Tetrameren zur Identifizierung CMV-spezifischer T-Zellen ohne ihre
Aktivierung demonstriert ihre alternative Verwendbarkeit (siehe Abb. 3.20 in
3.2.4).

Der Vergleich der funf Probanden (ein CMV-seronegativer und vier CMV-
seropositive) zeigt fir die seropositiven nahezu eine Halbierung der CTLs in
CD57" und CD57°. Der Befund, dass so gut wie keine CD57" CTLs beim sero-
negativen Probanden Nr. 3 gemessen werden kdénnen, legen nahe, dass keine
chronischen Infektionen mit CMV erfolgt sind. Allerdings kénnen pro pl Vollblut
insgesamt 5 CTLs detektiert werden, die Tetramer* sind. Generell jedoch ist die
Gesamtzahl der Tetramer® CTLs bei den vier seropositiven Probanden immer
héher (6 - 15). Die unspezifische Bindung der Tetrameren beim seronegativen
Probanden kann damit erklart werden, dass diese auch mit CTLs interagieren
kdnnen, die spezifisch fur ein dem pp65 ahnliches Peptid sind. Eine andere
Untersuchung erbringt unter seropositiven und gesunden Probanden Werte von
0,1 bis 50 Tetramer® CTLs pro ul Vollblut, wahrend unter den seronegativen
Kontrollpersonen weitgehend Tetramer™ CTLs detektiert werden [130].

Ein abschlieBender Vergleich des etablierten Stimulationsprotokolls mit anderen

Methodiken zur Detektion aktivierter antigenspezifischer T-Lymphozyten zeigt die
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deutlichen Vorteile: Im Gegensatz zu den beschriebenen HLA-Tetrameren,
werden mit den antigenpostiven T-Zellen tatsachlich aktivierte und nicht
potenziell aktivierbare identifiziert. Dartiber hinaus muss flir die Anwendung der
HLA-Tetrameren der HLA-Typ des Probanden und das erkannte Peptid bekannt
sein, was beim Stimulationsprotokoll entfallen kann [10].

Auch die verschiedenen Protokolle zur Detektion einer Proliferation der T-Zellen
nach Aktivierung mit fluoreszenten oder radioaktiven Substanzen bendétigen
einen vergleichsweisen hoéheren Einsatz an Materialien und Aufwand. Sie sind
wesentlich  unempflindlicher und ermdglichen teilweise keine weitere
Charakterisierung der antigenspezifischen T-Zellen [13; 76; 154]. Die Detektion
einer Aktivierung mittels ELISPOT hat ebenfalls mehr Nachteile, da die T-Zellen
vorher separiert werden muissen und die Auswertung deutlich mehr Zeit benétigt
[72].

Aus den genannten Grinden wurden die GAD-spezifischen T-Zellen in der
folgenden Pilotstudie mit dem Stimulationsprotokoll tber ihre Antigenexpression
nach Aktivierung mit GAD-Peptiden detektiert.

4.3 GAD-Reaktivitat

Mit dem Ubergang von Peptiden des TT auf die der GAD konnte demonstriert
werden, dass der etablierte Stimulationsansatz auch fir die Identifizierung von
autoantigenspezifischen T-Zellen geeignet ist. Nach einer erfolgreichen
Austestung verschiedener Stimulationszeitraumen, wurde auch fur diese
Aufgabenstellung die Spezifitat der Stimulation Uberpruift.

Die Ergebnisse zeigen flr die drei zuerst untersuchten Aktivierungsantigene
CD25, IFN-y und IL-10 teilweise deutlich abgegrenzte Hochregulationen (siehe
Abb. 3.21 bis 3.26 in 3.3.1). Zwar werden die T-Zellen nicht direkt tUber CD3
identifiziert, jedoch betragt der Anteil innerhalb der abgegrenzten Lymphozyten
ca. 70 %. Jedoch kdénnen einige Ergebnisse nach der Wiederaufnahme der
Farbung der T-Lymphozyten nicht wiederholt werden (siehe Abb. 3.27 bis 3.29 in
3.3.2). Dies kann damit erklart werden, dass offenbar unter den Lymphozyten
auch andere stimulierte Zelltypen (z. B. NK-Zellen) gemessen und analysiert
werden.

