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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

B- und T-Lymphozyten sind die Zellen des adaptiven Immunsystems. Sie verfugen
jeweils Uber ein hochvariables Antigen-Rezeptor-Repertoire. Die T-Zellen lassen sich
anhand ihrer T-Zell-Rezeptor-Struktur in af- und yé-T-Zellen unterteilen; in welchem
Verhaltnis zueinander die beiden Untergruppen vorliegen ist spezies-, alters- und
gewebeabhangig. Wahrend zu Bedeutung und Funktionen von B-Zellen und of-T-
Zellen in den letzten 60 Jahren bereits vieles erforscht wurde, fehlen bislang
Erkenntnisse Uber die genauen Fahigkeiten der y3-T-Zellen sowie eine Erklarung far
deren evolutiondre Co-Entwicklung mit den af-T-Zellen. Das ruhrt unter anderem
daher, dass die klassischen Untersuchungsmodelle der Immunologie Maus und Mensch
sind, diese aber nur relativ wenige y5-T-Zellen besitzen. Im Gegensatz zu Mausen und
Menschen haben Hihner (Gallus gallus) eine vergleichsweise hohe y5-T-Zell-Frequenz
[1] und bieten sich deshalb als Modell zur genaueren Untersuchung der Funktionen und

Fahigkeiten dieser Zellen an.

Da Pathogene, wie Viren und Bakterien, auch intrazellulér vorliegen kénnen und somit
flr die Antikorper der B-Zellen nicht direkt zuganglich sind bzw. Tumorzellen so zum
Teil nicht erkannt werden konnen, bendtigt das Immunsystem hierfiir eine andere
Abwehrstrategie. Diese wird angewendet durch NK-Zellen sowie zytotoxische T-
Zellen, indem sie infizierte oder veranderte kdrpereigene Zellen erkennen und gezielt
abtoten konnen. Im Sauger wird diese Zytotoxizitat auch durch NK-Zellen vermittelt,
wohingegen im Huhn - abgesehen vom intestinalen Epithel - kaum NK-Zellen in
lymphoidem Gewebe wie z.B. im Blut, der Milz oder der Lunge nachzuweisen sind [2,
3]. Es kann allerdings vermutet werden, dass diese Aufgabe im Huhn von den vermehrt
vorhandenen y3-T-Zellen Gbernommen wird, da diese im Sduger in in vitro Studien

zytotoxische Eigenschaften zeigten [4, 5].

v6-T-Zellen spielen beim S&uger eine wichtige Rolle in der ,,first line of defense®, da sie
vor allem in epithelreichen Barriere-Geweben zu finden sind und hier auf eindringende
Pathogene treffen [6, 7]. Verschiedene Aspekte ihrer Funktionsweise sowie ihre
moglichen Liganden blieben aber bislang auch im Bereich der Gefligelimmunologie
ungeklart. Da unsere Arbeitsgruppe vor kurzem ein Langzeit-Kultivierungssystem fir
Hihner-y5-T-Zellen etabliert hat, konnen nun insbesondere die zytotoxischen

Fahigkeiten dieser Zellen und deren Rolle im Haushuhn naher untersucht werden.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 HUHNER IN DER IMMUNOLOGIE

2.1.1 Bedeutung von Huhnern flr die Forschung

Geflligel hat eine enorme wirtschaftliche Bedeutung. Allein in Deutschland werden
jahrlich tber 660 Millionen Huhner geschlachtet (Jahr 2015) [8]. Das entspricht einem
Pro-Kopf-Verbrauch an Geflugelfleisch von 19,1 kg; gleichzeitig werden jedes Jahr im
Durchschnitt 227 Eier pro Kopf verzehrt (2014) [9]. Daraus ergibt sich insgesamt ein
jahrlicher Umsatz von ca. 10 Milliarden Euro in der Gefllgelindustrie [10]. Huhner
werden in Deutschland groBtenteils in intensiven Haltungsformen gehalten; um die
dabei auftretenden hohen Tierzahlen auf geringem Raum madglichst gesund zu erhalten
und gleichzeitig wirtschaftlich erfolgreich Gefliigelwaren produzieren zu konnen, ist

eine umfassende Forschung in vielen Bereichen notwendig.

Neben dem wirtschaftlichen Aspekt ist die Geflugelgesundheit auch fur den Schutz der
Bevolkerung vor Zoonosen entscheidend. Beispielsweise waren in den letzten Jahren in
Deutschland in mehreren Wellen Gefliigelbetriebe und Wildvdgel von der sogenannten
»Vogelgrippe®, also der Gefliigelpest, ausgelost durch das avidre Influenzavirus HSNS,
betroffen [11, 12]. Nur das exakte Verstdndnis der Pathologie und der
Ubertragungswege ermaglicht eine sinnvolle Prophylaxe sowie im Ausbruchsfall die

Bekampfung dieser Erkrankungen.

