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Einfithrung

1 Einfithrung

1.1 Natiirliche Killer T-Zellen: Schnittstelle zwischen angeborenem und

erworbenem Immunsystem

Natiirliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen) sind besondere T-Lymphozyten, die Eigenschaften
von T-Zellen und Natiirlichen Killerzellen vereinen und eine groB3e Rolle bei der Regulation
des Immunsystems spielen. NKT-Zellen tragen einen T-Zellrezeptor und sind daher per
definitionem T-Lymphozyten. Gleichzeitig haben sie Oberflachenrezeptoren, die nicht bei
konventionellen T-Lymphozyten zu finden sind, sondern typisch fiir Natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) sind und stehen somit an der Schnittstelle zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem. T-Lymphozyten und NK-Zellen gehen beide aus
lymphopoetischen Stammzellen hervor, unterscheiden sich jedoch in ihrer Funktion und ihrer
Morphologie deutlich voneinander. NK-Zellen werden zum angeborenen Immunsystem
gezdhlt, da sie ein breites Spektrum von bei Pathogenen hiufig vorkommenden
Oberflichenmerkmalen erkennen, die als PAMPS (pathogen associated molecular patterns,
Pathogen assoziierte Molekiilstrukturen) oder MAMPS (microbe associated molecular
patterns, Mikroben assoziierte Molekiilstrukturen) bezeichnet werden. NK-Zellen sind in der
friihen Phase der Abwehrreaktion aktiv. T-Lymphozyten gehoren dem spezifischen
Immunsystem an und erkennen mit ihren jeweils spezifischen T-Zellrezeptoren nur ein fiir
jede T-Zelle individuelles Antigen. Die Reifungs- und Aktivierungsphase der T-Lymphozyten
ist ldnger, ihre Spezifitit jedoch um ein Vielfaches hoher. Das gleichzeitige Vorhandensein
von Merkmalen des angeborenen und des erworbenen Immunsystems deutet auf einen
zentralen Platz der NKT-Zellen bei der Regulation des Immunsystems hin. Neben der
simultanen Expression von T-Zellrezeptor (TZR) und CD161, einem Oberflichenmarker, der
charakteristisch fiir NK-Zellen ist, weisen NKT-Zellen weitere einzigartige Eigenschaften
auf. Im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen, deren T-Zellrezeptorvielfalt die Erkennung
einer Vielzahl verschiedener Antigene ermoglicht, haben NKT-Zellen ein extrem
restringiertes TZR-Repertoire. Thr T-Zellrezeptor tritt nicht mit MHC-Molekiilen in Kontakt,
sondern mit MHC-verwandten Molekiilen, die als CD1d-Molekiile bezeichnet werden. Diese
sind deutlich weniger polymorph als die MHC-Molekiile und prisentieren im Gegensatz zu

MHC-Molekiilen nicht Peptidfragmente, sondern Lipide und Glykolipide. NKT-Zellen binden
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daher nicht wie konventionelle T-Zellen an MHC-Proteinkomplexe, sondern an CDI1d-
Glykolipidkomplexe. CD1-Gene sind im Gegensatz zu MHC-Genen stark konserviert und
unterscheiden sich kaum bei verschiedenen Spezies (15). NKT-Zellen sind in der Lage, in
kurzer Zeit groBe Mengen von Zytokinen zu sezernieren und damit andere Zellen zu
aktivieren. Die Fahigkeit der NKT-Zellen andere Immunzellen zu steuern und damit Einfluss
auf die Immunfunktion des Organismus zu nehmen, ist moglicherweise in utero aktiviert und
tragt beim Fetus zur Immunregulation bei. Diese charakteristischen Eigenschaften von NKT-

Zellen sollen im Folgenden nédher beschrieben werden.

1.1.1 Merkmal des angeborenen Immunsystems: CD161

CDI161 ist ein bei humanen NK-Zellen (Natiirlichen Killerzellen) vorkommender
Oberflichenmarker. Es handelt sich dabei um ein Typ-II-Membran-Glykoprotein, das als ein
durch Disulfidbriicken verbundenes Homodimer vorliegt. CD161 wird zur Familie der C-Typ
Lektin Superfamilie gerechnet. Bei Miusen entspricht der Oberflichenmarker NK1.1 dem
humanen CD161. Urspriinglich wurde angenommen, dass NKI1.1 nur auf Natiirlichen
Killerzellen exprimiert wird (42). 1990 wurden erstmals murine T-Lymphozyten beschrieben,
die neben T-Zellrezeptoren auch NK1.1 exprimierten (67; 104) und deshalb als ,,Natiirliche
Killer T-Zellen* bezeichnet wurden. Der T-Zellrezeptor dieser Natiirlichen Killer T-Zellen
war monoklonal. Dieser monoklonale T-Zellrezeptor wurde vier Jahre spiter auch bei einer
Subpopulation humaner T-Zellen nachgewiesen (65) und damit humane NKT-Zellen erstmals
beschrieben. Humane NKT-Zellen tragen auf der Oberfliche das dem murinen NKI.1
homologe Oberflichenmolekiil CD161. Die Funktion von CD161 ist noch nicht eindeutig
geklart. Die Bindung eines Liganden an CD161 bei Natiirlichen Killerzellen kann in vitro zu
einer Verminderung der zytotoxischen Aktivitdt von NK-Zellen fithren. Daneben existieren
auch Berichte, dass die Bindung eines monoklonalen Antikorpers an CD161 eine gesteigerte
Proliferation von NK-Zellen auslost (85). Untersuchungen von Pozo et al. deuten darauf hin,
dass CD161 nach Bindung eines Liganden mit dem Enzym saure Sphingomyelinase in

Interaktion tritt, dieses aktiviert und so intrazelluldre Signalkaskaden in Gang setzt (85).

1.1.2 Merkmal des adaptiven Immunsystems: T-Zellrezeptor

Konventionelle T-Zellen zeichnen sich durch eine enorme Vielfalt ihres T-Zellrezeptor-
repertoires aus. Der T-Zellrezeptor ist aus einer a- und einer B-Kette aufgebaut, die je aus
einer variablen (V-) und einer konstanten (C-)Region bestehen. Die a-Kette besteht aus einem

V-, einem J- und einem C-Segment, die B-Kette hat zusitzlich zwischen V- und J-Segment
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ein D-Segment. Das Gen fiir den T-Zellrezeptor enthilt mehrere verschiedene Kopien der
einzelnen Segmente. Zundchst wird aus den verschiedenen V-Segmenten zufillig eines
ausgewihlt und mit einem ebenso zufillig ausgewdihlten J-Segment verbunden. Bei der [-
Kette erfolgt zunichst eine Verbindung von einem zufillig ausgewihlten V-Segment mit
einem D-Segment und dann die Verbindung dieses Komplexes mit einem zufillig
ausgewihlten J-Segment. V- und J-Segment und bei der B-Kette V-, D- und J-Segment
werden mit dem C-Teil verbunden (Abbildung 1). Die Verkniipfung erfolgt dabei stets so,
dass die beiden Segmente, die verbunden werden sollen, durch Schleifenbildung der DNA
nebeneinander gelangen und enzymatisch verkniipft werden, wihrend die DNA-Schleife

abgespalten wird.

Viea Va2 Vit Ju -0 —

Sommatische Rekombination

Vai o Cue >' Schritte im Zellkem

Rearrangierte DNA o ::-]L_B:Dﬂzuz.::

Transkription

Spleiten E i -
Translation
Protein
(T-Zellrezeptor)

g Vi1 Dpedp Cp
Rearrangierte DNA i -

Keimbahn-DNA

Ve Vi D Jp Cm Dpz Jp Upg
R HFHHH F

Abbildung 1: Rearrangement der T-Zellrezeptor a- und p-Kette (adaptiert von (50))

Im oberen Abbildungsteil ist die Bildung der a-Kette dargestellt. Aus ungefihr 70 verschiedenen V-Segmenten
und 61 J-Segmenten wird zufillig je eines ausgewdhlt und diese beiden Segmente miteinander und mit dem C-
Teil verkniipft. Der so rekombinierte DNA-Strang der a-Kette wird dann transkribiert, das heiit in mRNA
umgeschrieben und anschlieBend nicht codierende Abschnitte entfernt (Spleien). Bis hierhin findet die Bildung
des T-Zellrezeptors im Zellkern statt. Der anschlieBende Schritt der Translation, die Ubersetzung der mRNA-
Sequenz in die Proteinstruktur der a-Kette, findet im Zytoplasma der T-Zelle statt. Die Bildung der -Ketten
verlduft auf die gleiche Weise: hier wird aus circa 52 V-Segmenten, 2 D-Segmenten und 13 J-Segmenten
wiederum je eines ausgewihlt, verkniipft und mit dem C-Teil verbunden. Nach Transkription, Spleilen und
Translation konnen die fertigen a- und B-Ketten zum T-Zellrezeptor zusammengelagert werden.
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Die zufillige Auswahl und Kombination verschiedener Segmente wird als somatische
Rekombination bezeichnet und fiihrt in jeder T-Zelle zu einer neuen individuell rearrangierten
DNA fiir a- und B-Kette des T-Zellrezeptors. Diese wird in mRNA iibersetzt und nach dem
SpleiBen in das Zytoplasma der Zelle transportiert, wo am Endoplasmatischen Retikulum die
Ubersetzung des Nukleotidcodes in eine Proteinsequenz stattfindet. Hier werden dann die
fertigen a- und B-Ketten zusammengefiigt und auf die Zelloberfldche transportiert. Bei der
Zusammenlagerung der einzelnen V- und J-Segmente werden nach dem Zufallsprinzip
zusitzliche Nukleotide eingefiigt, die nicht auf der Keimbahn DNA codiert sind und deshalb
als N-Nukleotide bezeichnet werden. Zundchst werden dazu bestimmte Abschnitte des
Gensegments, die sogenannten Rekombinationssequenzen, durch RAG-Komplexe gespalten.
Rekombinationssequenzen bestehen aus drei Elementen, einem Abschnitt von sieben
konservierten Nukleotiden und einem Abschnitt aus neun konservierten Nukleotiden, die von
einer entweder 12 oder 23 Basenpaare langen Sequenz nicht konservierter Nukleotide
getrennt sind (71). RAG-Komplexe sind Enzymkomplexe mit mehreren enzymatischen
Funktionen, die von RAG-Genen codiert werden, wobei RAG fiir ,,recombination activating
gene” steht und die Funktion des RAG-Komplexes fiir den Beginn der somatischen
Rekombination ausdriickt. RAG-Komplexe erkennen auf dem DNA-Doppelstrang
Rekombinationssequenzen, binden dort an die DNA und spalten einen der freien Striange. Das
nun freie 5’-Ende des gespaltenen Stranges reagiert mit dem gegeniiberliegenden
komplementiren Strang, der noch nicht gespalten ist. Dies fithrt zum Bruch des bis dahin
noch intakten Stranges und zur Ausbildung von Haarnadelstrukturen. Diese
Haarnadelstrukturen werden wiederum enzymatisch durch den RAG-Komplex gespalten
(Abbildung 2). Dabei gelangen ehemals gegeniiberliegende komplementidre Basen
nebeneinander und bilden zwei einzelstringige, palindromartige DNA-Abschnitte, die
miteinander an kurzen Stellen Basenpaarungen eingehen konnen. Aufgrund ihrer

palindromartigen Anordnung werden diese Nukleotide P-Nukleotide genannt.
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Abbildung 2: Einfiigen von N-Nukleotiden durch TdT (adaptiert aus (50))

Nun koénnen durch die Terminale Desoxynucleotidyltransferase (TdT) bis zu 20 weitere, nicht
von der DNA-Matrize codierte Nukleotide (sogenannte N-Nukleotide), enzymatisch an die
Einzelstrangenden angefiigt werden (97). Da nicht alle Basen komplementire Gegenstiicke
finden, werden ungepaarte Nukleotide durch DNA-Reparaturenzyme entfernt, so dass im
Durchschnitt 3 bis 5 zusitzliche Nukleotide bestehen bleiben (40). Liicken werden durch
DNA-Ligasen aufgefiillt und der neu entstandene Strang anschlieend mit den P-Nukleotiden
verbunden. Die N-Regionen bedingen durch ihre Position innerhalb der a- und B-Ketten eine
grofe Diversitit in der CDR3-Region des T-Zellrezeptors, die der Antigenbindestelle
entspricht. Die hohe Variabilitit der Nukleotidsequenz des T-Zellrezeptors (rechnerisch 10'8
Moglichkeiten) fithrt zu einem groBen Repertoire verschiedener T-Zellen, wobei jede mehrere
T-Zellrezeptoren tragt, die aber bei einer Zelle immer die gleiche Antigenspezifitidt besitzen.
Dies ermoglicht die Erkennung einer Vielzahl verschiedener Antigene.

Anders als bei konventionellen T-Lymphozyten ist die Variabilitit des TZR bei NKT-Zellen
stark eingeschrinkt. So ist die a-Kette monoklonal und die Auswahl an vorkommenden -
Ketten ist streng limitiert (83). NKT-Zellen besitzen immer die gleiche a-Kette Va24Jal8, da
bei der somatischen Rekombination immer das V-Segment 24 und das J-Segment 18

ausgewihlt und verkniipft werden. Die Sequenzierung des T-Zellrezeptors von NKT-Zellen
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Erwachsener ergab zudem, dass diese a-Kette, von duflerst seltenen Ausnahmen abgesehen
(23; 28; 86), keine N-Region enthilt (28; 83).

Wihrend bei normalen T-Zellen jede beliebige o-Kette mit jeder beliebigen pB-Kette
kombiniert werden kann, liegt bei NKT-Zellen im humanen System in den meisten Fillen die

Kombination Va24 V11 vor (83).

1.1.3 Weitere Oberfléichenmarker

Natiirliche Killer T-Zellen konnen, wie konventionelle T-Zellen, die kostimulatorischen
Molekiille CD4 und CDS8 tragen (72). Die Angaben iiber die Haufigkeitsverteilung der
verschiedenen Subtypen doppelt-negativ (DN), CD4-positiv (CD4") und CD8-positiv (CD8")
variiert in verschiedenen Literaturangaben. So sprechen einige Autoren von einer Mehrheit
der DN NKT-Zellen (32), andere weisen den CD4" Zellen den groBten Anteil zu (18; 95) oder
sprechen von einer vergleichbaren Hiufigkeit beider Gruppen (66). Da eine Studie von Jing et
al. (52) darauf hinweist, dass die Hiufigkeiten der einzelnen Subtypen sich im Alter
verdndern, ist es moglicherweise schwer, allgemeingiiltige Werte anzugeben. Einigkeit
herrscht dagegen iiber die geringe Anzahl von CD8" NKT-Zellen, die nur circa 3% aller
NKT-Zellen ausmachen (49; 88; 106). Bei konventionellen T-Lymphozyten kommen zwei
Untergruppen vor: CD4" T-Zellen mit Helferfunktion und zytotoxische CD8" T-Zellen. T-
Helferzellen werden wiederum in Thl- und Th2-Zellen unterteilt. Diese Unterscheidung
beruht auf der unterschiedlichen Zytokinsekretion und deren Wirkung bei der
Immunregulation. Th1-Zellen synthetisieren hauptsidchlich Interferon y (IFN-y), Interleukin
12 (IL-12) und Tumornekrosefaktor o (TNFa) und bewirken eine Aktivierung der zellular
vermittelten Immunitét. Dies geschieht vor allem durch Stimulation von Makrophagen. Th2-
Zellen dagegen produzieren vornehmlich die Interleukine IL-4, 1L-5, IL-6, IL-10 und IL-13
und vermitteln die humorale Immunitit, indem sie Mastzellen und Granulozyten anlocken
und B-Zellen aktivieren. Die Balance beider Formen der Immunantwort stellt eine Abwehr
von intrazelluldren und extrazellulidren Pathogenen sicher. CD4" T-Zellen erkennen an MHC-
II gebundene, durch Denaturierung in Lysosomen entstandene Peptidfragmente. CD8" T-
Zellen dagegen erkennen an MHC-I gebundene Peptide, die durch enzymatischen Abbau
zytosolischer Proteine in Proteasomen entstehen. MHC-I Molekiile priasentieren damit ein
Abbild der im Zellinneren vorhandenen Proteine. Deshalb spielen CD8* Zellen eine wichtige
Rolle bei der Erkennung von Tumorzellen oder virusinfizierten Zellen, da diese veridnderte

Proteine bilden.
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Auch bei Natiirlichen Killer T-Zellen unterscheiden sich die Subpopulationen CD4", DN und
CDS8" in der Ausprigung von Oberflichenmolekiilen, in der Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen (siehe unten) und in der vermutlichen Funktion. DN und CD8"* Subpopulationen
sezernieren hauptsichlich Th1-Zytokine, wihrend die CD4" Population sowohl Th1- als auch
Th2-Zytokine ausschiitten kann (68).

