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1 Abkirzungsliste

1 Abkilirzungsliste

Ag Antigen

AICD Activation induced cell death ('Aktivierungs-induzierter Zelltod")
AK Antikorper

AML Akute myeloische Leukdmie

Ann AnnexinV; bindet an Phosphatidylserine

anti-pan TCRd mAK

Antikorper zur Depletion aller TCRS -Ketten exprimierenen T-Zellen

APC

Allophycocyanin (Farbstoff-Konjugat fiir Antikorper)

APC Antigen presenting cell (Antigen-prasentierende Zelle)

Bim Protein der bcl-2 Familie; assoziiert mit bcl-2 und induziert Apoptose

CBA Cytokine bead array (durchflusszytometrisches Verfahren der
Zytokinmessung)

CD1d MHC-Klasse I dhnliches Antigen-Prasentations-Molekiil

CMA ConcanamycinA (Folimycin)

CMV Cytomegalie-Virus

CTL Cytotoxic T lymphocyte (zytotoxische T-Zelle)

CTLA-4 CD154; Ligand fuir CD28

DC dendritische Zellen

DN doppeltnegativ (bzgl. der Antigene CD4* und CD8)

ER endoplasmatisches Reticulum

FACS Fluorescence activated cell scanning;
Durchflusszytometrische Messmethode

FasL Fas-Ligand (Ligand des Fas-Rezeptors)

FITC Fluorescein-Isothiocyanat (Farbstoff-Konjugat fiir Antikorper)

FLT-3 fms-like tyrosine kinase-3; Mitglied der Rezeptor-Tyrosinkinasen

FSC Vorwirtsstreulicht (forward scatter) im Durchflusszytometer

GFP Green fluorescent protein

gp100 Melanozyten-spezifisches, Tumor-assoziiertes Antigen

GVHD Graft versus host disease; AbstofSungsreaktion nach KMT

H-2D(d)/P18-110

P18-110 (HIV-Peptid) gebunden an H-2D(d) MHC

HC

Heavy chain - schwere Kette des MHC-Molekiils

HEL Erythroleukdmische Zelllinie

HLA Human leucocyte antigen; Synonym fiir MHC

IFN-y Interferon-y; Zytokin

1sG Immunglobulin G; hiuftigster Isotyp im Blut; Verwendung fiir
Kontrollfdrbungen zur Ermittlung der unspez. Bindung von mAK

IL-10 Interleukin-10; immunsupprimierendes Zytokin

KMT Knochenmarktransplantation
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LFA-1 funktionelles Leukozyten-Antigen (Adhésionsmolekiil von T-Zellen)

mAK monoklonaler Antikorper

Melan-A MART-1; Selbstantigen auf Melanocyten; Uberexprimiert auf
Melanomzellen

MHC Hauptgewebevertrédglichkeitsgruppierung im Genom

MHC-I MHC-Klasse-I-Komplex; Bindungspartner von CD8* Killerzellen

MLR Mixed-lymphocyte-reaction; gemischte Lymphozytenreaktion

MNC mononukleédre Zellen; Zellfraktion aus Monozyten u. Lymphozyten

Mono Monozyten

MS Multiple Sklerose

NK-T-Zelle Zelle mit Eigenschaften von natiirlichen Killerzellen und T-Zellen

PBC primdr bilidre Zirrhose, chronische Entziindung im Bereich der kleinen
Gallengdnge

PBL periphere Blut-Lymphozyten; Bestandteil der mononukleédren Zellen

PC-5 Phycoerythrin-Cyanin-5 (Farbstoff-Konjugat fiir Antikorper)

PE Phycoerythrin (Farbstoff-Konjugat fiir Antikorper)

PerCP Peridin-Chlorophyll-Protein (Farbstoff-Konjugat fiir Antikorper)

PFA Paraformaldehyd

PHA Phytohdmagglutinin; starkes T-Zell-Stimulans

PI Propidium-lodid

pMHC ::Sfigg;:; dPe:pl\t/iISJor—Hlstokompatlblhtats-Komplexes mit

rDC reife dendritische Zellen

SCID Severe combined immune deficiency

SsC Seitwirtsstreulicht (side scatter) im Durchflusszytometer

B-2M B-2 Microglobulin

TAP Transporter associated with antigen-processing; wichtiges
Peptidtransport-Protein fiir die MHC-Présentation

TCGF T-cell growth factor (Zytokin-cocktail aus einem Zelliiberstand)

TCR T-Zell-Rezeptor

TCRaf T-Zell-Rezeptor bestehend aus o und [ Kette (hdufiger TCR-Typ)

TCRyd T-Zell-Rezeptor bestehend aus y und d Kette (seltener TCR-Typ)

TCRVa24 Familie von TCRV

TGF-B Transforming-growth-factor-B (Zytokin)

TNF-a Tumor-Nekrose Faktor-a

™ MHC-Tetramer

TNF-R Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor

TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand

uDC unreife dendritische Zelle

7-DEVD-FMK synthetisches Peptid mit der Sequenz Z-Asp-Glu-Val-Asp-FMK

(FMK, Fluoromethyl-Keton); Caspase-3 Inhibitor
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2 Einleitung

2.1 Periphere Toleranzinduktion

Hauptaufgabe des Immunsystems ist zum einen der Schutz des Organismus vor externen
Angriffen, z.B. durch Bakterien, Viren und Parasiten, und zum anderen die Eliminierung
von entarteten und seneszenten Zellen, welche aufgrund interner Alterungs- und
Mutationsprozesse entstehen.

Dartiber hinaus muss die Ausbildung und der Bestand immunologischer Selbsttoleranz
durch ein komplexes regulatorisches Netzwerk gewdhrleistet sein. Das allgemein
akzeptierte Konzept selektiver Fremd- und Eigenerkennung durch das Immunsystem
beruht vorwiegend auf der zentralen Deletion potentiell autoimmunreaktiver T-Zell-
Klone im Thymus in den frithen Lebensjahren eines Menschen. Es ist jedoch auch
bekannt, dass dieser Prozess, in welchem der eigen-reaktive Teil des Immunsystems
eliminiert wird, nicht ausreichend ist, um jegliche Sensitivitit des Immunsystems
gegeniiber Selbstantigenen zu unterbinden [1]. Verschiedene Forschergruppen haben
inzwischen die Prasenz von autoimmunreaktiven T-Zell-Klonen im peripheren Blut von
gesunden Individuen nachgewiesen [2-6]. Das Vorhandensein von potentiell
autoimmunreaktiven T-Zell-Klonen scheint somit per se nicht pathologisch zu sein.
Neuere in vitro Daten, aber auch klinische Daten, sprechen vielmehr dafiir, dass in
gesunden Individuen periphere autoimmunreaktive T-Zell-Klone unter der permanenten
Uberwachung durch periphere Tolanzinduktionsmechanismen stehen [7;8]. Der
tiberzeugendste klinische Hinweis hierfiir ist die sog. "autologe GVHD", eine Art
Abstofsungsreaktion gegen Eigengewebe bei der Gabe von Immunsuppressiva. Dieses
Phianomen, mit dem sich Hess et al. am ausfiihrlichsten befasst haben, stellt eine milde
Form einer AbstofSungsreaktion dar, wie sie zB. von der allogenen
Knochenmarkstransplantation (KMT) bekannt ist [9-11]. Die Frage, wie es zu
Abstofflungsphdnomenen durch die Transplantation von Eigengewebe, welches dem
Immunsystem bekannt ist, kommen kann, fiihrt zur zentralen Frage nach peripherer
Toleranz. Bisherige Erkldrungen postulieren eine Gleichgewichtsverschiebung zwischen
einem toleranzinduzierenden und einem aktivierenden System. Unter bestimmten
Umstdnden scheint die Immunsuppression zu einer Frequenzerhthung von
autoimmunreaktiven CD8* T-Zellen zu fiihren, die sich jedoch nicht unbedingt klinisch
manifestieren muss. Auch bei Mammakarzinompatientinnen konnten Hess et al. in vitro
eine Erhohung der Autoreaktivitit nach autologer peripherer Blutstammzell-
transplantation detektieren [12]. Die notwendige Existenz eines peripheren
toleranzinduzierenden immunologischen Uberwachungssystems wird heutzutage kaum

mehr bestritten.
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2.1.1 Toleranzinduktion durch T-Zell-Subpopulationen

Das Konzept einer lymphozytenvermittelten Immunsuppression wurde bereits ca. 1970
entwickelt, der Beobachtung folgend, dass immunologische Toleranz in naiven Tieren
durch den Transfer von antigenstimulierten T-Lymphozyten induziert werden kann
[13;14]. Die Identifikation von regulatorischen CD4* T-Zell-Subpopulationen in den
letzten Jahren weist auf die Richtigkeit dieses Konzeptes hin.

Die 1997 von der Arbeitsgruppe um Roncarolo beschriebenen regulatorischen CD4* T-
Zellen (Tr1) sind in der Lage, grofie Mengen von IL-10 zu produzieren, jedoch wenig IL-2
und kein IL-4 [15;16]. Sofern diese Zellen wahrend ihrer , Induktionsphase” mit IL-10 in
Kontakt kommen, reifen sie selber zu IL-10 produzierenden Suppressorzellen heran. Die
von Roncarolo et al. gewonnenen Tr1- T-Zell-Klone kénnen die Proliferation von CD4* T-
Zellen nach Antigenstimulation inhibieren und in SCID Méusen die Entwicklung einer
Colitis, welche durch CD4* CD45 RB** T-Zellen induziert wird, verhindern.

Eine weitere Subpopulation regulatorischer T-Zellen, die derzeit im Zentrum
wissenschaftlichen Interesses steht, sind CD4* T-Zellen, die CD25* koexprimieren. Diese
CD4*CD25*regulatorischen T-Zellen, die nach Antigen-spezifischer und -unspezifischer
Stimulation selber kaum proliferieren, zeigen die Eigenschaft, koaktivierte, konventionelle
CD4+*CD25- T-Zellen in ihrer Proliferation stark zu hemmen [17;18]. Humane
CD4*CD25* regulatorische T-Zellen wurden parallel von mehreren Gruppen identifiziert
und mit vergleichbaren supprimierenden Eigenschaften wie im Maussystem beschrieben
[19-21]. Wahrend es als bewiesen gilt, dass zur Entfaltung der inhibierenden Funktion von
regulatorischen CD4*CD25" T-Zellen ein Zell-Zell-Kontakt notig ist, ist der exakte
Mechanismus der Suppression noch weitgehend ungeklért. In vitro scheinen weder gegen
IL-10 noch gegen TGF-f3 gerichtete neutralisierende Antikorper eine Blockierung der
Suppression zu erreichen, wahrend in vivo verabreichte blockierende Antikdrper gegen
IL-10 bzw. TGF-B einen Riickgang der Suppression bewirken [19;22;23]. Ferner gibt es
kontroverse Daten beziiglich der Rolle von CTLA-4 bei der regulatorischen Funktion von
CD4*CD25* T-Zellen [24].

In der Literatur sind auch CD8* T-Zellen als Suppressorzellen beschrieben [25]: CD8* T-
Zellen, die tber CD40-Ligand-stimulierte plasmazytoide dendritische Zellen (DC2)
aktiviert werden, differenzieren zu CD8* Zellen mit schwachen proliferativen und
zytotoxischen Eigenschaften. Im Vergleich zu CD8* T-Zellen, die nach Stimulation mit
monozytengereiften, interdigitierenden DCs ,aktivatorische” Zytokine produzieren,
sezernieren Suppressor-CD8* Zellen vorwiegend IL-10. IL-10 ist eines der
Schliisselzytokine regulatorischer T-Zellen und kann das Immunsystem auf
verschiedenen Wegen inhibieren, z.B. durch die Proliferationshemmung von
T-Zellen [16].

Ein Kennzeichen bisher beschriebener lymphozytédrer Suppressorpopulationen ist deren

fehlende Antigenspezifitdt bei der Austibung ihrer Suppressorfunktion [17]. Sezernierte
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Botenstoffe wie IL-10 konnen vielfdltige Wirkungen auf verschiedene Zellen innerhalb
des Mikromilieus um eine zytokinproduzierende Zelle haben.

Die Suche nach Antigen-spezifischen Regulatorzellen ist von groflem Interesse fiir das
Verstandnis und die Entwicklung neuer Therapieansitze fiir Autoimmunerkrankungen,
deren Entstehen oftmals mit Immunreaktionen gegen distinkte Autoantigene in
Zusammenhang gebracht wird [26;27]. Ferner ist davon auszugehen, dass Antigen-
spezifische, regulatorische T-Zellen an der Induktion peripherer Toleranz beteiligt sind,
was besondere Implikationen fiir Fremdorgantransplantation und periphere Stammzell-

transplantation hat.

2.1.2 Modell der Antigen-spezifischen Toleranzinduktion

Im Jahr 2000 wurde von Zhang et al. erstmalig ein Modell der antigen-spezifischen
Suppression vorgestellt [28]. Diese Autoren wiesen die Existenz muriner CD3* CD4- CD8§-
TCRop* T-Zellen nach, welche in der Lage sind, Peptid-MHC (pMHC)-Komplexe von
antigenprasentierenden Zellen (APC) aufzunehmen, auf ihrer Oberfldche zu prasentieren
und tiber diese Molekiile spezifisch mit aktivierten T-Zellen zu interagieren (siehe Abb. 1).
Das Phanomen des pMHC Transfers auf T-Zellen wurde bereits vor etlichen Jahren
beschrieben. Es ist bekannt, dass es im Zuge der Antigenerkennung an der sog.
»,immunologischen Synapse” zwischen TCR und MHC zu weitreichenden Umorgani-
sierungsprozessen [29] kommt. Dazu zdhlen z.B. das Rearrangement von Cytoskelett bzw.
Rezeptorbesatz [30-32] und die TCR-Internalisierung [33;34] der T-Zelle. Dartiber hinaus
scheint auch der erkannte MHC von dem Rearrangement betroffen zu sein, indem ein
Transfer von MHC-Molekiilen auf die T-Zelle erfolgen kann. Im Jahr 2000 konnten Huang
et al. anhand von konfokalmikroskopischen Untersuchungen, Intrazelluldrfarbungen
sowie Immunpréizipitation zeigen, dass T-Zellen im Zuge der Antigenerkennung durch
den TCR in der Lage sind, pMHC-Komplexe von den APC zu akquirieren. Nach einer
minutenschnellen Clusterbildung an der Kontaktstelle kommt es zu einer
endozytotischen Aufnahme dieser MHC-Cluster in die T-Zellen [35]. Kurz danach konnte
GFP-gekoppeltes pMHC in sauren Kompartimenten wie Endosomen und Lysosomen
nachgewiesen werden. Durch die Aufnahme von pMHC-Komplexen werden die T-Zellen
sensitiv gegentiiber Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen. Diese Befunde sprechen dafiir,
dass ein nennenswerter Anteil von pMHC auf die Zelloberfliche der T-Zellen gelangt.
Murine DN T-Zellen konnen, wie bereits vorher erwdhnt, die transferierten pMHC-I
Komplexe auf ihrer Zelloberfliche als Effektorstruktur einsetzen und Apoptose in
aktivierten Antigen-spezifischen T-Zellen induzieren (siehe Abb. 1). Bisher ist unklar, ob
bei der Akquirierung von pMHC-Komplexen auch Antigen-unabhingige
Transferprozesse eine Rolle spielen konnen. In der Literatur kennt man Antigen-
abhéngige Transfer-Prozesse von pMHC-Molekiilen auf T-Zellen [35-37]. Jedoch ist auch

die Kontaktaufnahme [38;39] bzw. die Formierung unspezifischer Synapsen [40] zwischen
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T-Zellen und DC beschrieben, in welchen die Antigenerkennung durch den TCR keine

Rolle spielt.
TCR Abb. 1:
| @ Modell der Antigen-spezifischen
MHC Suppressor Toleranzinduktion nach Zhang et al.
+ Peptid @\ Zelle [28]. Der transferierte pMHC-
Komplex dient der Suppressorzelle
CR fasL als Effektormolekiil fir die spezi-

TCR fische Interaktion mit einem akti-
vierten, zytotoxischen T-Lympho-
zyten (CTL). Durch diese Kontakt-
aufnahme wird tiber den Fas/FasL
Signalweg  Apoptose im CTL
induziert.

Fas
Suppressor

Zhang et al. konnten in Transwell-Experimenten eindeutig nachweisen, dass die
spezifische Deletion nur tiber Zell-Zell-Kontakt, jedoch nicht tiber losliche Faktoren
vermittelt wird. Ferner ergaben Blockierungsexperimente mit einem neutralisierenden
monoklonalen anti-Fas Antikorper, dass die Apoptose-Induktion Fas-abhédngig verlduft.
Diese zur Immunregulation befdhigten DN T-Zellen finden sich im gewdhlten
Mausmodell in einer grofien Zahl in Transplantatbiopsien nicht-abgestofsener Organe.

Dort scheinen sie Schutz vor einer moglichen AbstofSungsreaktion zu vermitteln [41].

2.1.3 Humane DN T-Zell Subpopulationen

Die hier prasentierte Arbeit befasst sich mit der Identifikation und Charakterisierung
humaner Antigen-spezifischer Suppressorzellen. Die CD3* CD4- CD8 DN T-Zellen sind
in besonderem Mafie dafiir pradestiniert, als spezifische Suppressorzellen zu agieren.
Zum einen sind die fiir die Aktivierung notigen Korezeptoren CD4 und CD8 auf der
Zellmembran von DN T-Zellen nicht vorhanden. Dies bedeutet moglicherweise, dass DN
T-Zellen durch das Fehlen der Korezeptoren nicht fiir die Aktivierung determiniert sind
und ihre mogliche biologische Funktion tiberwiegend an Regulation gekoppelt ist. Die
Préasenz von DN T-Zellen in der gesamten Peripherie des Immunsystems in einer
niedrigen Frequenz wiirde eine periphere Regulatorfunktion erlauben. Auflerdem ist
gezeigt, dass DN T-Zellen eine Ausstattung zur Lyse von Zielzellen besitzen [42;43],

welche sie prinzipiell zur Deletion von autoimmunreaktiven Klonen befihigt.

2.1.3.1 TCRaB" DN T-Zellen
Wihrend die ontogenetische Herkunft von CD4* und CD8* T-Zellen in den letzten

Jahrzehnten intensiv untersucht wurde, bleibt die Herkunft von peripheren DN T-Zellen

weiter unklar. Die Heterogenitidt der Oberfldchenantigene, die von verschiedenen DN T-
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Zellen exprimiert werden, legt nahe, dass mehrere Reifungswege existieren. Aus
Untersuchungen von Mausstammen, die ein mutiertes Fas-Gen und eine abnormale
Akkumulation von TCRaf* DN T-Zellen aufweisen, weiss man, dass DN TCRop* T-
Zellen direkt aus CD8* T-Zellen hervorgehen und eine MHC-Klasse-I oder MHC-Klasse-
I-dhnliche Selektion durchlaufen konnen [44-46]. Die Tatsache, dass das CD8* Gen in
peripheren DN T-Zellen demethyliert vorliegt, spricht ebenfalls fiir einen engen
Verwandtschaftsgrad zwischen DN und CD8* T-Zellen [44;47]. Es gibt weitere Hinweise
dafiir, dass DN und CD8* T-Zellen Verwandtschaft aufweisen; so konnen reife, murine
CD8* T-Zellen, die mit hohen Konzentrationen von IL-4 kultiviert werden, in den DN T-
Zell-Phanotyp tibergehen [48]. Aufierdem tiben DN und CD8* T-Zellen eine dhnliche
zytotoxische Funktion aus [49;50]. Bereits vor 20 Jahren stellte man fest, dass DN T-Zellen
trotz der Abwesenheit der Korezeptoren CD4 und CDS8 {iiber den TCRaf stimulierbar
sind, z.B. durch Superantigene [51].

Innerhalb der TCRaf* DN T-Zellen befinden sich auch die sogenannten NK-T-Zellen, die
sowohl NK-Marker (z.B. CD56) als auch T-Zell-Marker exprimieren. Diese Zellen
scheinen sich hinsichtlich ihrer Antigenerkennung grundlegend von den herkémmlichen
T-Zellen zu unterscheiden: NK-T-Zellen erkennen ,Nicht-Peptid-Liganden” wie z.B.
(Glyko-)Lipide, die tiber CD1d-Molekiile prasentiert werden [52-56] und weisen eine
ausgeprdagte TCRVoa24-Invarianz auf. Fur die hier gezeigten Versuche wurden
ausschliefilich CD56-depletierte TCRap* DN-T-Zellen verwendet. Jedoch ist zu erwéhnen,
dass es auch in dieser Nicht-NKT-Fraktion der TCRaf3+ DN T-Zellen zu invarianten oder
konservierten Sequenzen des TCRVa-Gens (v.a. TCRVa4a, Va7, Val9) kommt, was die
Diversitdt der CDR3-Langen in der hochvariablen Region einschrankt [57]. Die
biologische Funktion des verminderten TCRVa Polymorphismus ist bis dato weitgehend
ungeklart.

Frithere Versuche zur Funktion humaner TCRaf3* DN T-Zellen wurden mit IL-2
abhéangigen T-Zell-Klonen durchgefiihrt, die aus dem peripheren Blut gesunder
Individuen etabliert wurden [58]. Die T-Zell-Klone zeigten folgende funktionelle
Charakteristika: T-Helferfunktion, Stimulation der Immunglobulinproduktion von B-
Zellen und non-MHC-restringierte zytolytische Aktivitdt. Da der CD3/TCR Komplex in
humanen TCRaf* DN T-Zellen funktionell kompetent ist, jedoch in diesen Versuchen die
Zytotoxiztdt nicht tiber CD3 monoklonale Antikdrper blockierbar ist, wird diskutiert, dass
die Zytotoxizitdt von TCRof3+ DN T-Zellen nicht tiber den CD3/TCR Komplex vermittelt
wird [58].

Neben der zytolytischen Funktion wurde auch die Zytokinsekretion humaner TCRap*
DN T-Zellen untersucht: Die IL-2-abhédngigen Zelllinien produzieren nach Mitogen- oder
IL-1-Stimulation TNF-a und - und IFN-y [59]. Ebenso wird nach einer Stimulation des
CD3/TCR-Komplexes die Sekretion von IL-2 und IFN-y beschrieben [60].
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Das regulatorische Potential von DN T-Zellen wurde erstmals von Strober et al.
beschrieben [61;62], wobei in diesen Arbeiten vorwiegend eine NK1.1 exprimierende
Subpopulation von DN T-Zellen untersucht wurde. Diese aus Médusen isolierten Zellen
hatten = sowohl in  wvitro eine inhibitorische  Aktivitit in  gemischten
Lymphozytenreaktionen, als auch in vivo eine inhibitorische Wirkung auf die
Entwicklung einer Graft-versus-Host (GVH) Erkrankung. Eine Antigen-spezifische,
regulatorische Funktion von TCRof3* DN T-Zellen aus der Milz wurde im Mausmodell
von Zhang et nachgewiesen [28;63;64]. Auch Priatel et al. konnten im Maussystem einen
Zusammenhang zwischen TCRaB+ DN T-Zellen und Antigen-spezifischer Suppression
zeigen [65]. Uber den Nachweis einer Antigen-spezifischen Suppression durch humane
TCRapB* DN T-Zellen wurde bisher nichts berichtet. Da der Hauptteil humaner,
peripherer DN-T-Zellen den yd8I-Zell-Rezeptor exprimieren und somit TCRaf3* DN T-
Zellen schlechter verfuigbar sind, ist tiber humane TCRaf3* DN T-Zellen wenig bekannt.
Lediglich in Patienten, die an dem lymphoproliferativen Syndrom erkrankt sind, konnte
diese Subpopulation ndher phénotypisch charakterisiert werden [66]. Bei dieser
Erkrankung kommt es aufgrund einer Mutation im Gen fiir Fas bzw. FasLigand zu einer
peripheren Akkumulation von T-Lymphozyten.

Die Bedeutung der Apoptose fiir die Homoostase reifer T-Lymphozyten ist vielfach
bekannt. Jedoch scheinen murine DN TCRaf* T-Zellen in hohem Mafie resistent
gegeniiber TCR-vermittelter Apoptose zu sein [67]. Diese Tatsache hingt ursdchlich mit
einer Hochregulation der Apoptose-Repressoren Bcl-2 und Bcl-x. zusammen, wobei
letzterer in DN TCRaB* T-Zellen bereits konstitutiv tiberexprimiert vorliegt. Dartiber
hinaus erwies sich IL-4 als ein besonderes, Apoptose-protektives Zytokin [67]. Auch
Hamad et al. schlagen ein Modell vor, das die geringe Apotoseempfindlichkeit von DN
TCRap™* T-Zellen erkldrt: Das Fehlen der Korezeptoren, v.a. CD4, fiihrt dazu, dass diese
Zellen nicht Apoptose-sensitiv werden [68]. Der Grund dafiir ist, dass die separate
Ligation des CD4-Korezeptors ein Apoptose-induzierendes Signal fuir reife T-
Lymphozyten zu sein scheint [69;70], welches bei DN TCRaf3* T-Zellen prinzipiell nicht
vorhanden ist. Diese Befunde sind erste Erkenntnisse tiber die Regulationsmechanismen,

welchen die toleranzinduzierenden Zellen selber wieder unterliegen kénnen.

2.1.3.2 TCRy3 DN T-Zellen

Die bevorzugte Prdsenz humaner TCRyd" T-Zellen in Epithelien und an Komparti-
mentgrenzen, d.h. an Orten, an denen Toleranzinduktion von grofier Wichtigkeit ist (z.B.
Haut, Darm, Lunge), lasst vermuten, dass auch TCRyd* T-Zellen in Toleranzphdnomene
involviert sind. In verschiedenen Arbeiten konnte eine Korrelation zwischen der Frequenz
von TCRyd T-Zellen und dem , Toleranzstatus” von Individuen gezeigt werden. Erhshte
TCRyd T-Zell-Spiegel wurden z.B. bei schwangeren Frauen [71] sowie bei

nichtschwangeren Frauen in der zweiten Zyklushidlfte [72] ermittelt. Diese Befunde
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scheinen ursédchlich mit der immunologischen Akzeptanz des Foten im miitterlichen
Organismus in Zusammenhang zu stehen. Der erhohte Toleranzstatus bei Frauen in der
zweiten Zyklushilfte wird als eine Vorbereitung auf die Einnistung eines befruchteten
Eies interpretiert. Hingegen wurden herabgesetzte TCRyd T-Zell-Spiegel im peripheren
Blut von Asthmatikern [73], Patienten mit Lupus erythematodes [74] und primar bilidrer
Zhirrose (PBC) gemessen [75].

Fiir eine regulatorische Funktion von TCRydT-Zellen gibt es weitere direkte Hinweise; so
ist bekannt, dass murine TCRyd DN T-Zellen durch aktivierte T-Zellen stimuliert und zur
Expansion angeregt werden. Dies bestédtigten mehrere Gruppen, die nachweisen konnten,
dass eine in vitro-Expansion von TCRyd T-Zellen durch die Anwesenheit von spezifisch
stimulierten TCRof*T-Zellen begiinstigt wird [76]. Ferner fiihrte eine anti-CD4
Antikorperbehandlung von Maiusen in manchen Versuchsmodellen zu einer stark
eingeschrankten TCRyd T-Zell Antwort [77]. Dies deutet darauf hin, dass TCRyd" DN T-
Zellen in eine Wechselwirkung mit aktivierten T-Zellen treten. Auch bei humanen TCRy&"
T-Zellen ist dieses Phdnomen beobachtet worden: Eine erfolgreiche Expansion von
TCRyd" T-Zellen mit Isopentenyl-pyrophosphat konnte nur dann erzielt werden, wenn
CD4* T-Zellen simultan durch einen zusitzlichen Stimulus aktiviert wurden [78].

Ferner ist von mehreren Gruppen beobachtet worden, dass in Infektionsmodellen TCRyd*
T-Zellen zeitlich verzogert zu CD4* bzw. CD8* T-Zellen erscheinen [79]: in Influenza- und
Malaria-infizierten Mdusen scheinen die T-Zell-Subpopulationen sequenziell zu agieren.
Wiéhrend TCRof* T-Zellen eher in der ansteigenden Flanke des Pathogenbefalls aktiv
sind, werden die TCRyd" T-Zellen erst in einer spdteren Phase der Erkrankung aktiv.
Diese Befunde sprechen dafiir, dass TCRyd T-Zellen weniger Antigen-gesteuert agieren,
sondern vielmehr die Aktivitdit der T-Lymphozyten auf einer tibergeordneten Ebene
modulieren. Das lokale Auftreten von murinen TCRyd T-Zellen an Orten, an denen es zu
einer Akkumulation von aktivierten TCRap* T-Zellen kommt [80], wihrend weitere
Inflammationsparameter fehlen, legt nahe, dass TCRyd" T-Zellen auf aktivierte T-Zellen
einwirken.

Kaufmann et al. berichten tiberdies [81], dass Miuse, die mit einem monoklonalen anti-
panTCRd Antikorper behandelt wurden (somit waren fiir etwa 8 Tage keinerlei TCRyd" T-
Zellen im Lymphknoten mehr vorhanden), keine zahlenméfiige Beeintrachtigung anderer
T-Zell Populationen zeigten. Jedoch akkumulieren in der Folge CD8* T-Zellklone, die
allogene und autologe Zielzellen erkennen und vermehrt proliferieren. Diese
Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass TCRyd* T-Zellen dauerhaft zur peripheren
Toleranzinduktion beitragen.

Auch humane TCRyd" T-Zellen sind prinzipiell in der Lage, T-Helferzellen zu inhibieren.
Bereits 1996 konnte bei Borreliose-Patienten gezeigt werden, dass TCRyd" T-Zellen, die
eine erhohte FasL-Expression aufweisen, zur Apoptose-Induktion von synovialen Fashigh

exprimierenden CD4* T-Zellen fahig sind [42]. Die Synovialfliissigkeit von Lyme
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Arthritis-Patienten enthielt teilweise {iber 15% TCRyd* T-Zellen. Eine spezifische
Stimulation mit Fragmenten von Borrelia burgdorferi fithrte zu einer Verschiebung der
Zellzusammensetzung: Wahrend der prozentuale Anteil der CD4* T-Zellen stark
abnahm, zeigte sich ein starker Anstieg von TCRyd" T-Zellen. Ursdchlich dafiir ist eine
Lyse der CD4* T-Zellen durch TCRy&" T-Zellen. Das beweist, dass humane TCRyd&"
T-Zellen das Potential besitzen, andere Zellen zu lysieren.

Die Liganden und Stimulatoren von TCRy&" T-Zellen sind vielfiltig: Hierzu z&hlen u.a.
Bakterienextrakte, hitzegetotete Bakterien, Lipopolysaccharide, Staphylococcus
Enterotoxin A, Hitzeschockproteine, Tetanustoxoid und Nicht-Peptid-Komponenten.
Auch scheinen TCRyd" T-Zellen vielfach in Wechselwirkung mit anderen Immunzellen zu
treten, v.a. mit B-Zellen und aktivierten T-Zellen (sieche Reviews [82;83]).

Die Tatsache, dass TCRyd" T-Zellen in toleranzinduzierende Phinomene involviert sind,
gilt allgemein als gesichert (Review [84]). Dennoch ist ein exakter zelluldrer Mechanismus
bisher nicht beschrieben worden. Ferner ist weitgehend unklar, welche Rolle humane
TCRyd" DN T-Zellen bei der Eliminierung von aktivierten T-Zellen in der Peripherie und

somit fiir die Ausbildung und Gewéahrleistung peripherer Toleranz spielen.
2.2 pMHC-I Komplexe als Effektormolekiile

2.2.1 Die Funktion des MHC-I fur Aktivierung und Toleranzinduktion
Die MHC-Klasse-I (MHC-I) Glykoproteine sind im Haupthistokompatibilitdtskomplex,

einer Gruppe gekoppelter Gen-loci kodiert, welche fiir viele Proteine exprimieren, die an
der Prasentation von Antigenen gegeniiber T-Zellen beteiligt sind. Das herausragendste
Merkmal der MHC-Molekiile ist ihr ausgeprédgter Polymorphismus, wobei die
verschiedenen allelischen Varianten gehduft Unterschiede in der Peptid-bindenden
Region der MHC-Molekiile zur Folge haben. Auf diese Weise wird das Spektrum der
Peptide, die an MHC-Molekiile gebunden werden kénnen, enorm erweitert.

Mit Hilfe von MHC-I-Molekiilen, welche sich auf nahezu jeder Korperzelle befinden,
wird an der Zelloberfliche endogen prozessiertes Antigen prasentiert, welches zu einem
grofien Teil von Selbstproteinen stammt, aber auch von Fremdproteinen, z.B. von viralen
Proteinen, stammt. Das auf der Zelloberfldche préasentierte Peptidspektrum gibt somit
Aufschluss tiber den "inneren Zustand" der Zelle.

Das MHC-I-Molekiil gilt als Erkennungs- und Zielstruktur fiir CD8* T-Effektor-
Killerzellen, welche die Eliminierung der erkannten Zellen einleiten konnen [85;86].
Dartiiber hinaus konnen etwa 1-10% aller T-Zellen eines Individuums direkt auf Nicht-
Selbst-MHC-I- Molekiile reagieren [87], meist unabhdngig von dem gebundenen Peptid.
Dieser als Alloreaktivitit bezeichnete Prozess erkldrt, warum Gewebetransplantate nicht-
verwandter Individuen in nahezu jedem Fall abgestofien werden. Die Erkennung des
pMHC-Komplexes durch T-Zellen reicht jedoch nicht fiir die Aktivierung von T-Zellen

und die Einleitung einer Inmunantwort aus. Es muss ein weiteres zweites Signal, ein sog.
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kostimulatorisches Signal, von der erkannten Zelle ausgehen, damit es zu einer effektiven
Immunantwort kommen kann (siehe Abschnitt 2.2.5). Wenngleich eine wichtige Funktion
der Kostimulation bei der Initiierung und Erhaltung von T-Zell-Antworten bewiesen ist,
so kann dennoch nur das pMHC-Molekiil die Spezifitit der Immunantwort vermitteln
(siehe Schema Abb. 2, S. 22).

Die Schliisselfunktion von pMHC-I-Komplexen wéahrend der zentralen negativen
Selektion von T-Zellen im speziellen Milieu des Thymus ist bekannt [88;89]. In diesem
Zusammenhang konnte bewiesen werden, dass Thymozyten, welche an MHC-I-Molekiile
gebundene ubiquitdre Autoantigene erkennen, eliminiert werden. Selbst-Peptid:Selbst-
MHC-Komplexe im Thymus befreien somit das T-Zell-Repertoire von unreifen T-Zellen,
die autoreaktive Rezeptoren tragen. Wenn jedoch korpereigene Proteine in einer sehr
geringen Konzentration exprimiert werden, kann es vorkommen, dass die klonale
Deletion der sie erkennenden autoreaktiven T-Zellen unterbleibt. In diesen Fallen kommt
es oft zu einer stillen Persistenz von autoreaktiven T-Zellen in Gegenwart des
entsprechenden Autoantigens, was als immunologische Ignoranz bezeichnet wird [90].
Da der genaue Mechanismus der Thymusselektion bisher noch nicht vollstandig gekléart
ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass Deletionsprozesse des Thymus und der
Peripherie auf dhnlichen Mechanismen beruhen.

Neben ihrer Funktion als Zielstrukturen fur aktivierte CD8* T-Zellen sind MHC-I-
Komplexe aufierdem mafigeblich in Prozesse der peripheren Toleranzinduktion
involviert. Schon ihre Funktion als Prédsentationsmolekiile fiir Selbstantigene legt diese
Eigenschaft nahe. Geissler et al. konnten in einer Serie von Versuchen nachweisen, dass
16sliche MHC-I-Komplexe im Mausmodell in der Lage sind, Toleranz zu vermitteln. Die
Arbeitsgruppe fand, dass Spender-Hepatozyten in allogenen Lebertransplantaten grofie
Mengen l6sliches pMHC-I abgeben, und damit einen Angriff von alloreaktiven T-Zellen
unterbinden konnen [91;92]. Dieser Befund kann erkldren, weshalb Lebertransplantate
tolerogene Eigenschaften haben und sogar protektiv auf kotransplantierte Spenderorgane
anderer Gewebe wirken konnen. Eine Prasenz von l6slichem, allogenem pMHC-I in vivo
fihrt in Ratten zu einer verringerten Anzahl allospezifischer CTL. Der Grund dafiir, so
ergaben phanotypische Analysen der CTL, ist eine erhchte Apoptose in CD8*
Splenozyten [93]. Im Tiermodell konnte dieselbe Arbeitsgruppe erfolgreich einen
gentherapeutischen = Ansatz mit l6slichen allogenen pMHC-Komplexen zur
Toleranzinduktion in Transplantationsmodellen etablieren [94-96].

Wiéhrend die toleranzinduzierende Funktion ldslicher pMHC-Komplexe eindeutig
nachgewiesen werden konnte, ist eine mogliche toleranzinduzierende Funktion
membranstiandiger pMHC-I Komplexe deutlich schwieriger zu beurteilen. Der Grund
hierfiir liegt in der Interaktion von unterschiedlichen Todesrezeptoren auf der pMHC-
tragenden Zelle, die bei der Apoptose-Induktion von Bedeutung sein kénnen (siehe

hierzu Abschnitt 2.2.4, S. 23). Eine Involvierung membranstandiger pMHC-Komplexe in
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Suppressoreffekte ist jedoch anhand der sog. "Veto-Zellen" nachgewiesen: Das Veto-
Konzept wurde urspriinglich von Miller et al. entworfen und besagt, dass Alloantigen-
préasentierende Zellen diejenigen allo-reaktiven Zellen, welche sie erkennen, inhibieren
[97]. Dieser Prozess ist spezifisch und involviert das pMHC-Molekiil. Mehrere
Veroffentlichungen, die von derselben Arbeitsgruppe zwischen 1979 und 1983
verdoffentlich wurden, beschreiben eine spezifische Inhibition in der Generierung von CTL
durch Zellen, welche die gleichen pMHC-Komplexe wie die Stimulatorzellen aufweisen.
Eine Veto-Aktivitit wurde inzwischen fiir Zellen verschiedener Gewebe wie z.B.
Knochenmark [98;99], Milz [100], fotale Leber [101] und Lymphknoten [102]
nachgewiesen. Auch fiir Phospholigand-aktivierte und expandierte TCRyd Zellen ist eine
Veto-Aktivitdt beschrieben [103]. Daraus ist ersichtlich, dass die Veto-Aktivitat per se nicht
auf eine spezielle zelluldre Entitdt beschrankt ist, sondern vielmehr eine konstitutive
immunregulatorische Eigenschaft einer ganzen Reihe von Zellen ist [104]. In allogenen
Versuchen ist damit in einer Reihe von Experimenten der letzten 30 Jahre gezeigt, dass
der pMHC-Komplex auf den Stimulatorzellen auch eine Suppressorfunktion gegentiber
Stimulator-Zell-reaktiven Zellen hat.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit steht ein Modellsystem im Mittelpunkt, welches
fir den pMHC-I-Komplex auf murinen CD3* CD4  CD8 DN T-Zellen eine Antigen-
spezifische, toleranzinduzierende Funktion postuliert [28]. Die Suppressorzelle nimmt
tiber den pMHC-I-Komplex Kontakt zu einer Antigen-spezifischen, aktivierten T-Zelle
auf und induziert deren Deletion. In diesem Modell konnte durch Blockierungsversuche
nachgewiesen werden, dass an der Apoptose-Induktion von T-Zellen das Rezeptorpaar

Fas/FasLigand beteiligt ist.

2.2.2 Modifizierung der MHC-Beladung in vitro

Seit langem ist bekannt, dass der Grofsteil MHC-I-présentierter Peptide aus dem Cytosol
stammt. Dort werden die Proteine von einer multikatalytischen Protease, dem Proteasom,
in Peptide abgebaut und im endoplasmatischen Reticulum auf MHC-I-Molekiile geladen.
An der korrekten Peptidassoziation an das MHC-I-Molekiil ist eine Reihe von
Hilfsproteinen beteiligt [105;106]. Das Peptid-beladene MHC-I-Molekiil wird nun an die
Zelloberflache transportiert. Dennoch gibt es die Moglichkeit, die Peptidbeladung der
MHC-I-Molekiile an der Zelloberfldche in vitro zu modifizieren. Dabei wird den Zellen
synthetisiertes freies Peptid mit einer optimalen Liange von 8 - 10 Aminosduren im starken
Uberschuss zugegeben. Bei gleichzeitiger Darreichung von B2-Microglobulin kommt es zu
einer Stabilisierung der pMHC-I-Komplexe, wodurch die Beladungseffizienz vor allem
bei niedrigen Peptidkonzentrationen gesteigert wird [107]. Ferner wirkt sich sowohl eine
moglichst kurze Aminosduresequenz des Peptids als auch eine hohe Peptidkonzentration
glinstig auf die Beladungseffizienz der membranstiandigen MHC-I aus [107]. Fiir okta-

und nonamer-Peptide konnte gezeigt werden, dass bei einer Konzentration von > 0,1 pM
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bereits eine Assoziation an membranstindige MHC-I-Komplexe ohne Zugabe von (-
Mikroglobulin und ohne metabolische Energie der Zelle stattfindet [107]. Es gibt jedoch
einen weiteren Pathway fiir exogene Peptide, auf ein MHC-I-Molekiil zu gelangen: Es
konnte gezeigt werden, dass exogene Peptide in ER Kompartimente eindringen konnen
und dort an de novo synthetisierte MHC-I-Molekiile binden, ohne dass dabei der Golgi-
Apparat oder das Cytosol durchlaufen werden. Da Pinozytose-Inhibitoren diesen Prozess
unterbinden, geht man von einem vesikuldren Transportweg fiir kleine extrazelluldre
Substanzen zum ER aus [108].

Ein entscheidender Faktor fiir die Kompetition von Peptiden um die MHC-I-
Bindungsstelle ist die Affinitit der Peptide. Wie man aus vergleichenden
Beladungsstudien z.B. mit dem Melanozyten-Differenzierungsantigen Melan-A weif,
sind Peptide mit einer hoheren Affinitit (z.B. ELAGIGILTV Melan-A) zur Bindungsstelle
in der Lage, Peptide mit einer niedrigen Affinitdt (z.B. EAAGIGILTV Melan-A) von der
Bindungsstelle zu verdrangen [109]. Es sind jedoch auch Zelllinien beschrieben, z.B.
RMA-S oder T2, welche durch einen Defekt im Peptidtransporter TAP in ihrer MHC-I-
Beladung defizient sind. In T2 Zellen, welche in dieser Arbeit Verwendung finden,
konnen die Peptide nicht in das endoplasmatische Reticulum eindringen, wodurch es zu
einer Akkumulation von unbeladenen MHC-I-Komplexen in Golgi-Kompartimenten und
der Zelloberfliche kommt. Diese membranstindigen MHC-I-Komplexe mit leeren
Bindungstaschen konnen nun jedoch sehr effizient exogen durch Zugabe von Peptiden
beladen werden [109]. Hier wurde auch fiir das in dieser Arbeit verwendete hochaffine
ELAGIGILTV Melan-A gezeigt, dass es exogen tiber Kompetition an den MHC-I von
Zellen assoziieren kann, ohne die Notwendigkeit einer endogenen Prozessierung. Im
Gegensatz dazu sind niedrig-affine Peptide von der MHC-I de novo -Synthese und dem
vesikuldren Transport abhéangig [109].