Antibiotikaresistenzen nehmen heutzutage rapide zu und stellen einen groRen
Risikofaktor fiir die menschliche und tierische Gesundheit dar [13]. Haufig wird hierflr
auch der teilweise prophylaktische bzw. metaphylaktische Antibiotikaeinsatz in der
Nutztier-Industrie verantwortlich gemacht [14], sodass im Bereich der Bakteriologie,
der Epidemiologie und der Immunologie verschiedene Strategien zur Senkung des
Antibiotikaeinsatzes entwickelt werden. Auch hierbei spielen Hihner eine wichtige

Rolle als Versuchs- und Modelltiere.

2.1.2 Huhner in der Immunologie — historisch

Das Immunsystem der Vogel eignet sich gut um grundsétzliche Mechanismen der

Immunantwort bei Wirbeltieren zu erforschen, da sich Séugetiere und Végel vor rund
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300 Millionen Jahren aus dem gleichen reptilienartigen Vorfahren entwickelt haben und
sich daher viele Facetten ihres Immunsystems teilen. Entscheidender Vorteil der
Forschung im Gefliigel gegentiber der im Sdugetier war der einfache Zugang zu allen
embryologischen Stadien im Ei. Einige der im VVogel gewonnenen Erkenntnisse wurden
erst spater auf den Sduger Ubertragen. Aufgrund der enormen wirtschaftlichen
Bedeutung und der Verfligbarkeit von Inzuchtlinien erfolgte ein Grofteil der aviéren
immunologischen Forschung im Haushuhn, Gallus gallus domesticus [15].

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts erforschte James Murphy Tumorwachstum
und -abwehr in adulten Huhnern und Hihnerembryos [16] und entdeckte so die
Bedeutung der Lymphozyten bei der Abwehr von transplantiertem Fremdgewebe sowie
beim Schutz vor Infektionen. Allerdings wurde den Ergebnissen seiner Forschungen
damals wenig Aufmerksamkeit geschenkt, sodass die Lymphozyten erst in den 1950ern
,wiederentdeckt” wurden [17]. Auch die Rolle der B-Lymphozyten fiir die Produktion
von Antikdrpern, bzw. die Bursa fabricii als Ort ihrer Differenzierung wurde im Huhn
entdeckt [18]. Dass ein Aquivalent dazu im Séauger aufgrund der Ahnlichkeit der
lymphoiden Gewebe zwischen Séuger und Gefliigel existieren misste, wurde ersichtlich
[19] und spéter im Knochenmark entdeckt. Entscheidende Erkenntnisse bei der
Entwicklung von Impfungen stammen aus Forschungen im Huhn. Nachdem Edward
Jenner Ende des 18. Jahrhunderts das Prinzip der Vakzination mit Lebendimpfstoffen
durch Versuche mit Kuhpocken erkannte, entdeckte Louis Pasteur fast hundert Jahre
spater groRtenteils zufallig den Effekt von attenuierten Vakzinen bei Untersuchungen

von Pasteurella multocida in Hithnern [20].

2.1.3 Huhner in der Immunologie — aktuell

Im Jahr 2004 wurde das Huhner-Genom als erstes ,,Nicht-Sauger“-Genom komplett
sequenziert und ver6ffentlicht [21]. Das bietet einen neuen Blickwinkel auf die
Genomentwicklung der Vertebraten und verbessert zudem die Maoglichkeiten der

Annotierung von Saugergenen.

In der Weiter- bzw. Neuentwicklung von Vakzinen spielen Hihner durch die leichte
Zuganglichkeit zu allen embryologischen Stadien auch heute noch eine groRe Rolle. Die
Idee, Individuen schon vor der Geburt bzw. des Schlipfens immunisieren zu kdnnen,
um postnatal Gber ein moglichst abwehrfahiges Immunsystem zu verfligen, wurde an

Hihnern realisiert [22]. So kénnen beispielsweise Lege- und Masthiihner mit einer



Literaturtibersicht 4

in ovo-Impfung gegen den Marek-Virus am ED18 durch Vakzinierungs-Maschinen

geschiitzt werden.