Neben CD161 tragen Natiirliche Killer T-Zellen weitere fiir Natiirliche Killerzellen typische
Oberflichenmolekiile, wie zum Beispiel CD94 und NKG2a (CD159a). NKT-Zellen tragen
auBerdem das fiir T-Lymphozyten spezifische Oberflichenmolekiil CD3, CD7, ein fiir T-
Zellen typisches Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, das auf T-, B- und NK-Zellen
vorkommende CD27 und CD28, ein zur Aktivierung von T-Zellen nétiges Molekiil (95).

1.1.4 Antigenerkennung

Konventionelle T-Lymphozyten erkennen an MHC-Molekiile gebundene Peptide, NKT-
Zellen dagegen binden spezifisch an Lipide, die ihnen an CD1d-Molekiilen priasentiert werden
(15; 103). CD1-Molekiile dhneln im Aufbau MHC-Molekiilen, sind aber im Gegensatz zu
diesen monomorph und stark konserviert (13; 116). Die CDI1-Familie besteht aus CDla, b
und c einerseits und CD1d andererseits, wobei nur CD1d-Molekiile von NKT-Zellen erkannt
werden (15). CD1d-Molekiile werden auf Monozyten in geringem Mal exprimiert, auSerdem
auf dendritischen Zellen und Makrophagen und in hoherer Zahl auf B-Zellen und auch auf
Tumorzellen (11; 29; 31). Die Spezifitit der NKT-Zellen fiir an CD1d gebundene Lipide
wurde bei Forschungsarbeiten mit o-Galactosylceramid (aGalCer), einem synthetischen
Glykosphingolipid entdeckt. Die Prisentation von aGalCer durch dendritische Zellen hat eine
sehr starke Aktivierung der NKT-Zellen zur Folge (2; 46). Da dieses synthetische Molekiil
aGalCer nicht der natiirliche Ligand von NKT-Zellen sein kann, wurden verschiedene
natiirlich vorkommende Glykolipide, die aGalCer #hneln, als natiirliche exogene NKT-
Liganden vorgeschlagen. So gibt es bestimmte Bakterien, deren Zellwand aGalCer-dhnliche
Glykolipide aufweisen (4). FEin endogener Ligand wurde bis heute noch nicht sicher
identifiziert. Von einigen Autoren wurde iGb3 (Isoglobotrihexosylceramid) als endogener

Ligand postuliert (4), inzwischen wird dies jedoch wieder bezweifelt (84; 102).
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1.1.5 Zytokinproduktion

NKT-Zellen zeichnen sich durch rasche und unmittelbare Zytokinproduktion nach
Antigenerkennung aus (62), die keiner weiteren Reifung und Aktivierung durch Zytokine
bedarf, wie dies bei konventionellen T-Zellen der Fall ist. NKT-Zellen konnen eine Vielzahl
von Zytokinen freisetzen: IFN-y, IL-2, IL-5, 1IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, TNFa, TGF-$
und GM-CSF (20; 75; 93). Ein einzigartiges Merkmal unter den Lymphozyten ist aber ihre
schnelle und andauernde IL-4 Produktion nach Aktivierung. Sie sind also in der Lage sowohl
klassische Th1-Zytokine, wie IFN-y, IL-12 und TNFa, als auch typische Th2-Zytokine, wie
IL-5, IL-10, und IL-13 zu produzieren. Wie konventionelle T-Zellen konnen sich auch NKT-
Zellen im Laufe ihrer Entwicklung in Richtung Th1 oder Th2-Profil differenzieren.

1.1.6 Definition von NKT-Zellen

Aufgrund der Vielzahl hervorstechender Merkmale von NKT-Zellen ergaben sich
verschiedene Definitionsmoglichkeiten fiir diese Zellen. Die urspriingliche Definition der
NKT-Zellen als T-Lymphozyten, die zusitzlich CD161 als NK-typischen Marker tragen,
geriet in die Kritik, als man entdeckte, dass auch konventionelle T-Lymphozyten nach
Stimulation, z.B. durch Virusinfektion, CD161 exprimieren konnen (23; 100). Deshalb wird
die klassische Definition der NKT-Zellen als CD161-positive T-Lymphozyten von einigen
Autoren als unzureichend bezeichnet (42; 61; 72). Hinzu kommt, dass CD161 erst im Laufe
der Entwicklung auf NKT-Zellen exprimiert wird und somit bei unreifen Zellen noch nicht
vorhanden sein kann (5; 36; 81). Da wir mit Nabelschnurblut arbeiteten, entschieden wir uns
gegen diese Definition, um auch solche NKT-Zellen erfassen zu konnen, die CD161 noch
nicht exprimieren. Somit bieten sich noch die Reaktivitit mit an CDI1d gebundenen
Glykoproteinen und der invariante T-Zellrezeptor zur Definition der NKT-Zellen an. Die mit
Hilfe dieser Merkmale bestimmten Zellpopulationen sind jedoch nicht vollig deckungsgleich,
da manche CD1d reaktiven T-Lymphozyten den invarianten Voa24 VB11 T-Zellrezeptor nicht
tragen (15; 30; 42) und als Typ II NKT-Zellen bezeichnet werden (42). Da in der
vorliegenden Arbeit der invariante T-Zellrezeptor genauer untersucht werden sollte,
definierten wir NKT-Zellen als solche T-Lymphozyten, die in der Durchflusszytometrie
parallel die TZR-Ketten Va24 und VP11 exprimieren und daher in der Durchflusszytometrie
mit Antikorpern gegen Va24 und VP11 beide Antikorper gleichzeitig binden kdnnen. Diese
Definition wurde in einer zusammenfassenden Arbeit von Berzins et al. (8) als ,,geeignet fiir

die meisten Anwendungen beim Menschen® bezeichnet.
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1.1.7 Immunregulation durch NKT-Zellen

NKT-Zellen spielen bei vielen Vorgingen des Immunsystems eine wichtige Rolle, da sie
verschiedene Zellen des Immunsystems beeinflussen (62). So kdnnen sie dendritische Zellen,
die ihnen an CDId gebundene Lipidantigene prisentieren, stimulieren, so dass diese
bestimmte Rezeptoren hochregulieren. Dies bewirkt eine weitere Aktivierung von NKT-
Zellen und NK-Zellen, deren IFN-y Sekretion und zytolytische Aktivitit gesteigert wird (16;
25; 59; 111). Bei dendritischen Zellen werden kostimulatorische Rezeptoren vermehrt an der
Oberflache exprimiert und die Prozessierung und Préisentation von Antigenen an MHC
Molekiilen verstirkt. So wird eine effektive Aktivierung auch des adaptiven Immunsystems
ermoglicht (33; 34). In vitro Studien konnten zudem zeigen, dass NKT-Zellen B-Zellen
stimulieren und zur Antikorperproduktion anregen (37; 38). NKT-Zellen konnen durch das
von ihnen produzierte IFN-y neutrophile Granulozyten anlocken (90). Die regulatorischen
Einfliisse von NKT-Zellen auf das Immunsystem werden auch daran deutlich, dass NKT-
Zellen und CD4"CD25" Regulatorische T-Zellen (Tregs) sich gegenseitig beinflussen und die
gleichen Signalwege benutzen (18).

Die regulatorischen Fihigkeiten der NKT-Zellen wurden auch hinsichtlich ihres Einflusses
auf die Entstehung und Bekdmpfung von Krankheiten hin untersucht. Dabei zeigte sich bei
Studien am Mausmodell mit den Bakterien Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa und Borrelia burgdorferi, dass das Vorhandensein von NKT-Zellen mit einer
geringeren Ausprigung von Krankheitssymptomen und hoheren Uberlebenschancen
assoziiert war (54; 63). Des Weiteren weisen einige Studienergebnisse, sowohl im
Mausmodell als auch im humanen System, darauf hin, dass NKT-Zellen an der Bekdmpfung
von Tumorzellen beteiligt sind (21; 46; 55; 101). Studien mit dem Ziel, die Rolle der NKT-
Zellen bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zu beleuchten, brachten sowohl
Ergebnisse, die auf einen protektiven Effekt der NKT-Zellen hinweisen (19; 35; 48; 99), als
auch solche, die eher auf eine krankheitsfordernde Wirkung hindeuten (58; 107; 118). Dies
trifft auch auf Studien zu, die einen Zusammenhang zwischen der Anzahl von NKT-Zellen in
der bronchioalveoldren Lavage und der Ausprigung von Asthma bronchiale herzustellen
suchten (1; 110; 114). Dennoch scheinen bestimmte NKT-Zellen, die den II-17 Rezeptor
exprimieren, fiir die Entstehung von Asthma notig zu sein (108). Die Ergebnisse von Meyer et
al. (73) deuten zudem darauf hin, dass NKT-Zellen vor allem fiir schwere steroidresistente
Formen von Asthma pathogenetisch von Bedeutung sind, da sie nicht wie konventionelle T-

Zellen durch Steroide an der Zytokinausschiittung gehindert werden (76).
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1.1.8 NKT-Zellen und das fetale Inmunsystem

Wie oben dargestellt, gibt es viele Hinweise auf eine wichtige immunregulatorische Funktion
der NKT-Zellen beim Erwachsenen. In Anbetracht der Erkenntnis, dass bereits im frithen
Kindesalter Weichen fiir eine spitere Manifestation von Krankheiten im Erwachsenenalter
gestellt werden konnen, werden NKT-Zellen auch im Hinblick auf ihren Einfluss auf das

frithkindliche Immunsystem betrachtet.

1.1.8.1 Besonderheiten des fetalen Immunsystems
Fetale Zellen tragen auf ihrer Oberfldche sowohl miitterliche als auch viterliche Antigene.

Trotzdem kommt es in den meisten Fillen zu einem Fortbestehen der Schwangerschaft und
nicht zu einer AbstoBung wie bei Organtransplantationen. Dieses Phinomen ist nicht dadurch
zu erkldren, dass der Fetus durch den Uterus fast vollstandig vom miitterlichen Immunsystem
abgeschirmt wire, denn fetale Trophoblastzellen wandern aktiv in das Myometrium ein und
eroffnen dort die uterinen Spiralarterien. Zudem funktioniert die miitterliche Toleranz
gegeniiber dem sich entwickelnden Fetus nicht nur, wenn alleine die vom Vater geerbten
Antigene fiir das miitterliche Immunsystem Fremdantigene darstellen, sondern auch bei
Schwangerschaften, die durch Eizellspende zustande kamen. Bis jetzt ist noch nicht eindeutig
geklirt, welche Mechanismen die Toleranz des eigentlich fremden Gewebes wihrend der
Schwangerschaft bewirken. Zahlreiche Studien weisen jedoch darauf hin, dass dies durch eine
Th2-Polarisation von fetaler und maternaler Immunitit geschieht (115). An diesem Wechsel
von Thl zu Th2 ist wahrscheinlich unter anderem die hormonelle Umstellung wihrend der
Schwangerschaft beteiligt. Es gibt jedoch auch Hinweise, dass fetale Zellen zu der
Umwandlung des miitterlichen Immunsystems beitragen. So konnen Trophoblastzellen durch
die Exprimierung von HLA-G miitterliche Makrophagen, T-Zellen und Natiirliche
Killerzellen regulieren (17). Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass Th2-typische
Zytokine, die von fetalen Zellen produziert werden, auch zu einer Th2-Polarisierung des
maternalen Immunsystems beitragen. Wihrend diese bevorzugte Differenzierung des
Immunsystems in Richtung Th2 fiir die Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft
Voraussetzung zu sein scheint, gibt es auch Hinweise auf nachteilige Effekte dieser
Balanceverschiebung zu Th2. Man vermutet, dass die Th2-Polarisierung des neonatalen und
kindlichen Immunsystems zu einer weniger effizienten Abwehr von Pathogenen fiihrt,
weshalb auch von einer ,,Unreife des kindlichen Immunsystems gesprochen wird. Dies
duBert sich in der hohen Anfilligkeit Neugeborener und Sauglinge fiir bakterielle und virale

Infektionen. Nach Angaben der WHO sterben jahrlich 1,7 Millionen Kinder im Alter
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zwischen ein und zwolf Monaten an akuten meist respiratorischen oder gastrointestinalen
Infektionen (113), wihrend diese Infektionen bei ilteren Kindern meist nicht tddlich
verlaufen. Versuche, diese Beobachtungen mit Unterschieden zwischen Immunzellen
Erwachsener und Neugeborener zu korrelieren, konnten zeigen, dass fetale T-Lymphozyten
weniger Zytokine produzieren und geringere zytolytische Aktivitit als T-Zellen Erwachsener
zeigen, withrend B-Lymphozyten weniger Antikorper produzieren (siehe Ubersichtsarbeit
(10)). Aber nicht nur T- und B-Lymphozyten, sondern auch andere immunologisch aktive
Zellen verhalten sich je nach Alter unterschiedlich. So konnte gezeigt werden, dass sich die
,2unreife des neonatalen Immunsystems nicht auf T- und B-Lymphozyten beschrinkt,
sondern dass auch fetale Antigenprisentierende Zellen (APZ) im Vergleich zu APZ
Erwachsener in geringerem Ausmalf} aktiviert werden konnen oder selbst weniger in der Lage
sind, Zytokine zu produzieren und andere Zellen zu aktivieren. Dies deutet darauf hin, dass
weniger ein Defekt einzelner Zellen fiir die besonderen Eigenschaften des friihkindlichen
Immunsystems verantwortlich ist, sondern das Zusammenspiel und die gegenseitige
Regulation der Immunzellen. Untersuchungen im Mausmodell konnten zeigen, dass T-Zellen,
die aus der Milz neugeborener Mause isoliert und dann auf erwachsene Miuse transferiert
wurden, in der Lage waren, eine Thl-Antwort gegen Pneumocystis carinii zu induzieren,
obwohl die neugeborenen Miuse urspriinglich nicht dazu in der Lage waren (89). In vitro
Studien an menschlichen und tierischen T-Zellen zeigten zudem, dass groB3e Mengen IL-4
ausreichen, die Synthese eines Bestandteils des IL.-12 Rezeptors zu unterbinden, was zu einer
Th2-Ausrichtung der T-Zellen fiihrt (60). Um die Mechanismen genauer zu verstehen, die
dazu fiihren, dass das fetale Immunsystem in dieser Weise arbeitet, und um in Zukunft
Moglichkeiten zu finden, die Th2-Polarisierng des Neugeborenen therapeutisch zu
beeinflussen, um beispielsweise die Anfilligkeit fiir Infektionen zu verringern, ist es nétig,
die beteiligten Zellen genauer zu untersuchen und ihre Rolle im Zusammenspiel des
Immunsystems abzuschétzen.

Im Zusammenhang mit therapeutischen Mboglichkeiten, die sich durch das genauere
Verstidndnis der immunologisch aktiven Zellen ergeben, soll auch eine weitere Besonderheit
des fetalen Immunsystems genannt werden. Die Beeinflussung moglicher Krankheitsrisiken
durch ,,Programmierung® wihrend der Fetalperiode riickt immer stirker ins Interesse der
Wissenschaft. Am Beispiel des allergischen Asthmas ldsst sich die Beeinflussbarkeit des
fetalen Immunsystems im Hinblick auf die spiatere Immunfunktion beleuchten. Schon seit
langerer Zeit ist bekannt, dass Rauchen wihrend der Schwangerschaft ein erhohtes Risiko fiir

die spitere Entwicklung von Asthma bei den Nachkommen darstellt. Jiingere Forschungen
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konnten dabei zeigen, dass dies nicht nur durch eine Storung der fetalen Lungen- und
Bronchialentwicklung (91), sondern auf eine Beeinflussung des fetalen Immunsystems
zuriickzufiihren ist (80). Vergleiche an Kindern, deren Miitter wihrend der Schwangerschaft
unterschiedlichen Umweltfaktoren ausgesetzt waren, zeigten zum Beispiel, dass Kinder aus
landwirtschaftlichen Familien seltener an Asthma leiden als Stadtkinder. Dabei fiel auf, dass
die Umweltfaktoren, die wihrend der Prinatalzeit, also noch in utero, auf das Kind einwirken
von wesentlicher Bedeutung fiir eine spitere Erkrankungsneigung sind (45; 87). So konnten
Schaub et al. zeigen, dass im Blut von Neugeborenen, deren Miitter auf einem Bauernhof
lebten und arbeiteten, mehr regulatorische T-Zellen (Tregs) zu finden waren als bei
Kontrollen ohne Bauernhofumgebung (98). Leidet eine Mutter an Asthma ist das Risiko der
Nachkommen an Asthma zu erkranken hoher, als wenn der Vater Asthmatiker ist, was
wiederum dafiir spricht, dass dieser Einfluss wéhrend der Schwangerschaft bereits priagend
fiir das kindliche Immunsystem ist. Diese Hinweise verdeutlichen die Modulierbarkeit des
fetalen Organismus und des Immunsystems. Geht man davon aus, dass man diese suszeptible
Phase therapeutisch nutzen kann, ergidben sich vielversprechende Maoglichkeiten,
Krankheitsrisiken frithzeitig zu identifizieren und durch gezieltes Eingreifen auf
Programmierungsmechanismen wihrend der Fetalperiode prédventiv auf eine Vielzahl von
Krankheiten Einfluss zu nehmen. Da aber bis jetzt die Mechanismen, die einerseits zu einer
Dominanz der Th2-Immunantwort beim Neugeborenen und andererseits zu der groflen
Beeinflussbarkeit des Immunsystems prénatal fithren, noch nicht bis ins Detail geklart sind,
ist es wichtig, zelluldre Grundlagen des fetalen Immunsystems genauer zu untersuchen. Da
die verschiedenen Bestandteile des Immunsystems, die zelluliren wie auch die 16slichen
Plasmabestandteile, bei Erwachsenen und Neugeborenen in gleicher Weise vorhanden sind,
sind die Unterschiede moglicherweise durch verschiedenartige Regulationsmechanismen im
fetalen und neonatalen Immunsystem verursacht. Da NKT-Zellen, die bei Erwachsenen eine
groBe Rolle bei der Regulation anderer Immunzellen spielen, moglicherweise auch bei
Neugeborenen wesentlich zur Immunregulation beitragen, sollen diese funktionell und

strukturell ndher beleuchtet werden.