2.2.3 Die spezifische Antigen-Erkennung durch den TCR

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein hochvariables Transmembranglycoprotein, das der T-
Zelle zur Antigenerkennung dient. Der TCR ist ein Multiproteinkomplex aus variablen
Proteinen, die das Antigen erkennen, und unverédnderlichen Proteinen, die fiir die
Signalweiterleitung zustdndig sind. Das T-Zell-Rezeptor-Heterodimer besteht aus den
beiden Transmembranglykoproteinketten o und [ (siche Schema Abb. 2). Der extra-
zelluldare Teil jeder Kette besteht jeweils aus einer membranndheren, konstanten
(C-)Region und einer variablen (V-)Region am Aminoterminus. Fiir die spéitere variable
Region codieren V, J und D (nur bei der B-Kette) Gensegmente, welche sich in jeder T-
Zelle wahrend der T-Zell-Entwicklung im Thymus durch somatische Rekombination zu
vollstindigen V-Exons umordnen und zusammen fiir die spédtere variable Region
kodieren. Da die einzelnen Gensegmente in geringfiigig unterschiedlichen Versionen

vorkommen, kommt es durch die =zufdllige Auswahl der Gensegmente beim
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Zusammenbau zu einer hohen Diversitit. Eine weitere Quelle der Diversitdt ist ein
ungenauer Verkniipfungsmechanismus der einzelnen Segmente. Diejenigen Stellen der
DNA, welche spidter fiir die hypervariablen CDR3-Schleifen codieren, sind am
variabelsten. Da das Zentrum der Antigenbindungsstelle von den hypervariablen CDR3-
Schleifen geformt wird, kann eine grofie Vielzahl von Antigenen erkannt werden.
Aufgrund der somatischen Umorganisation der TCR-Gene exprimiert jede T-Zelle nur
eine einzige Art von TCR, was sie zu einer hochspezialisierten Immunzelle macht.

An der erfolgreichen Wechselwirkung zwischen den extrazelluldaren Doménen von TCR
und pMHC-Komplex sind aufierdem Adhdsionsmolekiile wie Leukozytenintegrine (z.B.
LFA-1) und die interzelluldaren Adhasionsmolekiile (z.B. ICAM 1,2,3) beteiligt (siehe
Schema, Abb.2). Die TCR-pMHC Interaktion, welche sich durch eine eher niedrige
Affinitdt auszeichnet, wird Killerzelle) stabilisiert, wobei nicht genau geklart ist, ob die
akzessorischen Molekiile ein energetisch giinstigeres Andocken des TCR ermdglichen,
oder ob durch ihre Interaktion Konformationsdnderungen stattfinden [110].

Aus einer polyklonalen T-Zell-Population, die wihrend einer akuten Infektion in von den
auf der T-Zelle exprimierten akzessorischen Molekiilen CD4 (Helferzelle) und CD8 (vivo
expandiert, wachsen bevorzugt hochaffine T-Zell-Klone aus, wodurch es zu einer
Affinitatssteigerung bzgl. des pMHC-Molekiils innerhalb der T-Zell-Population kommt
[111]. Die spezifische Erkennung des Antigens z.B. auf einer APC durch den TCR bewirkt
sowohl bei der T-Zelle als auch der Zielzelle weitreichende membrannahe sowie
cytosolische Umorganisierungsprozesse. Hierzu zdhlen z.B. Clusterbildung [112;113], die
Reorganisation von Membrandoménen [114;115], bis hin zur Beteiligung des Cytoskeletts
[116]. Ein noch wenig verstandener Prozess ist der Transfer von MHC-Molekiilen von der
APC auf die T-Zelle, der nach einem Antigen-spezifischen Kontakt beschrieben wird
[35,117]. Weitere Aktivierungssignale erhilt die T-Zelle tiber die Bindung des CD40-L an
CD40 auf der APC [118].

Man nimmt an, dass der permanente Internalisierungs- und Recyclingprozess von TCR
Molekiilen einer unstimulierten Zelle nach spezifischer Antigenerkennung sofort zum
Erliegen kommt. Aufgrund dieses fehlenden TCR-Riicktransportes auf die Zelloberfldche
kann eine scheinbare Herunterregulation von TCR nach spezifischer Stimulation
verzeichnet werden [119]. Dieser Zustand, welcher mit verschiedenen Methoden
nachgewiesen wurde, erschwert das Monitoring von spezifischen, stimulierten T-Zellen
[120-122]. Dieser Mechanismus konnte als moglicher Schutz der T-Zelle vor

Uberstimulation interpretiert werden.
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Abb. 2: Molekularer Aufbau von TCR- und pMHC-Komplex. Modifiziert nach [123]

Man weiss inzwischen, dass nur sehr wenige TCR fiir die erfolgreiche Interaktion einer
T-Zelle mit einer APC notwendig sind. Die Interaktion zwischen dem TCR und dem
PMHC weist in der Regel eine niedrige Affinitdt sowie eine hohe Dissoziationsrate auf,
wodurch, wie von A. Lanzavecchia et al. beschrieben, ein einzelnes pMHC-Molekiil
nacheinander 200 TCR Molekiile ligieren kann [124]. Seit 1996 steht die Tetramer-
Technologie als Methode zur Detektion Antigen-spezifischer T-Zellen zur Verfiigung. Sie
ist bis heute die Methode der Wahl zur Erfassung und Visualisierung Antigen-
spezifischer T-Zellen in Kombination mit phanotypischen Analysen, Proliferations- und
Apoptose-Tests, Zytokinsekretionstests, Intrazelluldrfarbungen usw. (z.B. Review [125]).
Bei MHC-Tetrameren handelt es sich um vier einzelne rekombinante, riickgefaltete,
biotinylierte MHC-Molekiile, die iiber ein Streptavidinmolekiil ein Tetramer bilden. Die
MHC-Molekiile enthalten jeweils ein einziges definiertes Peptid-Epitop und binden sehr
effizient an T-Zellen, deren Rezeptoren fiir den eingesetzten pMHC-Komplex spezifisch
sind. Durch die vier gleichzeitig bindenden pMHC-Komplexe des Tetramers wird die
normalerweise sehr schwache Wechselwirkung zwischen TCR und pMHC verstarkt und

das Problem der sehr schwachen Bindungsaffinitdt umgangen.
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Die Hauptanwendung von Tetrameren besteht in der Detektion und Visualisierung
Antigen-spezifischer T-Zell-Subpopulationen. Die funktionelle Wirkung von Tetrameren
auf aktivierte T-Zellen stand bisher eher im Hintergrund. Dennoch gibt es einige Arbeiten
tiber die funktionellen Eigenschaften von Tetrameren. Diese zeigen, dass pMHC-
Komplexe in Form von Mono-,Di-, Tri- oder Tetrameren in der genannten Reihenfolge
zunehmend aktivierende Wirkung auf T-Zellen haben [126]. Die Phosphorylierung der
TCR( -Kette, ein frithes Zeichen der T-Zell-Aktivierung, ist fiir diese Oligomere in
ebendieser Reihenfolge konsistent gezeigt [127]. Durch die Verwendung mutierter
pMHC-Oligomere kann aufierdem die Funktion verschiedener Doménen innerhalb des
pMHC-Komplexes fiir T-Zell-Aktivierung und Signaltransduktion untersucht werden
[127]. Auch deren apoptotische Eigenschaften auf CD8" CTL wurden mit Hilfe von
Tetramer-beschichteten Beads untersucht: Tetramer-Beads konnten mit ansteigendem
Beads : CTL Verhiltnis Apoptose in den CTL induzieren [128]. Diese Versuche sind
deswegen von groflem Interesse, weil in einem Zielzell-freien System in Abwesenheit von
Adhédsionsmolekiilen, Todesrezeptoren und akzessorischen Stimuli gezeigt werden
konnte, dass pMHC-Molekiile Apoptose induzieren konnen. Auch Takahashi et al.
konnten zeigen, dass H-2D(d)/P18-I110 Tetramere in HIV-envelope-spezifischen CTL
Apotose induzieren konnen. Dieser Mechanismus scheint Caspase-3-abhédngig zu sein,
jedoch scheinen Fas/FasL und TNF-a bei der Apoptose-Induktion keine Rolle zu spielen
[129].

2.2.4 Aktivierungsinduzierter Zelltod (AICD) von T-Zellen

Wahrend der zentralen, negativen Selektion im Milieu der Thymusdriise ist der pMHC-
Komplex mafigeblich an der Deletion autoimmunreaktiver T-Zell-Klone beteiligt [88;89].
Uber den Mechanismus der Thymusselektion wird noch spekuliert. Anfangs wurde fiir
das Rezeptorpaar Fas (Apo-1)/Fas-Ligand (FasL) eine fiithrende Rolle postuliert. Da
jedoch Fas-defiziente (Ipr) Mduse {iiber eine normale negative Selektion verfiigen und
keine Abnormitdten des T-Zell-Rezeptor-Repertoires aufweisen [130], ist inzwischen klar,
dass es andere Mechanismen der zentralen Thymusselektion geben muss. Der Zelltod-
induzierende Rezeptor TRAIL scheint in die negative Selektion involviert zu sein [131],
jedoch ist dessen genaue Rolle noch nicht gekladrt [132]. Neuere Untersuchungen zur
Apoptose thymusstandiger T-Zellen legen eine starke Beteiligung des Molekiiles Bim (ein
Vertreter der bcl-2 Familie) wahrend der negativen Selektion nahe: Die Ligation des TCR
fihrt zu einer Hochregulation der Bim-Expression und fordert deren inhibitorische
Eigenschaften gegentiber anti-apoptotischen Molekiilen [133]. Dieser molekulare
Zusammenhang deutet darauf hin, dass die Rolle des pMHC-Komplexes im Thymus
moglicherweise nicht nur die Vermittlung der Spezifitit ist, sondern dass er dartiber

hinaus der essentielle Initiator der Thymozyten-Selektion sein konnte.
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Auch in der Peripherie wird dem "Aktivierungsinduzierten Zelltod" (AICD) fur die
Homdostase von T-Zellen [134], die klonale Deletion aktivierter T-Zellen (Review [135])
und die Herunterregulation von Immunantworten [136] eine grofse Bedeutung
beigemessen. Die Grundlage des AICD ist die Apoptose-Induktion in aktivierten T-Zellen
tiber einen Todesrezeptor. Im eigentlichen Sinn versteht man in der Literatur unter AICD
die Apoptose-Induktion tiber den Fas/FasL Signalweg (Review [137]), obwohl an der
Vermittlung des Zelltodes von aktivierten T-Zellen neben FasL weitere Apoptose-
induzierende Faktoren beteiligt sein konnen: Dies sind vor allem weitere Vertreter der
TNF-Superfamilie wie TNF-a [138] und TRAIL (Apo-2) [139], jedoch wird vereinzelt auch
Perforin eine Rolle beim AICD zugesprochen [140]. Fas und TNFR vermitteln ihre
apoptotische Wirkung tiber die Aktivierung von Caspasen, eine Familie von cytosolischen
Cysteinproteasen. Die Oligomerisierung der Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung der
Caspase-8, welche ihrerseits wiederum Caspase-3 spaltet und aktiviert. Durch Caspase-3
werden direkt apoptotische Verdnderungen der Zelle eingeleitet. Eine Dysregulation
dieser Todeswege kann zu Lymphadenopathien [141] und zu Autoimmunerkrankungen
ftihren.

Als die Expression von Todesrezeptoren in vielen verschiedenen Geweben (Auge [142],
Testis [143], Gehirn [144], Tumoren [145-147]) entdeckt wurde, wurde sie als ein wichtiger
Feedback-Mechanismus der Immunregulation angesehen. In neuerer Zeit jedoch herrscht
tber die reale Bedeutung dieser sog. "Counterattack"-Theorie, dass ndmlich verschiedene
Gewebe wie z.B. auch Tumoren aktivierte T-Zellen mit Hilfe der Todesrezeptoren
ausschalten konnen, eine geteilte Meinung. Die Griinde dafiir sind vielfaltig: Erstens gibt
es viele FasL* Tumoren, die nicht immunprivilegiert sind und abgestofien werden konnen
[148;149], zweitens ist vielfach beschrieben, dass Fas* T-Zellen resistent sein kénnen
gegentiiber der Signalvermittlung tiber FasL [150;151], drittens weisen neuere Arbeiten
FasL sogar eine immunstimulierende Funktion zu [152;153], und viertens wurde
inzwischen fiir einige Gewebe gezeigt, dass ihr Schutz vor Immunangriffen nicht auf
Fas/FasL-Wechselwirkung zurtickfiihrbar ist [154;155].

Neuere Arbeiten lassen vermuten, dass die Wechselwirkungen von Fas/FasL komplexer
sind, als zundchst angenommen. Dabei kommt der Wechselwirkung zwischen TCR und
PMHC eine gesteigerte Rolle zu: Li et al. konnten zeigen, dass Tumorzellen aktivierte T-
Zellen weniger durch die Prasentation von eigenem FasL ausschalten, sondern dass dabei
ein anderer Mechanismus viel wesentlicher ist: Aktivierte T-Zellen werden nach einer
Antigen-spezifischen Erkennung von Tumorantigenen auf der Tumorzelle sensitiv fiir
Fas/FasL-vermittelte Zelllyse durch benachbarte aktivierte T-Zellen. Es ist somit nicht der
Tumorzell-eigene FasL, welcher die T-Zelle lysiert, sondern jener der benachbarten T-
Zellen. Eine Vorraussetzung fiir diese Form des AICD ist jedoch die Antigen-spezifische
Erkennung der Tumorzelle [155;156].
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FasL kann auch durch Matrix-Metalloproteinasen von Zelloberfléchen abgespalten
werden. Diese 16sliche Form des FasL (sFasL) hat eine reduzierte Effizienz bei der
Apoptose-Induktion von Fas* Zellen [157;158].

Neuere  Untersuchungen in  verschiedenen @ Mausmodellen zeigen, dass
"Zytokindeprivation" [159] und Todesrezeptor-vermittelter AICD nicht zur Erkldrung
aller Formen des T-Zell-Todes herangezogen werden konnen. Experimente mit Fas- oder
FasL-defizienten Maidusen haben gezeigt, dass auch ohne diese Molekiile eine
Herunterregulation von Immunantworten moglich ist. In knock-out Mausmodellen
konnten Reich et al. unter Verwendung von transgenen Mausstammen, die weder TNF,
noch TNF-R1 oder Fas besitzen, nachweisen, dass die Apoptose von T-Zellen nach einer
Virusinfektion (T cell clearance) auch ohne Beteiligung des Fas- und TNF-R1-Signalweges
stattfinden kann [160]. Auch Davidson et al. beschreiben, dass Fas/FasL-knock-out-Tiere
zwar eine erhchte Apoptoseresistenz aufweisen, jedoch trotzdem ein signifikanter Anteil
von CD8* Zellen in Apoptose geht [161]. Die Superantigen-induzierte Deletion reifer T-
Zellen in vivo scheint aufierdem ohne die Beteiligung von Fas oder TNFR stattzufinden
[162]. Auch in Transplantationsmodellen scheint unter Bedingungen einer kostimulato-
rischen Blockade die Induktion, Proliferation und folgende Elimination von T-Zellen ohne
die Beteiligung von Fas abzulaufen [163;164]. Deshalb wird vermutet, dass es weitere
aktive, von Todesrezeptoren unabhéngige Mechanismen der T-Zell-Apotose gibt.

Es gibt verschiedene Ansitze, AICD in T-Zellen zu initiieren. Hierzu gehoren die Ansétze
mit Peptid-Agonisten. Wei et al. konnten zeigen, dass kleine Sequenzdnderungen bei
Peptiden in T-Zellen nicht nur zwischen Aktivierung und Apoptose entscheiden konnen
[165], sondern aufierdem unterschiedliche Apotoseprogramme in T-Zellen induzieren
konnen [166]: Es wurden fiir diese Untersuchungen T-Zellen verwendet, die spezifisch
das Peptid IVTDFSVIK erkennen. Wéahrend CIR Zellen, welche das Peptid IVTDFSVIK
préasentieren, Apoptose induzieren, die Fas-abhdngig ist und durch DEVD-FMK (ein
Caspase-3 Inhibitor) blockierbar ist, wird durch IVTDYSVIK ein langsamerer Apoptose-
prozess eingeleitet, welcher weder durch anti-Fas Antikérper noch durch DEVD-FMK
blockierbar ist.

Auflerdem gibt es Ansdtze zur Apoptose-Induktion aktivierter T-Zellen mit 16slichen
MHC-Molekiilen [91;167;168]. Zavazava und Kronke konnten 1996 zeigen, dass 16sliche
HLA-Molekiile Apoptose in alloreaktiven CTL induzieren [167]. Es konnte auch gezeigt
werden, dass nicht nur "klassische HLA-Molekiile" (HLA-A, -B, -C) Apoptose induzieren,
sondern auch sog. "nicht-klassische HLA-Molekiile" (z.B. HLA-G) - welche sich durch
eine strengere Geweberestriktion auszeichnen und eine eingeschrénkte Polymorphie
haben - Apoptose in CD8* CTL induzieren konnen [169]. Bei diesem Prozess, so

postulieren die Autoren, ist die Ligation des CD8-Molekiils von wesentlicher Bedeutung.
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Apoptose-Induktion kann aufSerdem erreicht werden durch eine Ligation des TCR mittels
Antikorpern wie anti-CD3 [170-172] oder anti-TCR-Antikorper [170;172]. Die Ligation an

den TCR reicht aus, um ein apoptotisches Signal in der aktivierten T-Zelle auszul6sen.

2.2.5 Funktion der kostimulatorischen Molekiile

Fiir die optimale Induktion und Expansion von CD8* T-Zellen ist neben der Bindung des
TCR an den spezifischen pMHC-I-Komplex (Signal 1) ein unspezifisches, kostimula-
torisches Signal (Signal 2) notwendig. Die am besten charakterisierten kostimulatorischen
Molekiile sind die strukturell verwandten Glykoproteine B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86),
welche vorwiegend auf professionellen APC vorkommen und das T-Zell-Wachstum
anregen (sieche Schema, Abb.2). Zellen, die mit den Genen fiir die B7-Molekiile
transfiziert werden, konnen die klonale Vermehrung von T-Zellen stimulieren [173;174].
Es gibt viele Hinweise darauf, dass die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
ursdchlich mit der Expression von kostimulatorischen Molekiilen auf dem Zielgewebe
zusammenhiangt. Dadurch kann es zu einer Aktivierung von autoimmunreaktiven T-Zell-
Klonen kommen, z.B. im Rattenmodellsystem zur Ausbildung von EAE (experimental
autoimmune encephalomyelitis), einem bekannten Tiermodell fiir Multiple Sklerose (MS)
[175]. Ein moglicher Zusammenhang zwischen erhohter Kostimulation und fort-
schreitender MS deutet sich auch bei phédnotypischen und funktionellen Analysen des
Blutes von MS-Patienten an [176]. Im Tiermodell wurde auSerdem fiir Lupus-Nephritis
[177] sowie fiir die autoimmunbedingte Uveitis die B7-Kostimulation als eine wichtige
Ursache nachgewiesen [178]. Es gibt neben den genannten Beispielen diverse Hinweise
fir die Beteiligung von kostimulatorischen Molekiilen an der Ausbildung von
Autoimmunerkrankungen (z.B. Review [179]).

Der Ligand fiir CD80 und CD86 auf der T-Zelle ist das CD28 Molekiil, das wie seine
beiden genannten Bindungspartner ebenfalls zur Immunglobulin-Superfamilie gehort. Es
gibt auch inhibitorische Liganden auf der T-Zelle, wie z.B. CTLA-4, welches bei Ligation
mit den B7-Molekiilen anstelle eines aktivierenden ein inhibitorisches Signal in die T-Zelle
sendet und somit fiir eine Limitierung der Lymphozytenproliferation sorgt [180;181].

Die Modifizierung des kostimulatorischen Signals zu therapeutischen Zwecken, sowohl
im Hinblick auf eine Stimulation als auch auf eine Inhibition der Immunantwort (z.B.
Antikorperblockade von kostimulatorischen Molekiilen, Forderung des CTLA-4
Signalwegs, Hochregulation der B7.1-Expression), birgt ein grofies Potential fiir
immunologische Problemstellungen der allogenen Transplantation, Tumorbekdmpfung
und Autoimmunerkrankungen (Review [182]).

Zundchst wurde die herausragende Rolle der Kostimulation widhrend der
Induktionsphase von T-Zellen, bzw. deren grofie Bedeutung fiir das Zustandekommen
einer Immunantwort in vivo beschrieben. Dartiber hinaus gibt es jedoch auch Hinweise

fiir eine Funktion kostimulatorischer Molekiile fiir die Erhaltung einer Immunantwort
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und somit eine Wirkung des Kostimulus auf T-Effektorzellen. Ramarathinam et al.
beobachteten, dass dieselbe CTL-Linie B7/BBl-transfizierte J558-Zellen 10 bis 80 mal
effizienter lysieren kann als untransfizierte J558-Neo Zellen [183]. Dieser Effekt ist
reversibel, wenn man eine B7/BB1-Blockade durchfiihrt. Erstmals konnten Chang et al.
1999 stichhaltig in einem in vivo Modell mit Mausen die Wirkung der Kostimulation auf
T-Effektorzellen demonstrieren: Autoimmunreaktive T-Effektorzellen verursachten, wenn
sie in eine B7-1/B7-27/-knock out Maus adoptiv transferiert wurden, signifikant weniger
Gewebeschiden bei einem leichteren und kiirzeren Krankheitsverlauf, als wenn aktivierte
T-Effektorzellen in Wildtyp-Empfangerméause transferiert werden [184]. Diese Resultate
zeigen, dass das kostimulatorische Signal auch fiir die Effektorphase einer Immunantwort
eine starke Bedeutung hat, und - wie demonstriert wurde - eine Autoimmunerkrankung
schwerer verlaufen kann, wenn wihrend der Aktion von T-Effektorzellen ein
kostimulatorischer Hintergrund vorhanden ist. Auch in den Arbeiten von Matsumoto et
al. mit Leukdmie-spezifischen T-Zellen zeigte sich, dass HEL Zellen (humane
erythroleukdmische Zelllinie), welche mit CD80 transfiziert wurden, gute T-Zell-
stimulatorische Eigenschaften aufwiesen. Dartiber hinaus zeigte sich, dass zwar die
induzierten T-Zellen CD80-negative und CD80-positive HEL-Zielzellen gleichermafien
gut lysieren konnen, dass jedoch fiir eine andauernde Proliferation der T-Zellen nur
CD80-transfizierte HEL Zellen geeignet waren [185]. Die Autoren folgerten daraus, dass
die Kostimulation auch fiir eine laufende Immunantwort von Tumor-reaktiven T-Zellen
eine bedeutende Rolle einnimmt, und dass ein Fehlen von kostimulatorischen Molekiilen
eine Moglichkeit des "Immune-escapes" von Tumoren sein kann.

Auflerdem gibt es Hinweise darauf, dass die Kostimulation die Apoptose von T-Zellen
verhindern kann. Daniel et al. fanden schon 1997, dass aktivierte CTL die Mamma-
Karzinom-Zellen MCF-7 zu lysieren vermogen, anschliefSend jedoch einen apoptotischen
Zelltod sterben. Eine B7.1-Transfektion der MCF-7 Zellen verhindert die Apoptose der
CTL grofitenteils [186]. Weiter konnten Li et al. zeigen, dass Maiuse, welche ein
Lebertransplantat erhalten und mit FLT-3-Ligand (FL-3), welches einen starken Anstieg
der Frequenz von dendritischen Zellen in der Leber verursacht, behandelt wurden, dieses
Transplantat schnell (Tag 5) abstieffen. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Blockade von
CD80/CD86 zu einer vermehrten Apoptose von CD8+ Zellen im Transplantat und der
Milz und zu einer geringeren Abstoflungsrate. Das Uberleben von Transplantaten scheint
somit ursdchlich gekoppelt zu sein an die Apoptose von Transplantat-reaktiven T-Zellen,
wohingegen eine vermehrte Kostimulation (in diesem Fall vermittelt durch infiltrierende
DC der Leber) deren Apoptose verhindert und zur rascheren AbstofSung fiihrt [187]. Eine
weitere Arbeit von Noel et al. unterstreicht die Funktion des Kostimulus fiir das
Uberleben von T-Zellen: Die Ligation der kostimulatorischen Molekiile mit dem CD28 auf
der T-Zelle induziert Bcl-xL, ein anti-apoptotisches Protein in der T-Zelle [188].
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Am umfassendsten wurde ein Zusammenhang zwischen peripherer Toleranzinduktion
und fehlender Kostimulation bereits 1994 von P. Matzinger diskutiert [189]. Demnach
findet die periphere ,Tolerisierung” von T-Zellen durch die permanente Passage von T-

Zellen durch das nicht-stimulatorische Gewebe des Korpers (non-APCs) statt.
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2.3 Fragestellung

Im Fokus dieser Arbeit steht die periphere Toleranzinduktion des adaptiven
Immunsystems. Dieses Projekt soll Beitrdge fiir folgende wichtige Kernfragen liefern:
Welche Moglichkeiten hat der Organismus, persistierende, potentiell auto-immunreaktive
T-Zell-Klone unter Kontrolle zu halten? Uber welche Mechanismen kénnen diese auto-
reaktiven T-Zell-Klone ausgeschaltet werden? Was geschieht am Ende einer erfolgreichen
Immunantwort mit der Masse an expandierten, aktivierten T-Zellen? Gibt es eine
Gegenregulation zur Begrenzung einer tiberschieffenden Immunantwort?

Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung und Charakterisierung
hochspezifisch agierender Suppressorzellen, die in der Lage sind, Antigen-spezifisch
aktivierte T-Zellen zu deletieren.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die immunregulatorische Funktion von CD3* CD4-
CD8- doppeltnegativen (DN) T-Zellen, einer niederfrequenten, wenig charakterisierten
Subpopulation humaner T-Lymphozyten, untersucht werden. Die Arbeitshypothese
orientiert sich dabei an einem Modell, welches von Zhang et al. kiirzlich aufgestellt
wurde. Darin werden zwei Kernfunktionen muriner DN T-Zellen beschrieben: Erstens
ein Transfer von pMHC-I Komplexen von Antigen-prasentierenden Zellen auf DN T-
Zellen, und zweitens ein FEinsatz dieser akquirierten pMHC-Komplexe als
Effektormolekiile auf der Zelloberfliche von DN T-Zellen zur Deletion Antigen-
spezifischer T-Zellen. Diese beiden Schliisselfunktionen sollten bei humanen DN T-Zellen
charakterisiert werden.

Weiter sollte analysiert werden, ob DN T-Zellen zu der in der Literatur fiir verschiedene
Zelltypen beschriebenen "Veto-Aktivitdt" in der Lage sind, und ob dieser Effekt auf
pMHC-Komplexe, die als Effektorstrukturen fungieren, zurtickfiihrbar ist. Hierftir wurde
in gemischten Lymphozytenreaktionen untersucht, ob der Verwandtschaftsgrad zwischen
Suppressorzellen und Stimulatorzellen ein wesentlicher Parameter ist. Aufserdem wurde
untersucht, ob die Veto-Aktivitit der Suppressorzellen von DN T-Zellen durch eine
Vorkultur mit pMHC-Donoren erworben werden kann.

Im zweiten Teil der vorgelegten Arbeit sollte ein Modellsystem fiir Antigen-spezifische
Suppression etabliert werden. Es sollte eine Effektorzelllinie gefunden werden, welche
gegen Antigen-spezifische T-Zell-Linien beliebiger Herkunft und Spezifitit als
Suppressorzelle eingesetzt werden kann. In einem solchen System sollte die
Suppressorzelle tiber pMHC-Molekiile eine Antigen-spezifische Deletion von aktivierten
T-Zellen einleiten.

Die praktische Herausforderung dieser Arbeit bestand in der Etablierung von
Aufreinigungsmethoden einer sehr niederfrequenten Zellpopulation aus dem peripheren
Blut und der Entwicklung von "Read-out-Systemen" zur Untersuchung von

Apoptoseeffekten. Ziel dieser Promotionsarbeit ist eine Erweiterung des Verstdndnisses



2 Einleitung 30

der peripheren Toleranzinduktion im adaptiven humanen Immunsystem. Die
Untersuchungen haben klinische Relevanz im Hinblick auf die Entwicklung
zelltherapeutischer Ansdtze zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen bzw.

Abstofsungsreaktionen nach Organtransplantationen.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Medien, Puffer und Seren

AB-Serum, human, gepoolt:
PAN Biotech (Aidenbach)

Adhidrenzmedium:
RPMI ohne Phenolrot (Biochrom, Berlin),
40 U/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco, Karlsruhe)

Annexin-Puffer (Pharmingen/BD, Heidelberg):
Puffer mit einer hohen Calcium-konzentration; gewdhrleistet die Bindung von
AnnexinV an die Phosphatidylserine auf der Plasmamembran.
10 mM HEPES/NaOH pH 7,4
140 mM NaCl
2,5 mM CaCl;

BSA (Bovine serum albumin): PAA (Linz, Osterreich)

Diluent C (Sigma, Steinheim):
Wiéissrige, osmolaritdtsregulierende Losung, die weder Ca2* noch andere
physiologische Salze enthilt. Puffer fiir die Beladung von Zellen mit dem
Membranfarbstoff PKH26. Die genaue Zusammensetzung des Puffers gibt der

Hersteller nicht bekannt.

DYNAL-Puffer:
PBS
2% Fotales Kélberserum (Gibco, Karlsruhe)

Einfriermedium:
90% Fotales Kélberserum (Gibco, Karlsruhe)

10% Dimethylsulfoxid (Sigma, Steinheim)

FACSflow:



3 Material und Methoden 32

Trégerfliissigkeit fiir das Durchflusszytometer (BD, Heidelberg)

FACSrinse:
Reinigungsfliissigkeit fiir das Durchflusszytometer (BD, Heidelberg)

FACS-Waschpuffer (zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen):
PBS
0,6 mg/ml Sandoglobulin (Novartis, Niirnberg)

FCS (Fotales Kilberserum): Gibco (Karlsruhe)

FCS-haltiges Medium:
Standardmedium
10% FCS

Hanks' balanced salt solution (1x):
ohne Ca2*und Mg2*, (PAA Linz, Osterreich) ;

Lymphozytenseparationslosung (Ficoll):
wassrige Losung pH 7,0-7,5
280-340 mOsmol/kg
(PAA, Linz, Osterreich)

MACS-Puffer:
PBS
2mM EDTA (Sigma, Steinheim)
0,5% BSA (PAA Linz, Osterreich)

Paraformaldehyd Fixierlosung:
PBS
5 g Paraformaldehyd gelost; pH=7;

PBS (Phosphate buffered saline): Biochrom (Berlin)
9,5 mM PO4Z ; ohne Ca2*und Mg2*
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Saponinlésung:

PBS
0,1% Saponin (Sigma, Steinheim)
0,1% BSA

Standardmedium (serumfrei):

insgesamt 500 ml RPMI mit Phenolrot (Biochrom, Berlin) mit folgenden Zusitzen:
200 mmol/1 L-Glutamin, 2 ml Vitamine (100 x) (PAA Linz, Osterreich), 5 ml nicht-
essentielle Aminosduren (100x) (PAN Biotech, Aidenbach), 100 mmol/Il
Natriumpyruvat (PAN Biotech, Aidenbach), 40U/ml Penicillin (Gibco,
Karlsruhe), 40 pg/ml  Streptomycin  (Gibco,  Karlsruhe), 50 umol/1
3-Mercaptoethanol (Gibco, Karlsruhe).

T-Zell-Medium:

Standardmedium

10% vereinigtes, humanes AB-Serum

T-Zell-Stimulationsmedium:

T-Zell-Medium + TCGF
+ 3% TCGEF (isoliert aus Zelltiberstand)

X-Vivol5-Medium: BioWhittaker (Verviers, Belgien)

3.1.2 Antikorper

Fir den Nachweis von Oberflichenmarkern oder intrazelluliren Markern wurden

folgende monoklonale Antikorper, die direkt mit Fluorochromen konjugiert sind,

verwendet:

Spezifitit Isotyp Klon Herkunft | Konjugation | Hersteller

CDla IgGl1 HI149 Maus PE Pharmingen (San Diego, USA)
CD3 IgGl1 SK7 Maus FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
CD3 IgGl1 SK7 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD3 IgG1 SK7 Maus PerCP Becton Dickinson (Heidelberg)
CD3 IgGl1 UCHT1 Maus PC-5 Pharmingen (San Diego, USA)
CD3 IgG1 UCHT1 Maus APC Becton Dickinson (Heidelberg)
CD4 IgGl1 SK3 Maus FITC Dianova (Hamburg)

CD4 IgG1 SK3 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD4 IeG1 SK3 Maus PerCP Becton Dickinson (Heidelberg)
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CD4 IgG1 13B8.2 Maus APC Coulter (Krefeld)

CD8 IeG1 SK1 Maus FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
CD8 IgG1 SK1 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD8 IgG1 SK1 Maus PerCP Becton Dickinson (Heidelberg)
CD8 IgGl1 RPA-T8 Maus APC Pharmingen (San Diego, USA)
CD11a IgG1 HI111 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD11b IgG1 44FITC Maus FITC Cymbus (tiber Chemicon, Hofheim)
CD11c IgG1 3.9 Maus FITC Cymbus (tiber Chemicon, Hofheim)
CD14 IgG2b MOP9.89 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD20 IgG2a B9E9 Maus FITC Immunotech (Krefeld)

CD20 IgG1 L29 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD25 IeG1 M-A251 Maus PE Pharmingen (San Diego, USA)
CD40 IgM 14G7 Maus FITC Monosan

CD45 RA IgG1 L48 Maus FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
CD45RO IgG2a UCHL-1 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD54 IeG1 15.2 Maus FITC Cymbus (iiber Chemicon, Hofheim)
CD56 IeG2b NCAM16.2 |Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
CD58 IgG2a BRIC5 Maus FITC Dianova (Hamburg)

CD80 IgM BB1 Maus FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
CD83 IgG2b HB15a Maus PE Immunotech (Krefeld)

CD86 IgGl1 FUN-1 Maus FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
CD%5 (Fas) |1gG1 DX2 Maus FITC Pharmingen (San Diego, USA)
CD%5 (Fas) |1gG1 DX2 Maus PE Pharmingen (San Diego, USA)
FasLigand IeG1 NOK-1 Maus - Pharmingen (San Diego, USA)
Granzyme IgG1 HC2 Maus PE Holzl Diagnostika (Koln)
HLA-A2 IgG2b BB7.2 Maus - Uberstand Zelllinie

HLA-A2 IgG2b BB7.2 Maus PE Serotec (Diisseldorf)

HLA-ABC IgGl1 G46-2.6 Maus FITC Pharmingen (San Diego, USA)
HLA-DR IgG2a L1243 Maus FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
HLA-DQ IgG2a TU169 Maus FITC Pharmingen (San Diego, USA)
Perforin IgG2b delt9G9 Maus PE Holzl Diagnostika (Koln)
TCRap IgG2b BMAO031 Maus PE Immunotech (Krefeld)

TCRap IgG2b BMAO031 Maus PC-5 Immunotech (Krefeld)

TCRyd IgGl1 B1 Maus FITC Pharmingen (San Diego, USA)
TCRyd IgG1 IMMU510 Maus PC-5 Immunotech (Krefeld)

TCRVY9 IgGl1 B3.1 Maus FITC Pharmingen (San Diego, USA)
TCRVS2 IeG1 B6.1 Maus PE Pharmingen (San Diego, USA)
TRAIL IgGl1 RIK-2 Maus PE Pharmingen (San Diego, USA)
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Fiir die Kontrollfairbungen wurden folgende Fluoreszenz-konjugierte Isotypen verwendet:

Isotyp Klon Herkunft | Fluoreszenz Hersteller

IgG1 X40 Maus FITC Becton Dickinson (Heidelberg)
IgG1 X40 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
IgG1 X40 Maus PerCP Becton Dickinson (Heidelberg)
IgGl1 MOPC-31C | Maus PC-5 Pharmingen (San Diego, USA)
IgG1 679.1IMC7 | Maus APC Beckman Coulter (Krefeld)
IgG2a G155-178 Maus FITC Pharmingen (San Diego, USA)
IgG2a X39 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
IgG2b MPC-11 Maus PE Becton Dickinson (Heidelberg)
IgM GC323 Maus FITC Immunotech (Krefeld)

Folgende polyklonale Sekundérantikdrper wurden zum Nachweis von Primdrantikérpern

eingesetzt:

Spezifitit Fluoreszenz | Herkunft Hersteller

Mouse IgG +IgM | FITC Ziege Dianova (Hamburg)

Mouse IgG +IgM | PE Ziege Dako (Glostrup, Danemark)

Reagentien zur enzymatischen Verstiarkung (EAS) von Antikorperfarbungen (FlowAmp,

FlowAmp Systems Cleveland, Ohio):

Reagens Zusammensetzung/ Bezugsquelle

Verstarkungspuffer Caltag, Hamburg

Farbepuffer PBS versetzt mit 5% bzw. 2% FCS

Sekundarreagens anti-Maus-Ig Antikorper-HRP (horseradish peroxidase)
Verstarkungsreagens Caltag, Hamburg

Nachweisreagens Streptavidin- FITC

Folgende Antikorper wurden fiir die Beschichtung der Dynal-Beads verwendet:

Spezifitit Isotyp Klon Herkunft | Konjugation | Hersteller

CD56 IgG1 My31 |Maus - Becton Dickinson (Heidelberg)
CDe61 IgG1 VI-PL2 |Maus - Pharmingen (San Diego, USA)
Glycophorin A | IgG2b HIR2 Maus - Pharmingen (San Diego, USA)

3.1.3 Blockadeagentien

Zur Inhibition von Signalwegen bzw. zur Neutralisierung von Oberflachenmarken kamen

folgende Inhibitoren zum Einsatz:
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Blockade-Agentien

Hersteller

CMA (Concanamycin-A):

Verhindert die Azidifizierung von Vesikeln; durch einen
pH-Wert Anstieg in lytischen Vesikeln beschleunigter
Abbau von Perforin; Inhibitor der Type H* ATPase;

Sigma (Steinheim)

Z-DEVD-FMK (Caspase-3 Inhibitor) Becton Dickinson (Heidelberg)

neutralisierender anti-Fas-Antikorper (Klon ZH-4) Upstate (tiber Biomol, Hamburg)

neutralisierender anti-MHC I-Antikérper (Klon W6/32) | Uberstand Zellinie

3.1.4 Farbstoffe und Farbeagentien

Farbstoff Konjugation Hersteller

AnnexinV FITC Pharmingen (San Diego, USA)
AnnexinV PE Pharmingen (San Diego, USA)
PKH26 - Sigma (Steinheim)

Propidiumiodid - Calbiochem (Laufelfingen, Schweiz)

3.1.5 HLA-A2-bindende Peptide

Peptid | Aminosiduresequenz | Losung Hersteller

Melan-A | ELAGIGILTV Standardmedium 20% DMSO | Calbiochem (Laufelfingen, Schweiz)

EBV GLCTLVAML Standardmedium 10% DMSO | Calbiochem (Laufelfingen, Schweiz)

gp100 ITDQVPESV Standardmedium 5% DMSO | Bachem (Heidelberg)

CMV | NLVPMVATV Standardmedium 10% DMsO |Johns Hopkins University;
Baltimore, USA

3.1.6 Peptid-MHC-Tetramere

Tetramer Konjugation | Hersteller

Melan-A PE

Beckman Coulter (Krefeld)

CMV PE

Beckman Coulter (Krefeld)

Tyrosinase |PE

Beckman Coulter (Krefeld)

3.1.7 Zytokine

Zytokin Hersteller

IL-2 (Proleukin) Chiron B.V. (Amsterdam, Niederlande)
IL-4 Promocell (Heidelberg)

IL-15 Promocell (Heidelberg)

TGEF-B PeproTech (Rocky Hill, USA)

TNF-a CellGenix (Freiburg)

PGE-2 Pharmacia & Upjohn (Erlangen)

IL-1B Promocell (Heidelberg)

IL-6 Promocell (Heidelberg)

GM-CSF (Leukomax)

Novartis (Niirnberg)
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3.1.8 Beads

CD4* T cell Isolation Kit

Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach)

CDS8* T cell Isolation Kit

Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach)

TCRydT cell Isolation Kit

Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach)

Quantibrite Kijt

Becton Dickinson (Heidelberg)

anti-PE Beads

Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach)

M-450 CD4 Dyna-Beads Dynal (Hamburg)
M-450 CD8 Dyna-Beads Dynal (Hamburg)
M-450 CD19 Dyna-Beads Dynal (Hamburg)
M-450 CD14 Dyna-Beads Dynal (Hamburg)
M-450 anti-Maus IgG Dyna-Beads Dynal (Hamburg)

3.1.9 Zellkulturflaschen, -platten, -rohrchen

25 cm? Kulturflaschen

Corning/Costar (NY, USA)

75 em? Kulturflaschen

Corning/Costar (NY, USA)

162 cm? Kulturflaschen

Corning/Costar (NY, USA)

96-well Rundbodenplatten

Falcon/BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

96-well Spitzbodenplatten

Corning/Costar (NY, USA)

24-well Platten

Corning/Costar (NY, USA)

Transwellplatten + Inserts (0,4 pm
Porengrofie; Zellkultur-getestet)

Corning/ Costar (NY, USA)

12-well Platten

Corning/Costar (NY, USA)

6- well Platten

Corning/Costar (NY, USA)

15 ml Zentrifugationsrérchen

Corning (NY, USA)

50 ml Zentrifugationsrohrchen

Corning (NY, USA)

200 ml Zentrifugationsrshrchen

Falcon/BD (Franklin Lakes, NJ, USA

14 ml Polysytrene Rohrchen

Falcon/BD (Franklin Lakes, NJ, USA

Facs-Rohrchen unsteril

Facs-Rohrchen steril

)
)
Falcon/BD (Franklin Lakes, NJ, USA)
Falcon/BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Einfrier-Rohrchen

Greiner (Frickenhausen)

1,5 ml Cups Sarstedt (Niirnbrecht)

2 ml Pipetten Corning/Costar (NY, USA)
5 ml Pipetten Corning/Costar (NY, USA)
10 ml Pipetten Corning/Costar (NY, USA)
25 ml Pipetten Corning/Costar (NY, USA)

50 ml Pipetten

Corning/Costar (NY, USA)
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3.1.10Blutproben

3.1.10.1 Gesunde Spender

Von gesunden Blutspendern wurde 20 - 100 ml heparinisiertes Vollblut gewonnen und
daraus mononukledre Zellen (MNC) {iiber Ficoll-Separation isoliert. Dieses Zellmaterial
wurde vorwiegend fiir die autologen Vesuchsansitze, die spezifischen T-Zell-Kulturen
und die Phénotypisierung von DN T-Zellen verwendet. Weitere gesunde Spenderzellen
wurden aus Leukapheresaten (Leukozytenspende) (allogene Versuche von Abschnitt
41.5.2, S. 66) oder aus buffy coats, die vom Bayerischen Roten Kreuz bezogen wurden
(allogene Versuche von Abschnitt 4.1.5.1, S. 65), gewonnen. Die Blutspender wurden {iiber
die Verwendung der Zellen zu Forschungszwecken aufgeklidrt und erkédrten sich damit
einverstanden. Ein positives Ethikvotum liegt vor. Das Durchschnittsalter der gesunden
Spender betrédgt 32 Jahre.