Die Inkubation mit den GAD-Peptiden bewirkt vor allem auf den CD4*
Lymphozyten eine Hochregulation von CD25. Dies deckt sich mit den vorherigen

Stimulationen mit TTP1, die hauptsachlich bei Th-Zellen detektiert wurde. Eine
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Aktivierung von GAD-spezifischen CD4" CTLs, die ebenfalls beschrieben worden
sind, kann anhand von CD25 nur in geringen Umfang nachgewiesen werden
[297]. Darlber hinaus kann diese Antwort auf CD45RA* und CD45RA
Lymphozyten gemessen werden. Die eindeutige Identifizierung der T-Zellen
bestatigt die Hochregulation von CD25 bei naiven und Memory T-Zellen infolge
der Stimulation mit GAD-Peptiden. Die hohen Werte an CD25" Zellen werden in
den nachfolgenden Messreihen nicht mehr gemessen, was darauf hindeutet, dass
diese Peptide andere Leukozyten stark stimuliert hat. Die beiden Kontrollpeptide
TTP1 und NCP erbringen die gewlnschten Mittelwerte infolge einer Stimulation
oder Nichtstimulation, wobei TTP1 nach einem und nach drei Tagen &hnliche
Durchschnittswerte erbringt (vergleiche 3.3.1 mit 3.2.3). Der Vergleich der
beiden Messreihen zeigt fir CD25 und flr die Ubrigen Aktivierungsmarker, dass
auf eine Farbung der T-Zellen mit Anti-CD3 nicht verzichtet werden kann.

Die Messung der Expression von IFN-y erbringt in der ersten Messreihe bei allen
vier Lymphozytenpopulationen (CD4*" und CD45RA*") fiir GP04 und GPOS8 ein
deutliches Signal. Diese dem CD25 analoge Hochregulation verschwindet infolge
der eindeutigen Identifizierung der T-Lymphozyten, was vermutlich daran liegt,
dass auch IFN-y von anderen Leukozyten sehr stark hochreguliert werden kann.
Die Werte fir NCP lassen vor allem am vierten Tag eine spezifische Stimulation
und Expression von IFN-y zweifelhaft erscheinen.

Die Substitution von IL-10 durch CD134 macht aufgrund der Ergebnisse Sinn.
Das Zusammentreten von IL-10* und CD4* respektive CD45RA* Lymphozyten im
Vergleich mit den negativen Populationen erheben den Verdacht einer
unspezifischen Bindung des Antikdérpers. Darlber hinaus erscheinen die
Mittelwerte von IL-10 mit Blick auf den NCP-Ansatz eher zufalliger Natur. Die
Messung von CD134 detektiert ein Antigen, das infolge der Peptidstimulation
nicht sehr deutlich und fast nur bei Memory T-Zellen hochreguliert wird;
allerdings kann hier eher von einer spezifischen Stimulation ausgegangen
werden. Auch bei CD134 werden nach drei Tagen TTP1-Stimulation nicht
wesentlich mehr positive T-Lymphozyten (ca. 1 %) detektiert als nach einem Tag
(vergleiche 3.3.2 und 3.2.3).

Die Eingrenzung auf zwei Aktivierungsmarker und die Einteilung der T-Zellen in
naive und Memory Subpopulation ermdéglicht in Verbindung mit der durch-
gefihrten Bestimmung des HLA-Typs eine weitgehend vollstandige Beurteilung
der Spezifitat der Stimulation (siehe Tab. 3.6 bis 3.12 in 3.3.3). Allerdings kann
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nicht ausgeschlossen werden, dass die Peptide an weitere als den angegebenen
HLA-Typen binden kénnen [248].

Fir die beiden Kontrollpeptide liegen die Einzelwerte in den erwarteten
Bereichen: Das TTP1 bindet wie einige andere TT-Peptide an verschiedene HLA-
Typen, weshalb der Einsatz als Kontrolle der Stimulierbarkeit gerechtfertigt ist
[82; 298]. Bei sieben der acht Probanden kann die Stimulation anhand der
Hochregulation von CD25 und nur bei einem Probanden anhand CD134" T-Zellen
detektiert werden, was den bisherigen Erfahrungen entspricht. Die Einzelwerte
der NCP-Inkubation liegen teilweise nahe der Positivgrenze von 0,8 %.
Offensichtlich steigt nach drei Tagen Inkubation auch die unspezifische
Hochregulation der Antigene, was einen langeren Zeitrahmen verbietet.

Auffallig ist, dass der GroBteil an nicht erwarteten aktivierten T-Zellen bei beiden
Personengruppen flir das GP01 ermittelt wurden. Mdéglicherweise wird GP01 von
weiteren HLA-Typen prasentiert, oder es hat eine ahnliche Sequenz wie das
Peptid eines haufigen Antigens. Im Fall einer Routineanwendung sollte dieses
Peptid nicht herangezogen werden.