1.1.8.2 Fetale NKT-Zellen
Da NKT-Zellen nicht nur reine Effektorzellen sind, sondern regulatorische Funktion ausiiben

und damit moglicherweise essentiell zu den besonderen, vom ausgereiften Immunsystem
abweichenden, Eigenschaften des fetalen Immunsystems beitragen, untersuchten wir diese

Zellpopulation im Nabelschnurblut. NKT-Zellen kommen beim Menschen, nicht jedoch in
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der Maus, auch im Nabelschnurblut vor und zeigen deutliche Unterschiede sowohl zu anderen
fetalen T-Zellen als auch zu NKT-Zellen Erwachsener. Normalerweise zeigen fetale T-Zellen
einen naiven Phinotyp, was bedeutet, dass sie noch nicht mit Antigenen in Kontakt
gekommen sind. Nach Antigenkontakt verdndern Immunzellen das Expressionsmuster ihrer
Oberflichenmarker. Von besonderer Bedeutung ist hierbei der Marker CD45, eine Protein-
Tyrosin-Phosphatase, die bei der Steuerung von Zellwachstum, Differenzierung und Mitose
eine grofle Rolle spielt und wichtig fiir die von T- und B-Zellrezeptoren vermittelten
Signalwege ist. Von dem Oberflachenmarker CD45 existieren verschiedene Isoformen, die als
CD45RO (fiir ,,memory*) und CD45RA (fiir ,,naiv*) bezeichnet werden. Bei Effektor- und
Gedichtniszellen, die schon mit Antigenen in Kontakt waren, kommt hauptsichlich die
Isoform CD45RO vor (43).

Da mononukledre Zellen aus Nabelschnurblut noch keinen Antigenkontakt hatten, zeigen sie
eine hohe Expression von CD45RA und eine geringe Expression von CD45RO. Wenn diese
Zellen dann mit Antigenen in Kontakt kommen, wird CD45RA herunter- und CD45R0O
heraufreguliert. Auerdem wird die Expression von CD62L, einem Zelladhédsionsmolekiil aus
der Familie der Selektine, das als Rezeptor fiir die Zielsteuerung von Lymphozyten dient und
als Marker fiir den naiven Zustand einer Zelle gilt, verringert (94; 112).

NKT-Zellen dagegen zeigen schon bei Geburt den Phénotyp, der charakteristisch fiir
Effektor- und Gedéachtniszellen ist. Sie exprimieren CD45RO in hohem Mal}, CD45RA und
CD62L dagegen kaum (112). Ein groBer Anteil fetaler NKT-Zellen trigt aulerdem CD2S5,
einen weiteren Oberflichenmarker, der eine vor kurzer Zeit stattgefundene Aktivierung
anzeigt (22; 112). Bei CD25 handelt es sich um ein Typ I Transmembranprotein, das die o-
Kette des IL-2 Rezeptors darstellt.

Dies deutet darauf hin, dass NKT-Zellen schon in utero Antigenkontakt haben und daher
moglicherweise an der Immunregulation und Toleranz des Fotus wesentlich beteiligt sind.
Somit vereinen fetale NKT-Zellen Merkmale von naiven und reifen Zellen, da sie zwar den
Phinotyp von schon mit Antigen in Kontakt gekommenen Zellen tragen, ihre Funktionalitét
jedoch der von naiven Zellen entspricht (22).

Die Mehrzahl fetaler NKT-Zellen ist CD4" (26; 32; 96), wihrend bei Erwachsenen CD4" und
DN NKT-Zellen ungefihr gleich hidufig vorkommen. Kadowaki et al. konnten zeigen, dass
fetale NKT-Zellen nach ldngerer Kultur mehr IL-4 und weniger IFN-y produzieren, sich aber
leichter als NKT-Zellen Erwachsener durch Kokultur mit entsprechenden dendritischen
Zellen zu einer Anderung ihres Zytokinexpressionsprofils treiben lassen (53). Die beiden

oben genannten Arbeitsgruppen und die Gruppe um Fujibayashi zeigten unabhingig
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voneinander, dass NKT-Zellen, die aus Nabelschnurblut gewonnen wurden, nicht sofort bei
Stimulation in vitro Zytokine produzieren, sondern erst bei einer zweiten Stimulation (22; 32;
53).

Fetale NKT-Zellen unterscheiden sich auch in der Auspriagung von Chemokinrezeptoren auf
der Oberfliche von NKT-Zellen Erwachsener. Chemokine sind Botenstoffe, die von Zellen
ausgeschiittet werden und die Wanderung von Immunzellen entlang eines Gradienten
bewirken, was als Chemotaxis bezeichnet wird. Es gibt zwei Gruppen von Chemokinen: Die
,,CC-Chemokine* enthalten zwei benachbarte Cysteinreste, wihrend bei ,,CXC-Chemokinen
die Cysteinreste durch eine andere Aminosiure getrennt sind. Die Rezeptoren fiir Chemokine
sind aus sieben die Plasmamembran durchspannenden Dominen aufgebaut und bewirken eine
Weiterleitung des Signals iiber G-Proteine ins Zellinnere. Bei Untersuchungen an NKT-
Zellen von Erwachsenen zeigte sich, dass diese die Chemokinrezeptoren CXCR3, CCRS,
CCR6 in hohem MaB exprimieren, die Rezeptoren CXCR4, CXCR6 und CCR4 mittelstark
und die Rezeptoren CCR7, CXCR1 und CX3;CR1 gering, wihrend CCR1 und CCR2 variabel
ausgepragt werden (109). Im Vergleich zu konventionellen CD4+ T-Lymphozyten
exprimieren NKT-Zellen mehr CCR1, CCR2, CCRS5, CCR6, CXCR1, CXCR3, CXCR6 und
CX3CR1 (109). Eger et al. zeigten, dass der prozentuale Anteil CCR4" NKT-Zellen im
Nabelschnurblut hoher ist als im peripheren Blut Erwachsener. CCR4 gilt zusammen mit
CCRS als ein typischer Chemokinrezeptor fiir Th2-polarisierte Zellen. In Vorarbeiten unserer
eigenen Arbeitsgruppe gab es zudem Hinweise, dass NKT-Zellen aus Nabelschnurblut
hiufiger CCR4" und CCRS8" sind und dass sie hdufiger IL-4 produzieren als NKT-Zellen
Erwachsener. Diese Ergebnisse wurden mittels Durchflusszytometrie an fetalen Vo24"VB11*
ermittelt, wobei nicht geklart war, ob sich diese Zellen mit NKT-Zellen Erwachsener
gleichsetzen lassen. Denn der typische Aufbau des T-Zellrezeptors von NKT-Zellen, bei dem
die a-Kette aus einer Kombination von Va24 und Jal8 besteht und der keine zusitzlich
eingefiigte N-Nukleotide enthidlt, wurde bei fetalen NKT-Zellen noch nie untersucht. Auf
mogliche Unterschiede bei dem Aufbau des T-Zellrezeptors weisen Untersuchungen von
D’Andrea et al. hin, die zeigten, dass fetale NKT-Zellen ein polyklonales V311-Muster
zeigen, wihrend bei NKT-Zellen Erwachsener die VB11-Kette oligoklonal ist (22). Damit ist
noch unklar, ob es sich bei den untersuchten Zellen um fetale NKT-Zellen handelt, ob diese
aber eventuell strukturelle Unterschiede im T-Zellrezeptor aufweisen, oder ob Studien, die
fetale NKT-Zellen untersuchten, sich in Wirklichkeit mit fetalen NKT-dhnlichen Zellen

beschiftigten.
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2 Zielsetzung

NKT-Zellen bei Erwachsenen sind beziiglich ihres strukturellen Aufbaus und ihrer
Funktionen gut charakterisiert. Zu fetalen NKT-Zellen, beziechungsweise je nach Definition
Va24'VB11* T-Zellen oder CDId reagiblen T-Zellen, existieren weitaus weniger
Untersuchungen. Diese ergaben jedoch Anhaltspunkte, dass NKT-Zellen Neugeborener und
NKT-Zellen Erwachsener Unterschiede aufweisen, wobei alle Untersuchungen auf der
Annahme griinden, dass auch fetale Va24"VB11" T-Zellen NKT-Zellen sind und damit den
invarianten T-Zellrezeptor haben, dessen o-Kette aus der Kombination des variablen
Segments 24 und des Joining-Segments 18 entsteht. Deshalb untersuchten wir den T-
Zellrezeptor fetaler NKT-Zellen im Hinblick auf die Frage, ob fetale Vo24"VB11* T-Zellen
tatsdchlich NKT-Zellen sind. Da die strukturelle Besonderheit der NKT-Zellen im Vergleich
zu konventionellen T-Zellen in ihrem invarianten T-Zellrezeptor mit einer o-Kette liegt, die
aus der Kombination des V-Segments 24 und des J-Segments 18 besteht und keine N-
Nukleotide besitzt, stellten wir uns die Frage, ob die funktionellen Unterschiede zwischen
fetalen und nicht-fetalen NKT-Zellen ein strukturelles Korrelat haben und sich durch
Unterschiede im Aufbau des T-Zellrezeptors erkldren lassen. Hinweise darauf geben
Pilotversuche unserer Arbeitsgruppe an Nabelschnurblut. Diese weisen darauf hin, dass sich
fetale NKT-Zellen in der Struktur des T-Zellrezeptors von NKT-Zellen Erwachsener
unterscheiden. In den Vorversuchen wurde mRNA aus Nabelschnurblut isoliert, in cDNA
umgeschrieben, alle Va24 positiven T-Zellrezeptoren amplifiziert und mit Hilfe von
Bakterien kloniert. Diese Klonierungsprodukte wurden anschlieBend einer spezifischen
Vo24Ja18 PCR unterzogen und die Sequenz analysiert. Dabei zeigte sich, dass Vo24Jal8
Transkripte im Nabelschnurblut deutlich variabler ausfallen als bei Vergleichsproben aus
periphervendsem Blut Erwachsener. Um sicher zu stellen, dass es sich bei diesen Transkripten
wirklich um Amplifikate der T-Zellrezeptor o-Kette von NKT-Zellen handelt, sollte
zusitzlich eine durchflusszytometrische Zellsortierung vorgenommen werden, um dann die
mRNA aus den sortierten Zellen zu gewinnen. Wir stellten die These auf, dass fetale NKT-

Zellen im Vergleich mit adulten NKT-Zellen iiberproportional N-Regionen enthalten.
Diese These sollte in der vorliegenden Doktorarbeit iiberpriift werden.

Im Einzelnen ergaben sich folgende Fragestellungen:
e Unterscheiden sich die Nukleotidsequenzen des T-Zellrezeptors bei den NKT-
Subpopulationen ,,doppelt-negativ, ,,CD4-positiv und ,,CD8-positiv*
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innerhalb der beiden Gruppen fetale NKT-Zellen und nicht-fetale NKT-
Zellen?

Unterscheiden sich fetale NKT-Zellen hinsichtlich der Nukleotidsequenz des
Gens fiir den T-Zellrezeptor AV24AJ18 von den NKT-Zellen Erwachsener?
Unterscheiden sich einzelne Subpopulationen der fetalen NKT-Zellen
hinsichtlich des AV24AJ18 Nukleotidsequenz von nicht-fetalen NKT-Zell-
Subpopulationen?

Liegen bei fetalen NKT-Zellen im Gegensatz zu nicht-fetalen NKT-Zellen N-
Regionen vor?

Handelt es sich bei fetalen Va24"VB11* T-Zellen um fetale NKT-Zellen?
Handelt es sich bei den in Vorversuchen gefundenen T-Zellen mit N-Regionen

um fetale Va24"VB11" NKT-Zellen?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Glas- und Plastikmaterial

50 ml Perfusion Syringe
Safety-Multifly-Set
Zellkulturflaschen (80cm?)
Stripetten (Sml, 10ml, 25ml)
15ml1/50ml R6hrchen
Pipettenspitzen SafeSeal
(2,5; 20; 100; 200; 1000ul)
Pipettenspitzen

QIACube Rotor Adapters
RNeasy Mini Spin Columns
QIAshredder Spin Columns
Collection tubes (1,5ml)
Safe-lock tubes (1,5ml, 2ml)
QIACube Pipettenspitzen
PCR-ReaktionsgefiBe (0,2ml)

3.1.2 Reagenzien

Heparin-Natrium 25000LE. / 5Sml
VLE RPMI 1640 Medium
Biocoll Separating Solution

DPBS

FACS Flow
FACS Clean
FACS Shutdown Solution

23

BD, Heidelberg

Sarstedt, Niimbrecht
Nunc, Langensebold
Sarstedt, Numbrecht
Greiner, Frickenhausen

Biozym, Oldendorf

Eppendorf, Hamburg
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg
QIAGEN, Hilden
Eppendorf, Hamburg

Ratiopharm, Ulm
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
GIBCO Invitrogen,
Karlsruhe

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg
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Ethanol 100%

Buffer RLT

Buffer RW1

Buffer RPE

RNase-Free Water

gDNA Wipeout Buffer
Quantiscript Reverse Transcriptase
PCR Puffer

Taqg-Polymerase (500Units 5U/ul)
Agarose

Ethidiumbromid

3.1.3 Antikorper

Va24 / FITC
CD161/PE
VB11/PE

CD8 / PerCp-Cy5.5
CD4 / APC

3.1.4 Oligonukleotide

Primer:

Roth, Karlsruhe
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Beckman-Coulter, Krefeld
BD, Heidelberg
Beckman-Coulter, Krefeld
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg

Metabion, Martinsried

Va24 neu: 5°-GAA CTG CAC TCT TCA ATG C-3’
Jal8 neu: 5’-TCC AAA GTA TAG CCT CCC CAG-3’

Molekulargewichtsmarker:
50 bp DNA ladder
Reverse Transcriptase Primer Mix

dNTPs

24

Roche, Mannheim
QIAGEN, Hilden

Roche, Mannheim
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3.2 Geriite

e Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

e Pipettierhilfe Easypet Eppendorf, Hamburg

e Mikropipetten Eppendorf, Hamburg

e Kiihlschrank 4°C Bosch, Gerlingen

e Gefriergerit -20°C Bosch, Gerlingen

e Zentrifuge Rotanta 460 R Hettich, Tuttlingen

e Vortex Genie 2 Scientific Industries
Bohemia, NY, USA

¢ Durchflusszytometer FACS Canto BD, Heidelberg

e QIA Cube QIAGEN, Hilden

e Nano Drop Thermo Fisher Scientific
Inc., Massachusetts, US

e PCR-Cycler: TGradient Biometra, Gottingen

e Mikrowelle Bosch, Gerlingen

e MokFlo Cellsorter Beckman Coulter, Fort

Collins, Colorado, US

3.3 Methoden

3.3.1 Probandenauswahl

Zunachst wurden erwachsene Blutspender rekrutiert. Eingeschlossen wurden weibliche und
miénnliche Probanden im Alter zwischen 18 und 65 Jahre. Die Ausschlusskriterien waren
chronische Erkrankungen, atopische Erkrankungen, aktuelle Infektion, die Behandlung mit
immunsuppressiven Medikamenten, Schwangerschaft und Personen, die jiinger als 18 Jahre
oder dlter als 65 Jahre waren. Die bei der Durchflusszytometrie ermittelte Hiaufigkeit von
NKT-Zellen im peripheren Blut wurde als Auswahlkriterium fiir die weiteren Versuche
gewihlt. Nur Blutspender mit einer prozentualen Haufigkeit von mehr als 0,1% NKT-Zellen
gemessen an der Gesamtzahl der Lymphozyten wurden als mogliche Spender fiir die

folgenden Versuche selektiert. Von diesen geeigneten Spendern wurden nach dem
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Zufallsprinzip drei ausgewihlt, erneut zur Blutabnahme einbestellt und das hierbei
gewonnene Blut fiir die Sortierversuche verwendet.