Die Gesunderhaltung groRer Bestdnde zur Verbesserung der Wirtschaftlichkeit in der
Gefllgelindustrie sowie der Schutz der Bevoélkerung vor Zoonosen sind wichtige
Themen der immunologischen Forschung. Obwohl das Immunsystem des Haushuhns
das am besten untersuchte einer Nicht-Sauger-Spezies ist [15], besteht dennoch
unbedingter Forschungsbedarf im Bereich der Grundlagenforschung, da viele
Fragen - zum Beispiel die genaue Funktionsweise der yo6-T-Zellen im Geflugel - noch

ungeklart sind.
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2.2 T-ZELLEN

2.2.1 Einteilung der T-Zellen

T-Lymphozyten lassen sich funktionell in T-Helfer-Zellen (Ty), zytotoxische T-Zellen
(CTL) und regulatorische T-Zellen (Tyg) einteilen. Alle T-Zellen sind CD3 positiv auf
ihrer Oberflache. T-Helfer-Zellen sind zusatzlich CD4 positiv und sezernieren Zytokine
um Immunreaktionen zu modulieren. CTLs hingegen sind CD8 positiv und haben
zytotoxische Eigenschaften gegentiber Zielzellen. T,y sind ebenfalls CD4 positiv,
zudem exprimieren sie den Transkriptionsfaktor FoxP3. Sie schitzen den Kdorper vor
uberschiefenden Immunreaktionen indem sie regulierend auf das Immunsystem
einwirken. Auf T-Zell-Rezeptor-Ebene ist eine Unterscheidung in af- und yo-T-Zellen
maglich [23]. Uber die Funktion der af-T-Zellen ist vor allem beim Sauger schon vieles
bekannt, y5-T-Zellen dagegen sind sowohl beim Séauger als auch beim Huhn funktionell

in weiten Bereichen noch nicht charakterisiert.

2.2.2 Unterschiede zwischen af- und y6-T-Zellen

af- und yd-T-Zellen haben den gleichen Vorlaufer aus dem Knochenmark, erst wahrend
der Entwicklung im Thymus werden sie unterscheidbar durch die verschiedenen Ketten
aus denen sich ihre T-Zell-Rezeptoren (TCR) zusammensetzen. Zwar teilen sich y3-T-
Zellen viele Oberflachen-Proteine und einige Effektorfunktionen — wie die
Zytokinproduktion und die Zytotoxizitdt — mit den ap-T-Zellen, dennoch gibt es grolie

Unterschiede zwischen den beiden T-Zell-Subpopulationen.

Je nach Tierart unterscheidet sich die Frequenz mit der die jeweiligen T-Zell-
Subpopulationen vorliegen: es gibt y5-TCR-low und y3-TCR-high Spezies. Die Ursache
der speziesspezifischen Unterschiede ist noch nicht geklart. y5-T-Zellen sind nicht
zwangslaufig auf eine Antigenprozessierung oder deren Présentation durch einen
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) angewiesen um aktiviert zu werden, af-T-
Zellen hingegen schon [24, 25]. Sie konnen im Gegensatz zu af-T-Zellen auch I6sliche
Proteine und Nicht-Peptid-Verbindungen erkennen [26]. Ein weiterer Unterschied
besteht in der Anzahl der Genvarianten, die fur den Vorgang der somatischen
Rekombination der jeweiligen Ketten zur Verfligung steht [27], und in der Diversitét
der theoretisch moglichen Rezeptorvarianten, wobei die y5-T-Zellen die grolere
aufweisen [28].
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2.3 yd-T-ZELLEN IM SAUGER

2.3.1 Vorkommen

v6-T-Zellen prasentieren zusammen mit ap-T-Zellen, natirlichen Killerzellen (NK) und
B-Zellen die vier Varianten an Lymphozyten, die in allen bislang untersuchten
Vertebraten vorkommen, mit Ausnahme der Agnatha [6, 28]. Daraus lasst sich
schlieen, dass jede dieser vier fur die Ausbildung einer vollstdndigen
Immunkompetenz notwendig ist. Nachdem B-Zellen bereits in den 50er Jahren des
letzten Jahrhunderts [18] und ap-T-Zellen Anfang der 1980er-Jahre identifiziert wurden
[29, 30], charakterisierten Brenner et. al. 1986 eine zweite Population von T-Zellen.
Dabei wurden T-Zellen in peripheren Blutlymphozyten (PBLs) gefunden, die mit dem
Antikorper CT-3 [31] detektiert werden konnten, die aber durch die bis dato bekannten
Antikorper gegen die a- bzw. p-Kette der T-Zell-Rezeptoren nicht ansprechbar waren

[23]. Diese CT-3 positiven aff negativen T-Zellen sind die y5-T-Zellen.