Die Ergebnisse des GP02 missen vor dem Hintergrund eines Sequenzfehlers
gesehen werden. Die in 7 rot markierte Aminosaure liegt jedoch nahe am Anfang
des Peptids und stellt mit Isoleucin statt Leucin keine deutliche Abweichung von
der Originalsequenz der GAD dar. Ein Einfluss auf die Stimulationsfahigkeit des
Peptids kann nur schwer eingeschatzt werden. In einer anderen Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass die Sequenz der GAD-Peptide fur ihre
Stimulationspotenz wichtig ist [160].

Die Inkubation mit den Ubrigen GAD-Peptiden GP03 bis GP11 erbringt mit 16
HLA-kompatiblen und erfolgten und sieben nicht HLA-kompatiblen aber erfolgten
Hochregulationen von CD25 wund/oder CD134 (berwiegend korrekte
Stimulationen. Ganz eindeutig Uberwiegt jedoch die Zahl der mit den HLA-Allelen
kompatiblen aber nicht erfolgten Stimulationen vor allem innerhalb der CD134*
T-Zellen. Eine Erklarung fiur den Befund, dass innerhalb der Kontrollpersonen die
meisten nicht erwarteten aber erfolgten Antworten bei den Memory T-Zellen und
bei den Patienten unter den naiven T-Zellen gemessen werden, kann nicht
gegeben werden.

Der Vergleich mit den Publikationen anderer Arbeitsgruppen erbringt auch bei
diesen eine Stimulierbarkeit von Leukozyten der Patienten und Kontrollpersonen

mit den Peptiden der GAD. Allerdings erfolgt in diesen Arbeiten entweder eine
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Generierung peptidspezifischer T-Zelllinien oder eine Detektion der Aktivierung
mittels Proliferationsansatz. In beiden Fallen werden die PBMCs oder T-Zellen
wesentlich langer inkubiert als drei Tage und teilweise mit Zytokinen
kostimuliert, was die Vergleichbarkeit mit dem vorgestellten Vollblutansatz
nahezu unmaoglich macht [94; 95; 369].

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Stimulationsansatz geeignet ist,
GAD-reaktive T-Zellen in Vollblut zu detektieren. Der Umstand, dass sowohl bei
Diabetes-Patienten als auch bei gesunden Probanden GAD-spezifische T-Zellen
nachgewiesen werden koénnen, beweist, dass ihre reine Anwesenheit nicht
ursachlich flir den Diabetes Typ I ist. Weitere Hinweise auf die tatsachliche
Ursache fir die Induktion dieser Erkrankung (Kostimulation und Expansion der
GAD-spezifischen T-Zellen Uber eine kritische Grenze, gestdérte Eliminierung

aktivierter T-Zellen, etc.) geben die erhaltenen Ergebnisse allerdings nicht.

4.4 Apoptoseinduktionsansatz

Aufgrund der unbefriedigenden Resultate mit der Identifizierung autoantigen-
spezifischer T-Zellen ({ber den Stimulationsansatz wurde ein anderer
experimenteller Zugang erstellt. In den Versuchsreihen wurde getestet, ob sich
an T-Lymphozyten aus dem Blut von Patienten mit Autoimmunerkrankungen
Unterschiede im Apoptoseverhalten nachweisen lassen.

Die Austestung verschiedener Reagenzien zur Induktion der Apoptose zeigt
deutlich, dass nur ein Teil der verwendeten Chemikalien flr Ansdtze mit
separierten PBLs funktioniert (siehe Abb. 3.30 und 3.31 in 3.4.1 und 3.4.2).
Bereits die alleinige Zugabe des Loésungsmittels DMSO in Verbindung mit der
spontanen Apoptose flhrt zu einem Anteil Annexin V* T-Zellen, der bei einigen
induzierten Ansatzen nicht erhalten wird. Das DMSO wirkt in ho6heren
Konzentrationen zytotoxisch, weshalb bei einer Inkubationsdauer von bis zu drei
Tagen versucht wurde, die eingesetzte Menge zu minimieren [391]. Trotzdem
werden Mittelwerte von bis zu 10 % Annexin V* T-Zellen erreicht. Aufgrund der
Anpassung der Inkubationen kann das DMSO in spateren Messreihen durch
Wasser respektive PBS ersetzt werden, was einen geringeren Anteil an
apoptotischen T-Zellen in den Kontrollansatzen zur Folge hat (siehe Abb. 3.34
und 3.35in 3.4.2).

Eine Induktion der Apoptose mittels Staurosporin gelingt mit der publizierten

Konzentration nicht [162]. Die Mittelwerte an PS-exponierenden T-Lymphozyten
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liegen lediglich im Bereich der DMSO-Ansatze. Eine mdgliche Erklarung ist, dass
in den angesetzten Kulturen im Gegensatz zur Verdffentlichung auch
Granulozyten vorhanden sind, die die Wirkung des Reagenz beintrachtigen
kdonnten.