Bei den Nabelschnurblutproben wurden sowohl vaginal als auch per Kaiserschnitt entbundene
reife Neugeborene als Probanden zugelassen, da wir strukturelle Unterschiede bei NKT-
Zellen aufdecken wollten, die unabhingig vom Geburtsmodus sind. Miitterliche Atopie,
Friihgeburtlichkeit und  akute  Erkrankungen des  Neugeborenen  galten als
Ausschlusskriterium, da diese bereits eine Vorselektionierung der Immunzellen darstellen
konnten, indem bestimmte Zellen stirker proliferieren oder aktiviert werden, wihrend andere
inhibiert werden, was die Untersuchungsergebnisse verfilschen konnte. Zum Ausschluss der
Kontamination mit miitterlichem Blut wurde von den Nabelschnurblutproben vor der weiteren
Verarbeitung Serum abgenommen und dieses auf das Vorhandensein von IgA getestet. Bei
allen verwendeten Proben lag der IgA-Gehalt unter 5 mg/dl und damit unter der

Nachweisgrenze.

3.3.2 Fraktionierung mittels Ficoll-Hypaque-Dichtezentrifugation

In Zellkulturflaschen wurden 70ml RPMI fiir die Versuche mit adulten Spendern und 160ml
RPMI fiir die Versuche mit Nabelschnurblut vorgelegt und die Winde gut benetzt. 50ml
heparinisiertes Vollblut erwachsener Spender bzw. 50 ml heparinisiertes Nabelschnurblut
wurden mit dem vorgelegten RPMI gemischt und dann je 30 ml des Gemisches langsam auf
20 ml Ficoll geschichtet. Dabei ist zu beachten, dass das Blut moglichst wenig mit der Ficoll-
Losung in Kontakt kommt und sich die Phasen nicht vermischen, da Ficoll zytotoxisch ist.
Danach wurden die Réhrchen 20 Minuten bei 2000 RPM ohne Bremse zentrifugiert. Ficoll ist
ein stark verzweigtes Polymer aus Saccharosemolekiilen. Die standardisierte Dichte liegt bei
1,077 g/ml und ist damit groBer als die Dichte von Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten, aber geringer als die Dichte von Erythrozyten. Durch die besonderen
Dichteeigenschaften der Ficolllosung bildet sich nach der Zentrifugation eine Schichtung

(Abbildung 3), so dass eine ringférmige Phase, die die Lymphozyten enthilt, sichtbar wird.
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Die milchige Schicht der mononukleédren
Zellen (MNZ) wurde vorsichtig mit 10ml
Pipetten abgenommen und in neue

Rohrchen iiberfuhrt. Diese wurden auf

- Plasma 45ml aufgefiillt und 10 Minuten bei 1900
RPM mit Bremse zentrifugiert.

! M klea ..

— Zglrlznnnu eare Der Uberstand wurde abgenommen, die

] Ficoll Zellpellets in 2ml RPMI aufgenommen

und in ein gemeinsames Rohrchen

\F Erythrozyten tiberfiihrt.

Abbildung 3: Ficoll-Hypaque-Dichtezentrifugation
Ausbildung der Schichtung nach erfolgter Zentrifugation
(adaptiert von (77))

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension mit DPBS auf 45ml aufgefiillt und nochmals 10 Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in so viel FACS-Puffer (DPBS & 2%FCS)

aufgenommen, dass eine Konzentration von 10® Zellen pro 1ml vorlag.

3.3.3 Durchflusszytometrie

3.3.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie dient der Unterscheidung von Zellen oder anderen Partikeln nach

GroBe, Granularitit und dem Vorhandensein markierbarer extra- oder intrazelluldrer
Strukturen oder Molekiile, indem die zu analysierenden Zellen einzeln von Lasern angestrahlt
werden und das dabei reflektierte Licht gemessen wird. Zunédchst wird die Probenfliissigkeit
eingesaugt und durch eine Diise in die sog. ,,flow cell* eingespeist. Hier umgibt eine schneller
flieBende Trigerfliissigkeit die Probe, was eine Fokussierung der Probenfliissigkeit im
Zentrum des Fliissigkeitsstrahls bewirkt. Dies hat zur Folge, dass die einzelnen Zellen
hintereinander in einem laminaren Fluss das Messsystem des Durchflusszytometers
durchlaufen und jeweils einzeln von Lasern angestrahlt werden konnen (Abbildung 5). Das

Ausmall und die Richtung des gestreuten Lichts werden anschlieBend von einem
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Detektorsystem erfasst, in Digitalwerte umgewandelt und diese dann an einen Computer
weitergeleitet. Somit lassen sich Grofe und Granularitit der Zellen erfassen. Die Grof3e der
Zellen wird ermittelt, indem das ungestreute Licht gemessen wird, das an einer Zelle vorbei
auf den Detektor gelangt. Die Granularitit ldsst sich aus dem Anteil des um 90° zur
Einfallsebene abgestrahlten Lichts bestimmen. Zudem konnen Strukturen auf der Oberfliche
der Zellen oder intrazelluldre Proteine vor der Durchflusszytometrie mit fluoreszierenden
Farbstoffen, sog. Fluorochromen, markiert werden. Trifft ein Laserstrahl auf eine mit
Fluorochromen markierte Zelle, wird das vom Laser ausgestrahlte Licht in einer anderen
Wellenldnge zuriickgeworfen und ermoglicht somit eine weitere Charakterisierung der zu
untersuchenden Zellen beziiglich des Vorhandenseins der zuvor markierten Strukturen. Die
von diesem Messsystem erfassten Daten werden auf dem Computerbildschirm in Form
sogenannter Dotplots sichtbar gemacht. Dabei werden jeweils zwei Eigenschaften auf einem
Achsensystem gegeneinander aufgetragen, zum Beispiel Vorwirtsstreuung als Mal} fiir die
GroBe der Zellen und Seitwirtsstreuung als Maf fiir die Granularitdt. Werden Antikorper zur
Markierung der Zellen eingesetzt, kann mit Hilfe des Diagramms eine Einteilung in Zellen,
die einen Antikorper binden, Zellen, die beide Antikorper binden und solche, die weder den

einen noch den anderen binden, getroffen werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Prinzip der Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen im Diagramm

Das Diagramm wird in vier Quadranten unterteilt. In Q1 werden die Zellen abgebildet, die nur den Antikdrper
der y-Achse (hier Antikorper gegen Va24) auf der Oberfldche tragen. In Q4 erscheinen die Zellen, die nur den
Antikorper der x-Achse tragen (hier Antikorper gegen VB11). Im Quadranten Q2 kommen diejenigen Zellen zur
Darstellung, die beide mit Antikorpern zu markierenden Oberflidchenstrukturen besitzen, wihrend die Zellen in
Q3 keines der Merkmale tragen und daher keinen der beiden Antikorper binden kénnen.
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Die einzelnen Zellen erscheinen im Diagramm als Punkte, Gruppen gleicher Zellen werden
als Punktwolken dargestellt. Hier konnen nun einzelne Untergruppen markiert werden, indem
ein elektronisches Fenster um eine Zellpopulation gelegt wird, was als ,,gating* bezeichnet
wird, und deren prozentualer Anteil an der Gesamtzellzahl oder einer vorher definierten
grofleren Subpopulation berechnet werden. Auch die durchflusszytometrische Zellsortierung
bedient sich dieses Prinzips. Im Unterschied zur einfachen Durchflusszytometrie wird hier
eine elektrisch leitende Trigerfliissigkeit eingesetzt. Von einem piezoelektrischen Wandler
erzeugte Schwingungen bewirken, dass der kontinuierliche Fliissigkeitsstrahl, in dem sich die
Probe befindet, in einzelne Tropfchen abreifit. Idealerweise befindet sich genau im Zentrum
eines Tropfens eine Zelle. Das so entstehende Tropfchen kann dann elektrisch aufgeladen
werden, indem genau in dem Moment, wenn sich das Tropfchen bildet, eine positive oder
negative Spannung an die Tragerfliissigkeit angelegt wird. Das Tropfchen fillt dann der
Schwerkraft folgend nach unten und gelangt so in ein elektrisches Feld, das durch zwei
gegeniiberliegende, gegensitzlich aufgeladene Platten erzeugt wird. Je nachdem, welche
Ladung das Tropfchen zuvor erhalten hat, wird es nun entweder nach rechts oder links von
seiner urspriinglichen Flugbahn abgelenkt und kann in einem Rohrchen oder einer well-Platte
aufgefangen werden. Nicht aufgeladene Zellen werden verworfen, wéhrend die sortierten

Zellen fiir weitere Anwendungen zur Verfiigung stehen (Abbildung 5).
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Diise

Tragerflissigkeit = Probenfliissigkeit
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Abbildung 5: Prinzip der durchflusszytometrischen Zellsortierung (adaptiert aus (12))
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3.3.3.2 Auswahl geeigneter Antikorper
Zundchst wurde die urspriingliche Definition der NKT-Zellen als CD161 exprimierende T-

Zellen als Grundlage fiir die Markierung mit Antikdrpern verwendet. Dabei wurde CD161 mit
PE und die fiir NKT-Zellen charakteristische a-Kette des T-Zellrezeptors Vo24 mit FITC
markiert. Da jedoch, wie oben dargelegt, diese Methode der NKT-Definition von einigen
Autoren sehr kritisch bewertet wird und zudem in den eigentlichen Versuchen mit
Nabelschnurblut gearbeitet werden sollte, wurde ein Vergleich der oben genannten

Markierung mit der Antikérperkombination Va24/FITC und VB11/PE durchgefiihrt.

3.3.3.3 Titrierung der notigen Antikérpermenge
Mit Hilfe eines Titrationsversuches konnte die optimale Antikorpermenge ermittelt werden.

Dazu wurden mehrere Ansiitze vorbereitet, wobei jeweils circa 10° Zellen pro Ansatz in einer
Zellsuspension vorlagen. Im ersten Ansatz wurden je 20ul von jedem Antikorper verwendet,
im zweiten Ansatz je 10ul und im dritten je Sul Antikorper. Die 20- miniitige Inkubation
erfolgte bei 4°C im Kiihlschrank. Nach der zweimal durchgefithrten Auswaschung
ungebundener Antikorper (sieche unten), wurden die drei Ansédtze im Durchflusszytometer
gemessen und anhand der auf dem Bildschirm dargestellten Diagramme und der vom

Computer berechneten Populationsgrof3e verglichen.

3.3.3.4 Durchfiihrung der Durchflusszytometrie und der durchflusszytometrischen
Zellsortierung

Fiir die Vorversuche wurden jeweils Sul von Vo24/FITC und CD161/PE oder VB11/PE,
sowie je 5ul von CD4/APC und CD8/PerCP-Cy5.5 zu 50ul Zellsuspension mit ca.10° Zellen
gegeben.

Die Inkubation von 20 Minuten erfolgte bei 4°C im Dunkeln. AnschlieBend wurden 1,5ml
FACS-Puffer zugegeben und die Zellen gewaschen, um ungebundene Antikérper zu
entfernen. Der Uberstand nach der Zentrifugation wurde abgenommen und das Pellet in 360ul
FACS-Puffer aufgenommen und sofort durchflusszytometrisch analysiert. Bei Nabelschnur-
blut wurde das Pellet statt in FACS-Puffer in 360ul Erythrozytenlysepuffer aufgenommen.
Fiir die Zellsortierung wurden jeweils 10° Zellen in fiinf 15ml Rohrchen iiberfiihrt. Ein Ansatz
blieb ungefirbt, die restlichen vier Rohrchen wurden jeweils mit einer Farbe gefirbt. Dazu
wurden je Sul Antikorper und 50ul FACS-Puffer zur Zellsuspension gegeben. Die restlichen
Zellen wurden mit allen Farben gefirbt, wobei wieder Sul Antikorper pro 10° Zellen

zugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten im Dunkeln erfolgten zwei
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Waschschritte. Die Zellen wurden danach resuspendiert, so dass eine Konzentration von 10
Zellen pro 1ml vorlag und dunkel sowie auf Eis zum Sorten gebracht.

Die gewiinschte Zellpopulation der fiir Va24 und VP11 doppelpositiven Zellen wurde am
Computerbildschirm mit einem elektronischen Fenster eingegrenzt. Innerhalb dieser
Population wurden weitere Fenster um die CD4%, die CD8" und um die fiir diese
Oberflichenmerkmale doppeltnegativen Zellen gelegt (Abbildung 6). Die Einstellung des
MoFlo Cellsorters erfolgte so, dass die drei verschiedenen Populationen Va24" VB117 DN,
Vo24" VB117 CD4" und Va24* VP11 CD8" in einzelne Rohrchen sortiert wurden.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden die Zellen nur mit Antikérpern gegen Va24 und
VP11 gefirbt, wobei wieder Sul Antikorper pro 10° Zellen eingesetzt wurden. Dann wurde je
ein Fenster auf die Va24" VP11 doppeltpositive Population und auf die Vo24" positive
VP11 negative Population gelegt und diese mit Hilfe des MoFlo Cellsorters sortiert.

Abbildung 6: Strategie fiir das Setzen des elektronischen Fensters im Diagramm

Zuerst wird ein elektronisches Fenster auf die Lymphozyten gesetzt (R2). Danach werden die fiir die Antikorper Vo24 und
VP11 doppeltpositiven Zellen eingestellt (R3, linkes Bild untere Reihe). Innerhalb dieser Population werden die jeweiligen
Subpopulationen, die CD4/CD8 doppeltnegativ (R6), CD4 positiv (R4) und CDS8 positiv (RS) sind, markiert (rechtes Bild
untere Reihe). Deutlich sichtbar ist hier das Uberwiegen von CD4* NKT-Zellen.
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3.3.4 RNA-Isolation

In Vorversuchen wurde zunichst mit nicht-gesorteten Zellen gearbeitet. Dazu wurden die
restlichen Zellen, die nicht fiir die Durchflusszytometrie verwendet worden waren, erneut
zentrifugiert und der Uberstand abgekippt. Dann wurde soviel RLT-Puffer des RNeasy Mini
Kits zugegeben, dass eine Konzentration von 5x10° — 1x10’ Zellen pro 600ul RLT-Puffer
vorlag. Jeweils 600ul des Lysats wurden in 2ml Eppendorfgefif3e pipettiert und diese in die
vorgesehenen Vertiefungen des QIA-Cubes gesteckt. Die Rotoradaptoren wurden mit 1,5ml
Auffanggefifien, den RNeasy Mini Kit Sdulen und den RNeasy Shredder Sdulen bestiickt. Es
wurde das Programm QIAshredder bei einem Eluationsvolumen von 30ul gewéhlt.

Die durch das Sorten gewonnene reine NKT-Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert, der
Uberstand abgekippt und das Pellet in 350ul RLT Puffer resuspendiert. Durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen lysiert und das Lysat homogenisiert.

Je 350ul Zelllysat in RLT-Puffer wurden dann in 2ml Eppendorf Gefifle gegeben und in die
vorgesehenen Vertiefungen des QIACube gesteckt. Die Rotoradaptoren wurden mit 1,5ml
Auffanggefifen und den RNeasy Micro Kit Sédulen bestiickt. Fiir die Isolierung der RNA
wurde das Programm RNeasy Micro bei einem Eluationsvolumen von 14ul gewdhlt. Mit
Hilfe des QIACubes wird die Gesamt-RNA danach in einem automatisierten Verfahren
isoliert, indem zuerst Ethanol zugefiigt wird, um optimale Bindungsbedingungen zu schaffen,
und das Gemisch dann auf eine Silica-Gelmembran aufgebracht wird, an die die RNA bindet.
Die iibrigen Bestandteile werden ausgewaschen und die reine RNA anschlieend in Wasser
eluiert. Danach wurde 1ul des Eluats verwendet, um den RNA-Gehalt der einzelnen Proben

photometrisch zu messen und die Reinheit mit Hilfe des Quotienten A260/A280 iiberpriift.

3.3.5 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese bedient man sich eines Enzyms aus Retroviren, der Reversen
Transkriptase. Diese ist eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase, das heifit sie benutzt einen
RNA-Einzelstrang als Matrize fiir die Synthese eines DNA-Doppelstrangs und wurde
urspriinglich aus Retroviren isoliert. Retroviren enthalten ihr Genom in Form von RNA,
welche sie mit der Reversen Transkriptase in DNA umschreiben, bevor sie sich in ein
Wirtsgenom integrieren.