3.1.10.2 Patienten mit Autoimmunerkrankungen

Den Patienten mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen wurde 7,5 ml heparinisiertes
Vollblut entnommen. Aus dem Vollblut wurden die mononukledren Zellen mittels Ficoll-
Aufreinigung isoliert und anschliefend mit Antikorpern gefarbt. Dabei wurden die
Blutproben am selben Tag aufgearbeitet und weder gelagert noch eingefroren. Es konnten
23 Proben gesammelt werden, wobei das Durchschnittsalter der Patienten bei 43 Jahren
liegt. Fir die T-Zell-Analysen bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen liegt ein

positives Ethikvotum vor.

Pat. Nr. Alter Probendatum | Erkrankung

AK#324 35 17.01.02 Rheumatoide Arthritis
AF#319 20 14.12.01 Lupus

AS#320 63 19.12.01 Sjogren Syndrom

AK#327 29 22.01.02 Lupus (leichte Erscheinungsf.)
AS#328 62 25.01.02 Rheumatoide Arthritis
AB#331 47 29.01.02 Multiple Sklerose

AG#330 20 29.01.02 Typ-I Diabetes

AS#332 33 29.01.02 Typ-I Diabetes

AB#339 39 07.02.02 Undifferenzierte Kollagenose
AF#340 49 08.02.02 Morbus Crohn

AK#337 37 07.02.02 Sjogren Syndrom

AW#338 72 07.02.02 primér-bilidre Zirrhose ( PBZ)
AE#341 50 11.02.02 Rheumatoide Arthritis
AF#366 65 13.03.02 Sjogren Syndrom

AO#451 36 25.07.02 Sjogren Syndrom




3 Material und Methoden 39

AH#415 35 03.09.02 Lupus

AN#416 48 03.09.02 Rheumatoide Arthritis
AK#420 53 03.09.02 Polymyositis

AB#425 39 25.09.03 Sjogren Syndrom

AP#442 43 19.03.03 CVID

AK#443 45 31.03.03 Sjogren Syndrom

AS#444 46 03.04.03 Fibromyalgica rheumatica
AY#445 28 04.04.03 Rheumatoide Arthritis

3.2 Methoden

3.2.1 Kultur von primaren Melanomzellen und T2 Zellen

Tumorzelllinien und die T2 Zelllinie werden in FCS-haltigem Medium kultiviert. Die
Melanomzelllinien Me275 (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. P. Romero,
Ludwig-Institute for Cancer Research, Lausanne, Schweiz), Mel493 und Na8
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. G. Spagnoli, Kantonsspital Basel,
Schweiz) wurden aus Melanommetastasen etabliert. Alle 3 - 4 Tage werden die Zellen mit
Accutase (PAA, Linz, Osterreich) vom Flaschenboden geldst, mit PBS gewaschen und

gesplittet.

3.2.2 Beladung der T2 Zellen
T2 Zellen sind eine humane HLA-A*0201 lymphoide Hybridomzelllinie, die aus einer T-

und einer EBV-transformierten B-Zelllinie entstanden ist. T2 Zellen weisen eine Defizienz
des TAP-Transporter-Proteins auf, weshalb die HLA-A2-Molekiile auf der Zelloberfldche
leere MHC-Bindungsstellen aufweisen. Diese unbesetzten Bindungsstellen lassen sich
deshalb effektiv mit exogenen HLA-A2-bindenden Peptiden beladen [190]. T2 Zellen
werden zur Entfernung instabiler MHC-Komplexe fiir 6 h bei Raumtemperatur in X-Vivol5
Medium inkubiert. Dann werden die Zellen in Standardmedium bei einer Zelldichte von
1,5 - 3 x 106/ ml mit 30 pg/ml Peptid und 10 pg/ml B2-Mikroglobulin bei 37 °C {iber Nacht
beladen. Fiir davon abweichende Peptidkonzentrationen und das Titrationsexperiment mit
Melan-A-Peptid wurde eine Zelldichte von 1,5 x 109/ml eingehalten. Das Volumen des
zugegebenen Melan-A-Peptides betrug fiir alle Peptidkonzentrationen 100 pl. Die Zellen

werden viermal mit 15 ml serumhaltigem Medium gewaschen und gezahlt.

3.2.3 Isolierung von MNC uber Dichtegradientenzentrifugation

Das Vollblut wird 1:1 mit PBS verdiinnt und auf Lymphozytenseparationslosung
tiberschichtet. Nach 27-mintitiger Zentrifugation bei 649 g (4°C) ist das Vollblut
aufgetrennt in eine schwere Fraktion (Erythrozyten), eine Interphase (mononukledre

Zellen) und Blutplasma mit Thrombozyten im Uberstand. Die Interphase wird mit einer
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Transferpipette abgesammelt und bei 583 g (4 °C, 10 min) mit PBS gewaschen. Es folgt ein
weiterer Waschschritt mit 345 g (4 °C, 9 min). Die Zellen werden gezihlt.

3.2.4 Adharenzselektion von Monozyten
20-80x10® MNC werden in RPMI ohne Phenolrot und 10% autologem Serum

aufgenommen und in einer Zellkulturflasche (75 cm?2) ausplattiert. Wahrend der sich
anschliefenden Inkubationszeit von 2 h bei 37 °C adhérieren die Monozyten auf dem
Plastikboden der Kulturflasche. Die nichtadhdrente Zellfraktion (periphere
Blutlymphozyten, PBL) wird abgeerntet und steht fiir Weiterverarbeitung und
Kryokonservierung zur Verfiigung. Die adhdrente Zellfraktion wird 2 - 3 mal kraftig mit

PBS gespiilt und zur Generierung von DC verwendet.

3.2.5 Gegenstromelutriation

Die verwendeten Zellen stammen aus der wochentlichen Leukapherese
(Leukozytenspende) gesunder Spender am Universitdtsklinikum Regensburg. Aus den
abgesammelten Leukozyten werden durch eine Ficoll-Separation (Beutelsystem) die MNC
isoliert. Parallel wird das Schlauchsystem des Elutriators mit H2Oz sterilisiert und mit PBS
gewaschen. Vor jedem Elutriationslauf wird die Peristaltikpumpe geeicht. Fir den
Elutriationslauf werden die Zellen in Hanks-Puffer mit 6% autologem Plasma mittels
einer Peristaltikpumpe in den Elutriator eingebracht. Durch die beiden entgegengesetzten
Kréfte der Peristaltikpumpe und der Zentrifugalkraft der Zentrifuge baut sich ein
Gleichgewichts-Zellgradient auf. Durch kontrollierte Erh6hung der Pumpenstarke kommt
es sukzessiv je nach der Dichte der Zellen zur Ausgabe von Zellfraktionen. Die
Monozyten befinden sich in der letzten Fraktion (III). Der Reinheitsgrad elutriierter
Monozyten liegt zwischen 60 und 85%. Die T-Zellen befinden sich in der Ilal/ und Ila2
Fraktion. Pro Elutriationslauf konnten ca. zwischen 400 und 1400 x10® T-Zellen

gewonnen werden.

3.2.6 Generierung von dendritischen Zellen

Fir die Generierung dendritischer Zellen (DC) werden entweder elutriierte Monozyten
(fur allogene Versuchsansdtze) oder Monozyten aus einer Adhdrenzkultur (autologe
Versuchsansitze) verwendet. Dabei werden die Monozyten unter Zugabe der folgenden
Zytokine fiir 5 Tage bei 37 °C inkubiert: 500 U/ml IL-4, 500 U/ml GM-CSF und 5 ng/ml
TGF-81. Als Medium wird fiir die allogenen Versuchsansdtze FCS-haltiges Medium
verwendet, fiir die autologen Ansitze wird Standardmedium mit 2% autologem Serum
verwendet. Durch die Verwendung von autologem Serum wird die Aufnahme von
Fremdproteinen durch die stark phagozytotisch aktiven, unreifen DC minimiert.

Am Tag 5 werden die unreifen DC fiir weitere zwei Tage terminal ausdifferenziert mit
folgendem Zytokingemisch: 10 ng/ml IL-1£3, 1000 U/ml IL-6, 1 pg/ml PGE-2, 10 ng/ml
TNF-a, und 250 U/ml IL-4 und 250 U/ml GM-CSF. Die reifen DC werden direkt fur die
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Versuche verwendet oder in Einfriermedium eingefroren und in fliissigem Stickstoff

gelagert.

3.2.7 Exogene Beladung von dendritischen Zellen (DC)

DC werden in 15 ml Standardmedium gewaschen und auf eine Zelldichte von 1 - 4 x10°
Zellen/ml Standardmedium eingestellt. 30 pg/ml des jeweiligen Peptids und 10 pg/ml
B2-Microglobulin (ICN, Aurora USA), welches die zu beladenden MHC-Komplexe
stabilisiert, wird zugegeben. Diese Zellsuspension wird fiir 2-3h bei 37 °C unter
gelegentlichem Schiitteln inkubiert, um die Adhédsion der DC an das Plastik zu
vermeiden. Die beladenen DC werden nach der Inkubationsphase mit 20 ml T-Zell-

Medium gewaschen.

3.2.8 pMHC Transferversuche

Zur Untersuchung des pMHC-Transfers werden HLA-A2 negative DN T-Zellen mit
HLA-A2* pMHC-Donoren in T-Zell-Medium im Verhiltnis von 1:1 in 96-well-
Rundbodenplatten koinkubiert. Das Verhdltnis von DN T-Zellen zu DC wird in diesem
Fall sehr hoch gewdhlt, da ein Kontakt zwischen beiden Zelltypen sichergestellt werden
soll. Die Zellen werden bei 51 g (4 °C, 1 min) ohne Bremse anzentrifugiert, damit die
Zellen von Versuchsbeginn an zelluldren Kontakt eingehen kénnen. Nach verschiedenen
Zeitpunkten werden die Zellen abgeerntet.

Die pMHC Transferversuche im Transwellsystem werden in 48-well-Platten durch-
gefiihrt. Es werden Inserts mit einer Polycarbonat-Membran verwendet. Die Vertiefungen
der Platte werden mit 600 pl der DN T-Zell-Suspension befiillt. AnschliefSend werden die
DC in einem Volumen von 100 ul in das Insert einpipettiert und langsam in die
Vertiefung gesenkt. Luftblasen konnen durch leichtes Anheben des Inserts entweichen.
Zwischen dem Boden der Vertiefung und dem Insert besteht ein Abstand von 1 mm. Fuir

die Versuche im Transwellsystem wird auf das Anzentrifugieren der Zellen verzichtet.

3.2.9 Konditionierungskultur von DN T-Zellen

Fir die autologen Funktionstests werden DN T-Zellen fiir 19 - 21 h mit beladenen bzw.
unbeladenen DC im Verhdltnis 5 : 1 in T-Zell-Medium mit 50 U/ml IL-2 und 50 U/ml IL-4
Endkonzentration koinkubiert. Durch den verringerten Einsatz von DC soll die spétere
"Kontamination" von konditionierten DN T-Zellen mit DC gering gehalten werden. Die
Zellen werden mit 51 g (4 ° C, 1 min) ohne Bremse anzentrifugiert.

Fiir die allogenen Vesuchsansitze werden TCRyd" T-Zellen eines unverwandten, dritten
Spenders fiir 2 Tage in Anwesenheit von DC vom "Stimulator-Typ" in T-Zell-Medium mit
50 U/ml IL-2 und 50 U/ml IL-4 konditioniert. Die Zellen werden mit 44 g (4 ° C, 1 min)

ohne Bremse anzentrifugiert.
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3.2.10Generierung von CD8" spezifischen T-Zell-Linien

CD8* T Lymphozyten werden aus MNC durch magnetische Negativselektion nach dem
Miltenyi-System angereichert. Die angereicherte Population besteht aus >90% CD8* T
Zellen. Als Stimulatorzellen dienen autologe, monozytengereifte, peptidbeladene DC. Fiir
die Expansionskultur werden jeweils 10* CD8* Zellen/well und 5 x 103 peptidbeladene,
autologe DC/well in 96-well Rundbodenplatten kultiviert. Als Medium wird 225 ul T-
Zell-Stimulationsmedium/well verwendet und alle 3 - 4 Tage gewechselt. Die CD8* T-
Zellen werden wochentlich mit Peptid-beladenen, autologen DC mit den gleichen

Stimulationsbedingungen restimuliert.

3.2.11Kryokonservierung von Zellen

Die Zellen werden gezdhlt, in 15ml PBS gewaschen und in 1,6 ml gekiihltem
Einfriermedium aufgenommen. Anschliefend wird die Zellsuspension in gekiihlte
Einfrierrohrchen abgefiillt, wobei eine Zellzahl von 100 x 106 Zellen/Einfrier-Rshrchen
nicht tiberschritten werden soll. Der Abfiillvorgang wird auf Eis ausgefiihrt, sofern mehr
als 10 Einfrier-Rohrchen zu befiillen sind. Die befiillten Einfrier-Rshrchen werden in eine
4 °C kiuhle Einfrierbox (Nalgene Nunc, International Hereford, U.K.) gestellt und fur
einige Tage bei -80 °C gelagert. Die mit Isopropanol gefiillten Einfrierboxen gewahrleisten
ein definiertes Abkiihlen der Zellen um -1 °C/ml pro min. Danach werden die Zellen in

flussigem Stickstoff gelagert.

3.2.12Auftauen von Zellen

Die tiefgekiihlten Zellen werden im 37 °C Wasserbad auf 0 © C erwédrmt. Danach wird den
Zellen sukzessive im Minutenabstand eine definierte Menge serumhaltiges Medium (je
nach Zellart T-Zell-Medium oder FCS-haltiges Medium, Raumtemperatur) zugefiihrt.
Dieses Protokoll gewihrleistet ein ziigiges und schonendes Auftauen der Zellen. Im

Anschluss daran werden die Zellen sofort abzentrifugiert und in frischem Medium

aufgenommen.

Zeitpunkt Omin |1min | 2min | 3min | 4min | 5min | 6 min | 7 min | 8 min | 9 min
zugegebene Menge 01 | 012|015 | 019 | 026 | 036 | 052 | 086 | 1,69 | 475
Medium (in ml)/pro ml

Einfriermedium

3.2.13Antikorperfarbungen

3.2.13.1 Direkte Antikorperfarbung von Oberflachenantigenen
Pro Rohrchen werden 0,5 bis 1,0 Mio Zellen zweimal mit 1 ml FACS-Waschpuffer

gewaschen. Der Uberstand wird jeweils verworfen. Die angegebene Menge Antikdrper

wird auf das Zellpellet pipettiert und 13 min bei 4 °C inkubiert. Danach folgt ein
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Waschschritt mit PBS. Die Zentrifugationsschritte werden bei 460 g (4 °C, 5 min)
durchgefiihrt.

3.2.13.2 Indirekte Antikorperfarbung von Oberflachenantigenen

Fur indirekte Antikorperfarbungen wird nach obiger Beschreibung mit dem
Primarantikorper gefarbt. Danach wird ein Sekundarantikorper gegen den Isotyp des
Primé&rantikorpers in einer vom Hersteller angegebenen Konzentration in gleicher Weise

eingesetzt.

3.2.13.3 Enzymatisch verstarkte Antikorperfarbung

Durch die enzymtische Verstarkung der Antikorperfarbung (FlowA™P, Flow Amp Systems
Cleveland, Ohio) kann eine 10- bis 100-fache Signalverstdarkung erreicht werden. Dabei

wird nach folgendem Protokoll vorgegangen:

Arbeitsschritt Medium

Waschen PBS

Waschen Farbepuffer 5%

Inkubation 10 min RT Primérer Antikorper in 50pl Farbepuffer 5%

2 x Waschen Farbepuffer 5%

Inkubation 10 min RT 50 pl Sekundérreagens 1 : 100 in Farbepuffer 2%
3 x Waschen Farbepuffer 2%

Waschen PBS

Inkubation 10 min RT 50 pl Verstarkungs-Reagens 1 : 20 in Verstarkungspuffer
2 x Waschen Farbepuffer 2%

Inkubation 10 min RT dunkel 50 pl Nachweis-Reagens 1 : 100 in Farbepuffer 2%
2 x Waschen Farbepulffer 2%

Zellen suspendieren PBS

Alle Zentrifugationsschritte werden bei 460 g (4 °C, 6 min) ausgefiihrt. Der Uberstand
wird abgesaugt statt abgekippt, um den Zellverlust moglichst gering zu halten.

3.2.13.4 Intrazellularfarbung

Fir die durchflusszytometrische Detektion von Molekiilen im Zellinneren werden die

Zellen nach folgendem Protokoll vorbereitet:

Arbeitsschritt Medium

Oberfldchen Antikorperfarbung Antikorper in addquater Menge
Fixierung 9 - 10 min RT 0,25% PFA

Waschen PBS

Waschen Saponinlésung
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Intrazelluldrfarbung 30 min auf Eis | 100 pl Saponinlosung; 10 ul Antikorper
Waschen Saponinlésung

Waschen Saponinlésung

Waschen PBS

Fixieren 2% PFA

Messen der Zellen PBS

Zentrifugationsschritte werden jeweils bei bei 460 g (4 °C, 5 min) ausgefiihrt.

3.2.14pMHC-Tetramerfarbung

Zum Nachweis spezifischer T-Zellen werden die Zellen einmal mit FACS-Waschpuffer
gewaschen und danach mit der angegebenen Menge des jeweiligen pMHC-Tetramers
inkubiert. Im Anschluss daran wird die Oberflachenfarbung gegen weitere Antigene mit
direkt-konjugierten Antikérpern durchgefiihrt, ohne das pMHC-Tetramer vorher abzu-
waschen. Nach der Inkubationszeit der Antikorperfarbung werden die Zellen mit FACS-
Waschpuffer gewaschen. Fiir die Versuche, in denen die pMHC-Tetramerfarbung vor
dem Apoptose-Test ausgefiihrt wird, wird steriler FACS-Waschpuffer ohne PFA

verwendet. Die Farbebedingungen fiir die pMHC-Tetramere sind wie folgt:

Tetramer Verdiinnung/ Menge |Inkubation
Melan-A 1:15/15ul 30 min 37° C
CMV 1:10/ 5ul 30 min 37° C

3.2.15Generierung von PHA-Blasten

4 x 107 MNC werden in einer Dichte von 2 Mio/ml in T-Zell-Medium aufgenommen und
mit 1 pg PHA-P/ml (Sigma, Steinheim) versetzt. Nach 4 Tagen werden die Zellen gezahlt.
Es sollten etliche Zellen abgestorben sein. Man setzt die Zellen nun in T-Zell-Stimulations-
Medium mit 50 U/ml IL-2 um. Alle 3 - 4 Tage werden die Zellen geerntet, gezdhlt und in
frisches Medium umgesetzt. Die Zellen proliferieren stark und wachsen in Clustern. Die
PHA-Blasten kénnen in Portionen von 5 - 10 x 10® kryokonserviert werden. PHA-Blasten
sind stark aktivierte, expandierte T-Zellen und werden generiert, um eine grofie Anzahl
von Zellen eines bestimmten Individuums fiir Funktionsanalysen zur Verfiigung zu
haben.

3.2.16 Magnetische Zellseparation

Diese Zell-Anreicherungsmethode beruht auf der Bindung von Antikorper-beschichteten
Eisenpartikeln (,Beads”) an Zellen. Das Prinzip beruht auf zwei Schritten: Im ersten
Schritt werden die Eisenpartikel an die Zellen gebunden. Im zweiten Schritt wird die

Zellsuspension an einem Magneten vorbeigefiihrt und separiert. Dabei gibt es positive
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Anreicherungsmethoden, in welchen die Beads an die gewtinschte Subpopulation
gebunden werden, und negative Anreicherungsmethoden, in denen die zu depletie-
renden Zellpopulationen mit Beads markiert werden. In dieser Arbeit kamen die

Zellseparationssysteme von zwei verschiedenen Herstellern zum Einsatz:

3.2.16.1 Anreicherung von Zellen nach der Miltenyi-Methode

Hierfiir werden die Zellen in einem Zwei-Schritt-Farbeverfahren gefarbt. Im ersten
Farbeschritt wird der mit MACS-Puffer verdiinnte Hapten-Antikorper (mAK Maus
anti-X) eingesetzt, im zweiten Farbeschritt der ebenfalls mit MACS-Puffer verdiinnte anti-
(mAK Beads Die

Antikorper, MACS-Puffer, sowie die Inkubationszeiten sind in der folgenden Tabelle

Hapten-Antikorper anti-Maus-Isotyp). verwendeten Mengen
zusammengestellt. Lediglich bei der Isolation von PE* Zellen wird ein PE-Antikorper
nach eigener Wahl eingesetzt, der Zweitantikorper hat seine Spezifitdt gegen den PE-
Farbstoff gerichtet.

Da die verwendeten Beads lediglich einen Durchmesser von 50 nm (,Microbeads")
aufweisen, muss die Zellsuspension tiiber eine Sdule laufen, welche dicht mit
Eisenpartikeln gepackt ist. Fiir simtliche Aufreinigungsldufe werden LS*-Einmal-Saulen
(Fa. Miltenyi, Bergisch-Gladbach)

eingespannt werden. Vor dem Sdulenlauf wird die Sdule mit 3 ml MACS-Puffer

verwendet, die in einen Permanentmagneten
gewaschen. Im Folgenden wird die Zellsuspension in entsprechendem Volumen auf die
Sdule aufgebracht.

Die Separationsstrategie ist bei der Selektion von CD4* und CD8*T-Zellen eine
Negativselektion, d.h. es adhérieren alle Zellen an der Séule, die nicht den gewtinschten
Phéanotyp besitzen. Die restlichen, ungefdrbten Zellen werden in der Negativfraktion
Die TCRyd und PE* Zellen

Anreicherungsstrategie isoliert, d.h. die gewiinschten Zellen befinden sich nach dem

aufgefangen. werden mit einer Positiv-

Sdulenlauf in der Sdule und miissen als Positivfraktion mit 5 ml MACS-Puffer unter

Druck eluiert werden.

Selektion von | Selektion von Isolation von |Isolation von
CD4+ CD8* PE* Zellen TCRyd" DN-
T-Zellen
Depletion von CD8*, CD11b*,| CD4*, CD11b*,
Zellpopulationen CD16%, CD19+,| CD16* CD19*,
CD20%, CD56* CD20*, CD56*
1. Farbeschritt MACS-Puffer 80 ul/107 80 ul/107 - 40 pl/107
1. Antikorper 20 ul/107 20 ul/107 It. Hersteller 10 pl/107
Inkubation (4 °C) 10 min 10 min 15 min 10 min
Waschen MACS-Puffer 20 x Vol. 20 x Vol. 20ml -




3 Material und Methoden 46

Waschen MACS-Puffer 20 x Vol. 20 x Vol. 20ml -
2. Farbeschritt MACS-Puffer 80 ul/107 80 ul/107 80 ul/107 30 ul/107
2. Antikorper 20 ul/107 20 ul/107 20 ul/107 20 ul/107
Inkubation (4 °C) 15 min 15 min 15 min 15 min
Waschen MACS-Puffer 20 x Vol. 20 x Vol. 20 x Vol. 20 x Vol.
Sdule (Waschen) [ MACS-Puffer 3ml 3ml 3ml 3ml
Applikationsvol. | MACS-Puffer 500 pl 500 pl 5 ml 5 ml
Eluieren MACS-Puffer 4 x 3ml 4 x 3ml 3 x 3ml 3 x 3ml
Separations- Negativsel. Negativsel. Positivsel. Positivsel.
strategie

Anmerkung: Angaben gelten fiir mittlere Sdulen (LS*, Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach)
Die Beads, die fiir die Postivanreicherung von TCRyd" DN T-Zellen verwendet wurden,

waren FITC-konjugiert.

3.2.16.2 Voraufreinigung der Zellen nach der Dynal-Methode

Bei dieser magnetischen Aufreinigungsmethode werden Beads mit einer Grofie von 4,5
pm verwendet. Da diese Beads einen grofieren Durchmesser als Miltenyi-Beads haben,
reicht fiir den Separationsschritt ein Handmagnet. Diese Zellseparationsmethode wird als
Voraufreinigung fiir die Fluoreszenzsortierung von DN T-Zellen eingesetzt. Dabei
konnen DN T-Zellen bis zu einer Reinheit von 20% voraufgereinigt werden. Direkt-
konjugierte Beads gegen CD4*, CD8*, CD19* und CD14* werden von der Fa. Dynal
bezogen. Nach zweimaligem Waschen mit Dynal-Puffer im Magneten werden die Beads

in den angegebenen Mengen zur Markierung verwendet.

Spezifitit der Beads |depletierte Zellpopulation Menge an Beads/ 50x10¢ Zellen
CD4 Helfer-T-Zellen 410 ul

CDS8 Killer-T-Zellen 330 pl

CD19 B-Zellen 150 pl

CD14 Monozyten 50 pl

Fiir die Depletion der restlichen Zellpopulationen werden die Beads vor jeder Separation
selbst hergestellt. Hierfiir werden anti-IgG-Beads mit Primdrantikorpern der gewiinschten
Spezifitdt inkubiert. Die Beads wurden mit den in der folgenden Tabelle angegebenen
Mengen an Antikorpern fiir ca. 45 min bei RT unter Schiitteln inkubiert, danach zweimal

mit Dynal-Puffer im Magneten gewaschen.




3 Material und Methoden 47

Antigen depletierte Zellpopulation |Primirantikérper |anti-IgG Dynal-Beads
CD56 NK-Zellen 40 ul/ 107 Zellen | 75ul/ 107 Zellen

CD61 Blutpléttchen 20 ul 500 pl

Glycophorin-A | Erythrozyten 20 pl 500 pl

Die Zellen werden mit den Beads fiir 50 min bei RT in einem Volumen von 3 ml
Dynalpuffer/50 Mio Zellen unter gelegentlichem Schiitteln inkubiert. Die anschlieflende
Zellseparation im Magneten wird zweimal mit einer Dauer von 3 min durchgefiihrt. Der

Uberstand wird fiir die fluoreszente Zellsortierung weiter verwendet.

3.2.17Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie (FACS) dient der Detektion von Zell-gebundenen Farbstoffen

und liefert phanotypische Aussagen tiber die gefarbten Zellen. Dabei werden die Zellen in
einer Tragerfliissigkeit an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt. Im verwendeten Gerit
(FACSCalibur, BD, Heidelberg) standen zwei Laser (Argon- und UV-Laser) fur die
Anregung der Farbstoffe zur Verfigung. Die Emission der Farbstoffe wird in vier
Kanilen gemessen. Auflerdem wird die Lichtstreuung jeder Zelle detektiert: Das sog.
"Vorwiérts-Streulicht" liefert Information tiber die Grofse der Zellen, das sog. "Seitwarts-
Streulicht" vermittelt Information tiber die Granularitdt der Zelle. Zusammengenommen
werden damit fur jede Zelle sechs Parameter ermittelt. Als Farbstoffkonjugate werden
FITC (Fluorothioisocyanat), PE (Phycoerythrin), PerCP (Peridin-Chlorophyll-Protein),
PC-5 (Phycoerythrin-Cyanin-5) und APC (Allophycocyanin) verwendet. Aufierdem

konnen im Durchflusszytometer Membranfarbstoffe detektiert werden.

3.2.18Fluoreszente Zellsortierung

Die fluoreszente Zellsortierung ist eine Spezialanwendung der Durchflusszytometrie und
wird mit Hilfe des FACSStar Plus (Becton Dickinson, Heidelberg) am Institut fiir
Pathologie des Universitdtsklinikums Regensburg durchgefiihrt. Die gemessenen,
phénotypisch charakterisierten Zellen werden dabei in ein Ausgabegefafs (bzw. fiir die
Klonierung von DN T-Zellen in 96-well Platten) einsortiert.

Hierbei wird das Gerdt samt Schlduchen vor jedem Sortiervorgang fiir 20 - 30 min mit
70% Ethanol sterilisiert, anschliefend 30 min mit PBS gespiilt. Der Zellsortierer muss
anschliefend mit fluoreszierenden Partikeln (yellow/green-Beads; Fa. Polysciences,
Warrington, PA) kalibriert werden. Dabei wird die Einstellung der Spiegel im Gerét, das
Auftreffen des Laserpunktes und die Form des Laserpunktes adjustiert. Fiir die
Zellsortierung haben sich folgende Einstellungen als optimal erwiesen: Abstand zwischen
Abrisspunkt und Laserpunkt: 0,175 Zoll; Drop delay: 12, 5; Sweep trigger: 23048. Mit Hilfe

von fluoreszierenden Beads wird im Fluoreszenzmikroskop tiberpriift, ob die gewahlte
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Anzahl von Partikeln pro Tropfen tatsdchlich ausgegeben wird. Die Frequenz gemessener
Zellen liegt bei durchschnittlich 2500 Zellen/s.

3.2.19Klonierung von DN T-Zellen

Zur Klonierung von DN T-Zellen werden folgende Feeder-Zellen verwendet: 5 Mio
allogene MNC (mit 30 Gy bestrahlt) und 1 Mio Laz388 Zellen (mit 100 Gy bestrahlt) pro
96-well Platte. Laz388 ist eine immortalisierte EBV-transformierte B-Zell-Linie. Die Zellen
werden ausplattiert in 150 pl T-Zell-Stimulationsmedium. Um einen engen Zell-Zell-
Kontakt zu gewdhrleisten, werden Spitzbodenplatten verwendet. Die DN T-Zellen
werden am Fluoreszenzsorter mit einer bis drei Zellen/well eingesit. Alle vier Tage wird
ein Medienwechsel durchgefiihrt. Wenn ab Tag 10 die Klone auswachsen, werden die
positiven wells abgeerntet und auf eine Reihe 96-well Rundbodenplatten aufgeteilt. Ab
dem Tag des Aberntens werden die Klone in 96-well Rundbodenplatten gehalten und
einmal wochentlich mit Feederzellen restimuliert. Alle vier Tage wird ein Medienwechsel
durchgefiihrt. So werden die DN T-Zell-Klone expandiert und zu 2 bis 4 Mio/ Einfrier-

rohrchen eingefroren.

3.2.20Cytokine-Bead-Array (CBA)
Durchflusszytometrische Quatifizierung der Zytokine im Uberstand (BD, Heidelberg): Es

werden sechs verschiedene Typen von Beads verwendet, welche durch ihre
unterschiedliche Fluoreszenzintensitat in Kanal 3 identifiziert werden konnen. Durch eine
Beschichtung der Beads mit anti-Zytokin-Antikorpern werden die freien Zytokine im
Uberstand gebunden. Im néchsten Schritt werden die Detektionsantikérper, die PE-
konjugiert sind, zugeben. Sie binden an die Zytokine und machen diese dadurch im
Durchflusszytometer detektierbar. Die Menge eines gebundenen Zytokins korreliert mit

der Fluoreszenzintensitit fiir PE.

3.2.21Mixed lymphocyte reaction (MLR)

Frische Responder-MNC nach Ficoll werden im Verhdltnis 1,5 : 1 mit allogenen
Stimulator-MNC gemischt in T-Zell-Medium mit 100 pl/well ausplattiert. Die Stimulator-
MNC werden, um deren eigenes Wachstum zu verhindern, zuvor mit 30 Gy bestrahlt. In
weiteren 100 pl T-Zell-Medium werden die Suppressorzellen zugegeben. Das Verhiltnis
von Suppressor- zu Responderzellen ist in den jeweiligen Abbildungen dieser Arbeit
angegeben. Die Zellen werden fiir fiinf Tage koinkubiert. Am Vortag des Test-Endes
wird 3H-Thymidin steril zugegeben. Die 3H-Thymidin-Stammlsung wird 1 : 10 verdiinnt
mit T-Zell-Medium und 10 pl/ well (=1 pCi) eingesetzt. Nach 18 - 20 h wird die Platte
mittels eines Absauggerdtes auf eine Filterplatte (UniFilter, Packard, Niederlande)
abgeerntet. Nach dem Trocknen der Platte wird die Filterplatte auf dem Boden mit einer
Klebefolie (Packard, Niederlande) abgedichtet und mit 50 ul/well Szintillationsfliissigkeit
(Mikroscint-20, Packard, Niederlande) pro well betropft. Die Platte wird mit einer
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Klebefolie auf der Oberseite versiegelt (TopSeal, Packard, Niederlande). Im
Szintillationszdhler (TopCount, Fa. Packard, Niederlande) wird die Radioaktivitdt der

Einzelwells in "Ereignissen pro Minute" (cpm) ermittelt.

3.2.2251Cr-Freisetzungstest

Die Effektorzellen wurden in den angegebenen Effektor : Target Verhiltnissen in T-Zell-
Medium ausplattiert. Die Zielzellen werden fiir 1 h mit 200 pCi 5!Cr markiert, zweimal
gewaschen und in den mit 2000 Zielzellen/well auf Spitzbodenplatten in T-Zell-Medium
ausgesdt. Fiir die Ermittlung der Spontanfreisetzung wurden Zielzellen in T-Zell-Medium
ohne Effektorzellen ausplattiert. Die Maximalfreisetzung wurde ermittelt, indem 100 ul
Zielzellen in 100 ul/well Triton X-100 (Sigma, Steinheim) kultiviert wurden. Die

Zytotoxizitat wurde mindestens in Dreifach-Ansédtzen nach folgender Formel ermittelt:

(Cpm Probe - Cpm Spontanfreisetzung)

x 100 = % spezifische Lyse

(Cpm Maximalfreisetzung - CpM Spontanfreisetzung)

3.2.23PKH26 Apoptose-Test

Die Beladung der Zielzellen erfolgt in 14 ml Polystyrene-Rohrchen. Es wird jeweils eine
konstante Zellzahl fiir die Farbung eingesetzt (siehe folgende Tabelle). Die Zellen werden
zundchst einmal in Standardmedium gewaschen und aufgenommen in Diluent C. Die
Farbelosung wird jeweils frisch vor der Beladung hergestellt: PKH26 Farbstoff wird in der
angegebenen Menge Diluent C verdinnt und auf dem Vortex-Mischer vermischt. Die
Menge des eingesetzten PKH26 Farbstoffes sowie die verwendete Zellzahl werden der
Grofie der verwendeten Zellen angepasst. Im Beladungsschritt wird die Farbelosung
tropfenweise unter Schiitteln der Zellsuspension zugegeben. Anschliefend werden die
Zellen 40 min bei RT auf dem Schiittler inkubiert.

Tumorzellen CTL PHA-Blasten
Zellzahl 2,0 x 106 2,5 x 106 2,5 x 106
Diluent C fiir Zellsuspension 200 pl 200 pl 200 pl
Diluent C fiir Farbelosung 200 pl 200 pl 200 pl
PKH26 Farbstoff 0,8 ul 05ul 0,5ul
Inkubationsdauer 40 min 40 min 40 min

Die Beladung wird mit 2 ml humanem AB-Serum fiir 3 min abgestoppt. Die
Serumproteine binden freie Farbstoffreste. Danach wird mit serumhaltigem Medium (je
nach Zellart T-Zell-Medium oder FCS-haltiges Medium) aufgefiillt und die Zellen
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abzentrifugiert. Es folgen zwei Waschschritte in 40 ml serumhaltigem Medium. Danach
wird die Zellzahl der PKH26" Zielzellen ermittelt.

Parallel zur Beladung der Zielzellen werden die Effektorzellen in den gewtinschten
Effektor- : Target -Verhéltnissen in einem Volumen von 100 pl/well in Spitzbodenplatten
ausplattiert. Die Zielzellen (konstant 5000 Zielzellen/well) werden zum Schluss in einem
Volumen von 100 pl T-Zell-Medium dazupipettiert. Die Zugabe der Zielzellen legt den
Startzeitpunkt des Tests fest. Der Test wird fuir 4 h bei 37 °C inkubiert.

Danach werden die Zellen (je 1 Ansatz/Roéhrchen) aus den wells abgeerntet und in PBS
gewaschen. Die Zellen werden dann in 100 pl Annexin-Puffer aufgenommen und mit 5 pl
AnnexinV-FITC fiir 10 min bei Dunkelheit gefarbt.

Da AnnexinV-FITC erfahrungsgemdfi die Hintergrundfarbung erhoht, d.h. die Negativ-
population leicht in den positiven Bereich verlagert, ist es notwendig, die Kompensation
des Durchflusszytometers in Anwesenheit von AnnexinV auszufithren. Fiir die
Kompensation werden folgende Rohrchen prapariert: a. AnnexintPKH26- Zielzellen; b.
Annexin*PKH26* Zielzellen. Bewidhrte Gerateeinstellungen werden fiir den jeweiligen

Apoptose-Test wiederverwendet.

3.2.24 Autologer Apoptose-Test

Dieser Apoptose-Test wird verwendet, um die Lyse von CD8* Antigen-spezifischen T-
Zellen durch DN T-Zellen nachzuweisen. Die DN T-Zellen (Suppressorzellen) werden in
ansteigenden Suppressor : CIL Verhiltnissen in einem Volumen von 100 pl in Rund-
bodenplatten ausplattiert. Dabei werden entweder sortierte DN T-Zellen oder DN T-Zell-
Klone verwendet. Wenn TCRyd" DN T-Zellen als Suppressorzellen verwendet werden,
wird eine anti-TCRyd-PC-5 Farbung durchgefiihrt. Fiir TCRap* DN T-Zellen wird diese
Farbung weggelassen.

Zuletzt werden die CD8* CTL (Zielzellen) mit 5000 CTL/well in 100 ul/well dazu-
pipettiert. Fiir den gesamten Test wird T-Zell-Medium verwendet. Um einen optimalen
Zell-Zell-Kontakt zu gewdhrleisten, werden die Platten fiir 1 min bei 51 g (4 ° C, 1 min,
ohne Bremse) anzentrifugiert. Die Inkubationdauer betragt 4 h bei 37 °C.

Nach 4h werden die Uberstinde fiir die Zytokinmessung abgenommen und die
jeweiligen wells eines Ansatzes in einem Rohrchen vereinigt. Die Zellen werden einmal
mit FACS-Waschpuffer gewaschen und mit MHC-Tetramer gefdarbt. Ohne die Zellen nach
der Tetramerfarbung zu waschen, werden nun die Antikorper fiir die Oberflachenfarbung
CD8-APC und TCRy&PC-5 zugegeben und fiir 13 min bei 4 °C inkubiert. Danach werden
die Zellen einmal mit PBS gewaschen, aufgenommen in 100 ul Annexin-Puffer und mit
5 ul AnnexinV-FITC fiir 10 min inkubiert. Die Zellen werden im Durchflusszytometer

analysiert.
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4 Resultate
4.1 Das immunsuppressive Potential humaner DN T-Zellen

4.1.1 DN T-Zellen bei gesunden Spendern

Der Anteil CD4- CD8- doppeltnegativer (DN) T-Zellen im peripheren Blut ist sehr gering.
So betrédgt die Frequenz bei gesunden Spendern (n =19) 4% aller CD3* T-Lymphozyten
(sieche Abb. 3 A). Etwa 80% der DN T-Zellen tragen den T-Zell-Rezeptor (TCR) yd 20%
exprimieren den TCRaf (Abb. 3 B). Da die DN T-Zellen eine heterogene Zellpopulation
darstellen und zu einem kleinen Anteil auch sog. NK-T-Zellen (NK-Zell- und
T-Zellmarker tragende Zellen) beinhalten, wurden zundchst mittels phéanotypischer

Analyse die verschiedenen Subpopulationen definiert.

A. B.

10 100
90
80 -
70 |
60 -
50 -
40 -
30 A
20 -
10 -

-

% DN T-Zellen an CD3+
—
% positive Zellen an DN

0 %gd T-Zellen %ab T-Zellen

Abb. 3: (A) Die Frequenz von CD3* CD4- CD8 DN T-Zellen anteilig an allen T-Lymphozyten
im peripheren Blut gesunder Spender (n=19). (B) Innerhalb der DN T-Zellen befinden sich
etwa 80% TCRyd exprimierende und 20% TCRoOP exprimierende T-Zellen (n=11). Die
Standardabweichung ist als Balken angegeben.

Beztiglich ihrer CD3* Expression konnen zwei Subpopulationen separiert werden:
CD3high  CD4-CD8- und CD3low CD4- CD8- T-Zellen (sieche Abb. 4, oberer linker
Quadrant). Die CD3high Population (Abb. 4 B, R2) besteht vorwiegend aus DN T-Zellen,
welche den TCRyS exprimieren, wihrend die CD3low Population iiberwiegend aus
TCRaB* besteht. Uber eine mogliche funktionelle Bedeutung der erhohten CD3
Expression der TCRyd T-Zellen ist derzeit nichts bekannt. Eine weitere phanotypische
Untersuchung dieser DN T-Zell-Subpopulationen ist in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 4: Durchflusszytometrische Analyse von DN T-Zellen, dargestellt im Dichtediagramm. (A) Nach der
Oberfldchenfarbung mit anti-CD3-APC und anti-CD4/CD8 PerCP (im selben Kanal) befinden sich die DN T-
Zellen im linken oberen Quadranten. Die DN T-Zellen enthalten eine dominierende Population von CD3high
exprimierenden Zellen (Region R2) und eine kleinere Population von CD3!°W exprimierenden DN T-Zellen
(Region 3). (B) Die CD3high Population (R2) enthilt vorwiegend TCRy3' T-Zellen, wihrend die CD3low

Population (Region R3) iiberwiegend aus TCRap* DN T-Zellen besteht (C).

DN T-Zellen der CD3high Fraktion, welche vorwiegend TCRyd" sind, exprimieren bzw.
koexprimieren tiberwiegend CD45RO, der Kklassischerweise ein Marker fiir
Memory / Effektor-Zellen ist (Abb. 5, rote Sdulen). Die CD3high Fraktion enthélt auerdem
einen Anteil von 40% CD56" NK-T-Zellen (Abb. 5). Die CD3low DN T-Zellpopulation
enthélt vorwiegend TCRap* CD45RA™ Zellen, ein Marker fiir naive Zellen (Abb. 5, blaue
Sdulen). Beziiglich des Markers CD25* (Aktivierungsmarker) bestehen keine Unter-

schiede in den Subpopulationen.

% positive Zellen

Abb. 5: Phénotypisierung humaner CD3high
100 und CD3lew DN T-Zell-Subpopulationen.
90 B CD3 low Exemplarisch an zwei gesunden Spendern ist
80 | = CD3 high das Ergebnis der phéanotypischen Analyse der
70 | CD3high und CD3lew DN T-Zell-Population
dargestellt: NK-Marker(CD56)-tragende DN T-
60 1 Zellen  (NK-T-Zellen)  befinden  sich
501 vorwiegend in den CD3high DN T-Zellen. Die
40 1 TCRof* T-Zellen befinden sich ausschliefilich
30 in der CD3lw Fraktion. Die CD3low
20 Population beinhaltet vorwiegend
10 1 J CD45RA™* T-Zellen, wohingegen Zellen der
0 | | | | CD3high DN T-Zell-Fraktion fast ausschliefSlich
CD56¢ TCRab+ CD25+ CD45RA+ CDA5SRO+ den (?D{LSRO* Marker exprimieren oder
koexprimieren.