Ahnliches gilt fiir die Induktion der Apoptose durch Methotrexat in
PMA/Ionomycin-aktivierten T-Zellen: Die hohen Werte an detektierten
apoptotischen PBLs in der Veroffentlichung von L. Genestier et al. kbnnen mit
dem urspringlichen und einem modifizierten Protokoll nicht erhalten werden
[120]. Aufgrund seiner relativ umstandlichen Methodik erscheint diese
Vorgehensweise zur Generierung apoptotischer T-Lymphozyten ohnehin eher
ungeeignet.

Eine Inkubation der separierten PBLs mit 2-Chloradenosin erbringt innerhalb der
drei Inkubationstage im Vergleich zum DMSO-Ansatz mehr Annexin V¥ T-
Lymphozyten, jedoch sind die Mittelwerte von unter 5 % zu niedrig. Die Vorgabe
einer deutlich messbaren apoptotischen T-Zellsubpopulation kann mit diesem
Ansatz nicht erreicht werden. Das Originalprotokoll verwendet PBLs ohne
Granulozyten und erhalt mit 20 bis 50 % deutlich mehr apoptotische Leukozyten
[28]. Wie bei den vorherigen Ansatzen kann man eine negative Auswirkung der
Granulozyten auf die apoptotische Potenz des 2-Chloradenosins vermuten.

Die gleiche Publikation von D. Barbieri et al. verwendet auch 2-Chloro-2'-deoxy-
adenosin, das im Gegensatz zu 2-Chloradenosin bereits nach einem Tag erfolg-
reich apoptotische T-Zellen generieren kann. Zwar sind die erhaltenen
Mittelwerte von 20 - 40 % an Annexin V' T-Zellen geringer als die der Veroffent-
lichung, jedoch genligt dies fur das Ziel einer stabil generierten T-
Zellsubpopulation [28]. Der Nachteil des 2-Chloro-2'-deoxyadenosins ist, dass es
bereits nach zwei Tagen zu einer starken Abnahme detektierbarer T-
Lymphozyten fihrt. Aus diesem Grund wurde fur die nachfolgende Reihen-
untersuchung das Reagenz 2-Deoxy-D-ribose gewahlt.

Der Einsatz von 2-Deoxy-D-ribose zur Generierung apoptotischer T-Zellen
erbringt nach zwei Tagen einen relativ konstanten Anteil von ca. 30 %
Annexin V*/CD3" Zellen (siehe Abb. 3.30, 3.31 und 3.34 in 3.4.1, 3.4.2 und
3.4.3). Ein Vergleich mit den Ergebnissen einer anderen Studie zeigt, dass diese
Werte in einem realistischen Bereich liegen, auch wenn die Detektion der
apoptotischen T-Zellen auf andere Weise erfolgt [264]. Ein weiteres gewichtiges

Argument flr 2-Deoxy-D-ribose als Induktor ergibt sich aus dem Befund, dass
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die Apoptose Uber oxidativen Stress ausgeldést wird [200]. Dieser oxidative
Stress wiederum verhindert die Phagozytose der apoptotischen Leukozyten durch
Makrophagen [12]. Damit kann angenommen werden, dass eine Verfalschung
der Werte Uber die normalerweise stattfindende Entfernung PS-exponierender T-
Zellen weitgehend verhindert wird (siehe 1.4.5).

Die vergleichende Induktion der Apoptose in den PBLs von Kontrollpersonen,
SLE- und Sjogren-Patienten ergibt fir die T-Zellen der Autoimmunpatienten eine
héhere Empfindlichkeit gegentiber dem oxidativen Stress (siehe Abb. 3.31 und
3.34 in 3.4.2 und 3.4.3). Dies deckt sich mit einer Publikation in der die
Apoptose uUber H,0, induziert wird [121]. Bereits nach 16 h Inkubation ist der
Anteil nekrotischer T-Lymphozyten bei den gemessenen Proben von SLE-
Patienten doppelt so hoch wie bei den parallel angesetzen Proben von
Kontrollpersonen oder RA-Patienten. Umgekehrt kann bei SLE-Patienten der von
A. Perniok et al. publizierte erhéhte Anteil Annexin V* T-Lymphozyten (ca. 12 %)
bei separierten und unbehandelten PBLs nicht bestdtigt werden [301]. Der Grund
fir diesen hohen Mittelwert wird darin gesehen, dass die T-Zellen protokoll-
bedingt mit Ficoll in Kontakt kommen, was bei den Proben der SLE-Patienten die
Apoptose induziert.