Zuerst wurde eventuell noch vorhandene genomische DNA eliminiert. Dazu wurden zum
errechneten Volumen mit 1ug RNA-Gehalt 2ul gDNA Wipeout Puffer gegeben und mit

RNase-freiem Wasser auf 14ul aufgefiillt. In den Vorversuchen, bei denen nicht gesortete
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Zellen verwendet wurden, erlaubte die groBBe Menge extrahierter RNA jeweils soviel RNA
einzusetzen, dass der RNA-Gehalt genau 1ug betrug. Die geringe Zahl der NKT-Zellen
brachte es jedoch mit sich, dass nach der durchflusszytometrischen Zellsortierung trotz des
kleinstmoglichen Eluationsvolumens von 14ul der RNA-Gehalt stets unter 1ug lag. Deshalb
wurden jeweils 7ul des Eluats fiir die Umschreibung und die restlichen 6yl fiir die Kontrolle
zum Ausschluss genomischer DNA verwendet. Zunédchst wurde die Elimination genomischer
DNA wie oben beschrieben durchgefiihrt und die Ansétze anschlieBend durch Vortexen gut
gemischt, danach zentrifugiert und 2 Minuten bei 42°C inkubiert.

Wihrenddessen wurde der Mastermix fiir die Reverse Transkription vorbereitet.

Pro Reaktion wurden eingesetzt:

Puffer: 4ul
Primer Mix Tul
Reverse Transkriptase 1ul

6ul

Je 6ul des Mastermix wurden dann zu den 14ul gegeben und gemischt. Die Proben wurden
dann 15 Minuten bei 42°C und anschlieend 3 Minuten bei 95°C inkubiert.
Zur Kontrolle wurde jedes Mal eine Reaktion ohne Reverse Transkriptase durchgefiihrt, um

bei der PCR eine Amplifikation genomischer DNA ausschlieen zu konnen.

3.3.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Um die spezifischen Sequenzen der invarianten T-Zellrezeptor a-Kette zu amplifizieren,
wurde eine Polymerase Kettenreaktion (PCR) durchgefiihrt. Dabei erfolgt durch Erhéhung
der Temperatur auf 95°C eine Denaturierung des cDNA-Doppelstrangs und damit eine
Auftrennung in zwei Einzelstriange.

Durch Erniedrigung der Temperatur konnen die Primer spezifisch an die komplementédren
Abschnitte auf der nun als Einzelstringe vorliegenden DNA binden, was als ,,annealing*
bezeichnet wird. Die optimale Annealing-Temperatur von 58,3°C wurde zuvor mit Hilfe eines
Gradientenprogrammes ermittelt. Dabei werden wihrend einer PCR-Reaktion in den 12
nebeneinander liegenden Vertiefungen des PCR-Cyclers unterschiedliche Annealing-

Temperaturen erzeugt. Wir wihlten hierzu eine Temperaturspanne von 53°C bis 65°C aus.
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Durch Vergleich der dabei entstandenen PCR-Produkte wurde die Temperatur 58,3°C als
beste Temperatur ausgewdhlt.

Die Komplementaritit von Primer und DNA-Sequenz ermoglicht die Ausbildung von
Basenpaarungen und schafft eine stabile Startstelle fiir die DNA-Polymerase.

Nun wird die Temperatur wieder erhoht, um die optimale Arbeitstemperatur fiir die DNA-
Polymerase zu schaffen. Diese beginnt von den Primern ausgehend mit der Neusynthese eines
komplementidren Strangs, indem die vorliegenden Einzelstringe jeweils als Vorlage benutzt
werden. Sind die gewiinschten Abschnitte zum Doppelstrang ergénzt, werden sie durch
erneute Denaturierung wieder in Einzelstringe getrennt und der Zyklus beginnt von vorne.

Die PCR wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Schritt 1: 95°C 3Minuten
Schritt 2: 94°C 40 Sekunden
Schritt 3: 58,3°C 40 Sekunden
Schritt 4: 72°C 1 Minute

Die Schritte 2 bis 4 wurden 37-mal wiederholt, so dass insgesamt 38 Amplifikationszyklen
gefahren wurden. Anschlieend erfolgte fiir 7 Minuten eine Inkubation bei 72°C. Danach
wurden die PCR-Produkte entweder sofort auf ein Agarosegel aufgetragen oder bis dahin bei

4°C aufbewahrt.

3.3.7 Gelektrophorese

Um die Reinheit der PCR zu beurteilen und das Vorhandensein eines PCR-Produkts zu
kontrollieren, wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Dazu wurde zunéchst das Agarosegel gegossen: 2,5g Agarose wurden in 100ml TAE-Puffer
aufgelost und das Gemisch einige Minuten in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose
vollstiandig gelost war. Dann wurden Sug Ethidium-Bromid zugegeben und das Gel in eine
mit einem Kamm bestiickte Gelkammer gegossen. Beim Abkiihlen wird das Gel fest und
kann, nachdem der Kamm entfernt wurde, verwendet werden.

Dazu wurden je Sul PCR-Produkt mit 1yl Ladepuffer gemischt und in die Taschen des
Agarosegels pipettiert und das Gel in eine mit Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
gegeben. Durch Anlegen einer Spannung von 90 Volt fiir 40 Minuten wurden die PCR-

Produkte nach Grofle aufgetrennt.
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3.3.8 Sequenzierung

Nach der Uberpriifung der Polymerase-Kettenreaktion mit Hilfe der Gelelektrophorese
wurden die PCR-Produkte sequenziert. Dazu wurden je circa 10 bis 15 ul des PCR-Produkts
und 15 pl des Primers Va24, der zuvor auf eine Konzentration von 2 pmol/ul verdiinnt
worden war, zur Sequenzierung an die Firma MWG Eurofins, Ebersberg geschickt.

Die Resultate wurden anhand der Chromatogramme auf ihre Eindeutigkeit gepriift und dann
mit der von Porcelli et al. (83) beschriebenen Sequenz verglichen. Dazu wurden beide
Sequenzen mit Hilfe des Programms ,,Pairwise Alignment Algorithms* von EBI beziiglich

ihrer Ubereinstimmung analysiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Hiufigkeit von NKT-Zellen im periphervenosen Blut Erwachsener

Die Hiufigkeit der NKT-Zellen im periphervendsen Blut schwankt interindividuell sehr stark
(95). Deshalb wurden zunichst Probanden hinsichtlich der NKT-Frequenz im Blut getestet.
Insgesamt wurden 20 Probanden untersucht, die zum Zeitpunkt der Blutentnahme gesund
waren und nicht an atopischen Erkrankungen litten. Die Haufigkeit der NKT-Zellen betrug im
Mittel 0,17%, wobei die Spannbreite von 0,0% bis 0,6% NKT-Zellen, gemessen an der
Gesamtzahl der Lymphozyten, reichte (Abbildung 7). Es wurden nur solche Probanden fiir die
nachfolgenden Versuche rekrutiert, bei denen der NKT-Anteil an der Gesamt-

lymphozytenzahl mindestens 0,1% betrug.
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Abbildung 7: Prozentueller Anteil der NKT-Zellen
Ein Punkt reprisentiert die NKT-Zellzahl eines Spenders gemessen an der Gesamtlymphozytenzahl im
peripheren Blut Erwachsener.

Die Verteilung der NKT-Subpopulationen wurde bei den Probanden mit messbaren NKT-
Zellzahlen bestimmt. Die Hiufigkeit der DN Subpopulation betrug im Mittel 56,73%
gemessen an der Gesamtzahl der NKT-Zellen, die Hiufigkeit der CD4" NKT-Zellen betrug
im Mittel 37,51% von allen NKT-Zellen und die Hiufigkeit der CD8* NKT-Zellen betrug im
Mittel 4,62% aller NKT-Zellen. Auffillig war eine breite Streuung der Subpopulationen-

Verteilung bei verschiedenen Individuen (Tabelle 1).
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Subpopulation Minimum Maximum Mittelwert
DN 34,9 86,0 56,73
CDh 4" 13,6 60,8 37,51
CD 8" 0 20,7 4,62

Tabelle 1: NKT-Subpopulationen bei Erwachsenen
Hiufigkeit der DN, CD4* und CD8" NKT-Zellen in % gemessen an der Gesamtzahl der NKT-Zellen.

4.2 Vergleich verschiedener Antikorper

Zunichst wurden die Blutproben, gemél der urspriinglichen Definition der NKT-Zellen als
CD161-positive T-Zellen, mit den Antikorpern gegen Va24 und CDI161 markiert. Die
Markierung mit Antikorpern gegen die Oberflichenmolekiile CD4 und CDS8 diente der
Identifizierung der NKT-Subpopulationen. Bei Versuchen mit Erwachsenenblut konnte mit
dieser Methode in der Durchflusszytometrie eindeutig die Zellpopulation der NKT-Zellen
identifiziert werden und mit einem elektronischen Fenster am Bildschirm markiert werden, so
dass der prozentuale Anteil der NKT-Zellen an der Gesamtzahl der Lymphozyten berechnet
werden konnte. Bei Versuchen mit Nabelschnurblutproben fiel auf, dass hier die Markierung
der Zellen mit den Antikorpern gegen CDI161 und Va24 keine eindeutig abgrenzbare
Population ergab (Abbildung 8, links). Bei der Verwendung von zwei Antikorpern, die an die
spezifischen Ketten des NKT T-Zellrezeptors Vo24 und VP11 binden und diese somit
markieren, zeigte sich dagegen auch bei Nabelschnurblutproben in dem Quadranten, der die
Zellen abbildet, auf denen beide mit Antikdrpern markierten Oberflichenmolekiile vorhanden
sind (hier: Q2-6, Abbildung 8, rechts), eine eindeutig abgrenzbare Zellwolke, die somit als
fetale NKT-Zellen identifiziert werden konnte. Die unterschiedlich gute Identifizierung fetaler
NKT-Zellen mit verschiedenen Antikorperkombinationen hédngt moglicherweise damit
zusammen, dass CD161 bei fetalen NKT-Zellen nur in geringem Mal} exprimiert wird und
erst im Laufe der Reifung heraufreguliert wird, wie eine Studie von Kadowaki nahe legt (96).
Um die durchflusszytometrische Zellsortierung durchzufiihren, muss die zu sortierende
Zellpopulation auf dem Bildschirm eindeutig zu markieren sein, um eine Kontamination mit
anderen Zellen zu vermeiden. Deshalb wurde die Antikdrperkombination gegen Vo24 und

VP11 fiir alle folgenden Versuche bei Erwachsenen und Nabelschnurblut benutzt.
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Abbildung 8: Markierung von Nabelschnur (NSB) NKT-Zellen mit zwei verschiedenen Antikorper-
kombinationen

Im Quadranten Q2-6 kommen diejenigen Zellen zur Abbildung, die mit beiden Oberfldchenrezeptoren gegen die
die verwendeten Antikorper gerichtet sind, ausgestattet sind. Die Kombination der Antikorper gegen Va24 und
CDI161 zeigt keine klar abgegrenzte NKT-Population im Quadranten Q2-6 (linke Abbildung), wihrend die
Kombination der Antikdrper gegen Vo24 und VP11 eine definierte Subpopulation sichtbar macht, erkennbar
einer klar abgrenzbaren Zellwolke in Quadrant Q2-6 (rechte Abbildung).

4.3 Ermittlung der notigen Antikorpermenge

Mit Hilfe eines Titrationsversuches konnte die fiir die Farbung optimale Antikérpermenge
ermittelt werden. Dazu wurden zu 10° Zellen von jedem Antikérper einmal 20ul, einmal 10l
und einmal Sul gegeben und die Ergebnisse verglichen. Dabei zeigte sich, dass hinsichtlich
der Abgrenzbarkeit der Populationen und beziiglich der vom Computer berechneten
prozentuellen Anzahl von NKT-Zellen an der Gesamtlymphozytenzahl kein Unterschied
zwischen den Konzentrationen 5ul pro 10° Zellen, 10ul pro 10° Zellen und 20ul pro 10°
Zellen bestand (Abbildung 9). Deshalb wurde u.a. aus Kostengriinden mit der Konzentration

5ul pro 10° Zellen weitergearbeitet.
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Abbildung 9: Vergleich verschiedener Antikdrpermengen

In einer Reihe dargestellt jeweils Markierung mit je 20ul (erste Spalte), 10ul (zweite Spalte) und Sul Antikrper
(dritte Spalte) pro 10° Zellen. Eingesetzt wurden dabei pro Réhrchen die angegebene Menge Va24-Antikorper und die
gleiche Menge VB11-Antikorper. Die Messung wurde mit Blutproben von drei verschiedenen Spendern (biologische
Replikate) getrennt durchgefiihrt (Reihe 1 — 3). NKT-Zellen kommen im Quadranten Q2 zur Darstellung.
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4.4 Haufigkeitsverteilung der NKT-Subpopulationen

4.4.1 Erwachsene

Mogliche Blutspender wurden in Vorversuchen hinsichtlich der Haufigkeit von NKT-Zellen
im peripheren Blut untersucht. Aus dieser Gruppe von Spendern wurden drei Blutspender mit
bei den Vorversuchen iiber dem Durchschnitt liegenden NKT-Zahlen ausgewihlt. Diese drei
Blutspender wurden fiir die Versuche, bei denen NKT-Zellen durchflusszytometrisch sortiert
werden sollten, als Probanden herangezogen und erneut von jedem eine Blutprobe von 50ml
gewonnen. Hierbei zeigte sich, dass trotz der Auswahl der Spender, die eine moglichst hohe
Ausbeute an NKT-Zellen garantieren sollte, die Héufigkeit der NKT-Zellen bei einzelnen
Individuen schwankt. Bei den drei ausgewihlten erwachsenen Spendern reichte die
Haufigkeit der NKT-Zellen im periphervenosen Blut von 0,01% bis 0,29%. Der Mittelwert
betrug 0,19%, wobei die Gesamtlymphozytenzahl 100% entspricht. Dabei waren im Mittel
44.01% der NKT-Zellen CD4", 34,89% DN und 0,19% CD8". Auffallend ist hier die breite
Streuweite der Verteilung der einzelnen Subpopulationen (Tabelle 2). Die Subpopulationen
DN und CD4" machen bei allen drei Spendern den groBten Anteil aus, wihrend CD8" NKT-
Zellen jeweils die kleinste Gruppe bilden.

Spender NKT % DN CD4" CD8"
1 0,29 74,29 11,43 12,38
2 0,01 19,3 75,44 0
3 0,26 11,08 45,17 28,8

Tabelle 2: Prozentueller Anteil der NKT-Subpopulationen bei Erwachsenen

Die Anzahl der NKT-Zellen gemessen an der Gesamtzahl der Lymphozyten reichte bei den verschiedenen
Spendern von 0,01% bis 0,26%. Der prozentuale Anteil der Subpopulationen an der Gesamt-NKT-Zahl variiert
bei den einzelnen Spendern stark.

4.4.2 Fetale NKT-Zellen

Bei drei Nabelschnurblutproben von verschiedenen Spendern reichte die Haufigkeit der NKT-
Zellen von 0,01% bis 0,03% bezogen auf die Gesamtzahl der Lymphozyten. Der Mittelwert
betrug 0,02%. Der iiberwiegende Anteil fetaler NKT-Zellen war CD4" (Mittelwert: 85,85%),
wihrend die DN NKT-Zellen deutlich seltener vorhanden waren (Mittelwert: 8,05%) und
CD8" NKT-Zellen (Mittelwert: 0,33%) kaum vertreten waren (Tabelle 3). Besonders in der
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Gruppe der DN NKT-Zellen fillt eine deutliche Variabilitit bei den drei verschiedenen
Spendern auf. Der prozentuelle Anteil der DN NKT-Zellen reichte von 0,23% bis 18,18%.

Spender NKT % DN CD4" CD8"
NSB 1 0,03 18,18 81,82 0
NSB 2 0,01 5,75 86,37 0,99
NSB 3 0,01 0,23 89,37 0

Tabelle 3: NKT-Subpopulationen im NSB

4.5 NKT-Zellen Erwachsener haben keine N-Region

Wie zu erwarten, zeigten die NKT-Zellen, die aus dem Blut Erwachsener gewonnen worden
waren, keine N-Region an der Verkniipfungsstelle zwischen dem variablen Segment 24 und
dem Joining-Segment 18. Die Sequenz des T-Zellrezeptors stimmte mit der von Porcelli et al.
(83) angegebenen Sequenz iiberein (Tabelle 4). Wenn moglich wurden hierbei die
unterschiedlichen Subpopulationen DN, CD4" und CD8" jeweils getrennt analysiert. Es
zeigten sich keine Unterschiede in den einzelnen Untergruppen. Sowohl die Sequenzen als

auch die Chromatogramme (Beispielchromatogramm, Abbildung 10) stimmten {iberein.

\Y N J
Erwartete Sequenz (83) tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
Spender 1 DN tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
CD4"  tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
CD8"  tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
Spender 2 DN tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
CD4"
CD8"
Spender 3 DN tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
CD4"  tac atc tgt gtg gtg agce gac aga ggc tca acc ctg
CD8"  tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg

Tabelle 4: Vergleich der T-Zellrezeptor Sequenzen

Bei Spender 2 waren schon bei der durchflusszytometrischen Zellsortierung keine CD8* NKT-Zellen vorhanden.
Trotz vorhandener CD4* NKT-Zellen gelang hier bei sehr geringem Ausgangsmaterial auch keine Amplifikation
der CD4" Probe.
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Abbildung 10: Beispielchromatogramm nach erfolgter Sequenzierung

Jede Spitze steht dabei fiir eine Base. Die unterschiedlichen Farben reprisentieren die vier Basen Adenin (griin),
Guanin (schwarz), Thymin (rot) und Cytosin (blau). Da eindeutige Spitzen abgrenzbar sind und der Strich
unterhalb der Basenabfolge griin eingefirbt ist, kann eine eindeutige Basensequenz angenommen werden.