0,5 bis 16% der CD3 positiven Zellen im Blut von Erwachsenen sind y3-T-Zellen,
wobei der Durchschnitt bei 4% liegt. Ebenso wenige sind in den lymphatischen
Organen zu finden, es scheint kein Tropismus speziell fur das Epithel zu geben [6, 32,
33]. In adulten Mdausen machen yd-T-Zellen 1 bis 4% der gesamten T-Zellen im
Thymus und den sekundéren lymphatischen Organen aus, auch in der Lunge liegen
wenige yo-T-Zellen vor. Dagegen tragen 10-20% der T-Zellen im Reproduktionstrakt,
bzw. 20-40% der intraepithelialen Lymphozyten (IELs) und 50-70% der T-Zellen in der
Haut den vyo-T-Zell-Rezeptor [34]. Besonders aufféallig sind dabei die dendritic
epidermal T cells (DETCs), die alle einen identischen y3-TCR exprimieren [35]:
Vy5Vél [36].

Im Gegensatz zum Menschen und der Maus, die beide zu den Spezies mit einer
niedrigen yo-T-Zell-Frequenz gehoren, haben Rinder, Schweine, Schafe und Ziegen
einen wesentlich hoheren Anteil an y5-T-Zellen. Im adulten Rind sind 20-40% der
T-Zellen des peripheren Blutes yo-T-Zellen, wobei sie eine hohe Rezeptor-Diversitat
aufweisen. Im Gegensatz zum Menschen werden die bovinen yd-T-Zellen auch
vermehrt in den Trabekeln der Lymphknoten gefunden, auBerdem sind sie in den
epithelialen Oberflachen der Haut und des Darmtrakts lokalisiert [37]. Bei Kalbern
konnten sogar bis zu 60% der zirkulierenden T-Zellen als y3-T-Zellen identifiziert
werden [38]. Im Schwein, mit ber 30% yo-TCR-exprimierenden T-Lymphozyten im

Blut [39], wurden mehrere unterschiedliche Populationen wvon y3-T-Zellen
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nachgewiesen, z.B. eine die phanotypisch den y3-T-Zellen anderer Sduger gleicht, und
eine andere, die sich durch die Expression von CD2, CD6 und CD8 unterscheidet [40].
Bei Schafen, in denen 30-60% der T-Zellen als yo5-T-Zellen identifiziert werden kénnen,
wurde der spezielle Oberflaichenmarker T19 gefunden, der insbesondere reife y3-T-
Zellen anfarbt [41]. Auch im Schaf verdndert sich der prozentuale Anteil der yoé-T-
Zellen altersabhéngig: in den ersten Wochen nach der Geburt erhoht sich ihr Anteil
schnell auf 60%, dieser fallt dann im Laufe des ersten Lebensjahrs auf 30% ab. Bei
adulten Tieren im Alter von 5 bis 8 Jahren sind nur noch 5-10% der peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMCs) y3-T-Zellen. Ebenso sind y3-T-Zellen vor allem im
Epithel und der Lamina propria des Intestinums und in der Haut zu finden, und zwar
insbesondere in Bereichen, die nicht mit Wolle bedeckt sind [42]. Bei Ziegen ist
ebenfalls der Anteil an y3-T-Zellen mit tGber 20% im peripheren Blut postnatal am
hdchsten und fallt dann ab [43].

Spezies Frequenz yo-T-Zellen [Beleg]
Mensch 0,5-16,0% [6]
Maus 1,0-4,0% [6]
Hund 2,5% [44]
Meerschweinchen 8,6% [45]
Ratte 1,0-5,0% [46]
Rind 20,0-40,0% [37]
Schaf 10-30,0% [42]
Ziege 5,0-20,0% [43]
Schwein 30,0% [39]
Huhn 15,0% [1]
Zebu 11,0-20,0% [47]
Elch 18,0% [48]

Abbildung 1: Anteil an y8-T-Zellen im Blut adulter Individuen

2.3.2 y6-T-Zellentwicklung im Sauger

T-Lymphozyten stammen wie auch die B-Lymphozyten wvon multipotenten
hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark ab. Die Vorlaufer-Zellen
wandern aus dem Knochenmark tber das Blut in den Thymus ein, wo sie dann reifen
[49]. Im Thymus wird den sich entwickelnden Thymozyten ein einzigartiges
Mikromilieu geboten; sie erhalten hier durch den Rezeptor Notchl ein Signal von den