Die ebenfalls durchgeflihrte Messung der intrazelluldaren Expression von Bcl-2
erbringt auch flr dieses antiapoptotische Protein erhéhte Werte bei SLE- und
Sjogren-Patienten im Vergleich mit den gesunden Probanden (siehe Abb. 3.31
und 3.34 in 3.4.2 und 3.4.3). Die ursprunglich beschriebene gleiche Bcl-2-
Expression bei unbehandelten Leukozyten von SLE-Patienten und gesunden
Probanden wurde bereits spater berichtigt [129; 320]. Auch bei unbehandelten
T-Lymphozyten von Patienten mit Sjogren’s Syndrom ist eine erhéhte Expression
von Bcl-2 beschrieben, was sich prinzipiell mit den erhaltenen Ergebnissen deckt
(siehe Abb. 3.34 und [283]). Die Inkubation der T-Zellen lGber einen oder zwei
Tage mit dem Loésungsmittel oder den Apoptoseinduktoren bewirkt bei einem
GroBteil der T-Zellen eine Expression von Bcl-2 mit der Folge einer Anndaherung
der Mittelwerte der verschiedenen Probanden. Daher ist der Aussagewert dieser
Messungen eher geringer einzustufen als die Messung mit Annexin V.

Eine weitere Charakterisierung der apoptotischen T-Zellen erbringt mit der
Detektion verschiedener Ceramide an der Oberflache keine stabilen Signale
unabhangig von Inkubation oder Proband (siehe Abb. 3.32 und 3.33 in 3.4.2).



Diskussion Seite 187

Dagegen zeigt die Messung des Protonengradienten Uber der Mitochondrien-
membran mittels JC-1 einen deutlichen Anstieg der grinen Fluoreszenz dieses
Farbstoffs infolge der Inkubation mit 2-Deoxy-D-ribose bei allen Proben (siehe
Abb. 3.34 in 3.4.3 und [334]). Jedoch erscheinen die Mittelwerte der unbehan-
delten T-Zellen relativ hoch und zwischen den gesunden Probanden und den
Patienten mit Sjégren’s Syndrom kann nur eine leichte Zunahme gemessen
werden. Diese Zunahme ist auch flir SLE-Patienten beschrieben worden [121].
Eine Induktion des programmierten Zelltods mittels CD95-Antikérper erbringt im
Vergleich mit den Chemikalien nur eine geringe Anzahl an Annexin V* T-Zellen
(siehe Abb. 3.35 in 3.4.4 und [338]). Aufgrund dessen sind alle Aussagen relativ
zu sehen. Der Vergleich der Probandengruppen zeigt trotzdem, dass nach einem
Tag Antikérpergabe etwas mehr apoptotische T-Zellen bei den Autoimmun-
patienten gemessen werden kann. Dies ist fir SLE- und Sjogren-Patienten
beschrieben [38; 423]. Allerdings ist die Gruppe der SLE-Patienten mit nur zwei
Personen flr verlassliche Aussagen zu klein.

Die Messung von Bcl-2 erbringt auch bei der Induktion Uber Anti-CD95 fur die
Patienten hdhere Durchschnittswerte. Jedoch zeigt sich, dass die Expression
relativ unabhangig von der Gabe des Antikdrpers ist, was sich wiederum mit den
geringen Werten Annexin V* T-Zellen deckt (siehe Abb. 3.35 und 3.37 in 3.4.4).
Fur die Messung der Vitalitdt der T-Zellen durch JC-1 gelten die gleichen
Schlussfolgerungen.

Bei den Ergebnissen der gemessenen Ceramide CDw17, CD65s und CD77 kann
nur flir die CD77-Exposition ein Anstieg infolge der Antikérpergabe gezeigt
werden. Ein Zusammenhang zwischen dem programmierten Zelltod und diesen
Ceramiden ist bisher nur flir CD77 auf B-Zellen beschrieben [244].

Die verschiedenen Apoptose-Induktionsansatze erbringen vor allem bei der
Detektion von PS an der Oberflache der T-Zellen messbare Unterschiede. Dabei
zeigt sich, dass die Bereitschaft der T-Lymphozyten in Apoptose zu gehen in
Kombination mit einer Autoimmunerkrankung messbar erhoht ist. Dies
bestatigen die anderen untersuchten Apoptoseparameter bei geringeren

Differenzen.
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4.5 CD1-relevante Leukozyten

Gleichzeitig zu den Untersuchungen zum Apoptoseverhalten der T-Zellen wurden
in den gemessenen Proben Leukozyten detektiert, die entweder auf CD1d reaktiv
sind, oder dieses Antigen an der Oberflache exprimieren.