4.6 NKT-Zellen aus Nabelschnurblut haben keine N-Region

Da fetale NKT-Zellen hauptsichlich CD4" waren, reichte das Material der iibrigen
Subpopulationen nicht fiir eine erfolgreiche Reverse Transkription und PCR aus, weshalb nur
die T-Zellrezeptoren der CD4" Zellen sequenziert werden konnten. Entgegen unserer These
zeigte sich jedoch auch bei den fetalen NKT-Zellen, dass diese zwischen dem variablen
Segment 24 und dem Joining-Segment 18 keine N-Regionen enthalten und mit der
urspriinglichen von Porcelli et al. definierten Sequenz liickenlos iibereinstimmen (Tabelle 5).

Auch die Chromatogramme zeigen die urspriingliche Sequenz (Abbildung 11).

\Y N J
Erwartete Sequenz (83) tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
NSB 1 CD4" tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
NSB 2 CD4" tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg
NSB3 CD4" tac atc tgt gtg gtg agc gac aga ggc tca acc ctg

Tabelle 5: T-Zellrezeptorsequenzen im NSB
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Abbildung 11: Sequenzen der CD4" gesorteten NKT-Zellen aus Nabelschnurblut
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4.7 Vo24'Vp11 NKT-Zellen im Nabelschnurblut

Um mogliche Unterschiede zwischen Va24"VBI1" und Va24"VB11~ NKT-Zellen zu
untersuchen, wurden diese in einer zweiten Versuchsreihe verglichen. Die Sequenzen der
amplifizierten a-Kette von Va24"VB11" Proben ergaben die erwartete Sequenz ohne N-
Regionen. Bei einer der Proben aus Va24"VB11~ NKT-Zellen gelang in der PCR keine
Amplifikation der a-Kette, in der zweiten Probe entsprach die Sequenz der erwarteten
Sequenz. Bei der dritten Probe entsprach die ermittelte Nukleotidsequenz der erwarteten
Sequenz ohne N-Nukleotide, das Chromatogramm unterschied sich jedoch in diesem Fall
deutlich von den bisher sequenzierten Proben. Genau am Ubergang von Vo24 zu Jal8 brach
die eindeutige Sequenz ab und es zeigte sich ein ,,Rauschen‘ im Chromatogramm (Abbildung

12). (Abbildung der anderen Chromatogramme: siche Anhang)

Abbildung 12: Sequenz Va24"VB11°
Am Ubergang von Vo024 zu Jal8 bricht die eindeutige Sequenz ab und es zeigt sich ein Rauschen im
Chromatogramm.
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Um einen Fehler bei der Sequenzierung, der zufillig zu einem Abbruch des Chromatogramms
am Ubergang von Vo24 zu Jal8 gefiihrt haben konnte, auszuschlieBen, wurde eine
Wiederholung der PCR mit der cDNA, die dieses Sequenzierergebnis erbracht hatte,
durchgefiihrt und dieses PCR-Produkt erneut zum Sequenzieren gegeben. Auch bei der
Wiederholung der Sequenzierung zeigte sich ein Rauschen im Chromatogramm genau am
Ubergang von Va24 zu Jal8. Die angegebene Nukleotidsequenz stimmte zwar wiederum mit
der erwarteten Originalsequenz iiberein, doch die Farbverteilung des Chromatogramms zeigt,
dass diese Sequenz nicht wie zuvor eindeutig ist, erkennbar an einem griinen Unterstrich,
sondern einen hohen Anteil an Diskrepanzen aufweist, was durch die gelbe beziehungsweise

rote Markierung verdeutlicht wird (Abbildung 13).

Clp. ¢ BQWLI  Sequence: 180802 Vadd Vaddneu C

16.06.2002

30148 Jre——
/\
3 6-66--TA- GCAA GATACT GGBAGAGG-CET GT TTCCCT GACAATCAT GACTT -CAG-GA

wAA WA S~ AN NNV NNAAAAMNAAANANNAS A Dl V- G VAVAY VAV PN e A
o T e P e e e

GCGATTCAGCC TCCTACATC TG TGTBGOTGAGC GACAGAGGC TCAACCC TGGGG AGGC TATACT T TGGAG: A 6 GAC TTTY T

Abbildung 13: Wiederholung der Sequenzierung der Probe Vo24"Vp11° NKT-Zellen
Auch bei der Wiederholung der Sequenzierreaktion bricht das eindeutige Signal im Chromatogramm genau am
Ubergang von Vo24 zu Ja18 ab (—), erkennbar am Wechsel der griinen Farbmarkierung zu gelb und rot.
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5 Diskussion

5.1 NKT-Zellen

5.1.1 Unterschiedliche Definitionen von NKT-Zellen

Der Begriff ,Natiirliche Killer T-Zelle* wird fiir sehr unterschiedliche Zellen verwendet. Die
urspriingliche Definition der NKT-Zellen als T-Zellen, die CD161 auf ihrer Oberflidche
tragen, wird inzwischen meist nicht mehr als ausreichende Klassifikation angesehen (41; 42;
72). Die Definition iiber den T-Zellrezeptor der NKT-Zellen, wie sie dieser Arbeit zugrunde
liegt, wird jedoch nicht von allen Autoren verwendet. Viele Arbeitsgruppen stiitzen sich auch
auf die Reaktivitdt der NKT-Zellen mit dem Molekiil aGalactosylceramid (aGalCer). Da es
auch aGalCer reaktive T-Zellen gibt, die nicht den konservierten, invarianten T-Zellrezeptor
tragen, lassen sich Ergebnisse von Studien, die unterschiedliche Definitionen fiir NKT-Zellen
verwenden, nicht zwangsldufig vergleichen, obwohl beide fiir sich in Anspruch nehmen
NKT-Zellen untersucht zu haben. Vergleicht man die verschiedenen Moglichkeiten NKT-
Zellen zu definieren, stellt sich jedoch die Frage, ob es sinnvoll ist, einen Zelltyp anhand
seiner Reaktivitidt auf ein kiinstliches Molekiil zu definieren. aGalactosylceramid kommt im
menschlichen Organismus natiirlicherweise nicht vor, da es sich um ein kiinstlich
modifiziertes Molekiil handelt, dessen Ausgangsstoff Bestandteil eines Meeresschwamms ist.
Versuche, die darauf abzielen den Phénotyp und die Funktion bestimmter Zellen in vivo
besser zu verstehen, konnen nur dann aussagekriftige Ergebnisse liefern, wenn die zu
untersuchenden Zellen nach der Gewinnung moglichst wenigen unnatiirlichen Reizen
ausgesetzt sind. Da man bis jetzt nicht exakt weifl, welche Umweltbedingungen die
Entwicklung und Funktion von NKT-Zellen in ihrer natiirlichen Umgebung steuern, ist es
entscheidend eine Definition zu wihlen, die nicht von der Aktivierung der Zellen abhingt.
Die Definition, die sich der Aktivierbarkeit von NKT-Zellen durch aGalCer, das an CD1d-
Molekiile gebunden werden kann, bedient, fithrt daher zu Ergebnissen, die nur eingeschrinkt
auf NKT-Zellen in vivo {bertragbar sind. Denn diese Aktivierung stellt einen
unphysiologischen Reiz fiir die Zellen dar. Moglicherweise reagieren nur bestimmte NKT-
Populationen auf oGalCer, wihrend andere nicht aktiviert werden und daher bei der
Auswertung von Versuchen nicht beachtet werden. Es konnte auch sein, dass die Aktivierung
der NKT-Zellen durch aGalCer Regulationsmechanismen in den Zellen in Gang bringt, die zu

einer Anderung von Oberflichenrezeptoren und zu einer gesteigerten oder verminderten
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Synthese bestimmter mRNA-Transkripte fithrt. Dies wiederum kann sich auf die Interaktion
mit anderen Zellen und auf die Produktion von Zytokinen und Chemokinen auswirken.
Werden diese Parameter schon von vornherein durch die Ausgangsbedingungen des
Versuches beeinflusst, ohne dass man genau weil}, in welchem Ausmal} und mit welchem
Ergebnis, lassen sich die erzielten Versuchsergebnisse nur eingeschrinkt interpretieren. Durch
diese Versuche kann zwar dargelegt werden, inwiefern sich T-Zellen nach der Aktivierung
mit aGalCer weiter verhalten und welche ihrer Gene aktiv sind, iiber die Situation in vivo
liefern diese Ergebnisse jedoch allenfalls Hinweise. Deshalb entschieden wir uns dafiir, eine
Definition zu wihlen, die sich nicht auf funktionelle Aspekte, sondern auf morphologische
Gesichtspunkte stiitzt, wie schon die urspriingliche Definition als CD161" T-Zellen. Die
Kombination der spezifischen T-Zellrezeptorketten Va24 und VP11 ermoglichte somit zum
einen eine Suche nach strukturellen Unterschieden in der T-Zellrezeptorsequenz bei
Neugeborenen und Erwachsenen und gestattete zum anderen eine Uberpriifung von
Vorarbeiten, die an fetalen Va24 und VP11 exprimierenden Zellen durchgefiihrt worden
waren, hinsichtlich der Frage, ob es sich bei diesen wirklich um NKT-Zellen handelte.
Aufgrund der hier gewdhlten Definition sind die Ergebnisse dieser Arbeit nicht auf anders
definierte NKT-Zellen iibertragbar. Dies bedeutet, dass es ,,NKT-Zellen* — in diesem Fall
besser als aGalCer-reaktive T-Zellen bezeichnet — geben kann, die N-Regionen tragen. Dies
wire vereinbar mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die aGalCer-reaktive T-Zellen ohne
die spezifische NKT-Zellrezeptor Kombination Va24 V@11 beschrieben haben (15; 30; 42).
Diese T-Zellen mit beliebiger Kombination einer a-Kette mit einer B-Kette besitzen damit
nicht die eingeschrinkte Rezeptorvariabilitit ,invarianter NKT-Zellen und haben

moglicherweise auch N-Regionen wie konventionelle T-Zellen.

5.1.2 NKT-Zellen verschiedener Kompartimente

In der vorliegenden Arbeit wurden die NKT-Zellen aus dem periphervenosen Blut
erwachsener Spender beziehungsweise aus plazentarem Nabelschnurblut isoliert. NKT-Zellen
kommen auch in anderen Geweben vor und unterscheiden sich dort teilweise von den NKT-
Zellen, die im Blut vorhanden sind. NKT-Zellen konnten aus Knochenmark (30), Leber (56)
und Decidua (14) isoliert werden. Die Haufigkeit von NKT-Zellen im humanen Thymus ist
zwar sehr gering (3; 8), dennoch konnte in einer Studie von Baev et al. gezeigt werden, dass
die im Thymus vorkommenden NKT-Zellen vorwiegend CD4" sind und auch bei bis zu fiinf
Jahre alten Kindern nicht in der Lage sind, IL-4 oder IFN-y zu produzieren, was durch

intrazelluldre Antikorpermarkierung dieser Botenstoffe und Analyse mittels Durchfluss-
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zytometrie gezeigt wurde. Erst nach einer dreiwdchigen in vitro Kultur war ein kleiner Teil
dieser aus Thymusgewebe isolierten NKT-Zellen in der Lage IL-4 und IFN-y zu
synthetisieren, wihrend bei NKT-Zellen aus Nabelschnurblut bereits nach einer Kulturzeit
von sieben Tagen ein groBBerer Prozentsatz der Zellen IL-4 und IFN-y produzieren konnte (3).
Berzins et al. (7) zeigten ebenfalls, dass NKT-Zellen aus Thymusgewebe hauptsiichlich CD4"
sind und den Oberflichenmarker CD161 in geringerem Maf3 exprimieren als NKT-Zellen aus
peripherem Blut. Somit unterscheiden sich NKT-Zellen aus verschiedenen Kompartimenten
beziiglich CD4- und CD8-Verteilung, Reaktivitit und Zytokinsekretion mitunter deutlich
voneinander (3; 7; 14). Da in der vorliegenden Arbeit nur NKT-Zellen aus Nabelschnurblut
und peripherem Blut Erwachsener untersucht wurden, kann hier keine Aussage zu moglichen
Unterschieden bei NKT-Zellen aus anderen Kompartimenten gemacht werden. Die Isolation
fetaler NKT-Zellen aus anderen Kompartimenten als dem Blut ist zwar denkbar, praktisch
jedoch im humanen System schwer durchfiihrbar. Fetales Thymusgewebe wird zwar bei
Herzoperationen im Neugeborenenalter entfernt und stiinde Untersuchungen zur Verfiigung,
bei den ,,Spendern* handelt es sich in diesem Fall aber um schwerstkranke Kinder, was die
Ubertragbarkeit der so gewonnenen Ergebnisse auf die natiirliche Situation in vivo bezweifeln
lasst. Zudem verlangen nur wenige, sehr seltene Herzfehler eine sofortige Operation nach der

Geburt, weshalb eine addquate Fallzahl auch schwierig zu erreichen sein diirfte.

5.2 Probandenauswahl

Die in den Vorexperimenten erfolgte Auswahl geeigneter Probanden sollte eine moglichst
hohe NKT-Zellzahl fiir die eigentlichen Versuche garantieren. Warum bei Spenderin 2, bei
der im Vorversuch 0,5% NKT-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl der Lymphozyten
gemessen worden waren, die NKT-Zellzahl bei der durchflusszytometrischen Zellsortierung
nur 0,01% betrug, konnte nicht geklart werden. Auch Sandberg et al. (95) beobachteten
wihrend einer Beobachtungszeit von 11 Wochen Schwankungen der NKT-Zellzahlen, die
jedoch geringer ausfielen als im oben genannten Beispiel. Hier wurden allerdings auch nur je
3 Probanden pro Gruppe untersucht, was eine hohere Variabilitit der NKT-Zellzahl eines
Individuums nicht vollstindig ausschlieBen kann. M6gliche hormonelle Einfliisse, gerade bei
weiblichen Probanden, sind nicht unwahrscheinlich, da zum Beispiel auch eine Erh6hung der

NKT-Zellzahl wihrend der Schwangerschaft beobachtet wurde (64).
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5.3 Nabelschnurblut

Aufgrund der mittlerweile stark verbreiteten Praxis, Nabelschnurblut als Quelle fiir
Stammzellen einzulagern, gestaltete es sich als nicht einfach geniigend Nabelschnurblut-
proben fiir die Versuche zu erhalten. Die Beschrinkung auf gesunde und termingerecht
entbundene Neugeborene schrinkte den Pool moglicher Spender zusitzlich ein. Deshalb
entschieden wir uns zunichst mit einer kleinen Fallzahl (n=3) zu arbeiten. Da insgesamt
sechsmal Va24"VBI11" Proben beziiglich der T-Zellrezeptorsequenz analysiert wurden und
bei keinem ein Hinweis auf N-Regionen gefunden werden konnte, ist es unwahrscheinlich,
dass auch bei groBerer Fallzahl N-Regionen in {iberdurchschnittlich hoher Anzahl zu finden
wiren. Dass in Einzelfillen fetale Va24"VB11" NKT-Zellen N-Regionen tragen, kann zwar
nicht ausgeschlossen werden, dies wire jedoch kein Unterschied zu NKT-Zellen
Erwachsener, da seltene Fille von N-Regionen bei NKT-Zellen Erwachsener beschrieben

sind (23; 28; 86).