4.1.2 Gewinnung von DN T-Zellen

41.21

Ex vivo Aufreinigung von DN T-Zellen

Fiir die Aufreinigung von DN T-Zellen mittels Fluoreszenzsortierung mussten die Zellen
zundchst magnetisch voraufgereinigt werden. Dies ist notwendig, da die Frequenz der
DN T-Zellen innerhalb der MNC so gering ist, dass im Fluoreszenzsortierer bei einer

Beschrankung der Analysefrequenz auf 2500 Zellen/s ein Sortiervorgang zeitlich zu lange
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dauern wiirde. Die MNC wurden aus buffy coats gewonnen und danach voraufgereinigt:
Dafiir wurden zundchst CD4*, CD8*, CD14*, CD56%, CD19*, CD61* und Glykophorin-A*
Zellen magnetisch mittels Beads der Fa. Dynal depletiert (Protokoll siehe Methodenteil
3.2.16.2; S. 46). Dabei konnten die TCRyd" DN T-Zellen bis zu 20% angereichert werden.
Im Anschluss daran wurden die Zellen mit monoklonalen Antikérpern anti-CD4-FITC,
anti-CD8-FITC, anti-TCRy&PC-5 gefarbt und fluoreszenzsortiert. Die Farbung mit
monoklonalen Antikérpern fiir die Isolierung von TCRap* DN T-Zellen wurde mit anti-
CD4-FITC, anti-CD8-FITC, anti-TCRaB-PC-5 durchgefiihrt. Die Ausbeute betrug
durchschnittlich 15%. Die Reinheit der fluoreszenzsortierten, vitalen DN T-Zellen lag bei
98% (siehe Abb. 6 A). Da TCRof3* DN T-Zellen zu einem geringeren Prozentsatz im
peripheren Blut vorhanden sind als TCRyd* DN T-Zellen (siehe Abb. 3), war die
Klonierung von TCRaf* DN T-Zellen fiir funktionelle Untersuchungen essentiell,
wihrend die fluorezenzsortierten TCRyd" DN T-Zellen fiir Funktionstests verwendet
werden konnten.

Dennoch bot sich fiir die Isolierung von TCRyd" DN T-Zellen ein rein magnetisches
Verfahren an: TCRyd" DN T-Zellen konnen mittels Beads der Fa. Miltenyi (siehe
Materialteil, Abschnitt 3.1.8) tiber Sdulen positiv angereichert werden. Die Ausbeuten
lagen mit ca. 57% sehr viel hoher als bei der fluoreszenten Zellsortierung. Die Reinheit der
Zellen war geringfligig niedriger: 94% der isolierten Zellen waren TCRyd" und CD3%, 91%
der Zellen hatten einen CD4- CD8- Phénotyp (siehe Abb. 6 B). Die Sdulenaufreinigung
erzielte deswegen gute Reinheiten, weil als Ausgangsmaterial eine vorangereicherte T-
Zell-Fraktion aus der Elutriation verwendet wurde. In dieser Fraktion sind keine
Monozyten vorhanden. Da Monozyten zur unspezifischen Bindung von Antikérpern
neigen, werden Monozyten bei Positivselektionen hdufig mitangereichert. Dieses Problem
kann jedoch durch die Verwendung Monozyten-depletierter Zellfraktionen umgangen
werden. Die magnetisch isolierten DN T-Zellen wurden vorwiegend fiir die allogenen
Versuchsansédtze von Abschnitt 4.1.5.2 (S. 66) eingesetzt. Ein rein magnetisches Verfahren

zur Aufreinigung von TCRof3* DN T-Zellen ist derzeit nicht verftigbar.



4 Resultate 54
A. B.
T Abb. 6: Aufreinigung von DN T-Zellen
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41.2.2 DN T-Zell-Klone
Zur funktionellen Charakterisierung von CD3* DN T-Zellen wurden TCRaf* und

TCRyd" DN T-Zell-Klone generiert, um deren immunregulatorische Funktion zu
untersuchen. Da vor allem die TCRaf* DN T-Zellen in einer sehr niedrigen Frequenz im
peripheren Blut vorhanden sind, war fiir die funktionellen Analysen der TCRaf3* DN T-
Zellen die Verwendung von T-Zell-Klonen essentiell. Die Klone wurden im Laufe ihrer
Expansion wochentlich mit Feederzellen restimuliert. Die phdnotypische Analyse eines
TCRop* DN T-Zell-Klons ist exemplarisch am Klon 1D6 in Abb. 7 gezeigt. Fur die
funktionellen Analysen wurden ausschliefilich Klone verwendet, deren Restimulation
mindestens vier Tage zurtiicklag.

Auch TCRyd" DN T-Zell-Klone wurden generiert. Eine phéanotypische Analyse ist in
Abb. 8 gezeigt. Die Ausbeuten an Klonen waren fiir die Klonierung von TCRyd* DN T-
Zellen etwas besser als bei TCRaf* DN T-Zellen. Etablierte Klone beider Subpopulationen

expandierten jedoch dhnlich gut tiber mehrere Wochen.
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Abb. 8: Der CD3*CD4-CD8- DN T-Zell-Klon 3Z8 wurde aus dem peripheren Blut eines gesunden Spenders
gewonnen, exprimiert VY9 V&2 und stammt somit aus der haufigsten Subpopulation peripherer TCRyd T-
Zellen.

4.1.3 Zytokinsekretionsmuster von DN T-Zellen

Von drei Klonen (1C1, 3D3 und 3C2) wurde die Zytokinsekretion analysiert. Dafiir
wurden die Klone der Expansionskultur entnommen, wobei die Restimulation bei allen

Klonen mindestens vier Tage zurticklag. Die Klone wurden gewaschen und in T-Zell-

Medium bei 37° C gehalten (Klon 3C2 fiir 24 h, Klon 1C1 und 3D3 fiir 48 h).
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Abb. 9: Analyse der Zytokinsekretion humaner
TCRyd" DN T-Zell-Klone. Dargestellt ist die
Menge an Zytokinen in 1 ml Uberstand, welche
von 100.000 Zellen sezerniert wurden. Es wurde
IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-5, IL-4 und IL-2
untersucht. Der Klon 3C2 wurde fiir 24 h, die
Klone 1C1 und 3D3 fiir 48 h in T-Zell-Medium
gehalten.

Zusitzlich wurden fiir die Klone 1C1 und 3D3
Uberstinde generiert, in welchen zusitzlich
100.000 allogene DC anwesend waren. Die
Ermittlung  der  Zytokinmengen erfolgte
durchflusszytometrisch mit Hilfe der CBA
Methode (Methodenteil, siehe 3.2.20). Die
Absolutmenge der Zytokine ist in pg angegeben.
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TCRyd" DN T-Zell-Klone produzieren vorwiegend IFN-y (Abb. 9). Aufierdem wird von
100.000 TCRyd* DN T-Zellen bis zu 100 pg/ml IL-5 und bis zu 30 pg/ml TNF-a
produziert. Dieses Zytokinmuster zeigte sich bei allen Klonen. Es scheint sich dabei um
eine konstituive Expression der Zytokine zu handeln, da die Zytokinmenge mit der
Kulturdauer korreliert (Abb. 9, vergleiche 24 h-Uberstinde von Klon 3C2 mit 48 h-
Uberstinden von 1C1 und 3D3). Eine zusitzliche Kokultur mit allogenen, reifen DC bei
Klon 1C1 und 3D3 ergibt keine zusdtzliche Zytokinproduktion der DN T-Zellen. Die
TCRap* DN T-Zell-Klone wurden auf ihre Zytokinexpression bisher nicht untersucht.

4.1.4 Transfer von pMHC-Komplexen

41.41 Aufnahme von pMHC-Komplexen durch DN T-Zellen

Im folgenden Abschnitt werden Daten tiber den Transfer von pMHC-Komplexen von
APC auf DN T-Zellen dargestellt. Der Transfer von pMHC-Komplexen ist ein
wesentlicher Teil des Modells der spezifischen Suppression von Zhang et al. [28]. Erst
durch den Transfer von Peptid-MHC(pMHC)-Komplexen auf die Oberfldche von DN T-
Zellen werden die DN T-Zellen im Mausmodell befdhigt, Antigen-spezifisch Suppression
zu vermitteln. Die akquirierten pMHC-Molekiile fungieren als Effektormolekiile, mit
denen DN T-Zellen in Kontakt zum T-Zell-Rezeptor der aktivierten T-Zellen treten und
diese anschlieffend lysieren (Modell siehe Einleitung, Abb. 1). Mittels Antikorper-
bindungsstudien soll der Nachweis fiir einen pMHC-Transfer von humanen APC auf DN
T-Zellen erbracht werden.

Hierfiir wurden HLA-A2 negative DN T-Zellen mit HLA-A2 positiven DC fiir 38 h bei
37 °C koinkubiert. Nach der Inkubationsphase wurden mit Hilfe eines spezifischen anti-
HLA-A2 monoklonalen Antikorpers (Klon BB7.2) HLA-A2-Molekiile auf der Zellober-
flache von DN T-Zellen nachgewiesen. Als Kontrolle diente die Bindung des Isotypen an
die kultivierten DN T-Zellen. Die DN T-Zellen wurden im Durchflusszytometer anhand
des Streulichtes gegated (Abb. 10, obere Reihe) und auf die Bindung des Antikorpers
untersucht (Abb. 10, untere Reihe).
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Abb. 10: Kokulturexperimente des TCRy&" DN T-Zell-Klons 3B2 von einem HLA-A2 negativen Spender mit
reifen HLA-A2* DC. Dargestellt ist das Bindungsverhalten des PE-konjugierten anti-HLA-A2-Antikorpers
(Klon BB7.2) an die Oberfldche von DN T-Zellen vor (A) und nach 38h der Kokultur mit DC (B). Werden die
DN T-Zellen und die reifen DC durch eine Transwellmembran voneinander getrennt, so unterbleibt die
Bindung des Antikorpers an die DN T-Zellen (C). Statt vitalen DC wurde auch ein Lysat von DC eingesetzt
(D). Grau: Bindung der Isotypenkontrolle, Schwarze Linie: Bindung des PE-konjugierten anti-HLA-A2-
Antikorpers. Die Dichteplots in der oberen Reihe zeigen das Gating auf die kultivierten DN T-Zellen. Die
angegebenen Prozentzahlen stehen fiir HLA-A2-positiv gewertete Zellen im Vergleich zur Isotypkontrolle.

Wie in Abb. 10 gezeigt, bindet nach einer Kokulturphase von DN T-Zellen mit DC ein
anti-HLA-A2 monoklonaler Antikorper an die zuvor HLA-A2 negativen DN T-Zellen. Es
kommt zu einer gleichméfsigen Verschiebung der Fluoreszenzintensitit in der gesamten
DN T-Zell-Population (Abb. 10, vgl. A und B). Dieses Resultat weist darauf hin, dass es zu
einem Transfer von HLA-A2-Molekiilen gekommen sein muss. Zur Untersuchung der
Bedeutung des Zell-Zell-Kontaktes fiir den Transfer von pMHC-Komplexen wurden
Transwellkammern verwendet. Das Prinzip der Transwellkammer besteht darin, dass
eine Membran (Porengrofie 0,4 um) den Zell-Zell-Kontakt zwischen den DC (obere
Kammer) und den DN T-Zellen (untere Kammer) verhindert, wiahrend der Austausch
16slicher Faktoren moglich ist. Es konnte gezeigt werden, dass der Transfer von HLA-A2-
Molekiilen durch die Kokultur von DN T-Zellen und DC im Transwellsystem
unterbunden wird (siehe Abb. 10 C), wodurch gezeigt ist, dass der Zell-Zell-Kontakt
essentiell ist und l6sliche Faktoren den Transfer nicht vermitteln kénnen.

Werden die DN T-Zellen mit Lysaten von DC (nach dreimaligem Einfrier- und
Auftauzyklus) koinkubiert, findet ebenfalls ein Transfer von pMHC-Molekiilen statt
(Abb. 10 D). Dies ldsst darauf schlieffen, dass die pMHC-Komplexe auch von
Membranfragmenten akquiriert werden konnen und die DC eher eine passive Funktion
im Transferprozess einnehmen. Anschliefend wurde die Kinetik des pMHC-Transfers

untersucht.
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Dafiir wurde wie in den Versuchen zuvor eine Kokultur von fluoreszenzsortierten DN T-
Zellen und DC angelegt und die Bindung des anti-HLA-A2 spezifischen monoklonalen
Antikorpers nach unterschiedlich langer Kokultur untersucht. Naive CD8*T-Zellen
wurden in diesem Experiment als Kontrollzellen verwendet. Durch eine Farbung mit

einem TCRy&PC-5 Antikorper konnte auf die DN T-Zellen gegated werden.

70

e DN Abb. 11:
60 - Y Transfer von pMHC-Molekiilen von HLA-A2* DC auf
HLA-A2- DN T-Zellen. Nach einer Kokultur von DC
und DN T-Zellen zwischen 2 und 48 h wurden die
40 - Zellen mit einem unkonjugierten, monoklonalen anti-
HLA-A2-Antikorper inkubiert. Die Bindung des anti-
HLA-A2 Antikérpers wurde mit einem sekundaren
20 Ziege-anti-Maus-PE Antikorper detektiert und die
10 Expression von HLA-A2 in der Lymphozytenregion
-/-/'/‘. durchflusszytometrisch ~ bestimmt. Als Kontrolle
0 - dienten sortierte CD8* T-Zellen des gleichen Spenders.
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Nach einer Kokultur von 48 h sind etwa 65% der DN T-Zellen positiv fiir HLA-A2
(Abb. 11). Es kommt zu einer zeitabhidngigen Akkumulation von pMHC-Komplexen auf
der Zelloberfliche von DN T-Zellen. Im Gegensatz dazu nehmen naive CD8* T-Zellen
desselben Spenders nur sehr wenige HLA-A2-Molekiile auf.

Anschlieflend wurde der Frage nachgegangen, ob beide Subpopulationen von DN T-
Zellen in der Lage sind, pMHC-Molekiile aufzunehmen. Hierfiir wurden im selben
Versuchsaufbau fluoreszenzsortierte TCRap* und TCRyd* DN T-Zellen eingesetzt. Es
zeigte sich, dass prinzipiell beide DN T-Zell-Subpopulationen in der Lage sind, pMHC-
Molekiile zu akquirieren (Abb. 12).

Abb. 12:
Transfer von HLA-A2-Molekiilen von HLA-A2" DC auf
HLA-A2- TCRaB" und TCRy3 DN T-Zellen.
Nach der Kokultur von reifen DC mit DN T-Zell-
Subpopulationen kénnen HLA-A2-Molekiile sowohl auf
der Zelloberfliche von TCRop" als auch TCRy3 DN T-
Zellen nachgewiesen werden. TCRy5+ und TCRO(B+ DN T-
Zellen wurden durch Fluoreszenzsortierung vom selben
0 T T T T T Spender gewonnen. Dieses ist ein Einzelexperiment.
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41.4.2 Abgabe von pMHC-Komplexen durch verschiedene Immunzellen

Um der Frage nachzugehen, welche Immunzellen in der Lage sind, pMHC-Komplexe

abzugeben, wurden verschiedene Zelltypen desselben HLA-A2* gesunden Spenders
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angereichert und als pMHC-Donoren eingesetzt (siehe Versuchsaufbau, Abb. 13 A): als
pMHC-Donorzellen wurden aus einem Leukapheresat eines HLA-A2* Spenders tiber
Elutriation Monozyten und Lymphozyten isoliert. Aus den Monozyten wurden {iber 7
Tage DC generiert, welche ohne Differenzierungsstimulus (unreife DC) oder nach
Differenzierungsstimulus fuir zwei Tage (reife DC) verwendet wurden. Kryokonservierte
Monozyten und T-Zellen wurden fiir den Versuch aufgetaut. Die Monozyten wurden
tiber eine magnetische CD14" Positivselektion isoliert, die T-Zellen ebenfalls tiber CD4
und CD8 separat magnetisch aufgereinigt und zuletzt wieder etwa im Verhiltnis 2/3 :
1/3 vereinigt, um in etwa das nattirliche Verhiltnis von Helfer- und Killerzellen im
peripheren Blut nachzubilden. Durch diese Aufreinigungsschritte konnten sehr reine
Fraktionen von pMHC-Komplex-Donoren erreicht werden (siehe Abb. 13 C und D). Auch
die unreifen und reifen DC wurden phéanotypisch untersucht (Abb. 13 B) Sie unter-
schieden sich vorwiegend beziiglich der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86

und der CD83-Expression, welche auf den reifen DC hochreguliert wird.

A.
Abb. 13: Transfer von HLA-A2-
TCRy&* Molekiilen  von  verschiedenen
DN T-Zellen pMHC-Donorzellen auf DN T-
HLA-A2- Zellen. (A) Schematischer Versuchs-
aufbau: Als pMHC Donoren wurden
verschiedene Immunzellen eines
HLA-A2" Spenders A verwendet:
reife dendritische Zellen (rDC),
unreife dendritische Zellen (uDC),
Monozyten und T-Zellen. Der
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Nach einer Kokulturdauer von 12 h, 24 h, 36 h und 48 h wurden die HLA-A2- TCRyd* DN
T-Zellen tiber eine anti-TCRydPC-5 Antikorperfarbung gegated und auf die Expression
von HLA-A2-Molekiilen untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Kokultur
mit reifen DC sehr effektiv zum Transfer von HLA-A2-Molekiilen fiihrt, wohingegen
unreife DC schlechter pMHC-Komplexe abgeben (siehe Abb. 14). Auf den mit HLA-A2*
Monozyten bzw. T-Zellen kokultivierten DN T-Zellen konnten keinerlei HLA-A2-
Molekiile nachgewiesen werden. Dabei bleibt unklar, ob es tatsdchlich zu keinem Transfer
von pMHC-Molekiilen gekommen ist, oder ob die Anzahl der transferierten Molekiile

unter der Nachweisgrenze der durchflusszytometrischen Analyse liegt.
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Abb. 14: Transfer von HLA-A2-
Molekiilen von verschiedenen
HLA-A2" Donorzellen auf HLA-
A2- TCRyd" DN T-Zellen. Die
Ansdtze mit den verschiedenen
HLA-A2-Donorzellen sind mit
unterschiedlichen Symbolen
dargestellt: Reife DC (rDC),
unreife DC (uDC), Monozyten
und T-Zellen. Nachweis der
HLA-A2-Molekiile mittels eines
unkonjugierten anti-HLA-A2
Primar-Antikorpers und eines
sekunddren  Ziege-anti-Maus-
FITC Antikorpers.

Es ist unklar, ob die Beschrankung der Abgabe von pMHC-Komplexen auf DC ein
spezifisches Merkmal dieser Zellen ist, oder ob dies einfach mit der hohen HLA-A2-
Oberflachenexpression, d.h. der Verfiigbarkeit der zu transferierenden pMHC-I-
Komplexe zusammenhéngt. Aus diesem Grund wurde die Oberfldchenexpression von

pMHC-Komplexen der verschiedenen pMHC-Donorzellen untersucht.
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Abb. 15:

Oberfldchenexpression von
HLA-A2-Molekiilen  auf
den verschiedenen pMHC
Donoren. Reife DC (rDC)
haben die héchste MHC-I
Expression, gefolgt von
unreifen DC (uDC),
Monozyten und T-Zellen.
Blau: Bindung der Isotyp-
Kontrolle; Rot: Bindung des
unkonjugierten ~ HLA-A2
Antikdrpers nachgewiesen
mittels eines Ziege-anti-
Maus Sekundéarantikorpers.

Dabei zeigte sich, dass unreife DC weniger HLA-A2 auf der Oberfldche tragen als reife
DC (vgl. Abb. 15). Eine Hochregulation von MHC-I-Molekiilen im Laufe der DC-
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Counts

Maturierung ist in der Literatur beschrieben [191]. Die geringste Expression von HLA-A2
wiesen Monozyten und T-Zellen auf. Somit kénnte die Oberfldchendichte von HLA-A2-
Molekiilen auf den pMHC-Donoren eine mogliche Erklarung fiir den unterschiedlich
starken Transfer auf DN T-Zellen sein. Diese Hypothese muss jedoch noch abschliefiend

gepriift werden.

4143 pMHC-Transfer durch T2 Zellen

Die HLA-A2* Zelllinie T2 weist auf Grund eines Defektes im Transporterprotein TAP auf
ihrer Zelloberfldche nur unbeladene pMHC-Bindungsstellen auf, die exogen mit Peptiden
beladen werden konnen. Da T2 Zellen ebenfalls zum pMHC-Transfer in der Lage sind,
wurde anhand dieses Systems untersucht, welche Rolle die Peptidbeladung fiir den
pMHC-Transfer spielt, bzw. ob die Peptidbeladung des MHC eine wichtige
Vorraussetzung fiir den Transfer ist.

In Kokulturexperimenten wurde der HLA-A2 negative TCRyd" DN T-Zell-Klon 3B3 mit
unterschiedlich beladenen T2 Zellen koinkubiert und dann mit einem anti-HLA-A2-
spezifischen monoklonalen PE-markierten Antikorper der Transfer von HLA-A2-
Molekiilen von T2 auf DN T-Zellen untersucht. Als pMHC-Donoren wurden unbeladene
bzw. mit 30 pg/ml bzw. 0,3 ng/ml Melan-A- bzw. gpl00-Peptid-beladene T2 Zellen
verwendet. Wie in Abb. 16 dargestellt, konnen auf der Oberfliche von HLA-A2- DN T-
Zellen (Abb. 16 A) nach einer 38-stiindigen Kokultur mit T2 Zellen HLA-A2-Molekiile

nachgewiesen werden.

A. vorher B. 30ug/ml Mel-A C. 30ug/ml gp100
Abb. 16:
2 =1 = HLA-A2 Transfer von T2 Zellen auf

DN T-Zellen.
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Der HLA-A2 negative DN T-Zell-
Klon 3B3 (A, vor Kokultur) wurde
fiir 38 h mit HLA-A2" T2 Zellen als
pMHC-Donoren koinkubiert. Die T2
Zellen wurden zuvor mit folgenden
Peptiden beladen: 30 pg/ml
Melan-A-Peptid (B), 30 ug/ml gp100
(©), 03ng/ml gpl00 (D). Auch
unbeladene T2 wurden als pMHC-
Donoren verwendet (E). pMHC-
Transfer mit T2 Zellen im Transwell-
System (F). Graue Histogramme:
Bindung der  Isotyp-Kontrolle,
schwarze Linien: Bindung des anti-
HLA-A2 spezifischen, monoklona-
len, PE-konjugierten Antikorpers.

Der pMHC-Transfer von T2 Zellen auf DN T-Zellen findet unabhingig von der
Peptidbeladung (Abb. 16 B, C, E) bzw. der Peptidkonzentration (Abb. 16 C und D) statt.
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Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass der Transfer ein unspezifischer Prozess ist und
nicht tiber eine spezifische Interaktion zwischen dem TCR und dem pMHC-Komplex
vermittelt wird. Weiter ist der Transfer von pMHC-Komplexen von T2 Zellen auf DN T-
Zellen durch Trennung der beiden Zellen mit einer Transwell-Membran inhibierbar (Abb.
16 F) und somit ein Zell-Zell-Kontakt-abhidngiger Prozess.

Eine Quantifizierung der transferierten MHC-Molekiile von APC auf DN T-Zellen wurde
mit Hilfe von Eisenpartikeln (Beads), die mit PE-Molekiilen beschichtet sind,
durchgefiihrt. Durch die Verwendung vier verschiedener Bead-Populationen, welche mit
einer unterschiedlichen Zahl von PE-Molekiilen beschichtet sind, kann das PE-Signal des
anti-HLA-A2-Antikorpers kalibriert werden (siehe Abb. 17 A). Die Eichwerte und die
Probe miissen daftir mit denselben Geréateeinstellungen aufgezeichnet werden. Fiir die
DN T-Zellen, die mit APC kokultiviert wurden, wurde die Bindung des PE-konjugierten
HLA-A2-Antikorpers ermittelt. Mit Hilfe der Eichgeraden konnte der Fluoreszenz-
intensitédt eine definierte Anzahl von PE-Molekiilen zugeordnet werden. Da ein direkt-
konjugierter PE-Antikorper verwendet wurde, ist die Anzahl ermittelter PE-Molekiile mit
der Anzahl detektierter HLA-A2-Molekiile auf der Zelloberfliche von DN T-Zellen

gleichzusetzen.
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Mit Hilfe dieser Methode konnten nach Abzug der Isotypkontrolle ca. 1200 HLA-A2-

Molekiile auf der Oberfldche der kokultivierten DN T-Zellen nachgewiesen werden. Diese

Ganti Joach 38h o TW 001 Guanti Jossh 38h o TW.001 die DN-Zellen nach der Transferkultur. (C)
: Als Kontrolle wurde die Bindung eines

verwendet. Der Dotplot zeigt das Gating
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Anzahl transferierter Molekiile konnte in einem weiteren Experiment mit demselben

Klon, der mit DC eines anderen Spenders kokultiviert wurde, bestétigt werden.

4.1.4.4 Funktionalitat transferierter pMHC-Molekiile

Eine der wichtigsten Fragen, die es zu beantworten galt, ist die Funktionalitdt der

transferierten Molekiile. Hierfiir wurde folgender Versuchsaufbau gewihlt (Abb. 18):

H Melan-A Abb. 18: Schema des Versuchsaufbaus zum
: 7 Nachweis der Funktionalitdt transferierter pMHC-

Molekiile auf der Oberfldche von DN T-Zellen.
HLA-A2- TCRyd" DN T-Zell-Klone wurden in einer
zweitdgigen Konditionierungskultur mit Melan-A-
beladenen T2 Zellen inkubiert. Nach der
Konditionierungsphase wurden die DN T-Zellen
mittels Fluoreszenzsortierung isoliert. Danach wurde
die Kapazitit der konditionierten DN T-Zellen
getestet, Apoptose in Melan-A-spezifischen CTL zu
induzieren. Die Apoptose Melan-A-spezifischer T-
Zellen wurde im vierstiindigen PKH26-Test
bestimmt.

Waéahrend der Konditionierungskultur wurden DN T-Zell-Klone mit Melan-A-beladenen
T2 Zellen koinkubiert. Im Laufe der zweitdgigen Konditionierungsphase sollte der
Transfer von Melan-A-MHC-Molekiilen auf die Oberfldche von DN T-Zellen stattfinden.
Im Anschluss daran wurden die konditionierten DN T-Zellen durch Fluoreszenz-
sortierung aus der Kokultur isoliert und in einen Apoptose-Test gegen Melan-A-
spezifische CTL eingesetzt. Dabei wurde untersucht, ob die konditionierten DN T-Zellen
nun zur Apoptose-Induktion von Melan-A-spezifischen CTL in der Lage sind. Die in
diese Versuche eingesetzten Melan-A-spezifischen CD8" CTL stammen von einem
anderen, HLA-A2-positiven Spender. Die Ergebnisse sind in Abb. 19 dargestellt: Der Klon
3C3 wurde nach der Kokultur mit Melan-A-beladenen T2 Zellen tiiber Fluoreszenz-
sortierung isoliert. Die T2 Zellen wurden {iiber ihre CD20-Expression (anti-CD20-PE-
Farbung) depletiert. Die Reanalyse des fluoreszenzsortierten Klons ergab eine sehr hohe
Reinheit von DN T-Zellen (Abb. 19 A und B Dotplot) in der FSC/SSC-Darstellung. Zum
Vergleich wurde der FSC/SSC reiner T2 Zellen mit denselben Geriteeinstellungen
aufgezeichnet (Abb. 19 D).



4 Resultate 64
A. Melan-A C. Kontrolle D. nurT2
Fupktproof £.5.03 Reanalyse 00 = CTL +gp 100 CTL.0032 éTL +ohhe sored CTL.OO1 ﬁnfersnrt 24.3. T2 anly. 001

£ w L] ol S '1&
23 = :
T 3 " |7 = |7 =4
R £ P S P -
3] = 8 (=]
A = b

e m
TE b MR © = o dimkt
FSC Height w? ot g e® e w? g0t g0 0® 0f 0 50 100 150 200 250
4 AnnexnF TS healan-4 AnrexinF TS FS-Height

B gp-100 Abb. 19: Apoptose-Induktion durch den TCRyd* DN T-

= CTL +gp100 CTL.00Z
w

Fupktproof 8.5.0:3 Reanalyse 00
[
[t = HLTE

Zell Klon 3C3 nach einer Konditionierungskultur mit
Melan-A-beladenen (A) oder gpl00 beladenen (B) T2
Zellen. Als Zielzellen wurden Melan-A-spezifische CTL

% E 2 |7 eingesetzt. In den Dotplots links ist die Reanalyse der
A R2 E M fluoreszenzsortierten, konditionierten DN T-Zellen
W3 S dargestellt. In den beiden mittleren Histogrammen ist die
= e = Ermittlung der AnnexinV* CTL innerhalb der vitalen CTL

050 100 150 200 250 1w qat e wd ? . . .
F5-Haight AnnesinFITC gploD gezeigt. (C) zeigt die spontane Apoptose von CTL ohne

Zugabe von DN T-Zellen. In den Histogrammen wurde
auf die Zielzellen (Melan-A-spezifische CTL) gegated. (D)
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Zellen als Kontrolle.

Der mit Melan-A-beladenen T2 Zellen konditionierte DN T-Zell-Klon 3C3 ist in der Lage,
Apoptose in Melan-A-spezifischen CTL induzieren (Abb. 19 A, Histogramm). Der
apoptotische Anteil liegt deutlich tiber der Hintergrundapoptose in den CTL (Abb. 19 C).
Wurde jedoch der Klon 3C3 mit T2 Zellen konditioniert, die mit einem irrelevanten Peptid
(gp100) beladen sind, so konnten diese Zellen in Melan-A-spezifischen CTL keine
gesteigerte Apoptose induzieren (Abb. 19 B). Werden irrelevante gp100-MHC-Molekiile
auf die DN T-Zellen tibertragen, so sind die DN T-Zellen zu keiner Apoptose befihigt.

In einem weiteren Test, in welchem die beiden HLA-A2 negativen DN T-Zell-Klone 3C2
und 1C1 verwendet wurden, waren ebenfalls nur diejenigen DN T-Zellen zur Apoptose-
Induktion befdhigt, die aus einer Konditionierungskultur mit Melan-A-beladenen T2
Zellen isoliert wurden (Abb. 20). Werden fiir die Konditionierungskultur T2 Zellen
verwendet, die mit dem irrelevanten Peptid (gp100) beladen wurden, so sind die Klone
nicht zur Apoptose-Induktion in der Lage. Wird die Konditionierungskultur mit Melan-
A-beladenen T2 Zellen im Transwell-System durchgefiihrt, induzieren die DN T-Zellen
ebenfalls keine Apoptose in der CTL-Linie. DN T-Zellen aus einer Konditionierungs-
kultur mit T2 Zellen, die mit einer wesentlich geringeren Menge von 0,3 ng/ml Melan-A-
Peptid beladen wurden, konnten ebenfalls keine Apoptose in Melan-A-spezifischen CTL
induzieren, d.h. dass die Menge der beladenen MHC-Komplexe auf den T2 Zellen die
spdtere Fahigkeit zur Apoptose-Induktion der DN T-Zellen beeinflusst. All diese Befunde
sprechen daftir, dass funktionelle pMHC-Komplexe von T2 Zellen auf DN T-Zellen

transferiert werden.
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Abb. 20: Apoptose-Induktion in
Melan-A-spezifischen CTL durch
konditionierte DN T-Zell-Klone.
Die DN T-Zell-Klone 3C2 und
1C1 wurden folgendermafien
konditioniert: ohne: spontane
Apoptose; 0,3ng/ml Melan-A;
30 pg/ml  Melan-A; 30 pg/ml
Melan-A im Transwellsystem
(TW); 30ug/ml gpl00. Die
Frequenz apoptotischer Melan-A-
spezifischer CTL wurde mittels
AnnexinV-Farbung ermittelt.

4.1.5 Apoptose-Induktion durch DN T-Zellen im allogenen System

41.5.1

Proliferationsinhibition einer MLR

Um die suppressive Funktion humaner DN T-Zellen ndher zu beleuchten, wurde

untersucht, inwiefern diese Zellen in der Lage sind, eine primdre gemischte

Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte reaction, MLR) zu unterdriicken. Hierzu

werden Responderzellen eines Spenders A mit bestrahlten Stimulatorzellen des Spenders

B kokultiviert. Durch Zugabe von Suppressorzellen soll nun diese primédre MLR inhibiert

werden.

3H-Thymidin Einbau
(bezogen auf die MLR ohne

Suppressorzellen)

100
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40 +—

30
20
10

ohne

0,1 0,25 0,5

Suppressor : Responder Verhiltnis

Abb. 21: Suppression einer priméren
MLR durch humane TCRyd" DN T-
Zellen. Responderzellen eines
Spenders A wurden mit reifen DC von
Spender B kultiviert. Aufsteigende
Mengen von Suppressorzellen
(Verhiltnis 01-1:1) wurden
zugegeben. Nach 5 Tagen wurde der
Einbau von radioaktivem 3H-Thymidin
Dargestellt sind  die

und  Standardabwei-

gemessen.
Mittelwerte
chungen von vier Proliferationstests,
auf die Werte des
Kontrollansatzes ohne Suppressor-
zellen. Als Responderzellen wurden in
zwel Tests CD4*, in zwei Tests MNC
von Spender A verwendet.

normiert

Hierzu wurden entweder MNC oder aufgereinigte CD4*Zellen eines Spenders A

(Responderzellen) mit reifen DC eines Spenders B (Stimulatorzellen) im Verhiltnis 5: 1

eingesetzt und eine ansteigende Menge DN T-Zellen des Spenders A (Suppressorzellen)

zugegeben. Die Proliferation wurde mittels 3H-Thymidin-Einbau in die Zellen ermittelt.
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Wie in Abb. 21 zu erkennen ist (Mittelwerte aus 4 Proliferationstests), ist der
inhibitorische Effekt der DN T-Zellen gering (bis 25% Inhibition beim Verhiltnis 0,25 : 1).
Bei den hoheren Verhiltnissen 0,5:1 und 1:1 wurde aufierdem ein erneuter Anstieg im
Einbau von 3H-Thymidin beobachtet. Dies spricht am ehesten dafiir, dass der suppressive
Effekt der DN T-Zellen durch ihre Eigenproliferation tiberlagert wird. Ein Grund fiir die
geringen Suppressionseffekte ist mit Sicherheit, dass die Imnmunreaktion dieser priméren
MLR nicht stark war und nur wenige supprimierbare Spender B-spezifische T-Zellen

vorhanden waren.

4.1.5.2 Verlust der Lysekapazitat von alloreaktiven Zellen durch DN T-
Zellen

Eine indirekte Moglichkeit, die suppressorische Aktivitit von DN T-Zellen zu messen
besteht in der Inhibition der lytischen Aktivitdt alloreaktiver T-Zellen (siehe Versuchs-
aufbau Abb. 22). Responderzellen des Spenders A werden mit Stimulatorzellen des
Spenders B fiir 5 Tage stimuliert. Diese Induktionskultur findet mit oder ohne magnetisch
aufgereinigte TCRyd* DN T-Zellen statt. Die Prdsenz spezifischer Zellen wird nun
funktionell analysiert, indem man die Responderzellen auf ihre Fahigkeit testet, Zielzellen

(PHA-Blasten) von Spender B zu lysieren.

—® ©®—@

+/-

TLYE =

Suppr.
Zelle

isolierte TCRyd&"

DN T-Zellen Zellen Lysekapzitidt gegen
PHA blasten von (B)

PHA
Blasten
B

Abb. 22: Versuchsaufbau zur Suppression der Lysekapazitidt von allo-reaktiven Responderzellen. In einem
ersten Schritt (I) sollen alloreaktive Responderzellen von A durch Stimlulation mit MNC von Spender B
induziert werden. Dabei werden magnetisch isolierte TCRyd" DN T-Zellen als Suppressorzellen zugegeben.
Nach 5 Tagen Kokultur wird in einem zweiten Schritt (II) die Lysekapazitit der Responderzellen von
Spender A gegen PHA-Blasten von Spender B getestet. Die Stimulatorzellen werden mit 30 Gy bestrahlt, um
deren Proliferation zu inhibieren.

Wenn in Anwesenheit von DN T-Suppressorzellen die Aktivierung oder Expansion

alloreaktiver T-Zellen und damit die Austibung der zytolytischen Funktion spezifischer
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Responderzellen inhibiert wird, kann eine veminderte PHA-Blasten-Lyse gemessen
werden.

Da zytotoxische Responderzellen auch in niedrigen Frequenzen eine effektive Zielzell-
Lyse austiben konnen, fillt die Suppression einiger weniger Responderzellen stdrker ins
Gewicht. Dadurch wird eine Art Verstarkung des suppressiven Signals in der Messung
erreicht.

In diesem Ansatz kann auch die Spezifitdt der Suppression untersucht werden. Gemaf3
der Arbeitshypothese sind die pMHC-Komplexe die Schliisselstrukturen fur die
Suppression. Wenn die TCRyd" DN T-Zellen die Suppression tiber pMHC-Komplexe
so miissten TCRyd'DN T-Zellen vom
Suppressoren sein. Der Grund dafiir ist, dass die TCRyd" DN T-Zellen vom Stimulator-

vermitteln, "Stimulator-Typ" die besten
Typ nattirlicherweise bereits die addquaten pMHC-Komplexe auf der Oberfldche tragen,
gegen welche die T-Zell-Rezeptoren der Responderzellen spezifisch geworden sind. Nur
in diesem Fall kann es zu einer Antigen-spezifischen Erkennung zwischen den pMHC-
Molekiilen auf der Oberfldche der TCRyd DN Suppressorzellen und den spezifischen T-
Zell-Rezeptoren auf der Oberfliche der Responderzellen kommen (vgl. Modell des
Versuchsaufbaus in Abb. 22). Als Suppressorzellen wurden TCRyd" DN T-Zellen

verwendet.
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Abb. 23: Inhibition der zytotoxischen Funktion von alloreaktiven T-Zellen durch TCRy&* DN T- Suppressorzellen.
Induktion der Responderzellen ohne die Anwesenheit von Suppressorzellen (schwarze Kreise), mit 1:1 TCRyd"
DN T-Zellen (rote Kreise) und mit 1 : 1 Kontroll-TCRy3" DN T-Zellen eines unverwandten dritten Spenders (offene
Késtchen). Die Lysekapazitit wurde mit Hilfe von PHA-Blasten vom "Stimulator-Typ" als Zielzellen in einem

vierstiindigen PKH26-Test analysiert. Gezeigt sind drei unabhangige Experimente (A - C).

Die Lyse von PHA-Blasten Zellen wird im PKH26-Test ermittelt, welcher im Abschnitt
4.2.1.2 (S. 88) ndher erldutert ist. Wie in Abb. 23 dargestellt, zeigt sich, dass durch Zugabe
von DN Suppressorzellen die zytotoxische Funktion alloreaktiver T-Zellen deutlich
inhibiert werden kann (Abb. 23, rote Linien). Im Vergleich dazu kommt es nach Zugabe
von DN T-Zellen eines unverwandten dritten Spenders zu keiner Inhibition (Abb. 23,
Aus der

offene Kistchen). diesen Befunden kann geschlossen werden, dass
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Verwandtschaftsgrad  zwischen den  TCRyd* DN Suppressorzellen und den
Responderzellen entscheidend fiir die Suppressorfunktion dieser Zellen ist. In zwei
Experimenten war die lytische Kapazitit der Responderzellen unter Zugabe von TCRyd"
DNT -Zellen des unverwandten, dritten Spenders sogar hoher als im Kontrollansatz
(Abb. 23 A und C).

« > @ , Abb. 24: Schematischer Versuchsaufbau.
\ MNC von Spender A werden in einer priméren

v MLR mit MNC von Spender B, die mit 30 Gy
N bestrahlt worden sind, stimuliert. Als Suppressor-
zellen dienen entweder TCRyd" DN T-Zellen eines

. i unverwandten, dritten Spenders C (A) oder
O

° TCRy&" DN T-Zellen des Spender C nach einer

2 Tage zweitdgigen Konditionierungskultur mit reifen

+ dendritischen Zellen (DC) von Spender B (B).
Nach der Konditionierungskultur werden die
TCRyd" DN T-Zellen des Spenders C durch
Fluoreszenzsortierung isoliert.

In der nichsten Versuchsserie wurde untersucht, ob TCRyd" DN T-Zellen von
unverwandten, dritten Spendern, welche wunter normalen Bedingungen nicht
suppressorisch aktiv sind (vgl. Abb. 23), die Suppressorfahigkeit erwerben konnen. Daftir
wurden die DN T-Zellen fiir zwei Tage konditioniert mit reifen DC vom Stimulator-Typ.
Wiéhrend der zweitdgigen Konditionierungskultur der TCRyd" DN T-Zellen von Spender
C (siehe Abb. 24) sollte ein Tranfer von pMHC-Komplexen auf DN T-Zellen stattfinden.
In Abb. 25 sind die Resultate zweier unabhéngiger Experimente dargestellt. Die beiden
Experimente unterscheiden sich in der Generierung der Spender-B-spezifischen
Responderzellen: In einem Experiment wurden allo-reaktiven Responderzellen durch
dreimalige, einwochige Restimulation mit MNC von Spender B generiert und die
Suppressorzellen in einer Kurzzeitkultur von 18 h zu den Responderzellen gegeben. In
einem zweiten Experiment wurden frische MNC als Responderzellen eingesetzt und die
Suppresssor DN T-Zellen blieben wahrend der primédren MLR von fiinf Tagen permanent
anwesend. Das Suppressor : Responder Verhiltnis betrug in beiden Tests 1,5:1. Die
zytotoxische Aktivitdt der Responderzellen wurde anhand der Lyse von PHA-Blasten
vom Stimulator-Typ ausgelesen.

Die Resultate beider Experimente waren vergleichbar und sind in Abb. 25 dargestellt:
Frisch aufgereinigte DN T-Zellen eines unverwandten, dritten Spenders C konnen die
MLR nicht inhibieren (Abb. 25, dunkelblaue Sdulen). DN T-Zellen des Spenders C nach
einer Kokultur mit reifen DC vom Stimulator-Typ in der Lage inhibieren jedoch die

zytotoxische Funktion der Responderzellen um etwa 40% (Abb. 25, rote Sdulen).



4 Resultate 69

Diese Befunde sind in Ubereinstimmung mit den Daten zum pMHC-Transfer, wonach
reife dendritische Zellen einen Transfer von pMHC-Molekiilen vermitteln konnen (Abb.
14) und auflerdem die transferierten pMHC-Komplexe funktionell sind (vgl. Abb. 19). Die
erhobenen Daten sprechen dafiir, dass ein Transfer von pMHC-Komplexen auf DN T-
Zellen eines unverwandten dritten Spenders zu einer Veto-Aktivitit gegentiber
allospezifischen Responderzellen befdhigt. Die Konditionierungsdauer von zwei Tagen
wurde gewihlt, um einerseits einen Transfer einer grofien Zahl von pMHC-Komplexen
zu gewdhrleisten (siehe Abb. 11), und andererseits die Suppressorzellen nicht durch eine

zu lange Kulturdauer zu belasten.
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Abb. 25: Eine Vorkultur von TCRy&" DN T-Zellen mit pMHC-Donorzellen (DC)des Spenders B gefihigt
diese zur Suppression. TCRy&"* DN T-Zellen eines unverwandten, dritten Spenders C (griine Sdulen) sind
nicht nicht in der Lage, die zytotoxische Funktion von Reponderzellen zu inhibieren. Die lytische
Funktion der Responderzellen (schwarze Siulen, ohne Suppressorzellen) wird jedoch -effektiv
supprimiert durch die Zugabe von TCRy&" DN T-Zellen, die fiir zwei Tage konditioniert wurden mit
reifen, dendritischen Zellen (rDC) vom Stimulator-Typ B (rote Sdulen). Gezeigt sind zwei unabhéngige
Experimente (A) und (B) mit verschiedenen Spendern.