Stromazellen, das die spezifischen Gene ,,anschaltet [50]. Die Thymozyten und die
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Epithelzellen im Thymus beeinflussen sich gegenseitig [51]; auBerdem wird der
Thymus auch von Makrophagen, die ebenfalls aus dem Knochenmark stammen,
besiedelt. In Mé&usen entwickelt sich der Thymus auch drei bis vier Wochen postnatal
weiter, wohingegen der Thymus beim Menschen zum Zeitpunkt der Geburt komplett
herangebildet ist. Die meiste T-Zell-Produktion erfolgt vor der Pubertét, danach bildet
sich der Thymus zurick und die Produktion neuer T-Zellen sinkt, dauert aber
lebenslang an. Sowohl im Menschen als auch in der Maus bleibt eine Thymektomie
nach der Pubertit ohne merklichen Einfluss auf die T-Zell-Funktion bzw. -Anzahl [52].
Die T-Zell-Vorlaufer proliferieren stark im Thymus, 98% von ihnen sterben jedoch
direkt im Thymus wieder durch Apoptose [53]. Diese scheinbare Verschwendung von
T-Zellen ist ein wichtiger Schritt in der T-Zell-Entwicklung, da alle autoreaktiven
Zellen aussortiert werden mussen. Die Unterteilung der T-Zellen in ihre zwei Subtypen
mit entweder af- oder y6-TCR auf ihrer Oberflache erfolgt frih wéhrend der Reifung
im Thymus durch das gene rearrangement, dabei sind y3-T-Zellen zu einem friiheren
Zeitpunkt nachweisbar [54]. Zu Beginn der Entwicklung tragen alle Thymozyten auf
ihrer Oberfliche weder CD4 noch CD8 und werden daher als doppelt negativ
bezeichnet [55]. Ca. 20% dieser doppelt negativen Zellen sind y5-T-Zellen. Sie wandern
aus dem Thymus — im Gegensatz zu den af-T-Zellen — ohne positive oder negative
Selektion in Richtung Peripherie aus. Die y3-T-Zellen verlassen den Thymus in
mehreren Wellen, wobei die Zellen aus jeder dieser Wellen jeweils ein anderes Gewebe
besiedeln. In der Maus kolonisieren die y3-T-Zellen der ersten Welle die Epidermis und
bilden dort die DETCs, die zweite Welle besiedelt den Reproduktionstrakt [56]. Trotz
der sehr grolRen theoretisch moglichen Varianz durch das gene rearrangement tragen
die yo-T-Zellen dieser friithen Wellen jeweils einen sehr dhnlichen Rezeptor [57]. In den
frihen fetalen Thymozyten ist das Enzym terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)
noch nicht nachweisbar, was aber zwingend erforderlich ware fir eine N-Nukleotid-
Addition. Die nachfolgenden Wellen an y3-T-Zellen migrieren eher in periphere
lymphatische Gewebe [52].

2.3.3 Funktionen der y6-T-Zellen im Sauger

Den yo-T-Zellen wurde bereits eine Vielzahl teilweise widersprichlicher
Effektorfunktionen zugeschrieben, ihre tatsachlichen Funktionen sind aber noch nicht
vollstandig aufgeklart. Carding und Egan fuhrten 2002 aus, dass man yo-T-Zellen
uberhaupt nicht als einzelne Gruppe von Zellen betrachten kdnne, da ihre Funktionen
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sich entsprechend ihrer Gewebeverteilung, der Struktur ihres Antigenrezeptors, des
lokalen Mikromilieus und wie und zu welchem Zeitpunkt der Immunantwort sie
aktiviert worden sind, unterscheiden [28]. Da vyoé-T-Zellen in adulten Tieren
hauptsachlich in epithelreichen Geweben, wie der Haut, dem Intestinaltrakt oder dem
Reproduktionstrakt, gefunden werden, zahlt man sie zur ,.first line of defense* [6]. Die
Entwicklung ihres TCR-Repertoires, die sowohl Thymus-abhangig als
auch -unabhéngig stattfinden kann [33], die Abwesenheit eine MHC-Restriktion [24]
und ihre Fahigkeit sowohl l6sliche Proteine als auch Nicht-Protein-Antigene endogenen
und exogenen Ursprungs erkennen zu kdnnen unterscheidet sie von afp-T-Zellen [26].
Da die Antigene zur Erkennung durch den y3-TCR weder prozessiert noch an ein MHC
gebunden sein mussen [58], kdnnen yo-T-Zellen ein grolRes Spektrum an Antigenen

erkennen.

Grundsétzlich haben y3-T-Zellen zwei Funktionen: die Produktion von Zytokinen und
Zytotoxizitat. Dabei &hnelt sich das Spektrum produzierter Zytokine zwischen aff- und
vo-T-Zellen. Sowohl af- als auch vy3-T-Zellen fungieren als zytotoxische T-
Lymphozyten (CTLs); jedoch konnen nur yd-T-Zellen diese Zytotoxizitdt MHC-
unabhéngig ausiiben sowie eine Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC)
mediieren [5] .