Die Isolierung von NKT-Zellen aus Nabelschnurblut brachte es mit sich, dass die Versuche
nicht in hoéchstem Mall standardisiert ablaufen konnten, wie es bei der Isolierung aus
Erwachsenenblut der Fall war. Anders als die standardisierten Blutentnahmen bei
erwachsenen Spendern, die zeitlich geplant werden konnten, erhielten wir die
Nabelschnurblutproben, wenn die Geburten stattgefunden hatten und damit zu allen
moglichen Tageszeitpunkten. Dies brachte es mit sich, dass die Nabelschnurproben in einigen
Fillen einige Stunden aufbewahrt werden mussten, bevor sie weiterverarbeitet werden
konnten. Zudem konnte nicht immer die gleiche Menge Nabelschnurblut gewonnen werden.
Dennoch halten wir die Isolation von NKT-Zellen aus Nabelschnurblut fiir eine geeignete
Methode moglichst atraumatisch humane fetale Zellen untersuchen zu konnen, da sich
groflere Blutentnahmen an Neugeborenen zu Forschungszwecken ohne medizinische
Indikation aus ethischen Griinden verbieten. Um dies zu ermoglichen, miisste auf ein
Tiermodell ausgewichen werden, was jedoch mit einigen Nachteilen verbunden wére. So sind
Ergebnisse, die im Tiermodell ermittelt werden, nie eins zu eins auf das menschliche System
iibertragbar. Deutlich wird dies, wenn man bedenkt, dass murine NKT-Zellen zwar einen
dhnlichen stark konservierten NKT-Zellrezeptor besitzen, dieser aber aus der Kombination
Vo024 mit V8.2, VB2 oder VP7 entsteht und dass bei Miusefeten gar keine NKT-Zellen
gefunden wurden. Wie sich die Verhiltnisse bei anderen Tierarten darstellen und inwiefern

sie dort mit denen beim Menschen vergleichbar sind, ist wenig erforscht.
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Natiirlich ergibt sich auch die Frage, inwieweit Zellen, die aus Nabelschnurblut isoliert
werden, die Verhiltnisse in utero wihrend der Schwangerschaft widerspiegeln. Die
Moglichkeit einer raschen postnatalen Anderung von Organfunktionen ist von der Adaptation
des kindlichen Herz-Kreislaufsystems bekannt und wire auch fiir das Immunsystem denkbar.
Im humanen System ist eine Uberpriifung dieser Annahme nicht moglich, es gibt jedoch
Hinweise aus Tiermodellen, dass Nabelschnurblut in ausreichendem Mall die

immunologischen Verhéltnisse des Feten wihrend der spiten Schwangerschaft abbildet.

5.4 Durchflusszytometrische Sortierung

Um die N-Region des T-Zellrezeptors fetaler NKT-Zellen zu untersuchen und eine
Kontamination durch konventionelle T-Zellen auszuschlieBen, wurden die Zellen
durchflusszytometrisch sortiert. Dieses Verfahren ist geeignet auch sehr kleine
Zellpopulationen mit grofer Reinheit zu isolieren, was es ermoglichte, dass auch die NKT-
Subpopulationen CD4*, DN und CD8" hinsichtlich ihres T-Zellrezeptors untersucht werden
konnten. Obwohl die Blutproben und die isolierten Zellen schonend gehandhabt wurden,
indem sie beispielsweise nur gekiihlt und unter Lichtabschirmung transportiert wurden, kann
eine Beeinflussung der Zellstruktur durch die Prozedur nicht vollig ausgeschlossen werden.
Der Vorgang der Durchflusszytometrie setzt die Zellen zahlreichen Stressoren aus. Sie sind
hohen Driicken ausgesetzt, werden in kurzer Zeit auf bis zu 20 Meter pro Sekunde
beschleunigt, von Lasern angestrahlt, mit mehreren hundert Volt aufgeladen, durch ein
elektrisches Feld von mehreren Kilovolt pro Zentimeter geleitet und treffen dann mit einer
Geschwindigkeit von bis zu 20 Meter pro Sekunde auf die Oberfliche einer Fliissigkeit auf
(12). Diese mechanischen Einflussfaktoren konnten zu einer Herauf- oder
Herunterregulierung von Oberfldchenmolekiilen fithren. Ebenso denkbar wire der teilweise
Verlust der Integritdt von Oberflichenmolekiilen oder Rezeptoren. Wiirde dies diejenigen
Oberflichenmolekiile betreffen, die mit spezifischen Antikorpern markiert wurden und zur
Identifizierung der NKT-Zellen verwendet wurden, konnten sich Anderungen der
Sortierergebnisse ergeben, da zum Beispiel nicht alle NKT-Zellen durch die
Antikorpermarkierung detektierbar wiren. Des Weiteren ist nicht geklirt, inwieweit sich die
oben genannten physikalischen Belastungen auf die zuvor durchgefiihrte Antikorper-
markierung auswirken, wobei eine Losung vorher fest gebundener Antikorper oder gar eine
Verklebung an nicht komplementire Zellstrukturen zu einer Verfilschung des

Sortierergebnisses fithren wiirden. Bei erwachsenen Spendern, die zuvor gescreent worden
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waren, um Probanden mit einer moglichst hohen NKT-Zahl auszuwihlen, fiel auf, dass der
prozentuelle Anteil von NKT-Zellen bezogen auf die Gesamtzahl der Lymphozyten bei der
Zellsortierung stets geringer war als zuvor in der einfachen Durchflusszytometrie. Eine
Alternative zur durchflusszytometrischen Zellsortierung wire die Anreicherung mit Hilfe von
magnetgekoppelten Microbeads. Dabei werden die gewiinschten Zellen wiederum mit
Antikorpern markiert, die zusitzlich mit magnetischen Nanopartikeln gekoppelt sind.
AnschlieBend werden die Zellen durch eine Siule geleitet, die durch ein starkes elektrisches
Feld magnetisch aufgeladen wird, so dass die magnetisch markierten Zellen beim Spiilen der
Séule zuriickbleiben. Durch anschlieBendes Spiilen der Sdule ohne elektrisches Feld kann
dann die gewiinschte Zellpopulation gewonnen werden. Die gewiinschte Antikorper-
kombination Va24 VP11 ist jedoch nicht mit magnetisch gekoppelten Partikeln verfiigbar, so
dass eine andere NKT-Definition gewihlt werden miisste. Zudem ist auch mit dieser

Methode eine Beeinflussung des Zellphédnotyps nicht auszuschlie3en.

5.5 DN und CDS8" NKT-Zellen im Nabelschnurblut

Wie oben erlédutert gelang bei der Amplifikation mit Hilfe der spezifischen Va24Jal8 PCR
bei Proben aus Nabelschnurblut nur die Amplifikation von CD4" NKT-Zellen. Diese machen
zwar den Hauptanteil der NKT-Zellen im Nabelschnurblut aus, es liel sich jedoch auch
immer eine geringe Zahl an doppelt negativen und sogar vereinzelt CD8" NKT-Zellen
nachweisen. Die Sequenzierung der CD4" Proben erbrachte keinerlei Hinweise auf das
Vorhandensein von N-Regionen in dieser Subpopulation. Es konnte jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass DN und CD8" fetale NKT-Zellen N-Regionen enthalten. Im
nichsten Schritt wurde die RNA aus gesorteten NKT-Zellen isoliert, die nicht in
Subpopulationen aufgeteilt worden waren, so dass die Gesamt-RNA von CD4", CD8" und
DN NKT-Zellen gewonnen werden konnte. Da auch hier die Sequenzierung der PCR
Amplifikate keine Hinweise auf N-Regionen ergab, kann man davon ausgehen, dass diese

Aussage fiir alle Subpopulationen auch im fetalen System gilt.
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5.6 Unterschiede zu Vorarbeiten

Die in den Vorarbeiten angewandte Methodik unterscheidet sich stark von dem in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Verfahren. So wurden damals in Guanidin-Isothiocyanat-
Puffer (GT-Puffer) gelagerte Nabelschnurblutproben aus der GINI-Studie (German Infant
Nutrition  Intervention  Study) als  Probenmaterial  verwendet. In  dieser
Allergiepriaventionsstudie sollte der Einfluss allergenarmer Siuglingsnahrung auf die
Entwicklung von Allergien untersucht werden. Dazu wurden Studienteilnehmer ausgewihlt,
die durch eine positive Familienanamnese fiir atopische Erkrankungen selbst ein erhohtes
Risiko fiir die Entwicklung von Asthma oder Allergien hatten. Parallel dazu wurde eine
Kontrollgruppe ohne erhohtes Risiko fiir Atopie rekrutiert. Von allen Miinchner Teilnehmern
wurden dabei jeweils Nabelschnurblutproben in GT-Puffer bei —80°C aufbewahrt. Diese
eingefrorenen Proben wurden circa zehn Jahre spiter als Ausgangsmaterial fiir die Versuche
der vorausgehenden Arbeit verwendet. Dies ermoglichte es zwar, eine groBe Anzahl
verschiedener Nabelschnurproben in kurzer Zeit bearbeiten zu konnen, aber es konnte nie mit
frischem Blut gearbeitet werden. Das Aufbewahren von Zellen, selbst wenn deren
Nukleinsdauren durch einen Lysepuffer vor Degradierung geschiitzt werden sollen, fiihrt
immer zu einer geringeren Ausbeute bei der RNA-Extraktion, weshalb mehrere Studien von
der Aufbewahrung des Zellmaterials vor der Weiterverarbeitung abraten und eine sofortige
RNA-Extraktion empfehlen (27; 70). Dies ist vor allem bei Untersuchungen an NKT-Zellen
zu bedenken, da es sich hierbei um eine kleine Zellpopulation handelt, bei der schon geringe
Schwankungen der RNA-Quantitit eine anschlieBende Reverse Transkription aufgrund des zu
geringen Ausgangsmaterials unmoglich machen konnen. Da nicht bekannt ist, ob und
inwiefern die genaue Struktur und der Aufbau einer Nukleinsédure einen Einfluss auf hohere
oder niedrige Resistenz gegeniiber dem Prozess des Einfrierens und der Lagerung haben,
kann es sein, dass durch Aufschieben der RNA-Extraktion nicht mehr alle vormals
enthaltenen mRNAs der Extraktion zugefiihrt werden konnen und dass einige — eventuell

durch anderen Aufbau definierte — vernachlédssigt werden.

Des Weiteren wurde in den Vorversuchen die mRNA per Hand mit Hilfe einer modifizierten
Methode der sauren Guanidinium-Thiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion gewonnen.
Dabei wird das Zelllysat mit Natriumacetat und einem wasser-gesittigten Phenol-
Chloroformgemisch gemischt, was zu einer Phasentrennung des Gemisches in eine obere
wissrige Phase und eine darunterliegende organische Phase, die hauptsidchlich Chloroform
enthilt, fiihrt. Die RNA liegt, da sie durch Guanidinium und Wasserstoff komplexiert wird, in

der wissrigen Phase vor, wihrend sich Proteine in der unteren organischen Phase sammeln.
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DNA liegt hauptsidchlich an der Phasengrenze vor. Um die RNA zu gewinnen wird dann mit
einer Pipette die wissrige Phase abgenommen und die RNA mit Isopropanol gefillt. Hinzu
kommen noch mehrere Inkubationsschritte bei —20°C und Waschschritte mit Ethanol, um
ungewiinschte Salze wieder zu entfernen. Im Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Methode, ist dies sehr vom Konnen und der Erfahrung des Laboranten abhédngig
und damit nie in der standardisierten Weise moglich, die eine automatische robotergesteuerte
RNA-Extraktion ermoglicht. Studien zu unterschiedlichen Methoden der RNA-Extraktion
zeigten, dass die Guanidinium-Thiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion im Vergleich mit
der Extraktion mit einer Silikamembran zu einer geringeren Ausbeute an RNA, hiufiger zu
einer Kontamination mit genomischer DNA (27), zu verminderter Integritit der RNA (78)
und geringerer RNA-Qualitit (47), gemessen am A260/A280 Quotient, fiihrt.

Um die Kontamination der extrahierten RNA mit genomischer DNA auszuschliefen, sollte
stets bei der Reversen Transkription ein Teil der gewonnenen RNA ohne Zugabe der
Reversen Transkriptase inkubiert werden und mit dem Produkt dann weiter verfahren werden
wie mit den eigentlichen Proben. Da sich in der Probe ohne Zugabe von Reverser
Transkriptase keine DNA befindet, findet die Tag-Polymerase als DNA-abhingige
Polymerase in der PCR keine Matrize. Folglich erscheinen in der Gelelektrophorese des PCR-
Produkts keine Banden. Finden sich hier wider Erwarten Banden, darf die gesamte Probe
nicht verwendet werden, da sie genomische DNA enthédlt. In der meiner Arbeit
vorausgehenden Arbeit wurde trotz der groferen Gefahr einer Kontamination mit
genomischer DNA, die durch die Phenol-Chloroform-Extraktion gegeben ist, sowohl auf
einen DNase-Verdau als auch auf eine Kontrollreaktion ohne Zugabe der Reversen
Transkriptase bei der cDNA-Synthese verzichtet. Es ist daher theoretisch moglich, dass die
dort gefundenen N-Regionen auf eine Kontamination mit genomischer DNA zuriickzufiihren
sind. So konnte sich genau zwischen Va24 und Ja18 ein nur wenige Nukleotide langes DNA-
Stiick befinden, das in der genomischen DNA vor dem Spleilvorgang noch vorhanden ist, in
der fertigen mRNA jedoch entfernt ist.

In der vorausgegangenen Arbeit wurde die gewonnene cDNA zunidchst einer PCR
unterzogen, die alle T-Zellrezeptor-Gensequenzen, die mit Vo24 beginnen, amplifizierte.
Dazu wurden Primer verwendet, die so konstruiert waren, dass die Enden der entstehenden
PCR-Produkte komplementir zu den Enden der mit Restriktionsenzymen geschnittenen E.
coli Plasmide waren. Somit konnten Plasmide und PCR-Produkte ligiert werden, von E. coli
aufgenommen werden und die Plasmide mit den verschiedenen T-Zellrezeptorsequenzen

kloniert werden. Diejenigen Klone, die Plasmide aufgenommen hatten, wurden ausgewdhlt
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und die Plasmide aufgereinigt, um die DNA wiederum einer PCR zu unterziehen, die diesmal
identisch mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Vo24Jal8 PCR war. Dieses
Vorgehen erlaubt die Vermehrung von theoretisch allen vorhanden T-Zellrezeptorsequenzen
eines Individuums, birgt aber auch einige Probleme. So arbeitet keine DNA-Polymerase ganz
fehlerfrei, weshalb die Ungenauigkeit des PCR-Produkts durch viele hintereinander
geschaltete Polymerase-Ketten-Reaktionen zunimmt. Ein Fehler, der bereits bei der ersten
PCR, die von Va24 bis zum C-Teil des T-Zellrezeptorgens reichte, auftritt, wiirde in der
zweiten PCR in jedem Zyklus vervielfiltigt, ohne, dass dies bei der Sequenzierung als Fehler
sichtbar wire, da alle PCR-Produkte von Anfang an diese Verdnderung tragen wiirden. Ein
Rauschen im Chromatogramm wiére demnach nicht sichtbar und der Fehler als solcher nicht
erkennbar. Ob es zu Fehlern bei der ersten PCR kommen konnte, und ob dies
tiberdurchschnittlich hiaufig vorkam, wurde nicht iiberpriift, da die PCR-Produkte der ersten
PCR nicht sequenziert wurden, sondern direkt zum Einbau in die Plasmide genutzt wurden.
Dies wiirde jedoch nur dann zu dem Ergebnis fiihren, dass bei fetalen NKT-Zellen in hohem
MaB N-Regionen vorliegen, wenn die Polymerase hauptsichlich am Ubergang zwischen

Vo24 und Ja18 Fehler eingebaut hiitte.

5.7 Va24Jo18-positive T-Lymphozyten mit N-Regionen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass fetale Va24"VB11" NKT-Zellen keine N-
Nukleotide zwischen dem variablen Segment 24 und dem Joining-Segment 18 besitzen. Somit
ergibt sich die Frage, um welche Art von Zellen es sich bei den in Nabelschnurblut
gefundenen Zellen handelt, die N-Regionen aufwiesen. Es wire denkbar, dass diese Zellen
die spezifische NKT a-Kette gepaart mit einer anderen B-Kette als VP11 tragen. Die getrennte
Untersuchung von Va24"VB11* NKT-Zellen und Vo24"VB11™ T-Zellen zeigte, dass bei einer
der gesorteten Va24"VP11~ T-Zellen genau am Ubergang zwischen Vo24 und Jal8 das
Chromatogramm der Sequenzierung ein Rauschen zeigte. Dies spricht dafiir, dass hier nicht
alle in der Probe vorhanden PCR-Produkte die gleiche Sequenz aufweisen, sondern es genau
hier zu Unterschieden in der Nukleotidsequenz kommt, was ein Hinweis auf das Vorliegen
von N-Regionen in dieser Probe sein konnte. Es wire daher moglich, dass die in Vorarbeiten
gefundenen T-Zellen mit N-Regionen Va24"VB11~ T-Zellen und nicht NKT-Zellen im
eigentlichen Sinn waren. Im Gegensatz zu murinen NKT-Zellen gibt es bei humanen NKT-

Zellen nicht nur eine einzige Kombination von a- Kette und -Kette, obwohl die Kombination
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Va24*'VB11" die bei weitem am héufigsten vorkommende ist. Schon von Porcelli et al. (83)
wurde beschrieben, dass bei NKT-Zellen des Menschen zwar hauptsidchlich V11 vorkommt,
jedoch nicht ausschlieBlich. So wurden auch VB2, VB8 und V13 iiberdurchschnittlich oft
gefunden (83). Auch Kadowaki et al. (53) kamen zu dem Schluss, dass Va24"VB11 T-Zellen,
im Gegensatz zu Va24"VB11* NKT-Zellen, am Ubergang zwischen V- und J-Segment keine
identische Nukleotidsequenz aufweisen, und dass sich auch die J-Segmente dieser Zellen
unterscheiden. In der Literatur gibt es jedoch keine Angaben zu der Hiufigkeit von
Va24*VB11" T-Zellen im Nabelschnurblut und im peripheren Blut Erwachsener. Zudem
existieren keine Untersuchungen dariiber, ob bei Neugeborenen neben VP11 die gleichen
anderen P-Ketten vorkommen, die beim Erwachsenen gefunden wurden. Hier wire eine
genauere Charakterisierung der B-Ketten fetaler Va24" T-Zellen angezeigt. Interessant wiire
auch die Haiufigkeitsverteilung von verschiedenen V[-Segmenten im Nabelschnurblut
genauer zu untersuchen, mit NKT-Zellen aus Erwachsenenblut zu vergleichen und zu
untersuchen, ob gerade die NKT-Zellen mit von VP11 abweichenden B-Ketten diejenigen

sind, die N-Regionen aufweisen.