4.1.6 Apoptose-Induktion von Antigen-spezifischen T-Zellen im
autologen System

41.6.1 Testsystem

Der folgende Abschnitt befasst sich mit dem Nachweis der Antigen-spezifischen
Supression durch TCRof* und TCRyd" DN T-Zellen im autologen System. Das
Testsystem fiir die Antigen-spezifische Suppression ist in Abb. 26 schematisch dargestellt:
Mit Hilfe von definierten Peptiden wurden Antigen-spezifische T-Zell-Linien von
verschiedenen gesunden Spendern generiert (Abb. 26 A). Die Frequenz der darin

enthaltenen spezifischen T-Zellen wurde mittels pMHC-Tetrameren quantifiziert. Fiir die
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Versuche wurde tiberwiegend ein modifiziertes HLA-A2-bindendes Melan-A-Peptid
(ELAGIGILTV statt dem Wildtyp-Peptid EAAGIGILTV) verwendet. Melan-A ist ein
Selbstantigen unbekannter Funktion, welches auf Melanozyten und malignen Melanomen
exprimiert wird. Im Vorfeld wurden in vitro Melan-A-spezifische T-Zellen generiert.
Daftir wurden CD8* Zellen eines gesunden Spenders magnetisch angereichert und einmal
wochentlich mit autologen, Melan-A-beladenen, reifen DC restimuliert. Die Melan-A-
spezifischen T-Zellen expandierten auf diesen wiederholten Stimulus stark und
entwickelten sich zu zytotoxischen T-Zellen (CTL, vgl. z.B. Abb. 27 A). Nach drei- bis
viermaliger Stimulation enthalten die T-Zell-Kulturen einen hohen Anteil (ca. 50-80%)
spezifischer T-Zellen [192]. Die CTL wurden zwischen der dritten und der sechsten
Stimlulation verwendet. Die wochentliche Restimulation lag jeweils mindestens 4 Tage
zuriick.

Einen Tag vor dem Suppressionstest wurden autologe DN T-Zellen gewonnen. Dafiir
wurde die PBL-Fraktion des Spenders aufgetaut und daraus DN T-Zellen tiber
magnetische Voraufreinigung/ Fluoreszenzsortierung (sieche Abschnitt 4.1.2.1.)
gewonnen. Alternativ zu einer Aufreinigung kamen DN T-Zell-Klone, welche von
verschiedenen HLA-A2-positiven Spendern generiert wurden, zum FEinsatz (siehe
Abschnitt 4.1.2.2). Die reinen DN T-Zellen wurden nun in einer etwa 20-stiindigen
Konditionierungskultur bei 37 °C mit Melan-A-beladenen, reifen autologen DC inkubiert
(Abb. 26 B).

IL-2/1L4
20 h

Abb. 26: Testsystem fiir die Antigen-
spezifische Suppressorfunktion von DN
T-Zellen. (A) Antigen-spezifische T-Zell-
Linien = werden  generiert durch
repetitive Stimulation von CD8* T-
Lymphozyten (CTL) mit reifen, Antigen
(Ag) -beladenen dendritischen Zellen
(rDC). (B) DN T-Zellen werden in einer
Konditionierungskultur mit Antigen-
beladenen rDCs zu Suppressorzellen
konditioniert. In einem Apoptose-Test
wird die Apoptose-Induktion in
Antigen-spezifischen CTL durch
konditionierte DN T-Zellen ermittelt.
Analysiert wurde dabei der Anteil
spezifischer T-Zellen innerhalb der CTL
und die Apoptose mittels AnnexinV-
Farbung.

Als Read-out-System wurde die Fahigkeit der DN T-Zellen, Apoptose in den Antigen-
spezifischen CTL zu induzieren, untersucht. Hierfiir wurden die CTL (Zielzellen)
zusammen mit den konditionierten Suppressorzellen (Effektorzellen) fiir 4h inkubiert
(Abb. 26). Anschliefend wurde eine Melan-A-MHC-Tetramerfarbung zur Detektion
Antigen-spezifischer CTL durchgefiihrt; direkt im Anschluss wurden die
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Oberflachenmarker CD8 und TCRyd (nur fiir TCRyd" DN T-Zell-Klone) geféarbt. Zuletzt
wurde eine Fiarbung mit AnnexinV durchgefiihrt, um die apoptotischen Zellen zu
identifizieren. Die gewdhlte Kanalbelegung am Durchflusszytometer ist in Tab. 1)
dargestellt. Dabei war der dritte Kanal bei sortierten Zellen automatisch durch die Reste
von gebundenem PC-5-konjugiertem Antikorper belegt, welche die Zellen fiir die

Fluoreszenssortierung positiv markierte.

Firbung dargestellter Parameter
1. Kanal AnnexinV-FITC Apoptose
2. Kanal Melan-A-MHC-Tetramer-PE Antigenspezifitit
3. Kanal TCRyd-Cychrome DN T-Zellen = Effektorzellen

oder CD3 Cychrome (Rest von der Zellsortierung)

4. Kanal CD8 APC CTL = Zielzellen

Tab. 1: Kanalbelegung des Apoptose-Tests im autologen Testsystem

4.1.6.2 Antigen-spezifische Deletion von cD8" CTL

Der in Abb. 26 geschilderte Versuchsaufbau diente dem Nachweis der Deletion Antigen-
spezifischer T-Zellen durch DN T-Zellen. Die CD8* Melan-A-spezifischen CTL wurden
als Zielzellen verwendet und mit ansteigenden Mengen konditionierter DN T-Zellen fiir
4 h kokultiviert. Im Anschluss daran wurde die frithe Apoptose mittels AnnexinV-
Farbung ermittelt. In Abb. 27 ist das Resultat eines reprdsentativen Experimentes
dargestellt: In diesen Dotplots werden alle CD8* Zellen angezeigt, wodurch die DN T-
Suppressorzellen ausgegated werden.

Die auffillige Punktewolke im linken, oberen Quadranten (Annexin-/ Tetramer*) stellt die
vitalen, Melan-A-spezifischen CD8* CTL dar. Diese Zellen wanderten unter dem Einfluss
der konditionierten DN T-Zellen bei ansteigendem DN T-Zell : CTL Verhiltnis in die
Annexin* Quadranten ab (siehe Abb. 27 B, linke Spalte). Wenn im Gegensatz dazu die DN
T-Zellen mit Kontroll-Peptid (gp100)-beladenen DC konditioniert worden waren, kam es
zu keiner erhohten Apoptose-Induktion von Melan-A-spezifischen CTL (siehe Abb. 27 B,
rechte Spalte und zusammengefasst in Abb. 27 C). Daraus wird ersichtlich, dass die
Vorbehandlung der DN T-Zellen auch in diesem Versuch eine wesentliche Vorraus-
setzung fiir deren Suppressorfunktion war, was auch schon aus den Versuchen im
allogenen System (Abschnitt 4.1.5.2) hervorging.

Aulffillig ist, dass die CTL, welche unter dem Einfluss der DN T-Zellen apoptotisch
werden, nicht nur nach rechts (Richtung Annexin*) wanderten, sondern zugleich nach
unten (Richtung Tetramer -). Dies bedeutet, dass die Zellen fiir das Tetramer nicht mehr
anfarbbar sind, weil der TCR an der Zelloberfliche nicht mehr vorhanden ist. Die

Internalisierung des TCR nach spezifischer Antigen-Erkennung ist bekannt [193] und
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weist ebenfalls darauf hin, dass es sich bei den hier beobachteten Effekten um eine

spezifische Form der Suppression handelt.
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Abb. 27: Apoptose-Induktion durch konditionierte autologe TCRyd" DN T-Zellen. (A) Darstellung der
Ausgangspopulation Melan-A-spezifischer CTL (ohne Suppressorzellen). 65 % der Zellen liegen im obereren
linken Quadranten und sind Tetramer-PE*/ Annexin. (B) Linke Spalte: Bei Zugabe von ansteigenenden
Mengen DN Suppressorzellen, die mit Melan-A-beladenen rDC konditioniert wurden, wandern die CTL in die
rechten Quadranten und werden Annexin*. (B) Rechte Spalte: Im Gegensatz dazu werden die Melan-A-
spezifischen CTL bei Kokultur mit Suppressorzellen, welche mit gp100-beladenen DC konditioniert wurden,
nicht apoptotisch und verbleiben im linken oberen Quadranten. In den abgebildeten Dotplots wurde bei den
hohen Suppressor: CTL Verhiltnissen eine niedrigere Absolut-Zellzahl aufgezeichnet. (C) In einer
Gesamtdarstellung vitaler TM*/ Annexin- CTL zeigt sich, dass die Konditionierung von DN T-Zellen mit den

DC fur die Apoptose-Induktion in vitalen CTL ausschlaggebend ist. In allen abgebildeten Dotplots wurde auf
die CD8" Zielzellen gegated.

Die Internalisierung des TCR bei Antigen-spezifischer Suppression erschwert die
Ermittlung der Tetramer* CTL bei der Auswertung. Um dieses Problem zu umgehen,
wurde die Melan-A-MHC-Tetramer-Farbung bereits vor der Koinkubation mit den
Suppressorzellen durchgefiihrt (vergleiche Abb. 28, Melan-A VOR, Melan-A NACH). Als
Kontroll-Suppressorzellen dienten in diesem Ansatz DN T-Zellen, welche mit EBV-
Peptid-beladenen DC konditioniert wurden (Abb. 28) .
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Ein Vergleich beider Verfahren zeigte, dass die Internalisierung der TCR zwar
grofitenteils verhindert werden kann (Abb. 28), dass die p-MHC-Tetramere jedoch mit der
supprimierenden Funktion der DN T-Zellen interferieren und den Apoptose-
induzierenden Effekt inhibieren (siehe Abb. 28 A und B).

Da eine separate Auswertung der spezifischen und der unspezifischen Apoptose in CTL
fur die Untersuchung der bearbeiteten Fragestellung von grofiem Interesse ist, wurde
dieses Problem durch einen anderen Auswertemodus geltst. Es wird nicht die Zunahme
der TM* Annexin* Zellen ermittelt, sondern die Abnahme der vitalen Zellen an den
gesamten TM*Zellen. Die TM* Zellen werden rechnerisch anhand des Kontrollansatzes
ermittelt. Das exakte Berechnungsschema ist im Anhang unter 6.1.1. ausgefiihrt. Dieses
Berechnungsschema wurde auch fiir die Auswertung der Tests in Abb. 27 C und Abb. 28

A verwendet.
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In Abb. 29 ist ein Experiment mit Melan-A-spezifischen CTL eines anderen Spenders
gezeigt. Die TCRyd* DN T-Zellen wurden mit unterschiedlich beladenen, autologen DC
konditioniert (Abb. 29, siehe Legende). Eine starke Abnahme der vitalen TM* Annexin-
Zellen ist nur dann zu verzeichnen, wenn die Suppressorzellen mit Melan-A-beladenen,
reifen DC konditioniert wurden (Abb. 29 A).

A. B.
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Abb. 29: Abnahme der CD8-Fluoreszenzintensitidt der CTL im Apoptose-Test ist Antigen-spezifisch. (A) Ermittlung
der Ann CTL innerhalb der TM" CTL. Die Zellen wurden zuvor mit konditionierten TCRy3" Suppressor-DN
T-Zellen kokultiviert. Die Art der Vorkultur der TCRy3' DN T-Zellen ist in der Legende dargestellt. (B) Auswertung
der CD8-Fluoreszenzintensitit in Abhidngigkeit des Suppressor : CTL Verhiltnisses des Suppressionstest von (A).

Auflerdem zeigt die Auswertung der CD8-Fluoreszenzintensitit fiir die CTL, dass diese
mit zunehmendem Suppressor : CTL Verhiltnis abnimmt (Abb. 29 B). Dies bedeutet, dass
es vor allem zu einer Zunahme von CD8!°W T-Zellen innerhalb der CTL Population
kommt, was als ein Zeichen von Apoptose gewertet werden kann (unveroffentlichte
Daten, Prof. Mackensen, Universitdtsklinikum Regensburg). Diese Abnahme der CDS8-
Fluoreszenzintensitit ist nur im Ansatz mit Melan-A-beladenen DC zu verzeichnen, kaum
jedoch im Ansatz mit DC ohne Peptidbeladung oder irrrelevanter Peptidbeladung (gp100,
Abb. 29 B) und ein weiterer Hinweis darauf, dass die Antigen-spezifischen CTL nach
Kontakt mit addquat konditionierten DN T-Zellen apoptotisch werden.

Eine Frage, die zuvor bereits angesprochen wurde, ist, ob auch die unspezifischen CTL
von den konditionierten DN T-Zellen im Apoptose-Test eliminiert werden. Diese Zellen
liegen in den Dotplots im unteren, linken Quadranten (vgl. Abb. 27). Diese Frage kann
beantwortet werden, indem der Anteil vitaler, unspezifischer (TM-/Ann’) an den
gesamten TM- nach demselben Schema wie fiir die spezifischen CTL, berechnet wird.
Hierbei ergibt sich folgendes Bild (Abb. 30): Der Anteil der unspezifischen TM- Zellen in
den CTL-Kulturen (ohne Suppressorzellen) liegt bei etwa 30 - 40% (siehe Abb. 30). Nach
Zugabe einer ansteigenden Menge von Suppressor DN T-Zellen nimmt die Zahl der Ann-

Zellen im Vergleich zu den spezifischen CTL (vgl. Abb. 27 und 29) nicht ab. Die TM- CTL
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werden von den DN T-Zellen nicht supprimiert. Die Kurven fiir die verschieden

konditionierten DN T-Zellen liegen {ibereinander.

100

—{—gd+ DC o.Peptid

90

—#—gd+ DC mit Melan-A

80

——gd+ DC mit gp100

70

60

50
40
30

20

10

% Ann-Zellen an TM- CTL

ohne 0,1 05 1 5 10 20
Suppressor : CTL Verhiltnis

Abb. 30:

Darstellung der Apoptose-Induktion in
den unspezifischen (TM-negativen) CTL
im Apoptose-Test mit konditionierten
TCRyS DN T-Zellen. Die Bedingungen
der Konditionerungskultur fiir die DN T-
Zellen sind in der Legende angegeben. In
die Auswertung wurden nur CD8" Zellen
eingeschlossen. Die Auswertung erfolgte
nach dem selben Berechnungsschema wie
fiir die TM* Zellen (s.Anhang unter 6.1.1.).
(Die dargestellten Daten zeigt eine
Auswertung des Apoptose-Tests von
Abb. 27).

Dartiber hinaus wurden im Antigen-spezifischen Modell Apoptoseexperimente mit der
anderen Subpopulation von DN T-Zellen, den TCRaB* DN T-Zellen durchgefiihrt.

Hierfiir wurden TCRap* DN T-Zell-Klone generiert und diese in die Konditionierung mit

DC und im Anschluss daran in die Suppressionstests eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass

auch die TCRap* DN T-Zellen Apoptose in Antigen-spezifischen CTL induzieren kénnen

(Abb.

31).
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Abb. 31: Induktion von Apoptose in Antigen-spezifischen CTL durch konditionierte TCRaf* DN T-Zellen.
Autologe Melan-A-spezifische CTL wurden als Zielzellen eingesetzt und mit dem TCRaB* DN T-Zell-Klon 1D6,
der zuvor mit Melan-A-beladenen DC konditioniert wurde, koinkubiert. (A) Entwicklung des Anteils Ann- Zellen
innerhalb der TM* CTL in Abhiéngigkeit von der zugegebenen Menge Suppressorzellen im Apoptose-Test. Die
Bedingungen der Konditionierungskultur des TCRaB* DN T-Zell-Klons sind in der Legende dargestellt. (B)
Originalplots des Tests von (A). Linke Spalte: oben: Kontrollansatz ohne Suppressorzellen; unten: 1D6 Klon
konditioniert mit Melan-A-beladenen DC. Rechte Spalte: 1D6 Klon konditioniert mit gp100-beladenen DC. In
allen Dotplots sind nur die CD8* CTL angezeigt.

4.1.6.3 Zytokinproduktion wahrend der Antigen-spezifischen Suppression

Es wurde ferner untersucht, welche Zytokine wihrend eines autologen Apoptose-Tests
sezerniert werden. Hierfiir wurde nach der vierstiindigen Kokultur von DN T-Zellen mit
CTL als Zielzellen der Uberstand abgeerntet und auf seinen Gehalt an Zytokinen
tiberpriift. Das Ergebnis ist in Abb. 32 dargestellt.
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Abb. 32: Analyse der Zytokinproduktion wéahrend eines Antigen-
spezifischen Apoptose-Tests. Auf der linken Seite der Diagramme befinden
sich jeweils DN T-Zellen, welche mit Melan-A-beladenen DC konditioniert
wurden. Auf der rechten Seite wurden die DN T-Zelle ohne DC
konditioniert. (A) Suppressorzellen: Fluoreszenzsortierte TCRyd" DN T-
Zellen. (B) Suppressorzellen: 1D1 TCRaB* DN T-Zell-Klon. Als Zielzellen

wurden Melan-A-spezifische CTL verwendet.

4.1.6.4 Kinetik der Antigen-spezifischen Suppression und AnnexinV-

Bindung

Die Apoptose-Induktion durch TCRyd" DN T-Zellen in CD8* CTL ist ein sehr rascher

Prozess, der sich innerhalb weniger Stunden vollzieht. Es wurde nun untersucht, wie sich

der Effekt nach einer lingeren Inkubationsdauer verhilt. Hierfiir wurde ein Apoptose-
Test mit TCRyd* DN T-Zellen, die mit und ohne Melan-A-beladenen DC konditioniert

wurden, durchgefiihrt. Der erste Teil des Tests wurde nach 4h, der zweite nach

insgesamt 13 h abgeerntet (siehe Abb. 33). Nach 4 h kann man eine Abnahme der Ann-

Zellen innerhalb der TM* CTL verzeichnen. Eine weitere Inkubation des Apoptose-Tests

fiir insgesamt 13 h bringt keine weitere Abnahme der vitalen Zellen und somit keine

Verbesserung in der Detektion des Suppressionseffektes (Abb. 33, rote Linien). Bei den

Suppressor : CTL Verhailtnissen von 0,5:1 und 1:1 konnten nach 13 h teilweise mehr
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vitale Ann~ CTL im Vergleich zum Wert nach 4 h detektiert werden. Eine mogliche
Erklarung dafiir ware, dass der Apoptoseprozess in den angegriffenen CTL nach 13 h
bereits vollzogen ist und diese Zellen aus dem CD8*-Gate in den Bereich toter Zellen
(niedriger FSC/SSC im Durchflusszytometer) tibergegangen sind.

In den Kontrollansitzen, in welchen die TCRyd' DN T-Zellen ohne DC in der
Konditionierungskultur gehalten wurden und sich keine Suppression zeigt, kann man
einen Anstieg der Annexin- Zellen (Abb. 33, schwarze Linien) beobachten. Dieser Effekt
wurde in mehreren Tests beobachtet. Nach einer Testdauer von 13 h hat sich dieser Effekt
noch weiter verstarkt (Abb. 33, offene Kastchen). Diese scheinbare Zunahme vitaler
(Ann-) Zellen kann darauf zurtickgehen, dass DN T-Zellen durch einen konstitutiv
sezernierten Faktor die Apoptose von T-Zellen, welche wihrend einer 13-stiindigen
Inkubationszeit in T-Zell-Medium einer vermehrten Apoptose unterliegen, verhindern.
Um derartige Langzeiteffekte zu verhindern, ist eine Inkubationszeit von 4h im

Suppressionstest fiir die Untersuchungen optimal.
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Abb. 33: Einfluss der Inkubationszeit auf die
detektierte Apoptose im Suppressionstest.
Apoptose-Test mit sortierten, konditionierten
TCRy&" DN T-Zellen (gd) als Suppressorzellen
und Melan-A-spezifischen CTL als Zielzellen.
Die TCRyd* DN  T-Zellen wurden
konditioniert mit Melan-A- beladenen DC (rot)
oder ohne Melan-A- beladene DC
(Negativkontrolle, schwarz). Der Apoptose-
Test wurde fiir 4h oder fiir 13 h bei 37 °C
inkubiert. Dargestellt sind die vitalen Ann-
anteilig an den TM* CTL normiert auf den
Kontrollansatz (ohne Suppressorzellen) in
Abhingigkeit vom Suppressor : CTL Verhalt-
nis.

Ein weiteres Argument fiir eine Inkubationszeit im Apoptose-Test von 4 h ist, dass nach
4h der Zielzell-Schaden gut mit der AnnexinV-Bindung korreliert. Diese Korrelation
wurde fiir die lytische Aktivitdt zytotoxischer T-Zellen systematisch untersucht im
Rahmen der Etablierung des PKH26-Tests. Der Zellschaden in den Zielzellen korreliert in
den den ersten drei Stunden des Kontakts zwischen Effektor- und Zielzellen am besten
mit der AnnexinV-Bindung, wie in parallelen PKH26 Tests und 51Cr-Freisetzungstests
ermittelt wurde (siehe Abb. 43 A und B).

4.1.6.5 Mechanismus der Antigen-spezifischen Suppression

4.1.6.5.1 Der Perforin/ Granzyme Signalweg

Um der Frage nachzugehen, tiber welchen Mechanismus DN T-Zellen die Apoptose-
Induktion in Antigen-spezifischen CD8* CTL vermitteln, wurden Blockierungsversuche

durchgefiihrt. Hierbei kam zundchst Concanamycin-A (CMA), ein sehr effektiver
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Inhibitor der Perforin/ Granzyme-vermittelten Apoptose, zum Einsatz. Die CMA-
Behandlung der CTL wurde fiir 20 h vor dem Test durchgefiihrt, damit das intrazellular
vorhandene Perforin abgebaut wird. Um die Hochregulation des Perforin-Gehaltes
widhrend des Apoptose-Tests zu verhindern, wurde CMA auch wahrend des Tests in der
gleichen Konzentration zugegeben.

In einer Positivkontrolle konnte verifiziert werden, dass CMA die Zytolyse von
zytotoxischen T-Zellen inhibiert. Hierfir wurden Melan-A-spezifische CTL als
Effektorzellen im PKH26-Test gegen Melan-A-beladene, PKH26" T2 Zielzellen eingesetzt.
Dabei verzeichnet man eine deutliche Abnahme der Apoptose-Induktion in den Zielzellen
bei Verwendung von CMA (Abb. 34 B). Im Gegensatz dazu konnte die Apoptose-
Induktion durch DN T-Zellen nicht mit CMA blockiert werden (Abb. 34 A). Diese
Resultate beweisen, dass die DN T-Zell-vermittelte Apoptose nicht iiber den vesikuldren

Granzyme/Perforin-Signalweg vermittelt wird.
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Abb. 34: Blockierungsversuche zur Antigen-spezifischen Apoptose-Induktion in CTL durch DN T-Zellen mit
Hilfe von CMA. (A) Einsatz von CMA im Apoptose-Test mit dem TCRaB* DN T-Zell-Klon 1D6. Effektorzellen:
Klon 1D6, der mit Melan-A-beladenen DC konditioniert wurde. Zielzellen: Melan-A-spezifische CTL. Schwarze
Kreise: ohne CMA; rote Kreise: mit CMA. (B). Positivkontrolle: PKH26-Test, in welchem Melan-A-spezifische
CTL mit zunehmendem Effektor : Target Verhiltnis Melan-A-beladene T2 Zielzellen lysieren. Die Zielzell-Lyse
durch Melan-A-spezifische CTL-Effektorzellen ist durch CMA gut blockierbar.

Weiter wurden Intrazelluldrfarbungen von DN T-Zellen mit einem anti-Perforin- und
anti-Granzyme-B-Antikorper durchgefiihrt. Hierfiir wurden TCRyd" DN T-Zellen aus
einem buffy coat angereichert. Nach einer 24-stiindigen Kokultur mit reifen, allogenen DC
wurden die DN T-Zellen fiir die Analyse verwendet. Nach einer 24-stiindigen Kokultur
mit reifen DC exprimieren TCRyd" DN T-Zellen zwar Perforin, sind jedoch negativ fiir
Granzyme-B (Abb. 35 A). Antigen-spezifische CTL hingegen produzieren intrazelluldr
grofie Mengen von Perforin und Granzyme-B (Abb. 35 B). Wahrend Perforin konstitutiv
auch in naiven T-Zellen produziert werden kann, ist hauptsdchlich intrazelluldres

Granzyme-B entscheidend fiir die Lysekapazitdt von zytotoxischen T-Zellen. Demnach
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scheinen TCRyd" DN T-Zellen, da Granzyme-B fehlt, nicht zur typischen Zielzelllyse
durch das Zusammenwirken von Perforin/Granzyme in der Lage zu sein. Eine

phénotypische Untersuchung von TCRaB* DN T-Zellen beziiglich Granzyme-B und

Perforin wurde noch nicht durchgeftihrt.
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Abb. 35: Intrazelluldrfarbungen mit anti-GranzymeB-PE (Gzm) und anti-Perforin-PE (Perf) monoklonalen
Antikorpern. (A) Fluoreszenzsortierte TCRyd" DN T-Zellen nach 24-stiindiger Kokultur mit allogenen,
reifen DC. (A) Naive T-Lymphozyten bzw. Antigen-spezifische CTL nach dreiwochiger Stimulation mit
autologen, Antigen-beladenen, reifen DC. Rote Histogramme: Isotypkontrolle; Violette, gefiillte
Histogramme: Antikdrperbindung.

4.1.6.5.2 Der Fas/FasL Signalweg

Wie in der Einleitung ausgefiihrt, ist das Rezeptorpaar Fas/FasL in eine Reihe
apoptotischer Prozesse involviert, und wird allgemein als Hauptsignalweg des AICD
angesehen. Um zu untersuchen, ob der Fas/FasL Signalweg eine Rolle spielt bei der
Apoptose-Induktion in Antigen-spezifischen CTL durch DN T-Zellen, wurde das
Oberflachenmolekiil Fas im Apoptose-Test blockiert. CD8* CTL wurden, bevor sie als
Zielzellen im Apoptose-Test eingesetzt wurden, mit 10 pg/ml eines blockierenden
monoklonalen anti-Fas-Antikorpers (Klon ZH-4) inkubiert. Durch die Bindung des
Antikorpers an die CTL soll die mogliche Apoptose-Induktion durch FasLigand im

Apoptose-Test inhibiert werden.
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Abb. 36:
100 Fas/FasL unabhingige Apoptose-Induktion
) in Antigen-spezifischen CTL durch DN T-
90 +unb.|OCklert | Zellen. gAnaizse der Apoptose-Inhibition
2 80 k —#— anti-Fas Blockade durch den Einsatz des neutralisierenden,
o 70 monoklonalen anti-Fas-Antikérpers (Klon
E 60 \\ ZH-4) in einem Apoptose-Test mit dem
'; 50 \\ konditionierten TCRaB* DN T-Zell-Klon
T 40 1D6. Dargestellt ist der Anteil vitaler,
§: 30 \g:’ spezifischer CTL innerhalb der CD8* CTL
2 20 (Zielzellen) mnach Kokultur mit einer
ansteigenden Menge von konditionierten
10 TCRoB* DN T-Zellen (Effektorzellen).
0 Schwarze Kreise: Unblockierte CD8* CTL;
ohne 0.1 1 10 gefiillte blaue Késtchen: CTL wurden fiir

Suppressor : CTL Verhiltnis 30 min mit anti-Fas-Antikorper blockiert.

Wie in Abb. 36 dargestellt, kommt es durch die Blockierung der DN T-Zellen mit einem
neutralisierenden, monoklonalen anti-Fas Antikdrper zu keiner Inhibition der Apoptose
von Antigen-spezifischen CTL. Dieses Resultat deutet darauf hin, dass die
Wechselwirkung zwischen Fas und FasL keine bedeutende Rolle fiir die Apoptose-
Induktion durch DN T-Zellen spielt.

Es wurde auch versucht, oberfldchenstiandige FasLigand-Molekiile auf den DN T-Zellen
nachzuweisen. Um eine mogliche niedrige Expression von FasLigand-Molekiilen zu
verstiarken, wurde ein enzymatisches Verstarkungssystem fiir die Antikdrperfarbung
eingesetzt. Dabei wurden sowohl sorierte TCRyd* DN T-Zellen als auch der TCRap+ DN
T-Zell-Klon 1D6 untersucht. Die DN T-Zellen wurden nach 24-stiindiger Koinkubation
mit autologen, reifen dendritischen Zellen fiir die Analyse verwendet. Es konnte keine
Expression von FasL auf der Oberfliche von DN T-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 37).

;ﬁ)iaf |;6 lf:ZEKZ:IDN Abb. 37: Fehlende Expression von FasLigand auf der

. X Zelloberfliche des TCRaf* DN T-Zell-Klons 1D6

o= = isoliert (linkes Histogramm) und auf der Zelloberfliche von
s & sortierten TCRy8* DN T-Zellen (rechte Histogramme).
" " Die 1D6 Zellen wurden der Klon-Expansionskultur
§ § entnommen, die TCRyd" DN T-Zellen wurden durch
U o Fluoreszenzsortierung aufgereinigt. Blaue Histo-
Dm':' e A Gm':' e gramme: Isotypenkontrolle; Rote Histogramme: anti-

1 FasL- Antikérper (Klon NOK-1). Das Fluoreszenzsignal
FasL-FITC EAS verstarkt — wurde enzymatisch verstarkt.
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4.1.7 Die Rolle von DN T-Zellen bei Patienten mit Autoimmun-
erkrankungen

Da DN T-Zellen, wie in den vorherigen Abschnitten gezeigt, eine immunregulatorische
Funktion austiben, wurde diese T-Zell-Subpopulation bei Patienten mit neu
diagnostizierten Autoimmunerkrankungen (Rheumatoide Arthritis, Sjogren Syndrom,
Lupus erythematodes, Diabetes mellitus Typ-I, Multiple Sklerose) untersucht. Hierfiir
wurde peripheres Blut von unbehandelten Patienten gesammelt und nach Separation der
mononukledren Zellfraktion eine Charakterisierung der T-Zellen durchgefiihrt. Als

Kontrolle dienten periphere, mononukledre Zellen gesunder Spender.
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A. B.
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Abb. 38: Charakterisierung von T-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut von Patienten mit Autoimmunerkrankungen:
(A) CD4™* Helferzellen und (B) CD8* Killerzellen innerhalb der CD3* T-Zellen. (C) Anteil der CD56*NK-Zellen innhalb
der CD3- Lymphozytenfraktion und (D) CD4*CD25" T - Zellen innerhalb der CD4* Helferfraktion. Die farbliche
Kodierung der verschiedenen Erkrankungen ist in der Legende dargestellt. Anzahl untersuchter Proben: Gesunde
Kontrollen (n =18), Rheumatoide Arthritis (n =5), Sjorgren Syndrom (n =5), aufSer fiir die Auswertung der NK-Zellen:
(n=6), Lupus erythematodes (n = 4), Diabetes mellitus (n = 2), Multiple Sklerose (n =1). Der Balken gibt den Median der
jeweiligen Datenreihe an.

Die Proben der Patienten mit Autoimmunerkrankungen wiesen leichte Verdnderungen in
der Frequenz verschiedener T-Zell-Populationen auf. Tendentiell treten die
CD4* Helferzellen anteilsméfiig an allen CD3* T-Zellen mit leicht erhohter Frequenz auf,
widhrend die CD8* Killerzellen leicht unterreprasentiert sind (Abb. 38). Die Frequenz
CD56" nattirlicher Killerzellen (NK) innerhalb der CD3- Lymphozytenpopulation war in
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den untersuchten Patientenproben leicht erhoht, ebenso die Frequenz CD4*CD25* T-
Lymphozyten, deren immunregulatorische Funktion eingangs erldutert wurde. Da jedoch
das CD25-Molekiil nicht nur ein Marker fiir CD25* Suppressorzellen, sondern auch fiir
aktivierte T-Helferzellen ist, ist es nicht moglich, zwischen diesen beiden Populationen zu

unterscheiden.

A. B.

12 4
£
10 ® E
- 3
c 6 c 2 L J
© .;. ° ° ;
E 4 ° hd — o .l_
° +
; 5 s :
2 e o —
T . 8 i . -
0 T T T T T T O T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
10
£ ® Abb. 39:
3 8 | Anteil humaner CD4-CD8- DN T-Zellen innerhalb aller CD3*
E ° T-Zellen bei gesunden Kontrollen und Patienten mit
& 6 unbehandelten Autoimmunerkrankungen (A). Frequenz von
8 TCRaB* (B) und TCRys" (C) DN T-Zell-Population innerhalb
s der CD3* T-Zellen. Der Balken gibt den Median der
E 4 _’_ ) ° jeweiligen Datenreihe an. Farbcodierung und Probenzahl
% ° o sind in der Legende von Abb. 38 angegeben.
(o)) 2 o
o ===
E H : °
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Auch die Subpopulation humaner DN T-Zellen zeigt bei den Patienten mit Autoimmun-
erkrankungen Abweichungen zu derjenigen gesunder Spender: Die Frequenz der DN T-
Zellen innerhalb der CD3* T-Zellen scheint bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen
tendentiell leicht verringert zu sein (siehe Abb. 39 A - C). Die Frequenzen der DN T-
Zellen liegen bei den Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe fast ausschliefSlich im
unteren Wertebereich, wéahrend hohe Frequenzen von DN T-Zellen (> 6%) von den
Patienten kaum erreicht werden. Dieser Abfall der DN T-Zellen kommt insbesondere

durch eine Unterreprasentation von TCRyd" DN T-Zellen zustande (Abb. 39 C). Bei
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Patienten mit rheumatoider Arthritis ist die verringerte Frequenz von TCRyd" und
TCRop* DN T-Zellen am ausgepragtesten.

Deutlicher sind die Differenzen zwischen Patienten und gesunden Spendern beziiglich
der Expression von CD45RA und CD45RO auf den DN T-Zellen. Wahrend allgemein die
Expression von CD45RA fiir einen naiven Phanotyp von T-Zellen spricht, gilt CD45RO als
Marker fiir induzierte Effektorzellen. Da bisher tiber den Phanotyp humaner DN T-Zellen
wenig bekannt ist, wurden diese beiden Marker, welche aus der Phéanotypisierung von
klassischen Helfer- und Killerzellen bekannt sind, verwendet, um eine grobe
Unterscheidung in "naiven" und "aktivierten" Phanotyp innerhalb der DN T-Zellen zu
liefern. In Abb. 40 ist deutlich ersichtlich, dass DN T-Zellen von Patienten mit
Autoimmunerkrankungen einen eher naiven Phanotyp zeigen. Die Proben von Patienten
mit rheumatoider Arthritis wiesen teilweise 40% mehr CD45RA* DN T-Zellen auf und
besafien dagegen weniger CD45RO™* Zellen als die gesunden Probanden (siehe Abb. 40 A
und B). Die Frequenz CD45RA* innerhalb der DN T-Zellen liegt bei allen Patientenproben
tiber dem Median der gesunden Werte. Dieser Befund konnte ein Zeichen dafiir sein, dass
diese Zellen bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen ruhen bzw. naiv sind und keine

regulatorische Effektorfunktion austiben.
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Abb. 40: Anteil CD45RA* (A) und CD45RO* (B) Zellen in der DN T-Zell-Population gesunder Spender und von
Patienten mit Autoimmunerkrankungen. Die Balken geben den Median der jeweiligen Datenreihe an. In die
CD45RO* Population wurden auch CD45RA und CD45RO koexprimierende Zellen eingeschlossen. Farbcodierung
und Probenzahl sind in der Legende von Abb. 38 angegeben.

Wenn man eine Auswertung der CD3high und der CD3!oW exprimierenden Subpopulation
der DN T-Zellen durchfiihrt, so zeigt sich, dass die vorher erwédhnten Unterschiede in der
CD45RA /RO-Population vor allem in der CD3high Population von DN T-Zellen zu finden
sind (vgl. Abb. 41 A/B CD3!ow versus C/D CD3high): In der CD3high Population befinden
sich erhohte Fequenzen naiver CD45RA* Zellen und stark verringerte Frequenzen von
CD45RO* Zellen.
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Die TCRy3' DN T Zellen, welche bevorzugt CD3high exprimieren (siehe Abb. 4), zeigen
also die Unterschiede zwischen gesunden Kontrollen und Patienten mit Autoimmun-
erkrankungen am ausgepragtesten. Eine weitere experimentelle Absicherung der Befunde
ist angestrebt, jedoch aufgrund des notwendigen ausfiihrlichen Gatings der Zellen im
Durchflusszytometer sehr aufwiandig. Drei von vier zur Verfligung stehenden Kanilen

miissen nur fur das Gating von TCRyd* bzw. TCRab*™ DN T-Zellen verwendet werden.
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Abb. 41: Darstellung des Anteils CD45RA* (A und C) und CD45RO* (B und D) innerhalb der CD3high und der
CD3low exprimierenden DN T-Zell-Population. Der Balken gibt den Median der jeweiligen Datenreihen an.
Farbcodierung und Probenzahl sind in der Legende von Abb. 38 angegeben.
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4.2 pMHC-Molekiule als Effektorstrukturen
4.2.1 Suppression durch MHC-I-Molekiile im T2 Modellsystem

4211 Die T2 Zelllinie
Die T2 Zelllinie ist, wie in der Einleitung (Abschnitt 2.2.2) beschrieben, ein HLA-A2*

humanes, lymphoblastiares Hybridom aus T-und B-Zelle. T2 Zellen wurden zunéchst
phénotypisch auf verschiedene T- und B-Zell-Antigene untersucht. Hierfiir wurden T2
Zellen {tiber Nacht bei 30 °C in serumfreiem Medium mit 30 pg/ml eines HLA-A2-
bindenden Peptids (Melan-A) beladen. Anschliefend wurden Melan-A-beladene bzw.
unbeladene T2 Zellen mit monoklonalen Antikérpern auf die Expression von in Tab. 2
aufgefiihrten Oberflachenantigenen untersucht.

Durch die Peptidbeladung kommt es zu einer verstirkten Expression von MHC-I-
Molekiilen (HLA-A2 und HLA-ABC), welche durch eine Stabilisierung der MHC-I-
Komplexe erkldart werden kann. Die Expression aller anderen Antigene wird durch die
Beladung der T2 Zellen nicht beeinflusst. Die Oberflichenexpression von FasLigand

wurde mit einer enzymatisch verstarkten Antikorperfarbung ermittelt.

unbeladen beladen
HLA-A2 + ++
MHC | + ++
CD3 + + Tab. 2:
CD11a + + Durchflusszytometrische ~ Charakterisierung  der
CD11b - - Expression von MHC-Molekiilen, kostimulatorischen
CD11c + + Molekiilen, Adhésionsmolekiilen, Todesrezeptoren
HLA-DR - - und sonstigen Oberflichenantigenen auf der T2
HLA-DQ - - Zelllinie mittels monoklonaler Antikorper.
CD20 + n.d. Die exogene Beladung freier MHC-Bindungstaschen
CD86 + + mit einem HLA-A2-bindenden Peptid fithrt zur
CcD8s0 + + Hochregulation von MHC-I/HLA-A2.
CD83 + + Durchschnittl.Fluoreszenzintensitit < 10: -
CD54 + + Durchschnittl.Fluoreszenzintensitit >10 und <100: +
CD58 - - Durchschnittl. Fluoreszenzintensitéit >100: ++
CD40 + + Nicht durchgefithrte Experimente sind mit n.d.
CD95 ++ ++ abgekiirzt.
TRAIL - -
TCRaop - -
FasLigand - n.d.
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4.21.2 Der PKH26- Test

Der PKH26-Test ist ein von der Autorin etablierter Zytotoxizititstest, der auf einer mit
Fluoreszenzfarbstoffen basierten Apoptosemessung von Zielzellen beruht [194]. Er wird
in einigen Versuchsansdtzen zur Ermittlung der Apoptose von T-Zellen verwendet,
weshalb er an dieser Stelle kurz erldutert werden soll.

Im PKH26-Test werden die Zielzellen mit dem fluoreszenten Membranfarbstoff PKH26
beladen. Dabei konnte eindeutig gezeigt werden, dass eine Beladung von Zielzellen mit
PKH26 die Expression von Oberflichenantigenen nicht verdndert [194]. Die PKH26-
beladenen Zielzellen werden mit ansteigenden Mengen von Effektorzellen fiir 4 h in 96-
well Mikrotiterplatten kokultiviert. Anschliefend wird im Durchflusszytometer der
Anteil AnnexinV positiver Zellen ermittelt. Die Farbung der Zielzellen mit PKH26
gewdhrleistet, dass die Zielzellen im Durchflusszytometer identifiziert und gegated
werden konnen. In Abb. 42 ist der Mittelwert von drei Apoptose-Tests mit Melan-A-
spezifischen CTL als Effektorzellen und Melan-A-beladenen T2 Zellen als Zielzellen
gezeigt. Aus den PKH26-Tests mit Melan-A-spezifischen CTL, welche im Rahmen der
Etablierung dieses Testsystems durchgefithrt wurden, koénnen zwei methodische
Kernaussagen abgeleitet werden:

Erstens korreliert die Lyse von Zielzellen in den ersten Stunden des Kontaktes zwischen
Effektor- und Zielzellen sehr gut mit der AnnexinV-Positivitit der Zielzellen. Eine
zusdtzliche Propidium-lodid(PI)-Farbung im PKH26-Test ergab, dass der Zellschaden mit
der Ermittlung der AnnexinV* Zellen optimal erfasst wird. Bei einer separaten
Auswertung von Ann*/PI-, Ann*/PI* und Ann-/PI* Zielzell-Subpopulationen nach der
Inkubationsphase zeigt sich, dass die Lyse von Zielzellen am besten korreliert mit der
Annexin-Positivitdat (Abb. 43 A). Eine zusidtzliche PI-Farbung zur Ermittlung
toter/nekrotischer Zellen liefert keine weiteren Informationen (siehe Abb. 43 A).
Zweitens konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse des durchflusszytometrischen
PKH26-Tests sehr gut mit den Resultaten der radioaktiven Standardmethode, dem >1Cr-
Freisetzungstest, korrelieren. Hierfiir wurde die Zytotoxizitdt von Melan-A-spezifischen
CTL gegen Melan-A positive und Melan-A negative Tumoren parallel im PKH26-Test
und im 51Cr-Freisetzungstest analysiert. Die Resultate zeigen eine sehr gute Korrelation
(siehe Abb. 43 B).