In Infektionsversuchen wurde mehrfach belegt, dass y3-T-Zellen vor allem in der frihen
Phase der Immunantwort eine Rolle spielen, die ap-T-Zellen dagegen erst spater in
Erscheinung treten [59, 60]. Dabei agieren sie in Mé&usen nach einer Infektion mit
Listeria monocytogenes als initiale Produzenten von Interferon-y, bzw. reagieren auf
eine Infektion mit Nippostrongylus brasiliensis mit IL-4-Produktion [61]. In L&sionen
von Multiple-Sklerose-Patienten wurde in friilhen Stadien der Krankheit ebenfalls mit
bis zu 30% der T-Zellen eine erhohte Frequenz an y5-T-Zellen festgestellt, in spéateren
Stadien dagegen eher af-T-Zellen [62]. In verschiedenen Maus-Modellen von
Infektions- und Autoimmunerkrankungen erwiesen sich yd-T-Zellen initial als die
hauptsachlichen IL-17-Produzenten [36]. IL-17 initiiert die Entziindungsantwort indem
es die Reifung von Neutrophilen sowie deren Rekrutierung aus dem Knochenmark
induziert [63].

Das Fehlen von y3-T-Zellen erlaubt ein schnelles Eintreten von oral zugefiihrten
Mikroben, wie z.B. Yersinia pseudotuberculosis, Toxoplasma gondii und Salmonella
typhimurium; der gleiche Effekt tritt bei Abwesenheit von af-T-Zellen nicht auf [64,
65] . yo-IELs im Dinndarm produzieren als Antwort auf penetrierende Bakterien
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antimikrobielle Faktoren. Dabei ist die Aktivierung von dem epithelialen zell-internen
Signalprotein MyD88 abhéngig, was darauf schlieBen l&sst, dass die umgebenden
Epithelzellen aktivierend auf die y5-T-Zellen einwirken [66].

2.3.4 Struktur des yo-TCRs im Sauger

vo-T-Zellen, ap-T-Zellen und B-Zellen sind die einzigen Zellen, die das somatische
Rearrangement von V-, D- und J-Genen zur Generierung der Diversitat ihrer Antigen-
Rezeptoren nutzen. Sowohl die Identifizierung der y- als auch die der 5-Kette im

Genom erfolgten zuféllig [67, 68].

Der y3-T-Zell-Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus einer y- und einer o-Kette.
Verbunden sind diese beiden Ketten Uber eine Disulfidbriicke, die nahe der
Zellmembran liegt. Jede dieser Ketten hat membranfern variable und membrannah
konstante Regionen. Der intrazelluldre Anteil des TCRs ist sehr kurz, woraus sich die
Notwendigkeit eines Cofaktors flr die Signallbertragung ins Zellinnere ergibt. Dieser
Cofaktor ist der CD3-Komplex. Der CD3-Komplex besteht beim S&uger aus 3 Ketten:
der y-, der &- und der e-Kette sowie dem ({-Homodimer [69]. Die drei Ketten sind durch
schrittweise Genduplikationen aus einem urspriinglichen CD3-Gen entstanden [70, 71].
Die CD3-Ketten formen zwei Dimere, ein CD3y-CD3e- und ein CD34-CD3e-
Heterodimer. Der TCR ist auf der Zelloberflache nur in Kombination mit dem CD3-
Komplex zu finden, da er ihn benétigt, um sich korrekt auf der Oberflache zu

konfigurieren [5].

Die potenzielle Diversitat des yo-TCRs ist trotz der vergleichsweise geringen V-Gen-
Repertoires enorm und grof3er als die der af-T-Zellen und der B-Zellen zusammen [28].
Dieses vielféltige Rezeptor-Repertoire wird ermdglicht durch die somatische
Rekombination der V-, D- und J-Gensegmente der 6-Kette, bzw. der V- und J-Segmente
der y-Kette und die nachfolgende zufallige Kombination dieser beider Ketten. Die
Komplexitat der Verbindungsregion zwischen den Gen-Segmenten wird zusétzlich
erhoht durch die Addition bzw. Deletion von Nukleotiden in diesem Bereich [72, 73].
Trotz der grofRen potenziellen Diversitét liegen in bestimmten Geweben, beispielsweise
der murinen Haut, nur y5-T-Zellen mit einer bestimmten Version des y5-TCRs vor [74].