Es bleibt die Frage, warum NKT-Zellen als wichtige regulatorische Zellen des Immunsystems
nicht mit der fiir T-Lymphozyten typischen Variabilitit des T-Zellrezeptors ausgestattet sind.
Diese Tatsache ldsst vermuten, dass das Hauptaufgabenfeld der NKT-Zellen in vivo nicht die
direkte Interaktion mit Fremdantigenen ist, sondern sie hauptsichlich iiber die Regulation
korpereigener Immunzellen zur Abwehrreaktion beitragen. Dieser, bis jetzt noch nicht
identifizierte, Ligand wire demnach auf der Oberfliche der Zellen zu finden, mit denen NKT-
Zellen hauptsichlich interagieren. Die Konserviertheit des TZR von NKT-Zellen deutet auf
einen starken Selektionsdruck wihrend der Evolution hin und konnte bedeuten, dass NKT-
Zellen und der dazugehorige Ligand eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des
Immunsystems spielten. Moglicherweise bringt die weitere Erforschung von Immunzellen,
die erst kiirzlich in das Interesse der Wissenschaft gelangten, wie zum Beispiel die

CD4"CD25" Tregs, weitere Erkenntnisse iiber den natiirlichen Liganden der NKT-Zellen.

5.8 Fetale Va24"Vp11*-Zellen: Hauptakteure des fetalen Immunsystems

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es sich bei Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe an fetalen Vo24"VB11" T-Zellen tatséichlich um NKT-Zellen handelt. So
konnten wir zeigen, dass fetale NKT-Zellen vornehmlich CD4" sind, wie dies auch von

anderen Autoren beschrieben wurde (7; 26; 96). Dies konnte darauf hinweisen, dass fetale
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NKT-Zellen eher regulatorische Funktionen ausiiben und weniger als Effektorzellen zum
Einsatz kommen. Diese Uberlegung beruht auf der Tatsache, dass konventionelle CD4* T-
Zellen fiir die Aktivierung anderer Immunzellen verantwortlich sind, wihrend CD8" T-Zellen
Effektorfunktion besitzen und zytolytisch aktiv sind. NKT-Zellen Erwachsener wurden von
anderen Autoren bereits hinsichtlich ihres Chemokinrezeptorprofils beschrieben, wobei sich
zeigte, dass diese die Thl assoziierten Chemokinrezeptoren CCRS und CXCR3 in hohem
MaB exprimieren (44; 109). Wir konnten nun zeigen, dass fetale NKT-Zellen im Gegensatz
dazu einen Th2 assoziierten Phidnotyp auspridgen, da die Hiufigkeit der NKT-Zellen, die die
Th2 typischen Chemokinrezeptoren CCR4 und CCRS auf ihrer Oberfliche exprimieren im
Nabelschnurblut héher war als im peripheren Blut Erwachsener , wihrend der Anteil CCRS
und CXCR3 exprimierender NKT-Zellen im Nabelschnurblut geringer war als in den
Kontrollen mit Blut Erwachsener (79). Auch Eger et al. (26) zeigten, dass fetale NKT-Zellen
einen hoheren Anteil an CCR4" Zellen aufweisen und dass die Expression von CCR4 durch
Stimulation in einem Th2 begiinstigenden Milieu gesteigert werden kann. Hierbei stellt sich
jedoch die Frage, ob das Vorherrschen Th2 typischer Chemokinrezeptoren durch das
Uberwiegen CD4" NKT-Zellen im Nabelschnurblut bedingt ist oder unabhiingig von der
NKT-Subpopulation auftritt, da es Hinweise auf ein generelles Uberwiegen Th2 typischer
Chemokinrezeptoren bei CD4" NKT-Zellen auch bei Erwachsenen gibt (57; 109). Unsere
Versuche zeigten auch, dass die Chemokinrezeptoren CCR7 und CXCRS, denen eine Rolle
bei der Lymphozytenwanderung zum Lymphknoten zugeschrieben wird, hdufiger bei fetalen
NKT-Zellen vorkommen. Dass fetale NKT-Zellen auch eine hohe Expression des
Oberflichenmolekiils CD62L zeigen, wie von Eger et al. dargelegt (26), unterstiitzt die
Vermutung, dass fetale NKT-Zellen bevorzugt zu den Lymphknoten wandern. Zudem wurde
bereits am Mausmodell beschrieben, dass CCR7 wihrend der Reifung muriner NKT-Zellen
herunterreguliert wird, da NKI.1." Zellen bei Vorhandensein des CCR7 Liganden
SLC/CCL21 Migration zeigten, wihrend NK1.1" Zellen dies nicht taten. (Hierbei entspricht
NK1.1. dem humanen CD161, weshalb NK1.1* Zellen als reife und NK1.1™ Zellen als unreife
NKT-Zellen angesehen werden.) Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Prozentsatz
von NKT-Zellen, die den Chemokinrezeptor CXCR6 exprimieren im Nabelschnurblut hoher
ist als bei Erwachsenen. Auch zu diesem Chemokinrezeptor existieren bereits
Untersuchungen am Mausmodell, wobei sich dort zeigte, dass CXCR6 am Ende der Reifung
hochreguliert wird. Von den Autoren der Studie wurde postuliert, dass CXCR6 essentiell fiir
die Zytokinproduktion und das Uberleben der NKT-Zellen ist (39). Insgesamt deuten die

Ergebnisse zu der Frequenz der Chemokinrezeptoren bei fetalen NKT-Zellen darauf hin, dass
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diese teilweise aktiviert sind, da sie zum einen den Oberflichenmarker CD45RO tragen, der
auf einen stattgefundenen Antigenkontakt hindeutet und typisch fiir Effektor- und
Gedichtniszellen ist, zum anderen aber auch Merkmale zeigen, die typisch fiir naive, noch
nicht vollstindig ausgereifte Zellen sind. Dies konnte bedeuten, dass fetale NKT-Zellen trotz
der phinotypischen Ahnlichkeit mit Effektor- und Gedichtniszellen andere Funktionen
ausiiben, als CD45RO tragende Zellen des Erwachsenen.

Bis vor einiger Zeit nahm man an, dass das heranwachsende Kind intrauterin durch eine
weitgehend sterile Umgebung vor Antigenexposition geschiitzt ist und sich dadurch die
postulierte Unreife des neonatalen Immunsystems erklidren ldsst, da dieses vor der Geburt
keine Moglichkeit gehabt hitte, sich an die Anforderungen des postnatalen Lebens und die
damit verbundene Antigenflut zu adaptieren. Tatsdchlich stellt die intrauterine Umgebung
jedoch keinesfalls eine antigenfreie Zone dar, sondern ermoglicht bereits dem Feten
Antigenkontakt (6; 24; 82; 105). Dass dieser Kontakt auch eine Rolle bei der spiteren
Entwicklung und Funktionalitit des kindlichen Immunsystems spielen kann, wird durch die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Billingham (9) gestiitzt, die zeigte, dass Antigenexposition
wihrend der Fetalperiode zu einer Toleranz gegeniiber dem zuvor zugefiihrten Antigen fiihrte,
wihrend der Kontakt zum gleichen Antigen zu einer Sensibilisierung fiihrte, wenn er erst
nach der Geburt erfolgte. In diesem Zusammenhang kénnten NKT-Zellen dafiir sorgen, dass
das Immunsystem des Fetus auf Antigene nicht so reagiert, wie man es von einem ,,reifen*
Immunsystem kennt, was zu einer Sensibilisierung fithren wiirde, sondern stattdessen eine
Toleranzinduktion gegeniiber diesen Antigenen in Gang setzt. Die Erkenntnis, dass fetale
NKT-Zellen Th2 polarisiert sind, wird unterstiitzt durch die Analyse Chemokinrezeptor-
positiver Vo24"VPB11* fetaler T-Zellen, die mit fetalen NKT-Zellen gleichzusetzen sind, wie
in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnte. Dabei zeigte sich, dass bei
Betrachtung aller NKT-Zellen, IL-4 produzierende NKT-Zellen in Nabelschnurblut hdufiger
vorkommen als im peripheren Blut Erwachsener (92), was auch von Kadowaki et al. (53)
gezeigt wurde. Dieser Effekt war bei den DN NKT-Zellen deutlicher ausgeprigt als bei den
CD4" NKT-Zellen, wobei bei den CD4" NKT-Zellen IFN-y produzierende Zellen weniger
hiufig vorkamen als bei Erwachsenen. Insgesamt lie3 sich dadurch eine Priferenz fetaler
NKT-Zellen fiir IL-4 im Vergleich zu IFN-y erkennen. In den Chemokinrezeptor tragenden
Subpopulationen waren vor allem die DN NKT-Zellen fiir ein Uberwiegen von IL-4 bei
fetalen NKT-Zellen verantwortlich, was dafiir spricht, dass diese Priferenz nicht daran liegt,
dass fetale NKT-Zellen iiberwiegend CD4" sind. Zudem zeigte sich, dass nicht nur die NKT-
Zellen mit den Th2 assoziierten Chemokinrezeptoren CCR4 und CCRS8 hiufiger IL-4
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produzierten, als die entsprechenden NKT-Zellen Erwachsener, sondern fast alle CCR"
Subpopulationen. Die Tatsache, dass wihrend der Schwangerschaft sowohl das fetale als auch
das miitterliche Immunsystem mit semi-allogenen Antigenen konfrontiert ist, es aber trotzdem
nur in den seltensten Fillen zu einer immunologischen Reaktion und damit zu einer
AbstoBung gegen das partiell unbekannte Gewebe kommt, kann nur durch ein tolerogenes
Milieu wihrend der Schwangerschaft erklidrt werden. Inzwischen wird vor allem eine Th2
Ausrichtung des fetalen und miitterlichen Immunsystems fiir dieses tolerogene Milieu
verantwortlich gemacht. In Anbetracht der weitreichenden immunregulatorischen Einfliisse
von NKT-Zellen beim Erwachsenen vermuten wir, dass NKT-Zellen die Toleranz zwischen
miitterlichem Organismus und dem Fetus ermoglichen, indem sie die Auspriagung eines Th2
typischen Milieus gewihrleisten. So konnte gezeigt werden, dass eine gehdufte Anzahl von
Spontanaborten mit einer erniedrigten Zahl von NKT-Zellen in der Decidua assoziiert ist
(117). Daneben konnte der tolerogene Einfluss der NKT-Zellen auch Auswirkungen auf die
Funktion des neonatalen Immunsystems haben. Lange Zeit wurde das Immunsystem
Neugeborener als unreif bezeichnet, da eine effektive Bekdmpfung von Mikroorganismen
beim Erwachsenen durch eine Thl-Antwort des Immunsystems vermittelt wird und
Neugeborene aufgrund der vorherrschenden Th2-Antwort folglich anfilliger fiir bakterielle
und virale Infektionen sind. Doch diese ,,Unreife“ des neonatalen Immunsystems ist
moglicherweise nicht nur Ausdruck eines noch nicht so gut funktionierenden Abwehrsystems,
das erst noch heranwachsen muss, sondern stellt vielleicht eine beabsichtigte Modulation
eines bereits reif angelegten Systems dar. Michaelsson et al. (74) konnten zeigen, dass T-
Lymphozyten Neugeborener in der Lage wiren, effiziente Immunreaktionen zu generieren,
dass deren Aktivitit aber durch bis jetzt nicht umfassend verstandene Mechanismen
herunterreguliert wird. Die Autoren dieser Studie postulierten, dass die Anwesenheit von
CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen (Treg) fiir diese Inhibierung der fetalen T-
Lymphozyten verantwortlich ist. Mehrere Studien weisen darauf hin, dass NKT-Zellen und
Treg eng miteinander interagieren und dass NKT-Zellen fiir die Aktivierung von Treg
erforderlich sein konnten (51; 69). So konnten NKT-Zellen iiber die Aktivierung von Treg in
utero und postnatal zu einer Herabmodulation des kindlichen Immunsystems fiihren. In
Anbetracht der Gefahren eines iiberschieBenden Immunsystems, wie man es beispielsweise
vom sog. ,,toxic shock syndrom* kennt, wo die massive systemische Zytokinausschiittung zu
einer Dysregulation aller Korperfunktionen einschlieBlich Korpertemperatur, Gerinnungs-
system und Blutdruck fiihrt, konnte diese Herunterregulation auch ein Schutz des

Neugeborenen sein. Der Wechsel von der intrauterinen zur extrauterinen Umgebung
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konfrontiert das Neugeborene mit einer Vielzahl neuer und zum gréten Teil unbekannter
Antigene, weshalb es moglicherweise sinnvoller ist, eine hohere Anfilligkeit fiir Infektionen
in Kauf zu nehmen, um eine schidliche und eventuell todliche Uberaktivierung des

Immunsystems zu vermeiden.
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6 Zusammenfassung

Natiirliche Killer T-Zellen sind in vielfacher Hinsicht an der Regulation des Immunsystems
beteiligt und besitzen charakteristische Merkmale, die sie von konventionellen T-Zellen
unterscheiden. Eine dieser Besonderheiten stellt der T-Zellrezeptor von NKT-Zellen dar,
dessen a-Kette immer durch eine Kombination des Variablen Segments 24 und des Joining-
Segments 18, ohne Einfiigung von N-Nukleotiden, entsteht und meist mit einer VB11-Kette
kombiniert wird. Die Besonderheit des fetalen Immunsystems, die durch eine Neigung zu Th2
Immunantworten und durch die Fahigkeiten in hohem Malle Toleranz zu induzieren
gekennzeichnet ist, und die Moglichkeit durch besseres Verstindnis der fetalen
Immunregulation Hinweise auf Mechanismen von Toleranz und Atopie zu erhalten,
verdeutlichen die Notwendigkeit fetale NKT-Zellen genauer zu untersuchen. Da sowohl in
anderen als auch in der eigenen Arbeitsgruppe wesentliche Unterschiede zwischen fetalen
NKT-Zellen und NKT-Zellen Erwachsener festgestellt wurden, stellten wir uns die Frage, ob
sich diese Unterschiede auch auf den T-Zellrezeptor und im Besonderen auf die N-Region
erstrecken. In vorausgehenden Arbeiten mit Nabelschnurblut gab es Hinweise darauf, dass
fetale NKT-Zellen T-Zellrezeptoren mit N-Regionen tragen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen jedoch, dass auch fetale NKT-Zellen keine N-Nukleotide besitzen und dass es sich bei
den in Pilotversuchen gefunden Vo24Ja18*-Zellen moglicherweise nicht um NKT-Zellen der
Definition Vo24"VB11" handelt. Es fanden sich jedoch Hinweise, dass die gefundenen N-
Regionen von Va24"VB11~ T-Zellen stammen konnten und dass diese nicht immer den

charakteristischen invarianten T-Zellrezeptor tragen.

Diese Ergebnisse ermdglichen vorausgehende Arbeiten an fetalen Va24"VB11" T-Zellen in
einem groBeren Zusammenhang zu sehen, da diese eindeutig als NKT-Zellen eingeordnet
werden konnen und somit mit NKT-Zellen Erwachsener verglichen werden konnen. Dabei
zeigte sich, dass fetale NKT-Zellen sowohl im Hinblick auf ihr Chemokinrezeptorprofil als
auch im Hinblick auf die synthetisierten Zytokine phinotypische und funktionelle
Eigenschaften von Th2-typischen Zellen besitzen. Dass die Aufrechterhaltung einer
Schwangerschaft in wesentlichem Maf3 von der Einstellung und Aufrechterhaltung eines Th2
Milieus abhingt, gibt somit einen Hinweis darauf, dass NKT-Zellen auch bei diesem

immunologisch kontrollierten Prozess eine wesentliche Rolle spielen.
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Chromatogramme der Sequenzen des T-Zellrezeptors von NKT-Zellen Erwachsener
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Chromatogramme der Sequenzen des T-Zellrezeptors bei fetalen NKT-Zellen
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Nabelschnurblut 6: Vo24*VB11* (nicht in Ergebnisse einbezogen, da IgA >5mg/dl)
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Nabelschnurblut 7: Vo24"VB11°

Chromatogramme bei Va24"VB11* versus Va24*VB11" Zellen
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