Diese Befunde aus den Zytotoxizitdtstests mit CTL als Effektorzellen wurden als
Grundlage fiir die Detektion DN T-Zell-vermittelter Apoptose gewihlt. Der PKH26-Test

wurde fiir die Ermittlung der Apoptose im gesamten Abschnitt 4.2 verwendet.
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Abb. 43: (A) Korrelation zwischen dem Anteil Annexin-positiver Zellen und dem Zellschaden in Zielzellen. Melan-A-
spezifische CTL wurden als Effektorzellen gegen Melan-A-beladene T2 Zellen (Zielzellen) eingesetzt. Nach 4 h
Koinkubation wurden Ann*/PI sowie Ann*/PI* und Ann"/PI* T2 Zielzellen ausgewertet. Werden in der Auswertung
alle Ann* Zellen erfasst (Ann*/PI- und Ann*/PI", offene Kreise), kann der meiste Zellschaden erfasst werden. (B) Die
Ermittlung der Zytotoxizitit von Melan-A-spezifischen CTL gegeniiber Melan-A positiven (gefiillte Symbole) und
Melan-A negativen (offene Symbole) Tumorzellen mittels 4h 51Cr-Freisetzungstest im Vergleich mit der
Apoptosedetektion im PKH26-Test ergibt vergleichbare Resultate. Der Hintergrundwert fiir apoptotische Zellen/ bzw.

51Cr-Freisetzung wurde jeweils herausgerechnet.

Effektor : Target Verhiltnis

4.21.3 Retrograde Apoptose-Induktion durch T2 Zellen

Wie sich im ersten Teil der Arbeit zeigte, konnen DN T-Zellen sehr effektiv Apoptose in

Antigen-spezifischen CTL induzieren. Es sollte nun ein Modellsystem zur Untersuchung

Antigen-spezifischer Suppression etabliert werden. Daftir wurde die Zellinie T2 als

Effektorzelllinie ausgewahlt. Es sollte untersucht werden, ob von den Antigen-beladenen

pMHC-Komplexen auf der T2 Zelle auch ein apoptotisches Signal fiir die Antigen-
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spezifischen CTL ausgeht. Fiir diesen Versuch wurden CMV-spezifische und Melan-A-
spezifische CTL als Zielzellen verwendet.

Es wurden zundchst zwei parallele PKH26-Tests durchgefiihrt, in denen T2 Zellen zum
einen als Zielzellen, und zum anderen als Effektorzellen in Kokultur mit Antigen-
spezifischen CTL eingesetzt wurden. Wie in Abb. 44 dargestellt, zeigte sich sowohl die
bekannte "Vorwérts-Apoptoseindukion" (CTL lysiert die T2 Zelle, Abb. 44 A), wie auch
eine "retrograde Apoptose-Induktion" (T2 Zelle lysiert die CTL, Abb. 44 B).

A. B.
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Abb. 44: Vorwirtsapoptose und retrograde Apoptose zwischen Antigen-spezifischen CTL und Antigen-beladenen T2
Zellen. (A) T2 Zellen als Zielzellen: CMV spezifische CTL lysieren CMV-Peptid-beladene T2 Zellen (orange Quadrate).
(B) T2 Zellen als Effektorzellen: CMV-Peptid-beladene T2 Zellen induzieren Apoptose in CMV spezifischen CTL
(retrograde Apoptose-Induktion, blaue Quadrate). Ermittlung der Apoptose im 4 h PKH26-Test mittels AnnexinV-
Messung. Die T2 Zellen wurden mit 30 pg/ml CMV Peptid beladen. Ein zweites Experiment mit Melan-A- spezifischen

CTL und Melan-A-beladenen T2 Zellen ist jeweils zusitzlich dargestellt (orange und blaue Dreiecke).

Das Phianomen der retrograden Apoptose-Induktion kann als Begleiterscheinung der
Antigenerkennung der CTL angesehen werden. Um dieses Phanomen weiter abzuklaren,
wurde folgendes zusitzliche Experiment durchgefiihrt: Anstelle einer PKH26-Farbung
der Zielzellen wurde eine MHC-Tetramer-PE-Farbung mit einer AnnexinV-Farbung
kombiniert (Kanalbelegung im Durchflusszytometer wie in Tab. 1 dargestellt). Mit dieser
Analyse kann das Schicksal der T-Zellen, die einen CMV-spezifischen TCR exprimieren,
verfolgt werden. Wie in Abb. 45 sichtbar, sind es vor allem die TM* Antigen-spezifischen
CTL innerhalb der polyklonalen CTL-Linie, welche nach einem vierstiindigen Kontakt mit

Antigen-beladenen T2 Zellen apoptotisch werden. Im Gegensatz dazu bleibt die TM-




4 Resultate 91

unspezifische CTL Population (Abb. 45, jeweils linke, untere Quadranten) auch bei
hoheren Effektor : Target Verhéltnissen konstant AnnexinV negativ. Die apoptotische
TM* CTL Population wandert hingegen aus dem vitalen Quadranten (Abb. 45, jeweils
linke, oberere Quadranten) ab in die AnnexinV-positiven rechtsgelegenen Quadranten.
Auch in diesem Experiment ist die Herunterregulation des TCR auf den spezifischen T-
Zellen deutlich erkennbar: Die apoptotischen Zellen verlieren aufgrund des spezifischen
Kontaktes mit CMV-MHC-I Komplexen auf der T2 Zelle ihren TCR auf der Zelloberfldche
und erscheinen als TM- Zellen, die vor allem im Annexin® Quadranten (Abb. 45, untere,
rechte Quadranten) zu finden sind.

Dieses Problem wurde bereits in Apoptose-Tests mit DN T-Zellen beobachtet und an
fritherer Stelle erldutert (vgl. Abb. 28 B rechte Spalte, S. 73).

ohne

0.1:1 Abb. 45: Apoptose-Induktion in CMV-
» spezifischen CTL nach Inkububation mit CMV-
Peptid-beladenen T2 Effektorzellen.
CMV-Peptid-beladene T2 Zellen wurden in den
Verhiltnissen 0,1:1; 0,3:1 und 0,6:1 als
Effektorzellen verwendet. Zielzellen sind CMV-
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Tab. 1.

Im néichsten Schritt sollte geklart werden, ob pMHC-I Komplexe die Schliisselmolekiile
bei der retrograden Apoptose-Induktion darstellen bzw. ob die Apoptose-Induktion
Antigen-spezifisch ist. Hierzu wurden T2 Zellen, die mit einem irrelevanten Peptid
(gp100) beladen wurden bzw. unbeladene T2 Zellen in den Apoptosetest eingesetzt (Abb.
46). Die Apoptose-Induktion in den Antigen-spezifischen CTL wurde wiederum im
PKH26-Test ausgelesen. Dabei zeigte sich klar, dass nur T2 Zellen, welche mit dem
addquaten Peptid beladen sind, zur Apoptose-Induktion von CTL befdhigt sind. Obwohl
die Beladung der T2 Zellen mit Melan-A sogar mit weniger Peptid (3 ng/ml)
durchgefiihrt wurde als die Beladung mit gp100-Beladung (30pg/ml), geht aus dem

Versuch deutlich die Antigenspezifitédt der retrograden Apoptose-Induktion hervor.
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Abb. 46:

Antigen-spezifische Apoptose-Induktion in
zytotoxischen = T-Zellen durch Peptid-
beladene T2 Zellen. T2 Zellen wurden mit
unterschiedlichen Peptiden beladen und auf
ihre Fahigkeit, Apoptose in Melan-A-
spezifischen CTL zu induzieren, getestet.
Eingesetzte Peptidkonzentration fiir die
Beladung der T2 Zellen: 30 pg/ml gp100,
3ng/ml Melan-A. 4h Koinkubation von
Effektor- und Zielzellen im PKH26-Test.
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Eine Titration der Peptidbeladung von T2 Zellen sollte zeigen, dass die Apoptose-

Induktion in CTL mit der gebundenen Peptidmenge korreliert. Hierfiir wurde ein

retrograder PKH26 Apoptose-Test durchgefiihrt, in dem T2 Zellen, welche mit

unterschiedlichen Konzentrationen von Melan-A-Peptid beladen worden waren, als

Effektorzellen verwendet wurden. Melan-A-spezifische CTL dienten als Zielzellen. Wie in

Abb. 47 dargestellt ist, ldsst sich die Apoptose-induzierende Wirkung der Peptid-

beladenen T2 Zellen durch eine Titration des Peptides vermindern. Da sich die T2 Zellen

aufgrund ihrer TAP-Defizienz sehr effektiv exogen mit Peptiden beladen lassen, bedarf es

einer 10%4- bis 10°- fachen Verdinnung des Peptids, um diesen Effekt zu vermindern

(Abb. 47).
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Abb. 47:

Verminderung der Apoptose-Induktion
in Antigen-spezifischen CTL durch
Titration der Peptidkonzentration auf
den T2 Zellen. T2 Zellen wurden mit
Melan-A Peptid in einer Konzentration
von 0,3ng/ml bis 30 ug/ml beladen
und gegen PKH26*  Melan-A-
spezifische CTL eingesetzt. Dargestellt
ist der prozentuale Anteil AnnexinV*
CTL innerhalb der gesamten CTL nach
Koinkubation mit Peptid-beladenen T2
Zellen in T2 : CTL Verhiltnissen von
0,1:1bis10:1.
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4.21.4 Mechanismen der retrograden Apoptose-Induktion durch T2 Zellen

Anschlieflend wurde untersucht, ob die T2 Zellen ihre Apoptose-induzierende Funktion
unabhéngig von zytoplasmatischen Proteinen ausiiben. Hierzu wurden die T2 Zellen
nach Peptidbeladung mit 1% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und im retrograden PKH26-
Apoptose-Test eingesetzt. Fixierte bzw. vitale Peptid-beladene T2 Zellen dienten als
Effektorzellen gegeniiber Melan-A-spezifischen CTL.

Durch die Formaldehyd-Behandlung der T2 Zellen wird eine Konservierung und
Inaktivierung der gesamten Proteine erreicht und die Aktivitit der T2 Zelle in Form einer
Ausschiittung von Granulae oder Multimer-Bildung von Rezeptoren verhindert. Wie in
Abb. 48 dargestellt, konnen fixierte T2 Zellen dhnlich effektiv wie vitale T2 Zellen
Apoptose in CTL induzieren. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass von den
Melan-A-beladenen T2 Zellen fiir die Apoptose-Induktion in CTL keine Aktivitat
ausgehen muss, sondern dass vielmehr passive Oberflichenmolekiile auf der T2 Zelle fiir
die Apoptose-Induktion verantwortlich sind. Dieses Ergebnis spricht gegen eine
Beteiligung des Perforin/Granzyme Signalweges bei der Apoptose-Induktion, da hierfiir

eine Ausschiittung von lytischen Granulae notwendig ist.

Abb. 48:

100 Paraformaldehyd-Fixierung der Peptid-
o 90 rj:gj—ﬁ beladenen T2 Zellen fithrt zu keiner
5 80 /O/ —5 Inhibierung  der  Apoptose-Induktion  in

£ 70 Antigen-spezifischen CTL.
§ 60 /)? Als Effektorzellen wurden vitale und mit 1%
E 50 z// PFA fixierte Melan-A-beladene T2 Zellen
+ 40 | eingesetzt. Als Zielzellen wurden Melan-A-
'5 // —@— T2 normal spezifische CTL verwendet. Die Apoptose-
£ 30 —O— T2 fixiert || Induktion wurde im PKH26-Test mittels
i 20 o AnnexinV-Farbung ermittelt (y-Achse).
10 Effektor- und Zielzellen wurden in T2 : CTL
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Verhiltnissen von 0,1:1 bis 5:1 fiir 4 h bei

ohne 01 03 06 12 25 5 37 °C koinkubiert.

T2:CTL Verhiltnis

Dartiber hinaus zeigten Versuche mit einem blockierenden anti-MHC-Klasse-I-Antikorper
(Klon W6/32), dass die retrograde Apoptose-Induktion durch T2 Effektorzellen
inhibierbar ist. Eine Blockierung der pMHC-I-Komplexe war jedoch nur dann erfolgreich,
wenn fiir die Beladung der T2 Zellen eine nicht zu grofie Menge (<3 ng/ml) Peptid
eingesetzt wurde (siehe Abb. 49).
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Abb. 49: Inhibierung der Apoptose-Induktion von

y 100 Antigen-spezifischen CTL durch Blockierung der
~ 90 pMHC-Molekiile auf T2 Zellen.

(_: 80 Effektor-T2 Zellen wurden mit 3 ng/ml (schwarz) oder
g 70 0,3 ng/ml (rot) Melan-A Peptid beladen und auf ihre
T 60 Fahigkeit, Apoptose in Melan-A-spezifischen CTL zu
E induzieren, getestet (gefiillte Kreise). Parallel wurden
+ 50 beide Ansdtze mit CTL durchgefiihrt, die mit dem
£ 40 - blockierenden Antikérper W6/32 vorbehandelt wurden
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Somit konnte eine ursdchliche Beteiligung von pMHC-I-Molekiilen an der Induktion der
Apoptose in den Antigen-spezifischen CTL bewiesen werden. Dennoch kann eine
Involvierung von Todesrezeptoren auf den T2 Effektorzellen nicht ausgeschlossen
werden. Aus diesem Grunde sollte eine Blockade von Fas auf den CTL eine Aussage
dartiber liefern, ob der Fas/FasL Pathway bei der Apoptose-Induktion im Modellsystem
mit T2 Zellen beteiligt ist. In Abb. 50 (blaue Linien) ist das Resultat des Einsatzes von Fas-
blockierten CTL im Vergleich zu unbehandelten CTL gezeigt. Die Melan-A-spezifischen
CTL wurden vor dem Apoptose-Test fiir 30 min bei 4 °C mit einem blockierendem anti-
Fas-Antikorper (Klon ZH-4) bzw. mit einer IgGl-Isotypkontrolle vorbehandelt.
Anschlieflend wurde ebenso wie mit unbehandelten Zellen eine Kokultur mit Melan-A-
beladenen T2 Effektorzellen durchgefiihrt. Wie in Abb. 50 gezeigt, konnte jedoch keine
Inhibition der Apoptose-Induktion in den CTL erreicht werden.

Auflerdem wurde die Abhéngigkeit des Apoptosewegs von Caspasen untersucht. Hierfiir
kam DEVD-FMK, ein synthetisches Peptid und zugleich Zellmembran-gangiger Inhibitor
der Caspase-3, zum Einsatz. Die CTL wurden vor dem Test fiir 30 min mit DEVD-FMK
inkubiert. Wie jedoch in Abb. 50 zu sehen ist, kann durch die Anwendung von DEVD-
FMK keine Blockierung des Effektes erreicht werden. Weitere Experimente miissen

zeigen, ob andere Caspasen an der Vermittlung der Apoptose beteiligt sind.
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Abb. 50:

—4—fas BLOCK Untersuchungen zum Mechanismus der
—=— DEVD-FMK retrograden Apoptose-Induktion durch T2 Zellen.
—/—iso BLOCK Als  Zielzellen wurden unbehandelte CTL
'—_l —@— unbehandelt verwendet (schwarze Kreise), mit anti-Fas-
O 100 Antikérper (Klon ZH-4) vorbehandelte CTL (blaue,
£ geschlossene Dreiecke), mit Isotyp (IgG1, MOP21-C)
S 80 vorbehandelte  Kontroll-CTL  (blaue, offene
° 60 % Dreiecke) oder DEVD-FMK vorbehandelte CTL
T / (rosa Kastchen). Als Effektorzellen wurden in allen
% 40 Ansitzen T2 Zellen verwendet, die mit 0,3 ng/ml
'g 20 % Melan-A-beladen wurden. Kokultur von Effektor:
c Zielzellen im Verhiltnis 0,1:1; 0,6 : 1und 1,2 : 1 fiir
& 0 . . 4h bei 37 °C. Durchflusszytometrische Ermittlung
X 0,1 0,6 1,2 AnnexinV  positiver Zellen. Endkonzentration
T2 : CTL Verhiltnis Isotypkontrolle  und  anti-FAS-  Antikorper:

10 pg/ml;

4.2.2 Apoptose-Induktion durch Melan-A-exprimierende Tumorzellen

Um zu verifizieren, dass die retrograde Apoptose-Induktion durch T2 Zellen kein
Artefakt der exogenen Beladung ist bzw. die Verwendung einer modifizierten Zelllinie
artifizielle Resultate liefert, wurden im ndchsten Abschnitt Effektorzellen verwendet, die
endogen prozessiertes Melan-A auf der Zelloberfldche exprimieren.

Hierfiir kamen zwei HLA-A2 positive Melanom-Zelllinien (Mel493 [Melan-A**] und
Me275 [Melan-A**]) zum Einsatz. Es sollte untersucht werden, ob die Tumorzellen ihre
endogen-prozessierten pMHC-I-Komplexe zur Apoptose-Induktion in Melan-A-
spezifischen CD8* CTL einsetzen. Als Kontrollzelllinie wurde Na8 [HLA-A2*, Melan-A-]
eingesetzt. Alle drei Zelllinien wurden auf ihre intrazellulire HLA-A2- und Melan-A-
Expression untersucht (siehe Abb. 51).

Anschliefiend wurden die Tumorzelllinien in retrograden PKH26-Tests als Effektorzellen
gegen Melan-A-spezifische CTL eingesetzt. Als Zielzellen fungierten Melan-A-spezifische
CTL. In Abb. 52 sind die Resultate einer vierstiindigen Kokultur von
Melan-A-spezifischen CTL mit ansteigenden Mengen von Tumorzellen dargestellt. Die
Melan-A-spezifischen CTL werden von den Melan-A-exprimierenden Tumorzellen
(Mel493, Me275) bis zu 50 - 60% lysiert, jedoch nicht von der Melan-A-negativen Kontroll-
Tumorzelllinie Na8. Erst durch eine exogene Beladung der Na8-Zellen mit 30 pg/ml
Melan-A fiir 3 h bei 37 °C werden die Na8 Zellen zu einer starken retrograden Apoptose-
Induktion von Antigen-spezifischen CTL befdhigt: Im Kontakt mit den exogen mit
Melan-A-beladenen Na8 Zellen sterben tiber 90% der CTL ab.
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Abb. 51: Intrazelluldre Antikdrperfarbung gegen Melan-A (blaue Histogramme) und
HLA-A2 (orange). Verwendete Tumorzelllinien: Me275 (A), Mel493 (B) und Na8 (C). Die
zugehorigen Isotyp-Kontrollen sind in jedem Plot als dunkelblaue Linie angegeben.
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Abb. 52: Apoptose-Induktion von Melan-A-spezifischen CTL durch HLA-A2* Melan-A-exprimierende
Tumorzellen. Als Zielzellen wurden in den zwei unabhingigen Experimenten Melan-A-spezifische CTL
Linien von Spender 064 (A) und 069 (B) verwendet. Als Effektorzellen wurden in beiden Ansitzen
verschiedene HLA-A2" Melanom-Zelllinien verwendet: Mei493 (rot, gefiillt) und Me275 (griin), Melan-A-
Kontrolltumorzelllinie Na8 (schwarz, offen). Aufierdem wurden Na8 Zellen verwendet, die exogen mit
Melan-A-beladen wurden (schwarz, gefiillt) und Mel493 Tumorzellen, die mit W6/32 blockiert wurden
(rot, offen). Gezeigt ist hier die Apoptose-Induktion ermittelt anhand der AnnexinV Bindung im PKH26-

Test.
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4.2.3 Apoptose von Antigen-spezifischen CTL durch Iésliche pMHC-
Komplexe
Wie bereits in der Einfithrung erwéhnt, konnen 16sliche, von Hepatozyten freigesetzte

pMHC-Komplexe eine Deletion von allospezifischen CTL in Transplantationsmodellen

induzieren.
40
35 | Abb. 53:
Induktion von Apoptose in Melan-A-spezifischen
30 7 CTL durch Peptid-MHC-Tetramere. Adé&quates
S 25 1 Tetramer (Melan-A, griine Balken) im Vergleich zu
=z 207 irrelevanten Peptid-MHC-Tetrameren (Mittelwerte
':_' 15 fur CMV-MHC-Tetramere und Tyrosinase-MHC-
o 10 4 Tetramere, hellblaue Balken). Ermittlung
= 5 Propidiumiodid (PI)-positiver CTL mnach 14h
0 Inkubation. Der Hintergrund an PI-positiven Zellen
51 05 1 25 5 10 im Ansatz ohne Tetramere wurde jeweils
’ ' subtrahiert. Auf der x-Achse ist die zugegebene
-10 Menge an MHC-Tetramer pro 150 pl Zellsuspension
Menge zugegebenes Peptid [pl] angegeben.

Diese Apoptose-induzierende Eigenschaft 16slicher pMHC-Komplexe sollte nun in einem
Versuch verifiziert werden. Hierfiir wurden 5 x 10* Melan-A-spezifische CTL/well in T-
Zell-Stimulationsmedium ausplattiert und mit ansteigenden Konzentrationen verschie-
dener pMHC-Tetramere inkubiert. Nach 14-sttindiger Inkubationszeit wurde der Anteil
Pl-positiver Zellen ermittelt. Als Kontrolle wurden Melan-A-spezifische CTL ohne Peptid-
MHC-Tetramere inkubiert. Wie in Abb. 53 dargestellt, konnen Melan-A-MHC-Tetramere
im Gegensatz zu irrelevanten Peptid-MHC-Tetrameren Apoptose in den Melan-A-
spezifischen CTL induzieren. Nach Kontakt der CTL mit irrelevanten CMV-MHC-
Tetrameren und Tyrosinase-MHC-Tetrameren befinden sich hochstens 5% PI* Zellen in
den CTL, wihrend nach einem Kontakt mit Melan-MHC-Tetrameren tiiber 30% der CTL
PI* sind (Abb. 53). In diesem Zielzell-freien System reicht die Présenz von Peptid-MHC-
Tetrameren fiir die Induktion von Apoptose in CD8" Effektorzellen aus. Diese Resultate
weisen darauf hin, dass fiir die Apoptose-Induktion der im Modellsystem verwendeten
CD8* CTL-Linien keine Todesrezeptoren auf den Zielzellen notwendig sind. Dennoch
kann eine Beteiligung von loslichen Todesrezeptoren oder Todesrezeptoren auf Nachbar-
T-Zellen, worauf in der Diskussion ndher eingegangen wird, dadurch nicht

ausgeschlossen werden.



5 Diskussion 98

5 Diskussion

5.1 Antigen-spezifische Immunregulation durch CD4- CD8-
doppeltnegative T-Zellen

Fiir murine DN T-Zellen ist beschrieben, dass die Akquisition von pMHC-Komplexen von
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) eine Grundvorraussetzung ihrer suppressiven
Funktion ist [28]. Im humanen System sind Daten zur Aufnahme von pMHC-Komplexen
durch CD4* Zellen [36], NK-Zellen [195] und CD8* T-Zellen [35] veroffentlicht. Im
murinen System konnte der Transfer von pMHC-Komplexen als Grundlage der
supprimierenden Wirkung von DN T-Zellen identifiziert werden [28]. Im humanen
System hingegen sind keine Daten zu einem pMHC-Transfer auf DN T-Zellen verfiigbar.
Aus diesem Grund wurden DN T-Zellen aufgereinigt bzw. von einem HLA-A2- Spender
kloniert, um die Fahigkeit der T-Zellen zu untersuchen, pMHC-Komplexe aufzunehmen.
Dabei ist von besonderem Interesse, auf welchem Wege dieser Ubergang von pMHC-
Komplexen stattfindet, und ob dieser Prozess Antigen-spezifisch ist. Ein wesentliches
Augenmerk ist darauf gerichtet, ob die erworbenen pMHC-Komplexe funktionell sind
und ob die transferierten pMHC-Komplexe Antigen-spezifische Suppression vermitteln

konnen.

5.1.1 Der pMHC-Transfer als Basis flir die Suppressorfunktion

Der Nachweis fiir den Transfer von pMHC-I-Komplexen von APC auf DN T-Zellen
wurde in Antikérperbindungsstudien mit dem anti-HLA-A2-Antikorper-Klon BB7.2
gefiihrt. Hier konnte gezeigt werden, dass HLA-A2- DN T-Zellen wahrend einer Kokultur
mit HLA-A2* DC zeitabhangig HLA-A2-Molekiile auf ihrer Zelloberfliche akkumulieren
(Abb. 11). Wie in Transferexperimenten eindeutig gezeigt werden konnte ist der Zell-Zell-
Kontakt zwischen DN T-Zelle und DC eine Grundvorraussetzung fiir die Aufnahme der
pMHC-I-Molekiile (Abb. 10),.

In Parallelansdtzen mit verschiedenen pMHC-Donoren desselben Spenders konnte
gezeigt werden, dass DN T-Zellen pMHC-Komplexe am effizientesten von reifen DC
aufnehmen konnen (Abb. 14). In der Transfereffizienz zwischen reifen DC und allen
anderen verwendeten pMHC-Donoren gibt es Unterschiede: Reife DC >> unreife DC >>
Mono > T-Zellen. Im Zuge der Maturierung von DC kommt es zu einer Hochregulation
der Expression von MHC-I- Molekiilen [191], was der Grund fiir die erhohte pMHC-
Transfereffizienz sein konnte. Es besteht offensichtlich eine direkte Korrelation zwischen
der Stdrke der Oberflichenexpression von MHC-I-Molekiilen und der Menge der
transferierten Molkiile (vgl. Abb. 14 und 15). Diese Korrelation, die einen zusétzlichen
Hinweis auf eine unspezifische Art des Transfers darstellt, muss in weiteren Versuchen

bestdtigt werden. Es ist ferner anzunehmen, dass eine Kontaktaufnahme zwischen
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pMHC-Donor und DN T-Zelle von der T-Zelle ausgeht, wahrend die DC lediglich passiv
am pMHC Transfer beteiligt ist. Daftir sprechen Transferexperimente, in welchen ein
pMHC-Transfer stattfand, obwohl keine vitalen DC sondern lediglich DC-Lysate
eingesetzt wurden (Abb. 10).

Noch offen ist, auf welchem Wege der Transfer von pMHC-Komplexen stattfindet, und
welche Molekiile darin involviert sind. Es wird in der Literatur beschrieben, dass Ly49,
ein murines C-type Lektin, in den Transfer von pMHC-Komplexen auf NK-Zellen
involviert ist [195]. Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass auch im humanen Sytem
C-type Lektine an diesem Prozess beteiligt sind, soll in Zukunft die Beteiligung von CD9%
und anderen humanen C-type Lektinen am pMHC-Transfer durch Blockadeexperimente
uberpriift werden.

In der Literatur gibt es einige Hinweise auf einen Antigen-spezifischen, tiber den TCR
vermittelten Transfer von pMHC-Komplexen auf T-Zellen ([35-37]). Huang et al. konnten
zeigen, dass bereits ca. 5 min nach dem Kontakt zwischen dem TCR und dem pMHC-
Molekiil an der sog. "immunologischen Synapse" GFP-gekoppelte Ld*(MHC)-Molekiile in
der T-Zelle nachweisbar sind [35]. Mikroskopische Analysen ergaben, dass das
aufgenommene Ld* in hoher Konzentration in sauren Vesikeln vorliegt und nach etwa 30
min in intakter Form auf die Zelloberfldche der T-Zellen gelangt.

Eine Beteiligung des TCR kann jedoch fiir den hier beschriebenen Transferprozess mit
grofier Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Hierfiir gibt es mehrere Hinweise:
Erstens zeigt die Bindung des anti-HLA-A2-Antikorpers an die DN T-Zellen nach dem
Transfer eine gleichméfiige Verschiebung in den positiven Bereich. Daraus ist ersichtlich,
dass alle Zellen - unabhingig von ihrem TCR - HLA-A2-Molekiile aufnehmen. Ware die
Spezifitit des TCR eine wichtige Grofie in diesem Prozess, dann wiirde nur eine
Teilpopulation von DN T-Zellen, die den addquaten TCR exprimiert, positiv fiir HLA-A2
werden, wihrend die restlichen DN T-Zellen negativ bleiben. Zweitens, konnen
TCRyd* DN T-Zellen, welche bekanntermafien starke Invarianzen in den CDR3-Langen
des TCR aufweisen, mindestens ebenso gut pMHC-Komplexe aufnehmen wie TCRap™*
DN T-Zellen (Abb. 12). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass der TCR eine eher
untergeordnete Rolle spielt. Das entscheidende Indiz ist jedoch der Transfer von pMHC-
Molekiilen auf den DN T-Zell-Klon 3B3, der nur einen spezifischen TCR exprimiert,
jedoch pMHC-I-Komplexe von T2 Zellen, die mit zwei verschiedenen Peptiden (Melan-A
und gpl00) beladen wurden, gleich gut akquirieren konnte (vgl. Abb. 16). Auch
vollkommen unbeladene pMHC-Komplexe scheint der Klon 3B3 akquirieren zu kénnen
(vgl. Abb. 16). Dies spricht dafiir, dass die hochspezifische Wechselwirkung zwischen
TCR und pMHC fuir den Transfer nicht essentiell ist.

Es ist zu diskutieren, ob Exosomen - 50 bis 90 nm grofle Membranvesikel - als Transport-
vehikel ftir pMHC-I-Komplexe fungieren. Ein Transport von Tumorantigenen auf DC

mittels Exosomen konnte bereits belegt werden [196,197]. Aufserdem wurde gezeigt, dass
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Mikrovesikel (100 bis 200 nm Durchmesser) Chemokinrezeptoren zwischen verschie-
denen Zellen transferieren konnen [198]. Dennoch ist eine Transporterfunktion von
Membranvesikeln fir pMHC-I-Komplexe von APC zu DN T-Zellen in dem gezeigten
System nicht plausibel: Zum einen konnte in den vorliegenden Versuchen gezeigt
werden, dass reife DC effizientere pMHC-Donoren sind als unreife DC, was im Gegensatz
zu den Resultaten der Exosomenproduktion steht. Hier konnten Thery et al. zeigen, dass
die Fahigkeit zur Exosomenproduktion eindeutig mit zunehmendem Reifegrad der DC
abnimmt [199]. Auch die Transwellversuche beweisen, dass der Transfer sowohl von DC
als auch der T2 Zellinie auf DN T-Zellen abhingig vom Zell-Zell-Kontakt ist (siehe
Abb.10 und Abb. 16). Trotz einer Porengrofie von 0,4 um war kein pMHC-Transfer
nachweisbar. Die Resultate der Transwellversuche sprechen sehr dafiir, dass die pMHC-
Komplexe nicht auf 16slichem Wege auf die DN T-Zellen tibergehen, obwohl vielfach das
Vorkommen l6slicher pMHC-Komplexe in verschiedenen Korperfliissigkeiten in der
Literatur beschrieben ist [200-202] .

Die erhobenen Daten werden unterstiitzt durch einige Befunde aus der Literatur: Es gibt
Hinweise daftir, dass es Antigen-unabhédngig zu einer Kontaktaufnahme zwischen DC
und T-Zellen kommen kann. So wird berichtet, dass sich DC-T-Zell-Konjugate in
Abwesenheit von Antigen formieren konnen [38]. Die Lebensdauer dieser Konjugate, so
beschreiben Gunzer et al. aufgrund von Versuchen im dreidimensionalen System, ist fiir
Ansdtze mit und ohne Antigen vergleichbar [39]. Revy et al. berichten dariiber hinaus von
der Ausbildung Antigen-unabhéngiger, funktioneller Synapsen zwischen T-Zellen und
DC [40]. Diese Synapsenformierung hat zur Folge, dass verschiedene Oberfldchen-
molekiile an die Kontaktstelle geleitet werden, dazu gehoren z.B. CD3, CD4, CD8 und
CD45, sowie MTOCs (microtubule organizing centers) auf der Seite der T-Zelle. Dieser
Artikel beschreibt zum ersten Mal, dass eine Antigen-unabhéngige Synapsenformierung
mit einer DC fiir eine T-Zelle funktionelle Konsequenzen haben kann, z.B. einen lokalen
Anstieg der Tyrosin-Phosphorylierung und einen leichten Anstieg des intrazellulédren,
freien CaZ*.

Es ist denkbar, dass diese unspezifischen Synapsen auch zwischen DC und DN T-Zellen
gebildet werden und die Grundlage fiir den Transfer von pMHC-Komplexen sind. In
einer neuen Arbeit tiber HIV konnte gezeigt werden, dass DC Synapsen mit T-Zellen
eingehen konnen und {iiber eine starke lokale Anreicherung von HIV eine Infektion der
beteiligten CD4* Zelle einleiten konnen [203]. Moglicherweise geht der Transfer von
pMHC-I- Komplexen auf einem dhnlichen Weg vonstatten wie bei der Weitergabe von
HIV.

Eine interessante Alternative fiir den unspezifischen Transfer von pMHC-Molekiilen
konnte ein Mechanismus sein, welcher von Stinchcombe et al. wahrend der spezifischen
Antigenerkennung beschrieben wird [29]. Hier wurden wéhrend eines Antigen-Kontaktes

elektronenmikroskopisch Plasmamembranbriicken zwischen T-Zellen und Zielzellen
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beobachtet. Sofern diese auch im Falle einer Antigen-unabhdngigen Synapsenformierung
auftreten, konnten die Molekiile aufgrund der Verschmelzung der beiden
Membranbilayer durch direkte molekulare Diffusion auf die DN T-Zellen tbergehen.
Stinchcombe et al. vermuten, dass die Formierung einer Synapse eine Vorraussetzung
dafiir ist, dass sich Plasmamembranbriicken ausbilden koénnen.

In in vitro Experimenten wurde untersucht, ob die transferierten pMHC-Komplexe
funktionell aktiv sind (Abb. 19 und 20). Dabei konnte in allogenen Versuchsansitzen
nachgewiesen werden, dass DN T-Zellen mittels der akquirierten pMHC-Molekiile mit
Antigen-spezifischen CTL interagieren und deren Apoptose induzieren kénnen. Dieser
Befund ist ein starker Hinweis fiir einen nativen Transfer der pMHC-Komplexe: Wenn
das pMHC-Molekiil unvollstindig transferiert werden wiirde, so wiirde es zu keiner
Antigen-Erkennung seitens der Melan-A-spezifischen CTL kommen.

Welche Relevanz hat nun der unspezifische pMHC-Transfer in vivo? Die Kinetik des
Transfers zeigt deutlich, dass es sich bei der Aufnahme der pMHC-Komplexe um eine
permanente Akkumulation von pMHC-Molekiilen auf DN T-Zellen handelt (Abb. 11):
Nach 24 h Kontakt mit DC sind etwa 30% der DN T-Zellen positiv fiir HLA-A2. Da der
Transfer Zell-Zell-Kontakt abhdngig ist, muss vermutlich ein ldngerer Kontakt zwischen
DC und DN T-Zelle zustandekommen, damit der pMHC-Transfer gewahrleistet ist. Orte,
an denen gehduft DC anzutreffen sind, sind die Lymphknoten, die Haut in Form von sog.
Langerhans-Zellen, sowie die Peyers'schen Plaques des Darmes. Da TCRyd DN T-Zellen
bevorzugt an Kompartimentgrenzen (Lunge, Darm, Haut) vorkommen, ist ein
Aufeinandertreffen beider Zelltypen z.B. in Haut und Darm wahrscheinlich. Es ist unklar,
inwiefern minimale Mengen transferierter pMHC-Molekiile fiir einen physiologischen
Effekt sorgen konnen. Es ist dabei zu bedenken, dass durch die Antigen-spezifische
Wirkung der DN T-Zellen auf eine sensitive Teilpopulation CD8-positiver Antigen-
spezifischer T-Zellen eine erhebliche Wirkung erzielt werden kann. Wenn DN T-Zellen
katalytisch wirken, d.h. wahrend der Suppression selbst nicht verbraucht werden, konnte
eine DN T-Suppressorzelle je nach Lebensdauer relativ viele Zielzellen supprimieren.
Aktivierte T-Zellen zeichnen sich durch ihr exponentielles Wachstum aus. Die
Suppression einiger weniger Zellen in der Anfangsphase der Immunantwort kann somit
weitreichende Folgen fur die Kinetik der Immunantwort haben. Dieses
Verstarkungsphdnomen wurde in der Versuchsanordnung in Abb. 22 experimentell
ausgenutzt: Dadurch, dass eine einzige zytotoxische T-Zelle mehrere Zielzellen zu
lysieren vermag, duflert sich die Suppression einiger weniger T-Zellen verstarkt.

Reife DC gelten als professionelle APC des Immunsystems (siehe Review [204]). Eine
gegenldufige Funktion, die zur Suppression fiithrt, wurde bisher nicht diskutiert. Die
quantitativen Effekte des pMHC-Transfers in vivo sind unbekannt, und es muss offen
bleiben, ob der Transfer von pMHC-Komplexen auf DN T-Zellen durch DC Bestandteil

von Immunantworten ist. Eine mogliche biologische Funktion ist, dass reife DC auf
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diesem Wege bereits wihrend einer laufenden Immunantwort die in der Endphase der
Immunantwort notwendige Apoptose-Induktion in T-Zellen einleiten konnen. In der
Literatur ist ein Mausmodell beschrieben, in welchem Autoimmunitét mit einer gestorten
DC-Reifung und -Funktion einhergeht [205]. Eventuell ist an dieser Storung der
Toleranzinduktion auch der verminderte pMHC-Transfer urséchlich beteiligt.

Der Transfer von pMHC-Komplexen wird auch durch unreife DC vermittelt, wie in Abb.
14 gezeigt werden konnte. In der Literatur ist beschrieben, dass unreife DC eine
tolerogene Wirkung auf T-Zellen haben [206;207]: Im Kontakt mit DC konnen T-Zellen zu
nicht-proliferierenden IL-10 produzierenden Zellen differenzieren. Durch ihre Fahigkeit,
einen mafligen Transfer von pMHC-Komplexen auf DN T-Zellen zu ermdglichen,
nehmen unreife DC eine weitere suppressive Rolle ein. Ohne selbst an der Vermittlung
der Suppression beteiligt zu sein, erweitern unreife DC durch die Abgabe von pMHC-
Komplexen auf DN T-Zellen, welche die direkten Vermittler der Suppression sind, ihren
"inhibitorischen Radius".

Bezitiglich der in vivo Relevanz des pMHC-Transfers sollte auch die Menge transferierter
pMHC-Komplexe angesprochen werden. In Quantifizierungsversuchen konnte eine
Anzahl von etwa 1200 transferierten Molekiilen nach 2 Tagen auf der Oberfldche der DN
T-Zellen ermittelt werden (Abb. 17). Es ist zu vermuten, dass aufgrund der
zahlenmifligen Uberlegenheit die bereits auf der Oberfliche vorhandenen pMHC-
Komplexe als suppressive Strukturen eine grofiere Rolle spielen als transferierte pMHC-
Komplexe. Werden hingegen stark immunogene pMHC-Komplexe transferiert, so kann
diesen bei der Toleranzinduktion eine gesteigerte Rolle im Vergleich zu schwach-
immunogenen Selbst-Antigen-MHC-Molekiilen zukommen. Werden Fremd-Antigen-
MHC-Komplexe  auf  Suppressorzellen  transferiert, ~ welche aus  dem
Prozessierungspathway von APC stammen (z.B. Antigene von Pathogenen), kann das
Antigen eine prinzipielle Barriere tiberwinden und auf eine DN T-Zelle gelangen, was auf
keinem anderen Wege moglich gewesen wire.

Um die in vivo-Relevanz des pMHC-Transfers abzuschdtzen, miissen aufierdem noch
weitere mogliche pMHC-Donoren wie Makrophagen und B-Zellen getestet werden.
Aufierdem miissen die klassischen T-Zell-Subpopulationen von T-Helfer- und Killerzellen
auf die Fahigkeit, unspezifisch pMHC-Komplexe aufzunehmen, tiberpriift werden. Ein
interessanter biologischer Aspekt ist auch, dass durch einen unspezifischen, unselektiven
Transfer von pMHC-Komplexen das Peptid-MHC-Repertoire der Donorzelle auf der
Empfingerzelle abgebildet wird. Das bedeutet, dass die Antigene vermutlich
entsprechend ihrer Haufigkeit auf die Donorzelle transferiert werden. Damit ist die
Suppressorfunktion der DN T-Zellen automatisch auf das Spektrum der jeweils

"aktuellsten" Antigene fokussiert.
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5.1.2 Interaktion von DC und DN T-Zellen

Im Hinblick auf die in vivo Relevanz der Antigen-spezifischen Suppression ergibt sich die
interessante Frage, auf welche Weise sich DC und DN T-Zellen gegenseitig beeinflussen.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DC die DN T-Zellen zur
Suppression befdhigen. Dies konnte einerseits durch den Nachweis der Funktionalitit der
transferierten pMHC-Komplexe (Abb. 19 und 20) belegt werden, zum anderen weisen
auch die Befunde der allogenen und autologen Versuchsansétze in die selbe Richtung;:

In allogenen Versuchsansitzen in Abschnitt 4.1.5.2 (S. 69, siehe Abb. 25) konnte gezeigt
werden, dass DN T-Zellen, welche keine Verwandtschaft zu den Stimulatorzellen
aufweisen, keine Veto-Aktivitdt haben und die Zytotoxizitit alloreaktiver T-Zellen nicht
supprimieren konnen. Werden die unverwandten DN T-Zellen jedoch in einer
zweitdgigen Vorkultur mit DC vom Stimulator-Typ koinkubiert, kénnen diese DN T-
Zellen eine Veto-Aktivitdat erwerben. Dieses Resultat konnte damit erkldrt werden, dass es
wihrend der Vorkultur mit den DC zu einem Transfer von pMHC-Komplexen auf die
DN T-Zellen kommt. Diese transferierten pMHC-Komplexe kénnen nun von den DN T-
Zellen genutzt werden, um in Interaktion mit den alloreaktiven T-Zellen zu treten. Damit
ist dieses Resultat eine weitere funktionelle Bestdtigung der Antikdrperbindungsstudien,
welche belegen, dass reife DC sehr gute pMHC-Donoren sind (vgl. Abb. 14).

Auch im autologen System ist eine Konditionierungskultur von DN T-Zellen mit
autologen, Antigen-beladenen DC eine Vorraussetzung fiir die Suppression. Dabei ist die
Peptidbeladung der DC essentiell fiir die spétere Suppressorfunktion der DN T-Zellen
(Abb. 27). Auch wéahrend dieser Konditionierungskultur kommt es mit grofSer
Wahrscheinlichkeit zum Transfer von pMHC-Komplexen auf die DN T-Zellen.

Es wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht untersucht, ob der Zell-Zell-Kontakt
zwischen DN T-Zelle und DC - abgesehen vom pMHC-Transfer - eine weitere Stimulation
fur DN T-Zellen darstellt. Eine denkbare Moglichkeit waren von reifen DC freigesetzte
Zytokine wie z.B. IL-6 [208], welche direkt stimulierend auf DN T-Zellen wirken.

In der Literatur ist berichtet, dass DC Einfluss nehmen auf das Homing von T-
Lymphozyten [209]. Es ist jedoch ungekldrt, inwiefern DC auch das Homing von
regulatorischen DN T-Zellen beeinflussen konnen. Es ist denkbar, dass es bei der
Kontaktaufnahme zwischen DC und DN-Zelle nicht nur zum Transfer von Antigen-MHC
kommt, sondern auch eine Modulation der Expression von Homingfaktoren auf DN T-
Zellen eingeleitet wird. Eine phénotypische Untersuchung der Chemokinrezeptoren
humaner DN T-Zellen ist bereits projektiert. Aus phdnotypischen Untersuchungen in
Mausmodellen ist bereits bekannt, dass TCRyd" T-Zellen bevorzugt in der zweiten,
"abklingenden Phase" der Immunantwort an Orte der Inflammation wandern [79].