Die erhaltenen prozentualen Mittelwerte an CD1ld-reaktiven NK-T-Zellen im
Vollblut von gesunden und erkrankten Probanden zeigen aufgrud ihrer geringen
Anzahl kaum Unterschiede (siehe Tab. 3.13 in 3.5.1). Eine genauere
Untersuchung von S. Kojo et al. ergibt fir 1 ml Vollblut eine Zellzahl von etwa
300 NK-T-Zellen bei gesunden Probanden und etwa 50 bei SLE- oder RA-
Patienten [203]. Mit einer durchschnittlichen Lymphozytenzahl von 3 Millionen
pro ml Vollblut errechnen sich aus den gemessenen Prozentwerten flr die
gesunden Probanden 1.500, fur die RA-Patienten 600 und flr die SLE-Patienten
1.200 NK-T-Zellen. Dieser Vergleich zeigt den verfélschenden Einfluss des Debris
bei seltenen Signalen wahrend der Messung.

Auch die Bestimmung der Absolutzahlen von CD1c* und CD1d* DCs erbringt flr
die Autoimmunpatienten niedrigere Mittelwerte (siehe Abb. 3.38 in 3.5.2). Die
etwa gleich hohen Werte fur CD1c* und CD1d* DCs konnten in einer spateren
Messreihe damit erklart werde, dass die DCs entweder beide Antigene oder
keines exprimieren (Daten nicht gezeigt). Eine Publikation von Y. Ozaki et al.
bestatigt die gemessenen Unterschiede von Kontrollpersonen und Patienten mit
Sjogren’s Syndrom. Sowohl bei allen DCs als auch bei den CD1c* DCs sind die
Werte der Patienten niedriger (10.810 und 3.300 pro ml Vollblut) gegenlber den
gesunden Probanden (19.173 und 10.777 pro ml Vollblut), was sich teilweise mit
den eigenen Ergebnissen gut deckt (vergleiche [292] und Abb. 3.38).

Eine Beteiligung von NK-T-Zellen und CD1* DCs an der Pathogenese der
untersuchten Autoimmunerkrankungen wird fir maoglich gehalten, jedoch ist
nicht geklart ob die jeweils reduzierte Absolutzahl damit im Zusammenhang

steht. Hier sind weitergehende Untersuchungen erforderlich.
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5 Zusammenfassung

Autoimmunerkrankungen stellen im Wechselspiel von antigenprasentierenden
Zellen und T-Zellen eine antigenspezifische Stérung der T-Zellaktivierung bei
einer gleichzeitigen Abweichung der Modulation des Uberlebens der T-Zellen im
Rahmen der Apoptoseregulation dar. Das Ziel dieser Arbeit war zum einen die
Identifizierung und Charakterisierung antigenspezifischer T-Zellen mithilfe eines
Vollblutstimulationsansatzes. Dariber hinaus wurden Unterschiede zwischen
gesunden Personen und Autoimmunpatienten bezliglich der Apoptose ihrer
peripheren T-Lymphozyten und der Frequenz ihrer CD1-reaktiven respektive

ihrer CD1-exprimierenden Leukozyten untersucht.

Es konnte ein Modellsystem etabliert werden, bei dem in Vollblut die Aktivierung
der T-Lymphozyten durch den Stimulus Tetanustoxoid (TT) Uber die Hoch-
regulation von bestimmten Aktivierungsantigenen im Durchflusszytometer
gemessen wird. Die Optimierung der Versuchsparameter (Lithium-Heparin als
Antikoagulanz, Verdinnung mit 66 % Medium, Zellernte ohne EDTA, Inkubation
fir mindestens 22 h) und der Detektion dieser TT-aktivierten T-Zellen
(sequenzielle Farbung der Aktivierungsmarker CD25, CD69, CD134 und CD154)
ergab mit 1 bis 3 % positiver T-Lymphozyten eine spezifische und reprodu-
zierbare Antwort in Form einer abgesetzten Subpopulation. Eine vergleichende
Inhibierung der Sekretion bzw. Degradation mit den Reagenzien Brefeldin A,
Bestatin oder Aprotinin fiihrte zu keiner Steigerung in der Detektion der Antigen-
expression.

Dagegen konnten bereits mit einzelnen Peptiden des TT ohne zusatzliche
Kostimulation aktivierte T-Zellen gemessen werden. Die Parameter dieser Peptid-
stimulation wurden ebenfalls ausgetestet und optimiert (40 pg/ml Peptid-
konzentration, mindestens 24 h Inkubation).