Der daftr verantwortliche Mechanismus ist bislang weitgehend unklar.
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2.4 v6-T-ZELLEN IM HUHN

2.4.1 Vorkommen

Das Haushuhn z&hlt genau wie das Schwein [75], das Rind [37], das Schaf [42] und die
Ziege [43] zu den Spezies mit einem hohen Vorkommen von yd-T-Zellen mit bis zu
50% der peripheren Lymphozyten. Sowder et al. entwickelten 1988 den monoklonalen
Antikorper TCR1, der ein aviares CD3-assoziiertes Heterodimer erkennt, welches dem
Sdauger vo-T-Zell-Rezeptor &hnelt. Dadurch war es erstmals mdoglich die
gewebespezifische Verteilung der yo-T-Zellen im Huhn zu untersuchen. 10% der
Thymozyten, 15% der zirkulierenden Lymphozyten, 25% der Milzzellen und unter 1%
der Zellen in Bursa und Knochenmark sind TCR1 positiv [1]. Die ersten Zellen mit yo-
TCR-Expression auf ihrer Oberflache erscheinen im Thymus an Tag 12 der
Embryoentwicklung (ED12), ab ED15 werden sie auch in der Milz nachgewiesen; dabei
ist der Grof3teil der TCR1 positiven Zellen CD4 und CD8 negativ, nur ein Anteil von 5-
15% zeigt sich mit einer Expression von CD8 auf der Oberflache. In der Milz befinden
sich TCR1 positive Zellen vor allem in den Milzsinusoiden und sind hdufig CD8
positiv. In der Milz des adulten Huhns formen y5-T-Zellen Aggregate im Bereich des
Ubergangs zwischen Cortex und Medulla, vermehrt um kleine Venen herum [76]. Im
Darm findet man TCRL1 positive Zellen ab ED16, welche gleichzeitig auch CD8 positiv
sind, Uberwiegend im Epithel, wohingegen in der Lamina propria eher TCR2 positive
Zellen mit einer Coexpression von CD4 vorliegen [77]. y3-T-Zellen exprimieren
wahrend ihrer Entwicklung im Thymus kaum CD4 und CD8, sind spéter im peripheren
Gewebe aber hdufig CD8 positiv, was unterschiedlich ist zu humanen y3-T-Zellen, die
sowohl im Thymus als auch in der Zirkulation doppelt negativ sind [78]. Im Gegensatz
zur Maus, in der yo-T-Zellen vermehrt in der Epidermis der Haut zu finden sind [79],
konnten im Huhn keine TCR1 positiven Zellen in der Haut gefunden werden [77]. Die

Frequenz der y5-T-Zellen im Huhn nimmt mit dem Alter grundsatzlich zu [27].

Auch das Geschlecht des Individuums hat eine Auswirkung auf die Frequenz der yo-T-
Zellen, so ist bei H&hnen im Alter von 4 bis 6 Monaten eine starke Androgen-induzierte

Expansion der y3-T-Zellen im Blut und in der Milz nachweisbar [80].

Der CD8-Corezeptor liegt im Huhn ebenso wie im Sduger entweder als
CD8af-Heterodimer oder als CD8aa-Homodimer vor. Der Grofteil der CD8 positiven
vo-T-Zellen in Thymus, Milz und Blut von adulten Hihnern exprimiert das

Heterodimer, in der Milz von Embryos und jungen Hihnern (berwiegt hingegen das
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Homodimer. 60% der yd-T-Zellen in IELs tragen das CD8aa-Homodimer, 40% das
CD8of3-Heterodimer [81].

2.4.2 yo-T-Zellentwicklung im Huhn

Die Entwicklung der T-Zellen im Huhn erfolgt ahnlich der des Sdugers, mit einigen

Besonderheiten.