Ein stimulatorischer Einfluss in umgekehrter Richtung, von TCRyd DN T-Zellen auf DC,
ist in der Literatur ebenfalls beschrieben [210]. Dabei begiinstigen TCRyd T-Zellen die

Reifung von DC. Ismaili et al. konnten zeigen, dass es durch eine Kokultur von TCRydT-
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Zellen mit DC zu einer Hochregulation von HLA-DR, CD86, CD83 auf autologen,
monozytengereiften DC kommt [210]. Die Autoren fithren den Effekt auf TNF zurtick, da
dieser mit einem anti-TNF-a-Antikorper blockierbar war. Wenn DN T-Zellen DC in
Richtung eines reiferen Phanotyps treiben, konnen sie damit auch den pMHC-Transfer
verbessern. In eigenen Zytokinmessungen von Uberstanden der TCRy&+ DN T-Zell-Klone
konnten jedoch auch nach Kontakt mit DC nur kleine Mengen von TNF-a detektiert
werden (30 pg/ml; Abb. 9). Eventuell ist eine noch unklare Form der Voraktivierung von
DN T-Zellen fiir die Sekretion von Zytokinen, welche Einfluss auf DC nehmen konnen,
notwendig.

Von einem weiteren Standpunkt aus betrachtet kénnen DC als die Grundlage der
Suppression gelten: Durch die Stimulation mit DC werden T-Zellen addquat stimuliert
und aktiviert. In etlichen Versuchsansitzen konnte gezeigt werden, dass eine Sensibilitét
der T-Zellen fiir Suppression von der vorausgegangenen Stimulation abhangt [193;211].
Derzeit kann noch keine Aussage dartiber gemacht werden, welche Eigenschaften CTL in
den hier verwendeten Versuchsansdtzen aufweisen miissen, um Antigen-spezifisch
supprimierbar zu sein. In den gezeigten Versuchen wurden CTL verwendet, die alle mit
demselben Expansionsprotokoll generiert wurden und deren Restimulation moglichst
gleich lange (4 - 6 Tage) zuriicklag. Dennoch wire eine Analyse der Korrelation zwischen
dem Zustand der T-Zelle und Supprimierbarkeit der T-Zelle interessant. Der Abstand zur
letzten spezifischen Restimulation und die Zahl der spezifischen Restimulationen [211]
konnten relevante Groflen fiir die unterschiedliche Sensibilitit der CTL gegentiber
Antigen-spezifischer Suppression sein. In der Literatur gibt es auflerdem Hinweise
darauf, dass die Zell-Zyklus-Phase der T-Zellen eine wichtige Rolle fiir die TCR-
vermittelte Apoptose spielt [212].

5.1.3 Suppression von alloreaktiven T-Zellen durch DN T-Zellen

Zundchst wurde untersucht, ob DN T-Zellen in der Lage sind, eine primdre MLR zu
unterdriicken. Dabei wurde folgende Versuchsanordnung gewéhlt: CD4* Zellen eines
Spenders A wurden gegen DC von B gerichtet. Eine ansteigende Menge von DN T-Zellen
von Spender A wurde zugegeben. Mittels 3H-Thymidin-Einbau wurde die Proliferation in
den verschiedenen Ansdtzen ermittelt. Die Effekte der Suppression durch DN T-Zellen
waren jedoch sehr gering. Durch Zugabe von DN T-Zellen kam es hochstens zu einer
Proliferationsinhibition von 30% (Abb. 21, blaue Balken). In den meisten
Proliferationstests war zu beobachten, dass die leichte Proliferationsinhibition in den
niedrigen Suppressor : Responder Verhiltnissen ab 0,5 : 1 wieder riickldufig war. Dieser
Effekt ist vermutlich auf eine Proliferation der DN T-Zellen und den damit verbundenen
vermehrten Einbau von 3H-Thymidin in die Suppressorzellen selbst zuriickzufiihren.

Um eine echte "Veto-Aktivitit" von DN T-Zellen nachzuweisen, wurde ein weiterer

allogener Versuchsaufbau benutzt: MNC des Spenders A (Responderzellen) wurden mit
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bestrahlten MNC des Spenders B stimuliert. Ansteigende Mengen TCRydDN T-Zellen
von Spender B wurden wéahrend der 6-tdgigen MLR kokultiviert. Diese
Versuchsanordnung wies eine wichtige Verbesserung auf: Statt der Proliferationsin-
hibition wurde hier die zytotoxische Kapazitdt der Responderzellen gegeniiber Zielzellen
des Spenders B ermittelt. Der Grund fiir das verdnderte "Read-out-System" ist, dass die
Suppression in einer Responderzellpopulation, die nur wenige Spender B-spezifische
T-Zellen aufweist, schwierig zu detektieren ist. Aus diesem Grund wurde in diesem
Versuch das Vermogen der Responderzellen ermittelt, Zielzellen von Spender B zu
lysieren. Dadurch, dass eine einzige spezifische T-Zelle mehrere Zielzellen zu lysieren
vermag, wird der Effekt der Suppression einer einzigen spezifischen T-Zelle verstarkt.
Durch die Nutzung dieses Verstiarkungseffekts konnte gezeigt werden, dass der
Verwandtschaftsgrad  zwischen  Stimulatorzellen und  Suppressorzellen von
entscheidender Bedeutung fiir die Suppression ist (Abb. 23). Eine Suppression konnte nur
dann ermittelt werden, wenn die Suppressorzellen vom selben Spender verwendet
werden, von welchem auch die Stimulatorzellen stammen. Werden Suppressorzellen von
einem unverwandten dritten Spender fiir die Versuche verwendet, so ldsst sich keine
Suppression nachweisen. Eine genetische Verwandtschaft zwischen Suppressorzellen und
Responderzellen scheint tendentiell eher unwichtig zu sein, wurde jedoch nicht
systematisch untersucht.

Insgesamt zeigen diese Resultate der gemischten Lymphozytenreaktion, dass aus Vollblut
isolierte TCRy&" DN T-Zellen zu einer Veto-Aktivitdt gegeniiber Stimulator-Zell-reaktiven
T-Zellen im Stande sind. Ahnliche Effekte konnten neben verschiedenen anderen
Zellpopulationen [100-102] bereits fiir Phospholigand-aktivierte TCRyd Zellen [103] sowie
fur modifizierte, transgene TCR-CD4-CD8- T-Zellen gezeigt werden [213].

Zur weiteren Untersuchung der Suppressorfunktion von DN T-Zellen wurde ein
zusdtzlicher allogener Versuchsansatz entwickelt: Da DC in der Lage sind,
Suppressorfunktion zu vermitteln, sollte tiberpriift werden, ob die Veto-Aktivitdt auch
erworben werden kann. Hierfiir wurden TCRyd" DN T-Zellen eines unverwandten,
dritten Spenders, welche normalerweise keine Suppressorzellen sind (vgl. Abb. 23) in
einer Vorkultur mit DC vom Stimulator-Typ inkubiert. Diese konditionierten DN T-Zellen
wurden am Ende der Vorkultur fluoreszenzsortiert und anschliefend wie die
unkonditionierten T-Zellen im Verhiltnis 1,5 : 1 mit den Responderzellen inkubiert, um
deren suppressorische Funktion zu testen. Schliefdlich wurden die Responderzellen auf
ihre lytische Aktivitit gegentiber PHA-Blasten vom Stimulator-Typ tiberpriift
(Versuchsaufbau Abb. 24). Das Resultat bestdtigte die Ergebnisse der vorherigen
Versuchsserie: Nur diejenigen TCRyd DN T-Zellen von Spender C (unverwandter, dritter
Spender), die mit DC vom Stimulator-Typ konditioniert wurden, sind in der Lage, die
lytische Aktivitit in der Responder-Zell-Population zu verringern, wahrend

unkonditionierte TCRyd DN T-Zellen von Spender C keine Suppression ausiiben konnen.
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Diese Resultate deuten darauf hin, dass es in diesem Ansatz zu einem Transfer von
pMHC-Komplexen von DC auf die TCRyd"* DN T-Zellen des unverwandten, dritten
Spenders gekommen ist. Erst dadurch werden diese Zellen zu Suppressorzellen.
Auflerdem ist dieser Befund ein weiterer Hinweis darauf, dass nur jene T-Zellen, die
pMHC-Komplexe von Spender B tragen, in Interaktion mit den Responderzellen treten
konnen und Suppression vermitteln. Neben den Antikérperbindungsstudien (Abb. 14) ist
dies ein weiterer funktioneller Nachweis dafiir, dass DC gute pMHC-Donoren sind.
Ferner unterstiitzen diese Daten die in Abb. 19 und 20 aufgestellte These, dass die
tibertragenen pMHC-Molekiile (oder zumindet ein Teil davon) funktionell aktiv sind. In
diesen Versuchen konnte also gezeigt werden, dass die Erlangung von Veto-Aktivitat
durch eine Vorkultur mit DC des Stimulator-Typs moglich ist, was ein weiterer starker
Hinweis darauf ist, dass pMHC-Komplexe vom Stimulator-Typ die Schliisselmolekiile
des Veto-Effektes sind.

5.1.4 Apoptose-Induktion von Antigen-spezifischen CTL durch
autologe DN T-Zellen

Die Arbeitshypothese tiber die regulatorische Eigenschaft von DN T-Zellen postuliert,
dass DN T-Zellen MHC-Komplexe zur Suppression von aktivierten T-Zellen einsetzen.
Der Nachweis daftir wurde in den allogenen Versuchsansitzen erbracht. Ein besonders
wichtiger Punkt ist jedoch der Nachweis der Antigenspezifitidt der Suppression durch DN
T-Zellen. Hierfiir wurde ein autologes Read-out-System entworfen, in dem die Antigen-
spezifische Suppression von DN T-Zellen nachgewiesen werden kann (sieche Abb. 26).
Alle Zellen, die in diesen Versuchsansitzen verwendet wurden, stammen von demselben
Spender.

In einem ersten Schritt wurden Antigen-spezifische CTL eines Spenders tiber 2-6
Wochen nach einem etablierten Protokoll [214] expandiert (Abb. 26 A). Diese spezifischen
T-Zellen dienten beim spateren Apoptose-Test als Zielzellen. Als Effektorzellen wurden
DN T-Zellen desselben Spenders verwendet, welche mit autologen, Antigen-beladenen
DC konditioniert wurden (Modell siehe Abb. 26 B). Es wurde die Fahigkeit der DN T-
Zellen untersucht, Apoptose in Antigen-spezifischen CTL zu induzieren. Die Ermittlung
des Zellschadens gerade innerhalb der spezifischen CTL ist dabei von besonderem
Interesse. Aus diesem Grund wurde eine Peptid-MHC-Tetramer-Farbung durchgefiihrt.
Die durchflusszytometrische Ermittlung der Peptid-MHC-Tetramer-positiven Zellen birgt
jedoch Schwierigkeiten: Wie aus der Literatur bekannt ist [193] und in eigenen Versuchen
verifiziert werden konnte, kommt es bei Antigen-spezifischem Kontakt auf der CTL zu
einer Herunterregulation des TCR (siehe Abb. 28 B, rechte Spalte). Dadurch sind die CTL
(Zielzellen), wenn sie im Apoptose-Test supprimiert werden, nicht mehr als Antigen-
spezifische Zellen identifizierbar, da keine Peptid-MHC-Tetramer-Bindung an den TCR

mehr moglich ist. Eine Peptid-MHC-Tetramerfarbung vor dem Apoptose-Test kann zwar
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diesen Effekt weitgehend verhindern, interferiert jedoch mit dem suppressiven Effekt
(siehe Abb. 28 A und B) und stellt daher keine Losung des Problems dar. Als Alternative
wurde stattdessen derjenige Anteil der Peptid-Tetramer-positiven CTL herangezogen, der
vital ist. Die Methode, die Abnahme vitaler Zellen zu ermitteln, liefert keine artifiziell
tiberhohten Werte und ist eine konservative Abschdtzung des Effektes. In jedem Fall ist
die Bestimmung des Anteils vitaler Zellen an den Peptid-MHC-Tetramer-positiven Zellen
exakter als die Messung apoptotischer Zellen, die stark von dem Verlust des TCR
verfdlscht wird (Berechnung siehe Anhang; Abschnitt 6.1.1).

Die Resultate der Suppressionstests zeigen deutlich, dass sowohl TCRyd" (Abb. 27) als
auch TCRap* DN T-Zellen in der Lage sind, Apoptose in Antigen-spezifischen CTL zu
induzieren (Abb. 31). Dabei ergeben sich zwei sehr wichtige Resultate, welche die
Ergebnisse der allogenen Versuchsansitze bestétigen:

Zundchst wird die wichtige Rolle der DC fiir die Konditionierung von DN T-Zellen als
Vorraussetzung fiir die Suppression bestdtigt. Werden die DN-T-Zellen mit DC
konditioniert, welche mit dem addquaten Peptid beladen wurden, so fithren die DN T-
Zellen beim Kontakt mit CTL zu einer starken Abnahme vitaler Zellen. Werden dagegen
in der Vorkultur DC verwendet, die mit einem irrelevanten Peptid beladen wurden,
bleiben die Zellen vital. Es ist davon auszugehen, dass auch wihrend der
Konditionierungskultur zwischen DN T-Zellen und autologen, Antigen-beladenen DC ein
pMHC-Transfer stattfindet. Ob tiber einen moglichen pMHC-Transfer hinaus noch eine
weitere Stimulation vermittelt wird, ist unklar.

Ein weiteres sehr wichtiges Resultat der autologen Anséitze ist die Antigenspezifitit der
Suppression. Es ergeben sich mehrere direkte Hinweise auf eine Antigen-spezifische
Suppressorfunktion der konditionierten DN T-Zellen:

Erstens, es konnen nur solche DN T-Zellen Suppression vermitteln, welche aus einer
Konditionierungskultur mit DC stammen, die mit dem addquaten Pepitd beladen
wurden. Werden die DC mit einem irrelevanten Peptid beladen, konnen die DN T-Zellen
nicht zu Suppressorzellen konditioniert werden. Damit bestitigt sich die Hypothese, dass
nur pMHC-Komplexe mit dem spezifischen Peptid Suppression vermitteln konnen (Abb.
27 A unten; Abb. 31 A). Auch die Zunahme CD8!°W exprimierender Melan-A-spezifischer
CTL (Abb. 29 B), ein bekanntes Zeichen von Apoptose in T-Zellen (unveroffentlichte
Daten A. Mackensen, Uniklinikum Regensburg), findet nur dann statt, wenn DN T-Zellen
als Suppressorzellen eingesetzt werden, die aus einer Konditionierungskultur mit Melan-
A-beladenen DC stammen.

Zweitens, die Antigenspezifitit kann auch auf der Seite der Zielzellen (CTL)
nachgewiesen werden. Wird der Zellschaden in den TM- unspezifischen CTL nach dem
Apoptose-Test bestimmt, so findet man, dass es zu keiner Zunahme der apoptotischen
Zellen kommt (Abb. 30). Dies ist ein indirekter Hinweis darauf, dass die Expression des

addquaten TCR eine Vorraussetzung fiir die Apoptose-Induktion von Zielzellen ist. Nur
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durch eine Kontaktaufnahme mit dem spezifischen pMHC-Komplex konnen die CTL
apoptotisch werden.

Drittens, der Prozess der Antigen-spezifischen Suppression vollzieht sich rasch und kann
nach vier Stunden im Apoptose-Test detektiert werden (vgl. Abb. 33). Zur Detektion der
Apoptose wurde AnnexinV eingesetzt, welches sehr effektiv an Phosphatidylserin auf der
Aufsenseite der Plasmamembran bindet. Das Vorkommen von Phosphatidylserin auf der
Auflenseite der Plasmamembran sowie weitere Hinweise auf den Verlust der normalen
Membranarchitektur sind ein frither Marker fiir Apoptose [215]. Nach aufien gekehrte
Phosphatidylserine, welche bei vitalen Zellen nur auf der Innenseite der Plasmamembran
vorkommen, sind eine Erkennungsstruktur fiir Makrophagen und leiten deren
phagozytotische Aktivitdt ein [216]. Dieser Befund einer sehr schnellen Antigen-
Erkennung ist in Ubereinstimmung mit den Daten aus der Literatur, wonach die Antigen-
spezifische Kontaktaufnahme zwischen TCR und pMHC innerhalb von Minuten
vonstatten geht [35] und Effektor CD8* Zellen bereits eine Stunde nach Antigen-
spezifischer Kontaktaufnahme die Proliferation einleiten [193].

Die Inkubationsdauer des Apoptose-Tests wurde auf 4h begrenzt, da sich in
Vorversuchen (nicht dargestellt) herausgestellt hat, dass eine Inkubationszeit von 13 h in
T-Zell-Medium die Spontanapoptose der spezifischen T-Zellen erhoht. Dies ist ein
bekanntes Phanomen in der Literatur (siehe z.B. [217]). Auf eine Zugabe von Zytokinen
widhrend des Apoptose-Tests wurde jedoch verzichtet, da Zytokine in die Balance
zwischen Suppression und Aktivierung eingreifen konnen [218]. In Vergleichsversuchen
zur Inkubationszeit des Apopose-Tests zeigte sich, dass bereits nach 4 h die gesamte
Apoptose-Induktion detektiert werden kann. Nach insgesamt 13 h nehmen die vitalen
Zellen nicht noch weiter ab (Abb. 33 rote Linien).Der scheinbare Anstieg vitaler Annexin-
negativer Zellen in denjenigen Ansdtzen, in welchen nach 13 h Inkubationszeit keine
Suppression stattfindet (Abb. 33, offene Kastchen) geht moglicherweise darauf zuriick,
dass DN T-Zellen durch die kontinuierliche Expression 16slicher Faktoren wie IFN-y
(siehe Abb. 9) die Spontanapoptose der CTL in T-Zell-Medium verhindern kénnen.

Ein weiteres Argument sprach fiir eine Inkubationszeit von 4 h im Apopotose-Test: In
eigenen Versuchen zur lytischen Aktivitat von CD8* zytotoxischen T-Zellen in parallelen
Ansidtzen im 5lCr-Freisetzungs-Test und einem Apoptose-Test (PKH26-Test) mit
AnnexinV konnte gezeigt werden, dass eine ausgezeichnete Korrelation zwischen diesen
beiden Zytotoxizitdtstests vor allem in den ersten Stunden nach dem spezifischen Kontakt
existiert (Abb. 43 B und siehe auch [194]). Dies zeigt, dass AnnexinV ein guter Marker fiir
die frithen apoptotischen Prozesse im Zusammenhang mit Antigen-spezifischer

Erkennung ist.
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5.1.5 Mechanismen der DN T-Zell-vermittelten Suppression

Zur Aufkldarung der Mechanismen der Antigen-spezifischen Suppression durch DN T-
Zellen wurden Blockadeexperimente mit TCRof3* DN T-Zellen durchgefiihrt.

Eine Beteiligung des Perforin/Granzyme-Signalweges kann aufgrund funktioneller
Untersuchungen an TCRaB* DN T-Zellen ausgeschlossen werden. Hierfiir wurde
Concanamycin-A (CMA) eingesetzt, ein sehr potenter Inhibitor des Perforin-Signalweges.
Aufgrund einer pH-Wert-Erhohung in sauren Vesikeln kommt es zu einer beschleunigten
Degradation von Perforin. In einer Positivkontrolle mit zytotoxischen T-Zellen inhibiert
CMA sehr effizient die Perforin/Granzyme-vermittelte Zielzell-Lyse (sieche Abb. 34, B).
Im Apoptose-Test mit DN T-Zellen fiihrte jedoch eine Zugabe von CMA zu keiner
Inhibition (Abb. 34 A).

Weiter wurde die Beteiligung von Todesrezeptoren an der Apoptose-Induktion
funktionell untersucht. Dabei wurde zundchst das Rezeptorpaar Fas/FasL, der
meistbeschriebene Signalweg des "Aktivierungsinduzierten Zelltods" (AICD) (siehe
Reviews [135;137]), betrachtet. Hierzu wurden Apoptose-Tests mit TCRap* DN T-Zellen
als Effektorzellen und CTL als Zielzellen durchgefiihrt, welche mit einem
neutralisierenden anti-Fas Antikorper vorbehandelt worden waren. Es ist das Phdnomen
bekannt, dass CTL nach spezifischer Antigen-Erkennung tiber den Fas/FasL Signalweg
apoptotisch werden, dabei jedoch nicht das FasL auf der Zielzelle die Hauptrolle spielt,
sondern auf benachbarten CTL (Fratricide) [156]. Zur Blockierung wurde deshalb nicht
ein anti-FasL-Antikorper auf den Suppresssorzellen, sondern ein anti-Fas-Antikorper auf
den CTL eingesetzt. Damit kann jegliche mogliche FasL vermittelte Apoptose-Induktion
unterbunden werden. Dennoch konnte in keinem der Experimente eine Inhibition der
Apoptose-Induktion durch DN T-Zellen erreicht werden. Aus diesem Grunde scheint eine
Beteiligung des Rezeptorpaares Fas/FasL fiir die Antigen-spezifische Suppression bei DN
T-Zellen sehr unwahrscheinlich.

Auflerdem wurde die intrazelluldre Perforin- und GranzymeB-Expression mittels Anti-
korpern untersucht. Fiir diese Versuche wurden aus technischen Griinden zunéchst nur
TCRyd" DN T-Zellen verwendet. Die Farbungen miissen fiir TCRaB* DN T-Zellen in
zukiinftigen Experimenten wiederholt werden. Hierbei ergab sich, dass, dhnlich wie in
unstimulierten und stimulierten CD8* T-Zellen (Abb. 35 B), auch in TCRyd" DN T-Zellen
Perforin vorliegt (Abb. 35 A), dass intrazellulédr jedoch kein GranzymeB vorliegt, welches
als eines der Haupteffektormolekiile der Granzyme-vermittelten Apoptose bekannt ist
[219;220]. Im Gegensatz dazu besitzen zytotoxische CD8* CTL, welche zur Zielzell-Lyse
tiber den Perforin/ Granzyme-Weg in der Lage sind, intrazelluldr grofie Mengen von
GranzymeB (Abb. 35 B unten). TCRyd" DN T-Zellen dhneln in dieser Hinsicht also eher
unstimulierten, naiven CD8* T-Zellen, welche ebenfalls kein GranzymeB aufweisen
(Abb. 35 B oben).
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Auch fiir fasL wurde mit TCRyd* und TCRaf* DN T-Zellen ein phanotypischer Nachweis
tiber Antikoérperbindung durchgefiihrt. Die Untersuchung von membranstandigem FasL
ist jedoch in der Literatur nicht unumstritten (siehe Einleitung 2.2.4., S. 23 f.). Dies beruht
vor allem darauf, dass viele anti-Fas-Antikorper unspezifisch agieren, und dass etliche
Zelltypen zu einer Abspaltung von FasL von der Zelloberfliche neigen. Aus diesem
Grunde wurde in den hier gezeigten Versuchen eine enzymatische Verstarkungsmethode
zum phéanotypischen Nachweis von FasL angewandt. Mit dieser Methode ist es moglich,
auch kleine Molekiilmengen im Durchflusszytometer darzustellen. Trotz der hohen
Sensitivitdat der Methode konnten keine FasL-Molekiile auf der Zelloberfldche der DN T-
Zellen nachgewiesen werden.

Die Daten dieses Abschnitts weisen darauf hin, dass der meistbeschriebene Todesrezeptor
fir AICD in die Apoptose-Induktion durch DN T-Zellen nicht involviert ist. Diese
Ergebnisse stehen ferner in Widerspruch zu den Ergebnissen fiir murine DN T-Zellen,
deren Suppressorfunktion tiber den Fas/FasL-Signalweg ablduft [28]. Funktionelle Unter-
suchungen zu einer TNF-vermittelten Apoptose-Induktion stehen noch aus.

Es gibt in der Literatur Hinweise darauf, dass Fas/FasL- und Perforin-unabhingige
Apoptosewege bei der Veto-Funktion von Knochenmarkszellen beteiligt sind [221]. Die
Autoren konnten im Mausmodell zeigen, dass aktivierte Knochenmarkszellen, die zu
einer starken Veto-Aktivitdt von Antigen-spezifischen T-Zellen in der Lage sind, ihren
Veto-Effekt innerhalb von 8 h ausiiben und dabei - wie in Knockout-Modellen gezeigt
werden konnte - kein Fas/FasL oder Perforin involviert ist. In einem von diesen Autoren
benutzten Modell war das Fas-Gen sowohl auf den Veto-Zellen als auch auf den
Responderzellen ausgeknockt, so dass weder eine Fas-vermittelte Apoptose-Induktion
tiber die Suppressorzellen noch tiber benachbarte Bruderzellen in Frage kommt [221].
Diese Daten aus der Literatur beweisen, dass es neben Fas/FasL und Perforin Antigen-
spezifische Deletionsmechanismen geben muss. Die Untersuchung des Mechanismus der
Antigen-spezifischen Suppression durch DN T-Zellen wird eines der Hauptziele fiir
zukiinftige Versuche sein. Um den Mechanismus ausfiihrlich studieren zu kénnen, wurde
ein Modellsystem fuir Antigen-spezifische Suppression mit T2 Zellen etabliert, welches in
Abschnitt 5.2 diskutiert wird. Hier werden auch Apoptose-Induktionswege ohne
Suppressorzell-stindige Todesrezeptoren (losliche Todesrezeptoren oder auf Bruder-T-
Zellen vorhandene Todesrezeptoren) und die Dauer des Antigen-Kontaktes als Parameter

fiir Antigen-spezifische Apoptose-Induktion diskutiert.

5.1.6 DN T-Zellen bei Autoimmunerkrankungen

DN T-Zellen haben, wie in den Abschnitten 4.1.5 und 4.1.6 gezeigt werden konnte, in vitro
eine immunregulatorische Funktion. Die Rolle regulatorischer T-Zellen ist bei Patienten
mit Autoimmunerkrankungen von besonderem Interesse, da es bei diesen Erkrankungen

zu deregulierten Immunreaktionen gegen Selbstantigene kommt. Aus diesem Grund



5 Diskussion 111

wurde peripheres Blut von Patienten mit verschiedenen unbehandelten Autoimmun-
erkrankungen (Rheumatoide Arthritis, Sjogren Syndrom, Lupus erythematodes, Diabetes
mellitus Typ-I und Multiple Sklerose) phanotypisch analysiert. Dabei sollte die Frage
beantwortet werden, ob einerseits die Frequenzen von DN T-Zellen und ihren
Subpopulationen im Blut von Autoimmunpatienten genauso hoch sind wie in gesunden
Kontrollspendern. Andererseits sollten phanotypische Unterschiede zwischen den DN T-
Zellen der Patienten und der gesunden Kontrollen ermittelt werden.

Eingeschlossen in die Untersuchungen wurden Proben von 22 unbehandelten Patienten
mit unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen. Da eine immunsuppressive Therapie
(z.B. mit Steroiden) zur Verfdlschung der zu ermittelnden Parameter fiihren kann,
wurden vorbehandelte Patienten aus der Untersuchung ausgeschlossen. Die Proben
wurden jeweils am Entnahmetag gefirbt, nach den verschiedenen Erkrankungsarten
ausgewertet und mit 18 gesunden Spendern verglichen.

Die erste Fragestellung war, ob Patienten mit Autoimmunerkrankungen eine verringerte
Frequenz von DN T-Zellen aufweisen. Diese Frage muss vor allem aus zwei Griinden
vorsichtig beantwortet werden: Zum einen aufgrund der niedrigen Probenzahlen
innerhalb jeder Erkrankungsart, und zum anderen aufgrund der hohen Streuung
innerhalb der Kontrollgruppe. Fiir die Patienten mit rheumatoider Arthritis scheinen sich
tendentiell weniger DN T-Zellen innerhalb der CD3* Population zu befinden (siehe Abb.
39 A). Dabei ist der Anteil von TCRyd* DN T-Zellen (siehe Abb. 39 C) stdrker reduziert als
der Anteil von TCRaf3* DN T-Zellen (Abb. 39 B). Auffillig ist, dass die hohen Werte fiir
DN T-Zellen innerhalb der CD3* Lymphozyten, welche in der Kontrollgruppe detektiert
wurden, von den Patienten, unabhéngig von der Erkrankungsform, nicht erreicht wurden
(siehe Abb. 39 A). Es ist unklar, weshalb die Patienten verringerte DN T-Zell-Frequenzen
aufweisen. Bei Rheumatoide Arthritis-Patienten gelangten Liu et al. zu &hnlichen
Resultaten: Wihrend der Anteil an TCRof* DN T-Zellen innerhalb der
Lymphozytenpopulation bei den Patienten keinen Unterschied zwischen Patienten und
Spendern ergab, zeigten sich Unterschiede in der Frequenz der TCRyd" DN T-Zellen: Die
Frequenz von TCRyd" DN T-Zellen im peripheren Blut von Patienten ist signifikant
verringert, wohingegen der Gehalt an TCRyd" DN T-Zellen am Entziindungsort, der
Synovialfliissigkeit, signifikant erhoht war im Vergleich zum Gehalt dieser Zellen im
peripheren Blut von Patienten und Spendern [222]. Auszuschlieflen ist nicht, dass eine
Uberreprasentation von anderen Immunzellen wie z.B. CD4* T-Helferzellen (vgl. Abb. 38
A) daran beteiligt ist und es auf Grund des starken Aktivierungszustandes zu einer Art
Verdrangung von DN T-Zellen aus dem T-Zell-Pool kommt. Dass insgesamt im
peripheren Blut ein anderer immunologischer Aktivierungszustand in den Patienten
(aller getesteten Autoimmunerkrankungen) vorliegt, wird daraus deutlich, dass vermehrt
CD4* und verringert CD8* T-Zellen vorkommen, und dass CD56" NK-Zellen und
CD4*CD25* Zellen tiberrepréasentiert vorliegen (vgl. Abb. 38 A - D).
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Weiter wurde das Expressionsmuster von CD45 auf DN T-Zellen von Patienten und
Spendern analysiert: CD45 kommt in verschiedenen Isoformen vor. Die verschiedenen
Isoformen entstehen durch alternatives Spleifsen der Exons, welche die extrazelluldre
Domine von CD45 kodieren. Bei T-Gedédchtniszellen entstehen Isoformen (CD45RO),
welche sich mit dem TCR und den akzessorischen Molekiilen zusammenlagern und die
Antigenerkennung erleichtern [223]. Naive T-Zellen dagegen exprimieren eine Isoform
(CD45RA), welche nicht mit dem TCR und den akzessorischen Molkiilen assoziiert.

Bei den Patienten mit Autoimmunerkrankungen fiel nun ein verdndertes Expressions-
muster von CD45RA und CD45RO auf den DN T-Zellen auf (Abb. 40 A und B): Patienten
samtlicher Autoimmunerkrankungen weisen eine erhohte Frequenz von CD45RA* DN T-
Zellen (naiver Phénotyp) und eine verminderte Frequenz von CD45RO™* (Effektor-
Phénotyp) DN T-Zellen auf. Bei weiterer Eingrenzung der untersuchten Zellen fillt auf,
dass dieser Trend vor allem auf die CD3high Population zuriickgeht (sieche Abb. 41 C und
D).

In der Kontrollgruppe jedoch exprimieren die CD3hish DN T-Zellen nur zu ca. 10%
CD45RA, wobei der grofite Anteil der Zellen (ca. 90%) CD45RO-positiv ist. Dieser Befund
stimmt mit Daten einer kiirzlich publizierten Arbeit tiberein, in der gezeigt werden
konnte, dass die Mehrzahl der Vy9/Vd2 TCRyd" T-Zellen, der grofiten TCRyd-Zell-
Subpopulation, positiv fiir CD45RO ist [224]. Dieser Phéanotyp, von CD45RO+, CD95+,
CCR7- TCRy&" T-Zellen, so vermuten die Autoren, entsteht im gesunden Individuum
durch die kontinuierliche Stimulation mit bakteriellen Antigenen von Kindheit an. Die
Autoren konnten aufsSerdem zeigen, dass CD45RO* TCRyd' T-Zellen eine starke
Expression von CCR5 aufweisen und zu den "erfahrenen" T-Zellen zu zdhlen sind, die
moglicherweise ihren Phantotyp aufgrund des kontinuierlichen Kontakts mit bakteriellen
Antigenen erworben haben.

Fir die Patienten liegen jedoch die Werte fiir CD45RO in der CD3high DN T-Zell
Population durchwegs unter dem Median der gesunden Kontrollen (auch bis zu 50%). Da
aus den phénotypischen Analysen ersichtlich ist, dass die CD3hghDN T-Zell-Population
vorwiegend aus TCRyd" Zellen besteht (siehe Abb. 4), kann man schliefien, dass die
TCRy3*'DN T-Zellen von Patienten mit Autoimmunerkrankungen im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen einen eher naiven Phanotyp aufweisen.

Ob die tendentiell verminderte Frequenz von TCRyd" DN T-Zellen und das Auftreten
dieser Zellen in einem eher "naiven" Phdnotyp ursdchlich an der Entstehung und
Manifestation der Erkrankungen beteiligt sind, muss an dieser Stelle weiterhin
offenbleiben. Es gibt Hinweise darauf, dass die TCRyd" DN T-Zellen von Patienten mit
Sjogren Syndrom auch funktionelle Beeintrdchtigungen haben [225], wie z.B. eine
schwache proliferative Kapazitit nach anti-CD3 Stimulation und eine gestorte IL-2
Produktion im Vergleich zu gesunden TCRyd" DN T-Zellen. Ein zukiinftiges Ziel ist, die

regulatorische Funktion von TCRyd" DN T-Zellen, isoliert aus Patienten mit
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Autoimmunerkrankungen, zu analysieren. Dies kann ein erster Schritt sein, die gestorte
Toleranzinduktion bei den Patienten zu verstehen.

Die charakterisierten Subpopulationen von Immunzellen spiegeln nur den Zustand des
peripheren Blutes wieder, auf die Situation in den betroffenen Organen kann daraus
jedoch nicht geschlossen werden. Eine verringerte TCRyd* DN T-Zell-Population im
peripheren Blut kann auch eine Abwanderung in die betroffenen Organe bedeuten. Dies
vermuten auch Liu et al., welche im direkten Vergleich zwischen Synovialfliissigkeit und
peripherem Blut von Patienten mit rheumatoider Arthritis eine signifikante Erhohung
von TCRy3" DN T-Zellen in der Synovialfliissigkeit gefunden haben [222]. Ahnliche
Beobachtungen konnten fiir Multiple Sklerose gemacht werden: Hier kommt es zur
Rekrutierung von TCRyd" DN T-Zellen in demyelinisierte Areale [226].
Zusammenfassend fiir die Analysen des peripheren Blutes von Patienten mit
unbehandelten Autoimmunerkrankungen kann festgestellt werden, dass in vivo
Abweichungen in der TCRyd" DN T-Zell-Population scheinbar enger mit der Krankheit
und ihren Symptomen korrelieren als in TCRof* DN T-Zellen. Auffallend ist
diesbeztiglich vor allem die leicht verringerte Frequenz der TCRyd* DN T-Zellen im
peripheren Blut und ein stark naiver Phénotyp dieser Zellen. Eine weiterfithrende
Phénotypisierung der DN T-Zellen muss sich auf Aktivierungsgrad und Funktion von
TCRyd" DN T-Zellen konzentrieren. Ferner miissen weitere Proben erfasst werden, um zu
signifikanten Aussagen tiber die verschiedenen Parameter in den einzelnen
Erkrankungsformen zu gelangen. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Messungen zeigen, dass eine eingehende Untersuchung der erfassten Parameter in einer
grofleren Patienten- und Spenderpopulation wertvolle Hinweise zum Immunstatus bei

Autoimmunerkrankungen geben wird.

5.1.7 Vergleich von TCRap+ und TCRyd+ DN T-Zellen

Phénotypische Analysen gesunder Spenderzellen im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass
sich humane DN T-Zellen in TCRyd&* (80%) und TCRap* (20%) DN T-Zellen aufgliedern
lassen. Beide Subpopulationen wurden fiir die phéanotypischen und funktionellen
Untersuchungen entweder ex vivo fluoreszenzsortiert oder kloniert. Obwohl es fiir
TCRyd" Zellen viele Expansions- und Stimulationsprotokolle gibt, wurde in der
vorliegenden Arbeit darauf verzichtet, die TCRyd" Zellen mit Phospoliganden (z.B. mit
Monoethylphosphat [MEP] oder Isopentenyl-Diphosphat [IPP]) zu behandeln, da unklar
ist, wie sich eine Phospholigandenstimulation auf die Suppressoraktivitit von TCRyd"
Zellen auswirkt. Uber die verschiedenen Aufreinigungsmethoden der beiden
Subpopulationen ldsst sich folgendes konstatieren:

Die ex vivo Aufreinigung von DN-T-Zellen anhand des Fluoreszenzsortierers erwies sich
als durchfiihrbar, jedoch waren die Ausbeuten von DN T-Zellen sehr niedrig (ca. 15%).

Trotz der Verwendung von Zellen einer gesamten Blutspende-Sitzung (Leukapheresat
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bzw. buffy coat) konnten aufgrund der niedrigen Zellzahlen die Tests oftmals nicht in
geplantem Umfang durchgefiihrt werden.

Fiir TCRy&" DN T-Zellen ist die effektivste Anreicherungsmethode eine rein magnetische
Isolierung (nach dem Miltenyi-System, siehe Abb. 6) mit etwa 60% Ausbeute. Da fiir diese
Isolierungsmethode T-Zell-Fraktionen aus der Elutriation verwendet wurden, kam es zu
keiner Mitanreicherung von Monozyten, die oftmals unspezifisch Antikorper binden und
in Positivanreicherungsprotokollen problematisch sein konnen. Die Reinheit der
magnetisch angereicherten TCRyd" DN T-Zellen lag mit 94% TCRyd" bzw. 91% CD4- CD8-
Zellen zwar geringfiigig unter der Reinheit der fluoreszenzsortierten TCRyd" DN T-Zellen
(98%), war jedoch ausreichend fiir die hier gezeigten Funktionsanalysen. Wegen der
besseren Verfiigbarkeit dieser Zellpopulation (siehe Abb. 3) wurden einige Versuche
dieser Arbeit bisher ausschliefSlich mit TCRyd" DN T-Zellen durchgefiihrt.

Fir TCRap* DN T-Zellen hingegen steht ein ausschliefilich magnetisches Aufreinigungs-
verfahren derzeit nicht zur Verftigung. Ferner sind die Ausbeuten bei den TCRaf* DN T-
Zellen aus der Fluoreszenzaufreinigung nur selten ausreichend fuir Funktionstests. Aus
diesem Grund ist die Generierung von TCRap* DN T-Zell-Klonen (siehe Abb. 7) die
Grundvorraussetzung daftir, mit dieser humanen Subpopulation experimentell arbeiten
zu konnen. TCRap* DN T-Zellen expandierten unter Anwendung des beschriebenen
Klonierungsprotokolls (Abschnitt 3.2.19) tiber mehrere Wochen. Die allogenen Versuchs-
ansdtze zur Veto-Aktivitdit (Abschnitt 4.1.5.2) wurden bisher ausschliefslich mit
TCRyd* DN T-Zellen durchgefiihrt, da eine Verwendung von TCRaf3* in diesen allogenen
Versuchsansédtzen eine Klonierung dieser Zellen von etlichen verschiedenen Spendern
verlangen wiirde.

Ein wichtiger Befund dieser Arbeit ist nun, dass es offenbar grofie funktionelle Parallelen
zwischen TCRaB* und TCRyd* DN T-Zellen gibt. Das Fehlen der Korezeptoren CD4 und
CD8 ist das offensichtlichste gemeinsame Merkmal, welches die Zellen fiir eine Funktion
unabhéngig von Antigenerkennung und der klassischen T-Zell-Aktivierung pradestiniert.
Wie im Abschnitt zum Transfer von pMHC-Komplexen gezeigt werden konnte, konnen
beide Subpopulationen pMHC-Komplexe von APC aufnehmen und auf ihrer Oberfldche
prasentieren (Abb. 12). Unterschiede in der Effizienz der Aufnahme von pMHC-
Komplexen miissen durch weitere Experimente herausgearbeitet werden.

Auch in der Suppressoraktivitit von TCRap* und TCRyd" DN T-Zellen gibt es starke
Gemeinsamkeiten: Die Arbeitshypothese dieser Arbeit impliziert, dass der TCR fiir die
Austibung der suppressiven Funktion keine Rolle spielt, da die pMHC-Komplexe als
spezifische Effektormolekiile fungieren. TCRof3* und TCRyd* DN T-Zellen exprimieren
zwar eine unterschiedliche Art von TCR, was jedoch fiir die Austibung der
Suppressorfunktion vermutlich nicht relevant ist. In vielen bisherigen Veroffentlichungen
tiber die Funktionen von TCRyd" T-Zellen wurden Apekte ihrer Eigenschaften in den

Vordergrund gestellt, die sie von anderen T-Zell-Subpopulationen abgrenzen (Review
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[227]). In dieser Arbeit hingegen wurden Funktionen von TCRyd"' DN T-Zellen
charakterisiert, welche sie mit den Funktionen von TCRap* DN T-Zellen verbinden: Es
konnte gezeigt werden, dass TCRyd" DN T-Zellen sehr effizient ihre Oberflachen-MHC-I-
Molekiile einsetzen konnen, um Apoptose in Antigen-spezifischen CTL zu induzieren.
Dies wurde sowohl in allogenen Ansétzen (z.B. Abb. 23) als auch im autologen Antigen-
spezifischen System gezeigt (sieche Abb. 27 und Abb. 29). Im autologen System konnte
diese Funktion auch fiir TCRap* DN T-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 31). Der
Einsatz von TCRof3* DN T-Zellen in allogenen Versuchsansdtzen wurde bisher nicht
durchgefiihrt.

Beide T-Zell-Subpopulationen sind also in der Lage, mit derselben Kinetik Apoptose in
Antigen-spezifischen CD8" CTL zu induzieren. Diese Suppressorfunktion konnte fiir
beide Subpopulationen von DN T-Zellen als Antigen-spezifisch identifiziert werden (vgl.
Abb. 27 wund 31). Der Mechanismus, der in die Apoptose-Induktion beider
Subpopulationen involviert ist, ist derzeit noch unklar. Fiir TCRap* DN T-Zellen konnte
in funktionellen Untersuchungen der Granzyme/Perforin Signalweg sicher
ausgeschlossen werden. Wahrscheinlich ist auch Fas/FasLigand nicht beteiligt an der
Signaltransduktion. Fiir die TCRyd" DN T-Zellen miissen diese funktionellen Befunde
noch bestdtigt werden.

Eine weitere Gemeinsamkeit der beiden Subpopulationen ist die Zytokinsekretion
wihrend des Suppressionstests. Die Uberstinde, welche den autologen Suppressionstests
entnommen wurden (Abb. 32), zeigen, dass in den Suppressionstests mit TCRof3* und
TCRyd" DN T-Zellen ein sehr dhnliches Muster der Zytokinsekretion auftritt. Folgende
Reihung der Zytokine nach sezernierter Absolutmenge wurde detektiert: IFN-y >> IL-5 >
IL-4 > TNFa > IL-2. In Suppressionstests beider Subpopulationen spielt IFN-y die
wichtigste Rolle (vgl. Abb. 32 A und B). Dieser Befund ist ein Hinweis darauf, dass der
untersuchte Suppressionseffekt bei beiden Subpopulationen moglicherweise auf
denselben Mechanismus zurtickgeht.