Eine weitergehende Charakterisierung der vom TT oder seinem Peptid aktivierten
T-Lymphozyten erbrachte fur diese hauptsachlich den Memory-Phanotyp und
bestatigte die Vorstellung einer vom Immungeddchtnis getragenen Reaktion.
Dies demonstrierte auch die Austestung des Ansatzes an Vollblutproben
ungeimpfter Probanden (Nabelschnurblut) in Form eines Mangels an

aktivierungsantigenpositiven T-Zellen.
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Nach der Etablierung des Vollblutansatzes zur Detektion TT-spezifischer T-Zellen
erfolgte seine Anwendung als einfache und schnelle Methodik zur Identifizierung
Glutaminsauredecarboxylase (GAD)-reaktiver T-Lymphozyten flr einen mog-
lichen Einsatz in der klinischen Routine. Den GAD-spezifischen T-Zellen wird eine
entscheidende Rolle an der Induktion und Exekution der Diabetes Typ I-
verursachenden Autoimmunreaktion gegen die GAD- und Insulinproduzierenden
p-Zellen des Pankreas zugewiesen. Die Identifikation aktivierter T-Zellen (0,5 -
1,5 %) gelang Uber den Stimulationsansatz mit den einzelnen GAD-Peptiden
bereits nach 72 h Inkubation. Eine nachfolgende Pilotstudie mit den Blutproben
von gesunden Probanden und Diabetes Typ I-Patienten zeigte zum einen, dass
unter den aktivierten T-Zellen der Anteil CD25-exprimierender T-Zellen Uberwog,
wahrend mit dem Antigen CD134 nur geringe Stimulationen festgestellt werden
konnten. Andererseits gelang der Nachweis von GAD-reaktiven T-Zellen im
Vollblut beider Gruppen unabhangig vom Diabetes mellitus Typ I, was sich mit

den Ergebnissen weiterer Arbeitsgruppen deckt.

Die Induktion der Apoptose (z. B. Uber CD95) in T-Zellen ist ein regulatorischer
Gegenpart zur Begrenzung ihrer Aktivierung. Mithilfe eines etablierten Ansatzes
zur Induktion der Apoptose in T-Lymphozyten wurde untersucht, ob bei
Autoimmunerkrankungen eine Stérung nachweisbar ist. Die Inkubation mit 2-
Deoxy-D-ribose erwies sich dabei als optimal (1,34 mg/ml Konzentration,
Inkubation flr 48 h), und es konnte demonstriert werden, dass die Apoptose in
T-Zellen von Patienten mit Sjégren’s Syndrom oder SLE im Vergleich mit
gesunden Probanden leichter induziert werden kann. Diese Differenzen zwischen
den Probandengruppen konnten auch Uber einen CD95-Antikérper als Apoptose-

induktor in geringerem AusmaB analog publizierter Daten gefunden werden.

Parallel erfolgte fir die untersuchten Blutproben der Autoimmunpatienten eine
Charakterisierung der CD1-exprimierenden und CD1-reaktiven Leukozyten. Die
Moleklle des CD1-Systems prasentieren den T-Zellen degradierte und lipophile
Antigene, wobei beladenes CD1d die spezielle Subpopulation der NK-T-Zellen
stimuliert. FlUr diese NK-T-Zellen wurden bei gesunden und erkrankten
Probanden gemaB einer publizierten Absolutzdhlung nur geringe Frequenzen im

Vollblut gemessen. Dagegen konnten in Konvergenz mit anderen Arbeiten bei
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allen Autoimmunpatienten reduzierte Zellzahlen an CD1c® und CD1d"

Dendritischen Zellen bestimmt werden.

Sowohl die funktionelle Charakterisierung der antigenspezifischen T-Zellen und
der T-Zell-Apoptose wie auch die Phanotypisierung CD1-relevanter Leukozyten
konnten erfolgreich etabliert werden. Dabei wurden teilweise deutliche Unter-
schiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt, was darauf hinweist, dass
die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden fir eine klinische Studie zur

Analyse der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen geeignet sind.
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7 Anhang

Sequenz der humanen GAD mit den verwendeten Peptiden

1 MASPGSGFWS FGSEDGSGDS ENPGTARAWC QVAQKFTGGI GNKLCALLYG
51 DAEKPAESGG SQPPRAAARK AACACDQKPC SCSKV|DVNYA FLHATDLLPA
GPO1

101 CDGER|PTLAF LQODVMNILLQ YVVKS|FDRST KVIDFHYPNE LLQEYNWELA
GP02

151 DQPONLEEIL MHCQTTLKYA IKTGH|PRYFN QLSTGLDMVG LAADW|LTSTA
GPO3

201 NTNMFTYEIA PVEFVLLEYVT LKKMREIIGW PGGSG|DGIFS PGGAISNMYA
GP04

251 MMIAR|FKMFP EVKEK|GMAAL PRLIAFTSEH SHFSL|KKGAA ALGIG|TDSVI
GPO5

301 LIKCDERGKM IPSDL|ERRIL EAKQKGEFVPEF LVSATAGTTV YGAFDPLLAV
GP0O6

351 ADICKKYKIW MHVDAAWGGG LLMSR|KHKWK LSGVERANSV TWNPH | KMMGV
GPO7

401 PLQCSALLVR EEGLM|QNCNQ MHASYLFQQD KHYDL|SYDTG DKALQCGRHV
GPO8

451 DVFKLWLMWR AKGTTGFEAH VDKCLELAEY LYNIIKNREG YEMVFDGKPQ
501 HTNVC|FWYIP PSLRTLEDNE ERMSR|LSKVA PVIKA|RMMEY GTTMVSYQPL
GP09 GP10

551 GDKVN|FFRMV ISNPAATHQD IDFLI|EEIER LGQDL
GP11
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Sequenz des bakteriellen Tetanustoxins (leichte und

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

RIPITINNER

YEFGTKPEDF

NNVAGEALLD

KSAMLTSLITI

PEYIPTEDNV

HEIIPSKQET

KATANKLSQV

LYNSIMYGFET

FNIESKDLKS

ENLYNRTAAL TDLGGELCIK IKNEDLIFIA

schwere Kette) mit

den verwendeten Peptiden

YSVPVNNDTI

NPPSSLIEGA

KIINAIPYLG

FGPGPVLNKN

IENITSLTIG

YMOHTYPISA

TSCNDPNIDI

EIELGKKENI

EYKGQNMRVN

IMMEPPYCKG LDIYYKAFKI TDRIWIVPER

SEYYDPNYLR TDSDKDRFLQ TMVKLENRIK
NSYSLLDKEFD TNSNSVSENL SEQDPSGATT
EVRGIVLRVD NKNYFPCRDG FGSIMQMTEFEC
KSKYFQDPAL LLMHELIHVL HGLYGMQVSS
E|ELFTFGGQD ANLISIDIKN D|LYEKTLNDY
TTP3
DSYKQIYQQK YQFDKDSNGQ YIVNEDKFQIT
KTRLSYFSMN HDPVKIPNLL DDTIYNDTEG
TNAFRNVDGS

GLVSKLIGLC KKIIPPTNIR

EKNSEFSEEPEF QDEIVSYNTK

BEGINN DER H-CHAIN

NKPLNEFNYSL DKIILDYNLQ SKITLPNDRT

IETHNIDDNT IYQYLYAQKS PTTLQRITMT

TPVTKGIPYA PEYKSNAAST

NSVDDALI |NS TKIYSYFPSV
TTP4

ISKVNQGA | QG ILFLOWVRDI IDDFTNESSQ KTT|IDKISDV STIVPYIGPA

TTP1

LNI|VKQGYEG NFIGALETTG VVLLLEYIPE ITLPVIAALS IAESSTQKEK

ITKTIDNFLE KRYEKWIEVY KLVKAKWLGT VNTQFQKRSY QOMYRSLEYQV

DAIKKIIDYE YKIYSGPDKE QIADEINNLK NKLEEKANKA MININIFMRE

SSRSFLVNQM INETKKQLLE FDTQSKNILM QYIKANSKEFI GITELKKLES
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851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

KINKVESTPI

SGENSSVITY

FTVSFWLRVP

TTP2

LIWTLKDSAG

GVLMGSAEIT

EIEKLYTSYL

YLTNAPSYTN

VSYNNNEHIV

TYSVQLKLYD

TCDWYEFVPTD

PEFSYSKNLDC WVDNEEDIDV ILKKSTILNL DINNDIISDI

PDAQLVPGIN GKAIHLVNNE SSEVIVHKAM DIEYNDMEF | NN

KVSASHLE | QY DTNEYSIISS MKKYSLSIGS GWSVSLKGNN

EVROQITFRDL SDKEFNAYLAN KWVEITITND RLSSANLYIN

GLGAIREDNN

SITEFLRDEWG

GKLNIYYRRL

GYPKDGNAFN

DKDASLGLVG

ITLKLDRCNN

NPLRYDTEYY

YSGLKFEFIIKR

NLDRILRVGY

THNGQIGNDP

NNQYVSIDKF

LIPVAYSSKD

YTPNNEIDSF

NAPGIPLYKK

NRDILTASNW

RIFCKALNPK

VQLKNITDYM

VRSGDFIKLY

MEAVKLRDLK

YFNHLKDKTL
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