Wie bereits unter 5.1.6. erwdhnt, scheinen die Abweichungen der DN T-Zell-Populationen
bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen bei TCRyd* DN T-Zellen gravierender zu sein
als bei TCRaB* DN T-Zellen. Moglicherweise liegt dieser Unterschied zwischen TCRyd&"
und TCRaB* DN T-Zellen in unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften der beiden
Subpopulationen begriindet, wie z.B. in Unterschieden der Wachstumskinetik oder der
Expression von Homing-Faktoren. Unterschiedliches Migrationsverhalten von TCRyd&"
und TCRap* DN T-Zellen konnte von Liu et al. bei Patienten mit rheumatoider Artritis
nachgewiesen werden: An Entztindungsorten befindet sich im Vergleich zum peripheren
Blut der Patienten zwar eine signifikant erhohte Frequenz von TCRyd'DN T-Zellen,
jedoch keine erhohte Frequenz von TCRapB*DN T-Zellen [222].
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5.2 Modellsystem fir Antigen-spezifische T-Zell-Suppression
auf der Basis der T2 Zelllinie

5.2.1 Apoptose-Induktion und retrograde Apoptose-Induktion durch
T2 Zellen

Im zweiten Teil der Arbeit ist die Etablierung eines Modellsystems zur Antigen-
spezifischen Suppression dargestellt. Es sollte eine Modell-Zelllinie gefunden werden,
welche gegen aktivierte T-Zellen, die von verschiedenen Spendern stammen und
unterschiedliche Sperzifititen aufweisen, als Antigen-spezifische Suppressorzelle
eingesetzt werden kann. In einem solchen System sollte die Suppressorzelle tiber pMHC-
Molekiile Antigen-spezifisch Toleranz induzieren.

Fir die Umsetzung erwies sich die Zelllinie T2 als optimale Losung: Die T2 Zelllinie ist
immortalisiert durch eine Transfektion mit EBV und ein Hybridom aus B- und T-Zelle
eines HLA-A2* Spenders. T2 Zellen haben einen Defekt im Transporterprotein TAP und
tragen daher ausschliefilich unbeladene MHC-Komplexe auf der Zelloberfldche. Eine
exogene Zugabe von Peptiden ins Medium fiihrt sehr effizient zur Bindung der Peptide
an die leeren MHC-Komplexe [109]. Beladene T2 Zellen werden insbesondere als
Zielzellen fiir Antigen-spezifische HLA-A2-restringierte zytotoxische T-Zellen eingesetzt
[228-230], da sie von diesen gut erkannt und lysiert werden. Dies konnte in eigenen
Versuchen funktionell bestitigt werden (Abb. 42). Der neue Aspekt an dem hier
dargestellten Modellsystem ist der Einsatz von T2 Zellen nach Antigen-Beladung als
Effektorzellen.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil der T2 Zelllinie neben der effizienten exogenen
Beladbarkeit mit HLA-A2-bindenden Peptiden ist die unbegrenzte Verfiigbarkeit von
Effektorzellen. Vor allem im Hinblick auf die begrenzte Ausbeute bei der Aufreinigung
von DN T-Zellen (sieche Abschnitt 4.1.2.1) 16st ein auf einer immortalisierten Zelllinie
basierendes Modellsystem das Problem der sehr aufwindigen Isolation von
Spenderzellen aus Frischblut.

Der Einsatz von T2 Zellen als Effektorzellen zeigte, dass die T2 Zellen nicht nur - wie
bisher in der Literatur verwendet - als Zielzellen fiir CTL fungieren kdnnen (Abb. 44 A),
sondern in einem Apoptose-Test in retrograder Richtung auch Apoptose in spezifischen
CTL induzieren konnen (Abb. 44 B). Dazu wurden Antigen-spezifische CTL als Zielzellen
mit PKH26- Farbstoff markiert und anschliefend im PKH26-Test (Erklirung des
Testprinzips im Abschnitt 4.2.1.2) mit ansteigenden Mengen Antigen-beladener T2
Effektorzellen inkubiert.

Diese Inkubation fithrte zum Zelltod der Antigen-spezifischen CTL. Diese Effektorzell-
Eigenschaften von T2 Zellen konnten sowohl mit CMV-spezifischen (Abb. 44 B) als auch
mit Melan-A-spezifischen CTL (Abb. 47 - 50) verschiedener Spender gezeigt werden.
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Die Antigenspezifitit ist in dem Modellsystem mit T2 Zellen ebenfalls verwirklicht:
Zundchst wurde die Antigenspezifitdt auf der Seite der CTL nachgewiesen: Mittels einer
Tetramerfarbung (Farbeschema wie in Abschnitt 4.1.6.1 auf S. 71, Tab. 1) im Anschluss an
einen retrograden Apoptose-Test mit T2 Zellen als Effektorzellen konnte gezeigt werden,
dass die Apotose-Induktion ausschlieflich in der Antigen-spezifischen Subpopulation der
CD8* CTL stattfindet, wahrend die unspezifischen CTL vital bleiben (Abb. 45). Die
Herunterregulation des TCR war auch in diesem Test zu beobachten, wie bereits in den
autologen Apoptose-Tests mit DN T-Zellen (vgl. Abb. 28 B). Trotzdem ist deutlich zu
erkennen, dass der Zuwachs an Annexin* Zellen (Abb. 45, jeweils rechte Quadranten)
durch ein Abwandern der zuvor Tetramer-positiven Zellen (Abb. 45, linke obere
Quadranten) entsteht, wohingegen aus der Tetramer-negativen Population keine
Abwanderung der Zellen zu beobachten ist (Abb. 45, linke untere Quadranten). Dieses
Resultat beweist, dass bevorzugt die Melan-A-spezifischen T-Zellen von der Apoptose-
Induktion betroffen werden.

Auch auf Seite der Effektorzellen konnte eine Antigen-Spezifidt im Modellsystem mit T2
Zellen gezeigt werden: Nur T2 Zellen, welche mit Melan-A Peptid beladen wurden,
konnten Apoptose in Melan-A-spezifischen CTL induzieren (Abb. 46). T2 Zellen nach
Beladung mit einem irrelevanten Peptid (gp100) sind keine Apoptose-induzierenden
Effektorzellen (Abb. 46). Dieser Versuch beweist, dass das hochspezifische Peptid-MHC-
Molekiil eine Schliisselfunktion bei der Apoptose-Induktion im Modellsystem mit T2
Zellen einnimmt, und dass es sich dabei nicht um einen unspezifischen
Apoptosemechanismus der T2 Zelllinie handelt.

Bei der Beladung der T2 Zellen mit exogenem Peptid kommt es zu keiner Kompetition
mit endogen prozessierten Peptiden, weshalb eine verhéltnisméfiig grofse Menge exogen
zugefiihrten Peptids an die MHC-Molekiile von T2 Zellen binden kann. In einem
Titrationsexperiment = konnte ermittelt werden, dass das Peptid bis zu einer
Konzentration von 3 ng/ml eine effizienten Apoptose-Induktion in CTL bewirkt, die erst
bei 0,3ng/ml abnimmt (Abb. 47). Die Apoptose-Induktion von 70% bei einer
Peptidkonzentration von 3ng/ml sinkt bei einer 10-fachen Verminderung der
Peptidkonzentration auf 50% (Abb.47). Zum Vergleich: Die optimierte
Beladungskonzentration fiir DC zur T-Zell-Stimulation betragt 30 pg/ml, ist also um den
Faktor 10° hoher. Dieser Versuch weist auf die effiziente Beladung der T2 Zellen hin und
zeigt, dass das pMHC-Molekiil ein wichtiges Effektormolekiil fiir die Apoptose-Induktion
im T2 Modellsystem ist.

Um die Rolle des pMHC-Molekiils als Schliisselmolekiil fiir die Apoptose-Induktion im
T2 Modellsystem weiter zu charakterisieren, wurde die Apoptose-Induktion durch T2
Zellen mit einem neutralisierenden anti-MHC-I-Antikorper (Klon W6/32) blockiert. Es
konnte durch die MHC-I-Blockade von T2 Zellen ein Riickgang der Apoptose von
Antigen-spezifischen CTL um 70% bewirkt werden (siehe Abb. 49). Jedoch war der Erfolg
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der Blockierung der retrograden Apoptose abhéngig von der Peptidkonzentration bei der
T2-Beladung: Die Apoptose-Induktion durch 10-fach stérker beladene T2 Zellen (3 ng/ml)
konnte mit der gleichen Antikérpermenge nur um ca. 20% reduziert werden (siehe Abb.
49). Dennoch ist hiermit klar gezeigt, dass beladene T2 Zellen Antigen-spezifisch als
Effektorzellen fungieren konnen, und dass das MHC-Molekiil eines der Haupteffektor-
molekiile der Apoptose-Induktion sein muss.

Dass an der Apoptose-Induktion im T2 Modell oberflichenstandige Molekiile beteiligt
sind, zeigt ein Experiment, in welchem nachgewiesen werden konnte, dass fixierte T2
Zellen ebenso effizient Apoptose in Antigen-spezifischen CTL induzieren kdnnen wie
vitale, unfixierte Zellen (sieche Abb. 48). Daraus ist zu schlieffen, dass die Apoptose-
Induktion auf der Seite der Effektorzellen keiner enzymatischen Funktionalitdt bedarf
(z.B. Vesikelausschiittung, Rezeptoroligomerisierung), sondern die Apoptose mittels
Oberfldachenproteinen induziert wird. Damit scheidet eine Perforin/Granzmye vermittelte
Zelllyse, fiir welche eine Vesikelausschiittung notwendig ist, als Apoptoseweg aus.

Eine weitere Versuchsserie wurde durchgefiihrt, um die Rolle von Fas/FasL bei der
Apoptose-Induktion im T2 Modellsystem zu kldren. Hierfur kam sowohl ein
neutralisierender anti-Fas-Antikorper als auch der Caspase 3-Inhibitor DEVD-FMK zum
Einsatz (Abb. 50). Die Caspase-3 ist eine "Schliissel-Caspase" in der Apoptose von
Sdugetierzellen. In Fas-stimulierten Zellen spaltet die Caspase-3 Gelsolin, wobei die
daraus resultierenden Gelsolin-Fragmente zu einem Abbau von Aktinfilamenten und der
Einleitung der morphologischen Umwandlung der apoptotischen Zelle fiithren [231]. Im
untersuchten Modellsystem mit T2 Effektorzellen konnte jedoch durch den Einsatz von
DEVD-FMK keine Apoptose-Inhibition erreicht werden. Die Zunahme AnnexinV*CTL
bei zunehmendem T2 : CTL Verhdltnis war gegeniiber den Kontrollen ohne Inhibitoren
gleich hoch (Abb. 50).

Die Tatsache, dass sowohl Perforin/GranzymeB als auch der Fas/FasL Signalweg als
mogliche Apoptosewege ausscheiden, ldsst zwei Schlussfolgerungen zu: Zum einen
sprechen diese Resultate dafiir, dass das T2 Modellsystem ein addquates Modellsystem
fir die Apoptose-Induktion in DN T-Zellen darstellt. Auch die Apoptose-Induktion in
DN T-Zellen konnte als Perforin/GranzymeB und Fas/FasL-unabhingig identifiziert
werden. Zum anderen ist dieses Modellsystem auch eine gute Basis, um einen
moglicherweise noch kaum charakterisierten Apopotoseweg im humanen System ndher
zu untersuchen. In der Literatur wird als hédufigster Antigen-spezifischer Apopotoseweg
der Fas/FasL-Signalweg beschrieben [232-235]. Seltener wird in Knout-out-Modellen eine
Unabhéngigkeit von FasL fiir die Antigen-spezifische Apoptose-Induktion
beschrieben [221].

Das T2 Modellsystem bietet einen weiteren wesentlichen Vorteil: Zur Untersuchung des
Antigen-spezifischen T-Zell-Kontaktes werden oftmals anti-CD3 [170-172] und anti-TCR
monoklonale Antikorper [170;172] verwendet, welche die Ligation des TCR nachahmen
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sollen. Demgegentiber bietet die Verwendung eines zelluldren Systems den deutlichen
Vorteil, dass damit keine artifizielle Ligation des TCR stattfindet, sondern dass die TCR
tiber die oberflichenstindigen pMHC-Komplexe der T2 Zellen addquat stimuliert
werden. Moglicherweise sind Unterschiede in den Resultaten zu den involvierten
Apoptosewegen auch darin begriindet.

In Zukunft soll nun im T2 Modellsystem der alternative, Fas-unabhédngige Apoptoseweg
der Antigen-spezifischen Suppression untersucht werden. Ein Zytokin, welches
moglicherweise mit der Apoptose-Induktion in den CTL in engem Zusammenhang steht,
ist Interferon-y (IFN-y). Die Argumente daftiir werden an dieser Stelle kurz ausgefiihrt:
Erstens ist IFN-ybekannt fiir seine scheinbar gegensidtzlichen Funktionen im
Immungeschehen: Einerseits ist IFN-y ein proinflammatorisches Zytokin (z.B. wichtigstes
Makrophagen-aktivierendes Zytokin), andererseits jedoch ist IFN-y auch in
toleranzinduzierende Phinomene involviert [236-238]. Diese duale Rolle ist auch vom
pMHC-Molekiil bekannt, welches sowohl an der Aktivierung als auch an der Suppression
von T-Zellen mafigeblich beteiligt ist. Es ist denkbar, dass beide Molekiile tiber das
Phénomen der spezifischen Suppression miteinander in Verbindung stehen.

Zweitens konnte gezeigt werden, dass IFN-y selbst dazu beitragen kann, dass Apoptose in
T-Zellen stattfindet. Dabei kommt IFN-y iiber Stat-1 eine Rolle bei der Produktion von
Caspasen zu [239].

Drittens wird berichtet, dass Tcl Zellen, welche als Hauptproduzenten von IFN-y gelten,
viel anfilliger ftur den "Aktivierungs-induzierten Zelltod" durch anti-CD3 und IL-2
Stimulation sind als Th2 und Tc2 Zellen [240].

Und viertens wird bei einer Antigen-spezifischen Stimulation viel IFN-y sezerniert. Dies
wurde auch fur die Apoptose-Induktion im autologen System mit DN T-Zellen
nachgewiesen (Abb. 32). Es ist also denkbar, dass IFN-y,welches bei der pMHC-
Erkennung sezerniert wird, auch in die retrograde Apoptose-Induktion involviert ist, z.B.
dahingehend, dass durch die Freisetzung von IFN-y in den CTL eine Sensibilitit fiir einen
externen oder internen Apoptose-induzierenden Faktor hervorgerufen wird. Da fiir IFN-y
beschrieben ist, dass es die Expression von pMHC-I-Molekiilen hochreguliert [241;242], ist
vorstellbar, dass dadurch die retrograde Apoptose-Induktion mittels pMHC-I-Effektor-
molekiilen zusétzlich verstarkt wird.

Das Modellsystem mit T2 Zellen bietet aufserdem die Moglichkeit, wichtige Parameter der
Antigen-spezifischen Apoptose-Induktion zu untersuchen, welche bereits im murinen
System identifiziert wurden und welche sowohl aus immunologischer Sicht, als auch zur
Abschitzung von Tumor-escape-Mechanismen von Bedeutung sind. Diese sind die Dauer
der Antigen-Stimulation und die Vorstimulation der CTL und deren Korrelation mit der
Antigen-spezifischen Apoptose-Induktion:

Iezzi et al. konnten in Versuchen mit anti-CD3 Antikorpern, welche eine TCR-Bindung

simulieren, zeigen, dass eine ansteigende Dauer der anti-CD3 Exposition eine
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zunehmende Deletion von murinen Effektorzellen induziert [193]. Weitere Hinweise
legen nahe, dass die Dauer der TCR-Ligation ein wesentlicher Faktor fiir die Apoptose-
Induktion ist [243].

Ein weiterer, sehr wichtiger Paramter, welcher im Rahmen dieser Arbeit nicht
systematisch untersucht werden konnte, ist die Sensitivitdt der CTL gegentiber Apoptose-
Induktion in Abhéangigkeit von ihrer Vorstimulation. Kimachi et al. konnten zeigen, dass
sich Effektorzellen hinsichtlich ihrer Ligandenaffinitdt grundlegend von naiven T-Zellen
unterscheiden: Wihrend naive T-Zellen auf Liganden mit niedriger Affinitdt kaum
reagieren, proliferieren Effektorzellen sehr gut nach Bindung dieser Liganden [211],
wobei es mitunter zum guten Ansprechen gegen Selbstantigene kam. Diese Befunde
weisen darauf hin, dass repetitiv stimulierte CD8* T-Zellen moglicherweise die optimalen
Zielzellen fiir die Experimente zur Antigen-spezifischen Suppression sind, da sie auf die
TCR-Ligation gut ansprechen. Dieser Effekt wird moglicherweise noch verstarkt durch

die Verwendung des sehr immunogenen Melan-A Peptides.

5.2.2 Immunbiologische und klinische Aspekte der pMHC-vermittelten
Apoptose von Antigen-spezifischen T-Zellen

In einem GrofSteil der Versuche zur retrograden Apoptose-Induktion (mit Ausnahme der
CMV-spezifischen Zellen in Abb. 44) wurde sowohl fiir die Expansion der CTL als auch
fir die Beladung der T2 Zellen modifiziertes Peptid [Melan-A 2635 ELAGIGILTV]
verwendet, welches einen Austausch einer Aminosdure an Position 2 gegentiber der
Wildtyp-Sequenz aufweist [EAAGIGILTV] wund damit eine deutlich hohere
Immunogenitit besitzt [244]. Nur dadurch war es moglich, von vielen Spendern gut
expandierende CTL-Linien mit einer hohen Frequenz spezifischer T-Zellen zu generieren.
Von Meidenbauer et al. konnte gezeigt werden, dass die mit dem modifizierten Melan-A
expandierten CTL in der Lage sind, Wildtyp-Peptid bzw. endogen prozessiertes Peptid zu
erkennen [192]. Um nun ein Artefakt des modifizierten Peptids auszuschliefien und die in
vivo-Relevanz der pMHC-vermittelten Apoptose-Induktion weiter zu unterstreichen,
wurden Experimente mit Melan-A-exprimierenden Tumorzellen durchgefiihrt. Hierfiir
wurden drei verschiedene Tumorzelllinien verwendet, von denen nur zwei Melan-A
exprimieren (Abb. 51). Fir die Melan-A-exprimierenden Tumorzelllinien konnte eine
Apoptose-Induktion in Melan-A-spezifischen CTL detektiert werden. Dies ist ein starker
Hinweis darauf, dass auch endogen prozessiertes Melan-A eine Apoptose-Induktion
bewirken kann. Die Melan-A negative Tumorzelllinie Na8 konnte dagegen keine
Apoptose von Melan-A spezifischen CTL induzieren (Abb. 52). Werden jedoch die HLA-
A2-Molekiile der Na8 Tumorzellen durch exogen zugefiihrtes Melan-A beladen, so
konnen auch diese Tumorzellen Apoptose in CTL induzieren (Abb. 52, A und B Na8).
Auch die durch endogen prozessiertes Melan-A induzierte retrograde Apoptose kann

durch einen neutralisierenden anti-MHC-I-Antikorper blockiert werden (Abb. 52 B). Diese
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Befunde lassen vermuten, dass die pMHC-vermittelte Apoptose-Induktion ein
Mechanismus des tumoralen Immun-Escapes sein konnte. Im Jahr 2002 wurde ein Artikel
von Menon et al. verdffentlicht, in welchem 88 Patienten mit kolorektalen Karzinomen
hinsichtlich ihrer Prognose und des krankheitsfreien Uberlebens in Abhingigkeit von der
Starke der HLA-A und HLA-B/C Expression auf den Tumorzellen untersucht wurden.
Die Autoren stellten fest, dass Patienten mit Tumoren, deren MHC-I-Expression
herunterreguliert war, eine niedrigere Wahrscheinlichkeit fiir ein Rezidiv hatten und ein
lingeres krankheitsfreies Uberleben aufwiesen [245]. Patienten mit Tumoren, die einen
totalen Verlust der MHC-I Expression (n = 10) aufwiesen, erlitten kein Rezidiv und hatten
somit die beste Prognose. Dieser Befund ist {iberraschend, da =zuvor die
Herunterregulation des MHC-I als Immun-Escape-Strategie des Tumors bekannt war, um
dem Angriff von zytotoxischen T-Lymphozyten zu entgehen. Dies ist in der Tat bei
anderen neoplastischen Erkrankungen, wie z.B. fiir Melanome [246] und Brustkrebs [247],
gezeigt. Beim kolorektalen Karzinom zeigt sich jedoch, dass die Herunterregulation von
HLA-A und HLA-B/C ein giinstiger prognostischer Marker ist. Dieser Befund wiirde sich
mit den hier gezeigten Ergebnissen decken, dass Melan-A-exprimierende Tumoren
Apoptose in CTL induzieren konnen. Der MHC-I-Komplex ist fiir die Tumorzelle
demnach nicht nur ein Angriffspunkt fiir T-Zellen, sondern eventuell auch in vivo ein
wichtiges Effektormolekiil. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass Tumorzellen
mit herunterregulierter MHC-I Expression zusitzliche zelluldre Alterierungen aufweisen,
die eine physiologische Benachteiligung des Tumors und aus diesem Grund ein besseres
Uberleben des Patienten zur Folge haben.

In der Literatur sind verschiedene Ansdtze zur Deletion spezifisch stimulierter T-Zellen
mittels 16slicher pMHC-Komplexe beschrieben. So berichten O'Harrin et al., dass durch
die in vivo Verabreichung von dimeren pMHC-Molekiilen in Mdusen eine Blockade
Antigen-spezifischer T-Zellen induziert wird, so dass es zum Verlust der Kontrolle tiber
allogene Tumoren kommt [248]. Auflerdem wurde in einem anderen Mausmodell gezeigt,
dass eine mehrmalige Verabreichung loslicher MHC-I-Tetramere in Transplantations-
modellen zu verlangsamten AbstofSungsreaktionen fiithrt, weswegen eine Anergie und
Apoptose von Transplantat-reaktiven T-Zellen vermutet wird [249]. Auch in den
Versuchen von Geissler et al. induzieren l6sliche MHC-Komplexe, die von Hepatocyten
freigesetzt werden im Mausmodell eine Transplantat-Toleranz [93].

Die Apoptose-induzierende Funktion Ioslicher MHC-Komplexe konnte in der
vorliegenden  Arbeit fuir  repetitiv-stimulierte =~ Antigen-spezifische =~ humane
Effektor/Geddchtnis-Zellen bestdtigt werden: So konnte gezeigt werden, dass Melan-A-
MHC-Tetramere in Melan-A-spezifischen CTL Apoptose induzieren konnen (Abb. 53):
Die Zahl PI* (toter) Zellen nach 13 h Inkubation ist bei Zugabe der addquaten Melan-A-
MHC-Tetramere (>30%PI*) im Vergleich zu den irrelevanten MHC-Tetrameren (< 5%

PI*) deutlich erhoht. Dieses Resultat spiegelt exakt die Hinweise der Literatur wieder, die
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darauf hinweisen, dass fiir die Apoptose-Induktion in aktivierten T-Zellen auf den
Zielzellen nicht unbedingt Todesrezeptoren notwendig sind. Es gibt einige Hinweise
dafiir, dass die involvierten Todesrezeptoren von den aktivierten T-Zellen selbst [186]
oder von den Nachbarzellen stammen kénnen. Zum Beispiel wurde von Contini et al.
beschrieben, dass durch Zugabe loslicher MHC-Molekiile, die aus Serum gesunder
Spender aufgereinigt wurden, Apoptose in EBV-spezifischen CTL induziert werden kann.
Bei der Bindung der 16slichen MHC-Komplexe an die spezifischen CTL induzieren sie die
Freisetzung von loslichem FasL durch die spezifischen T-Zellen. In diesem Fall stammt
also der Todesrezeptor direkt von den aktivierten T-Zellen selbst. Bei diesem Vorgang
scheint das CD8-Molekiil eine wichtige Funktion einzunehmen [250].

Aufierdem konnen auch Todesrezeptoren auf benachbarten aktivierten T-Zellen die
Apoptose-Induktion in aktivierten T-Zellen induzieren. In diesem Fall erkennt die
aktivierte T-Zelle das addquate Antigen auf der Zielzelle. Dadurch wird sie sensibel fiir
die Fas/ FasL vermittelte Apotoseinduktion durch "Bruderzellen" [156].

Es muss betont werden, dass der Signalfluss tiber den pMHC-I-Komplex von
wesentlicher Bedeutung fiir die Einddimmung des klonalen Wachstums von T-Zellen ist.
Von Li et al. wurde im Jahr 1999 die Bedeutung des pMHC-Komplexes fiir die
Ausbildung von Toleranz nach Transplantationen beschrieben [251]. Fiir die Ausbildung
echter Toleranz gegentiber allogenen Transplantaten scheint eine Apoptose alloreaktiver
T-Zellen essentiell zu sein. Hierzu setzte die Arbeitsgruppe Inhibitoren gegen die
kostimulatorischen Molekiile (Signal 2) ein und kombinierte diese mit verschiedenen
Immunsuppressiva. Dabei fand sie, dass immunsuppressive Wirkstoffe, welche den
Signalfluss tiber den pMHC (Signal 1) blockieren, wie z.B. Cyclosporin A (CsA, ein
Calcineurin-Inhibitor), zwar die Symptome einer Abstofsung unterdriicken, jedoch
ungeeignet zur Ausbildung echter Transplantattoleranz sind. Imnmunsuppressiva, welche
nach dem Prinzip von CsA wirken, stoppen zwar die T-Zell-Aktivierung und Apoptose,
erlauben damit jedoch nicht die wichtige Entfernung der allo-reaktiven CTL, weshalb es
beim Absetzen der Immunsuppressiva leicht zur Abstoffung kommen kann.
Immunsuppressiva wie Rapamycin hingegen, welche in Proliferations-Signalwege der T-
Zelle eingreifen, jedoch nicht die Signaltransduktion iiber den pMHC-I Komplex
inhibieren, konnen zur Ausbildung echter Toleranz fiihren [251]. Diese Befunde zeigen,
dass die Signaltransduktion tiber den pMHC-Komplex fiir die Deletion allospezifischer
CTL und damit fiir die Ausbildung echter Toleranz wesentlich ist. Dass T-Zell-Apoptose
scheinbar ein Hauptprinzip peripherer Toleranzinduktion ist, konstatiert dieselbe
Arbeitsgruppe in einem weiteren Artikel [252], in welchem die Mechanismen, die zur
Ausbildung "echter Toleranz" fithren, ndher beleuchtet werden. Neben den genannten
Situationen einer gewiinschten T-Zell-Apoptose gibt es auflerdem Erkrankungen, bei

welchen eine T-Zell-Apoptose verhindert werden soll. Bei Tumorerkrankungen
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beispielsweise miissen diejenigen Suppressormechanismen, welche eine effiziente anti-
Tumor-Immunantwort unterdriicken, unterbrochen werden.

Eine weitere spannende klinische Implikation besteht in der Therapie von T-Zell-
Lymphomen, bei welchen es sich um ein klonales Wachstum von T-Zellen handelt. Eine
therapeutische Verabreichung l6slicher pMHC-Molekiile zur Eindimmung des klonalen
Wachstums ist ein zellfreier Therapieansatz, welcher im Mausmodell bereits erfolgreich

getestet wurde [168].

5.2.3 Die protektive Rolle der kostimulatorischen Molekiile - ein neues,
hypothetisches Modell der Antigen-spezifischen Suppression

Die kostimulatorischen Molekiile sind als "Signal 2" neben dem tiber den pMHC/TCR
Komplex vermittelten ersten Signal Schliisselmolekiile fiir die Induktion und Expansion
von T-Zellen [253]. Eine Transfektion von Tumorzellen mit kostimulatorischen Molekiilen
wie CD80 bewirkt in in vitro Versuchen eine verstdrkte Induktion und Expansion von
Tumor-reaktiven T-Zellen [254;255]. Fiir die in vitro Expansion von T-Zellen werden auch
sog. "artifizielle APC", d.h. Eisenkiigelchen (Beads), welche mit Peptid-HLA-Ig-Dimeren
und anti-CD28 Antikorper beschichtet sind, eingesetzt. Artifizielle APC fungieren als
Stimulatoren fuir CTL und fithren zur Expansion der CTL [256]. Als wichtiger Faktor fuir
die stimulatorische Kapazitdt artifizieller APC wird die Prdsenz der kostimulatorischen
Molekiile angesehen.

Es gibt zahlreiche Hinweise in der Literatur, dass das kostimulatorische Signal nicht nur
fiir die Induktion naiver T-Zellen wichtig ist, sondern auch fiir reife, periphere T-Zellen
eine wichtige Bedeutung hat. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Ligation alleine tiber
den TCR in T-Zellen Apoptose induziert, wahrend eine Koligation mit kostimulatorischen
Molekiilen diese Apoptose verhindern kann [186;257;258].

Zur Simulation des kostimulatorischen Signals werden oftmals anti-CD28 Antikorper
eingesetzt [193;257]. So konnten lezzi et al. zeigen, dass die Antigen-induzierte
Proliferationsinhibition in murinen, reifen T-Zellen durch die Zugabe von anti-CD28
Antikorper vermindert wird [193]. Die molekulare Ursache fiir diesen Befund konnte
inzwischen von einigen Gruppen aufgedeckt werden: Die Ligation von CD28 auf CTL
fithrt zur Hochregulation von Bcl-X1, einem Apoptose-protektiven Molekiil, welches
forderlich fiir das Uberleben der T-Zellen ist [188;259]. Es scheint innerhalb des CD28-
Molekiils zwei distinkte Motive zu geben, von denen eines fiir die Proliferation zustdndig
ist und das andere die Induktion von bcl-Xr, also das Uberleben, vermittelt [260].
Abschliefend wird ein Modell zur Erklarung der Apoptose-Induktion in Antigen-
spezifischen CTL vorgeschlagen, welches mit Hilfe des T2-Modellsystems in Zukunft
untersucht werden soll: Es wird postuliert, dass das Verhiltnis zwischen spezifischem
Stimulus und Kostimulus iiber Apoptose und Uberleben von reifen Effektor/Memory

T-Lymphozyten entscheidet.
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Abb. 54: Hypothetisches Modell zum Verhiltnis zwischen pMHC (Signal 1) und Kostimulation (Signal 2) und
deren Effekt auf die Expansion und das Uberleben von Antigen-spezifischen CTL. Fiir jede mogliche
"Stimulatorzelle" von T-Zellen gibt es eine optimale Balance zwischen pMHC und kostimulatorischen
Molekiilen auf der Zelloberfldche. Diese ist ausschlaggebend fiir ihre stimulatorische Wirkung auf T-Zellen. In
der ansteigenden Flanke der Kurve kann der Kostimulus durch eine hohere Prasenz von addquaten pMHC-
Komplexen ausgeschopft werden. In der abfallenden rechten Flanke tiberwiegt das pMHC-Signal, tiberfliigelt
die Kostimulation und fithrt zur Apoptose von CTL.

Antigen-beladene T2 Zellen, so konnte gezeigt werden, konnen im Modellsystem sehr
effizient Apoptose induzieren (siehe z.B. Abb. 46). Diese Apoptose-Induktion findet trotz
der Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 auf den T2 Zellen statt
(Tab. 2). Ein moglicher Grund dafiir ist die starke Uberzahl Antigen-beladener MHC-
Komplexe auf der Zelloberfliche. Dadurch kann es zu einem Missverhiltnis zwischen
pMHC-Komplexen und kostimulatorischen Molekiilen kommen. Damit wird die Balance
zwischen pMHC-Signal und kostimulatorischem Signal als ein wesentlicher Parameter
der T-Zell-Apoptose in Effektor/Memory T-Zellen.

Die Entscheidung iiber Proliferation oder Apoptose einer T-Zelle wird demnach fiir jede
beliebige Stimulator- bzw. Suppressorzelle durch das Verhiltnis von Kostimulation zu
pPMHC-Besatz auf einer Zelle definiert (siehe Modell, Abb. 54): Ohne pMHC-Molekiile
kann keine Aktivierung stattfinden. In der ansteigenden Flanke der Kurve kann die
stimulatorische Kapazitdt des Kostimulus durch eine hohere Prisenz von addquaten
pMHC-Komplexen ausgeschopft werden. In der abfallenden, rechten Flanke der Kurve
tberwiegt das pMHC-Signal gegeniiber dem Signal der Kostimulation. In diesem Fall
kommt es zur Apoptose von CTL. Um diese Hypothese zu bestidtigen, sollen in Zukunft
artifizielle APC zum Einsatz kommen, die eine unterschiedliche Dichte von
kostimulatorischen bzw. pMHC-Molekiilen tragen.

In dem hier dargestellten Modell ist die intrazelluldre Verrechnung von pMHC und
kostimulatorischen Signalen ein wesentlicher Bestandteil. Rachmilewitz —und

Lanzavecchia haben kiirzlich ein wichtiges Modell zur Aufsummierung einzelner TCR-
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Signale vorgestellt [261]. Dieses Modell, welches auf einer seriellen Ligierung des TCR
beruht, ist der Signalverarbeitung in Neuronen entlehnt: Sukzessive intrazelluldre second-
messenger-Signale, welche durch die Ligation einzelner TCR zustandekommen, bauen
sich schnell wieder ab, konnen jedoch durch die serielle Ligation von TCR aufsummiert
werden. Je grofier die Affinitdt der Agonisten ist, desto schneller wird ein Schwellenwert
erreicht, an dem eine biologische Anwort der T-Zelle einsetzt. In diesem Modell wird die
Kostimulation als "Verstarker" beschrieben, welcher daftir sorgt, dass der Schwellenwert
schneller erreicht werden kann. Im Rahmen des hier aufgestellten Modells wird nun
postuliert, dass es bei der Antigen-spezifischen Suppression moglicherweise auch zu
einer Aufsummierung und Integrierung von pMHC-Signalen und gegenldufigen
kostimulatorischen Signalen kommt. Die Summe des Integrals determiniert letztendlich
das Schicksal der T-Zelle.
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5.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die wissenschaftlichen Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit konnen wie folgt
zusammengefasst werden:

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Suppressorfunktion humaner DN T-Zellen analysiert.
In allogenen Versuchsansédtzen konnte erstmals eine "Veto-Funktion" unstimulierter ex
vivo aufgereinigter TCRyd* DN T-Zellen gegeniiber CTL nachgewiesen werden.
Wesentlich ftir die Suppression ist dabei der Verwandtschaftsgrad zwischen
Stimulatorzellen und Suppressorzellen. Das MHC-Molekiil kann somit als die Grundlage
der "Veto-Funktion" bestédtigt werden. Das bedeutet, dass der MHC-Komplex auf der
Suppressorzelle in Interaktion mit alloreaktiven Responderzellen tritt. Erstmals konnte
auch gezeigt werden, dass die Veto-Aktivitdt von Nicht-Suppressorzellen durch eine
Vorkultur mit reifen dendritischen Zellen vom Stimulator-Typ erworben werden kann.

In einem autologen Versuchsaufbau konnte erstmals gezeigt werden, dass beide
Subpopulationen von DN T-Zellen (TCRap* und TCRyd") nach einer Konditionierungs-
kultur mit Peptid-beladenen DC in der Lage sind, Apoptose von Antigen-spezifischen
CTL zu induzieren. Eine Vorkultur mit dendrititschen Zellen ist eine notwendige
Vorraussetzung fiir diesen Effekt. Eine Haupterkldarung dieses Phdnomens kann der
Transfer von pMHC-Molekiilen sein: Die Ubertragung von pMHC-Molekiilen von DC auf
DN T-Zellen konnte als langsamer, TCR-unabhéngiger, Zell-Zell-Kontakt-abhidngiger
Prozess charakterisiert werden.

Der Transfer von pMHC-Molekiilen fiihrt zu einer Prasentation der pMHC-Molekiile auf
der Oberfldche der DN T-Zellen, wobei die Molekiile funktionell aktiv sind. Die Antigen-
spezifische Suppression mittels pMHC-Komplexen als Effektormolekiilen auf DN T-
Zellen zeigt, dass das Veto-Konzept, welches in der Literatur fiir das allogene System
formuliert wurde, ausgedehnt werden kann auf Antigen-spezifische T-Zell-Antworten.
TCRaB* und TCRyd" DN T-Zellen weisen grofie funktionelle Ahnlichkeit auf sowohl beim
Transfer der pMHC-Komplexe, bei der Suppression Antigen-spezifischer T-Zellen, als
auch in dem Zytokinmuster (v.a. IFN-y), das wihrend der Suppression sezerniert wird.
Diese Resultate deuten darauf hin, dass der TCR fiir die Suppressorfunktion von DN T-
Zellen keine wesentliche Rolle spielt. In Blockadeversuchen mit TCRyd* DN T-Zellen
deutet sich an, dass sowohl der Peforin/Granzyme- als auch der Fas/FasL als
Apoptoseweg ausgeschlossen werden kdnnen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Modellsystem zur retrograden Apoptose-Induktion
mit pMHC-Komplexen als Effektorstrukturen aufgebaut. Hierfiir wurde die exogen
beladbare T2 Zellinie als Effektorzelllinie zur Apoptose-Induktion von Antigen-
spezifischen CTL eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass es bei der spezifischen
Antigenerkennung mit T2 Zellen zu einer bidirektionalen Apoptose-Induktion kommt.

Eigene Experimente zeigen, dass Melan-A-exprimierende Tumorzelllinien Apoptose in
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Melan-A-spezifischen CTL induzieren. Zahlreiche Hinweise aus der Literatur mit
16slichen pMHC-Komplexen, und agonistischen anti-CD3 - bzw. anti-TCR Antikérpern
weisen ebenfalls darauf hin, dass die reife T-Zelle tiber den TCR ein apoptotisches Signal
erhalten kann. Diese Ergebnisse sind fiir therapeutische Ansdtze zur Modulation des
spezifischen Immunsystems (Tumor-, Transplantations- und Autoimmunologie) von
grofiem Interesse.

In zukiinftigen Experimenten wird das T2 Modellsystem zur Aufklirung des
Mechanismus der Perforin/Granzyme- wund Fas/FasL-unabhdngigen Antigen-
spezifischen Suppression eingesetzt werden. Dabei soll auch eine mogliche Rolle von IFN-
y untersucht werden.

Die vorliegende Arbeit stellt ein hypothetisches Modell fiir die Antigen-spezifische
Apoptose-Induktion vor, welches der dualen Rolle von pMHC-Komplexen als
Aktivierungs- und als Suppressormolekiile gerecht wird. Die kostimulatorischen
Molekiile haben darin eine Apoptose-protektive Funktion gegentiber CTL. Weiter wird
postuliert, dass die Balance zwischen pMHC und kostimulatorischen Molekiilen tiber
Apoptose oder Uberleben/Expansion von CTL entscheidet, und dass moglicherweise eine
interne Integrierung von second-messenger Signalen aus pro- und anti-apoptotischen

Signalfliissen in der aktivierten T-Zelle stattfindet.
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6 Anhang
6.1 Berechnungmethoden

6.1.1 Berechnung vitaler Zellen in den autologen Apoptose-Tests

Kontrollansatz (ohne Suppressorzellen):
K: Anzahl CD8" in der Kontrolle (aus Dotplot ablesen)
K(TM) Anzahl TM* Zellen in der Kontrolle (aus Dotplot ablesen)

K (TMAnteil) = %xl( (TM ) Anteil TM™* Zellen an gesamt CD8* in der Kontrolle

Suppressor : Zielzell Verhiltnis x (ratio x) :
A: Anzahl CD8* bei ratio x (ablesen)

A (TM*Ann’): Anzahl TM*Ann- Zellen in gesamt CD8* bei ratio x (ablesen)

A .
A (TM soll): ﬁ xK(TMAnteil) Anteil TM* Zellen an gesamt CD8* bei ratio x

Prozentualer Anteil von TM*Ann- Zellen innerhalb der gesamten TM* Zellen bei ratio x:

100

———  xA(TM + Ann-)
A(TMsoll)

Um den apoptotischen Effekt von DN T-Zellen zu kalkulieren, wurden nicht die
apoptotischen Zellen innerhalb der spezifischen (TM*) Zellen ermittelt, sondern der
Verlust an vitalen, spezifischen Zellen. Der Grund dafiir ist, dass die vitalen Zellen leicht
aus dem Plot abgelesen werden kénnen, wohingegen eine Ermittlung der apoptotischen
TM* Zellen aufgrund des Verlustes des TCR wiahrend des Apoptose-Tests nicht mehr
moglich ist.

Hierfiir wird zundchst im Kontrollansatz (ohne Suppressorzellen) der Anteil an TM*
Zellen innerhalb aller gegateten CD8* Zellen ermittelt [K (TMAnteil)]. Dieser Anteil wird
nun fiir Ratio x als Berechnungsgrundlage genommen, um theoretisch zu ermitteln,
wieviele TM™* Zellen sich innerhalb der CD8* Zell-Population befinden sollten [A(TM
soll)]. Zuletzt wird aus dem Dotplot die Absolutzellzahl vitaler, spezifischer Zellen
[A(TM*Ann")] abgelesen und ermittelt, wieviele TM* Zellen in einem vitalen Zustand

vorliegen:

100

————xA(TM + Ann-)
A(TMsoll)
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Die Berechnung sttitzt sich auf die Annahme, dass nach einer Inkubationsdauer von 4 h
die Zellen zwar apoptotisch werden, jedoch nicht aus dem Aufnahmefenster
verschwinden. Dies wire der Fall, wenn angegriffene Zellen in den Bereich subzelluldrer

Partikel wandern. Bei einer Inkubationszeit von 4 h ist davon jedoch nicht auszugehen.

6.1.2 Auswertung PKH26-Test

In die Auswertung werden nur PKH26* Zielzellen eingeschlossen. Fiir die Ermittlung der
AnnexinV (Ann)* Zielzellen bei einem definierten Effektor : Target Verhiltnis wird die
Hintergrund-Apoptose subtrahiert (I). Da jedoch aufgrund der Subtraktion der
Hintergrundapoptose prinzipiell nie 100% tote Zellen erreicht werden konnen (auch in
dem Fall, dass alle Zellen lysiert wurden), wird der Prozentsatz erreichbarer Zellen
ermittelt (II). Die relative Anzahl Ann* Zielzellen wird dann ins Verhiltnis gesetzt zum
erreichbaren Prozentsatz Ann+ Zielzellen (III). Dieser Wert wurde jeweils als %Ann™*

Zellen in den jeweiligen Diagrammen angegeben.

Ann (X absolut): P Ann* Zellen innerhalb der PKH26" Zielzellen beim Effektor : Target
Verhiltnis x (abgelesen aus Dotplot)

Ann (0): %Ann* Zellen innerhalb der PKH26* Zielzellen in der Kontrolle (o.
Effektorzellen)
(abgelesen aus Dotplot)

(II) %Ann (X erreichbar): 100% - Ann (0)

(III) % Ann* (ratio X errechnet) = 100/ Ann (X erreichbar) * Ann (X relatiV)
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