Die Entwicklung der y3-T-Zellen im Huhn ist streng Thymus-abhéangig [82]. Sie erfolgt
in drei Wellen wahrend der embryonalen Entwicklung, jeweils gefolgt von drei kurzen
Perioden in denen der Thymus empfanglich ist fur die Vorlaufer-Stamm-Zellen [83].
Der Thymus als Organ ist mit definiertem Cortex und Medulla ab ED12 erkennbar [84].
Die Kolonisation des Thymus durch T-Zell-Vorlaufer beginnt mit der ersten Welle an
EDG, die zweite an ED12 und die dritte etwa ab ED18 und dauert an bis kurz nach dem
Schlipfen [85]; jede dieser Wellen erstreckt sich ber ein bis zwei Tage und wird von
der darauffolgenden Welle durch eine refraktare Phase getrennt. Dabei korreliert jede
Kolonisations-Welle mit einer erhohten Anzahl an Vorlaufer-T-Zellen in der
Blutzirkulation. In den refraktdren Phasen sind hingegen keine Vorldaufer-T-Zellen im
Blut nachweisbar. Werden sie jedoch experimentell intravends injiziert, sind sie in der
Lage ohne Verzdgerung ihren Weg in den Thymus zu finden [86]. Die Expression der
TdT ist in Thymozyten ab ED12 nachweisbar, also erst nach der ersten Welle der
Kolonisation, das heif3t erst die zweite Generation der T-Lymphozyten ist TdT positiv
[87]. Das Enzym TdT ist notwendig fiir die N-Region-Addition von Nukleotiden nach
der somatischen Rekombination aus V, (D,) und J-Gensegmenten des TCRs. Nach jeder
Welle entstehen aus den Vorlaufer-Zellen drei Tage friiher y5-T-Zellen als of-T-Zellen.
Die unterschiedlichen T-Zelllinien kénnen mit Hilfe monoklonaler Antikdrper detektiert
werden und zwar mit TCR1 flr y3-T-Zellen, mit TCR2 fur ap-T-Zellen mit Vp1-
Expression und mit TCR3 fur ap-T-Zellen mit Vp2-Expression [88, 89]. Die ersten
TCR1 positiven Zellen mit dem y3-TCR-CD3-Komplex auf der Oberflache sind an
ED12 nachweisbar; ihre Anzahl erhéht sich im Folgenden und erreicht den H6hepunkt
an ED15 mit ca. 30% TCRL1 positiven Zellen. TCR2 positive Zellen sind ab ED15
nachweisbar mit einem Hohepunkt an ED17 und 18 [84], TCR3 positive dann ab ED18.
Auch im Huhn scheinen y3-T-Zellen im Gegensatz zu of-T-Zellen keiner Selektion im
Thymus ausgesetzt zu sein. af3-T-Zellen werden im Huhn ebenfalls im Thymus positiv
und negativ selektiert vergleichbar mit dem S&uger. Unreife TCR2 positive Zellen sind
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dabei CD4 und CD8 doppelt positiv, TCR1 positive Zellen sind hingegen doppelt
negativ [85].

Die y6- und afp-T-Zellen verlassen den Thymus in Richtung Peripherie in der gleichen
Reihenfolge in der sie in ihn eingewandert sind. In der Milz sind y5-T-Zellen ab ED15
nachweisbar, TCR2 positive Zellen erst ab ED19 und TCRS3 erst zwei Tage nach dem
Schlipfen [90]. Im Darm des Embryos sind yoT-Zellen erstmals ab ED16 oder 17

vorzufinden [82].

2.4.3 Funktionen der yo-T-Zellen im Huhn
Da yo-T-Zellen in Hihnern in vielen Geweben vermehrt vorkommen, scheinen sie eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr zu spielen. Verschiedene Studien wiesen nach, dass

sich die Frequenz von y3-T-Zellen bei Infektionen im Huhn erhoht.

Da Gefliigel eine wichtige Quelle fur Salmonella-Infektionen beim Menschen ist,
wurden vor allem Studien mit verschiedenen Salmonella-Spezies vorgenommen. Berndt
und Methner verglichen im Jahr 2001 die Entwicklung der yd-T-Zell-Frequenz nach
Infektion mit einem nicht-attenuierten Salmonella typhimurium-Stamm sowie nach
Immunisierung mit einem attenuierten Impfstamm mit nicht infizierten Tieren gleichen
Alters. Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe stieg dabei die Anzahl insbesondere der CD8
positiven yo-T-Zellen im Blut, im Caecum, in der Bursa und in der Milz deutlich an;
dabei waren die Veranderungen bei den infizierten Tieren pragnanter als bei den
immunisierten [91]. Eine nachfolgende Studie mit Salmonella enterica Serovar
Enteritidis konnte nachweisen, dass im peripheren Blut die Anzahl der CD8aa hoch
positiven yd-T-Zellen nach Immunisierung mit Salmonellen deutlich steigt, was
ebenfalls die entscheidende Rolle der yd-T-Zellen der Hihner in der Abwehr von
Salmonella-Infektionen unterstreicht [92].

Die Kokzidiose, ausgeldst durch die intrazellul&ren protozoischen Parasiten Eimeria sp.,
ist eine bedeutende Erkrankung in der Geflugelindustrie und daher wurde auch die
Rolle der y5-T-Zellen in dieser Infektion friih untersucht. Nach Infektion mit Eimeria
acervulina erhohte sich die Anzahl der TCR1 positiven IELsS in zwei untersuchten
Huhnerrassen deutlich [93]. Dabei stieg auch insbesondere die Anzahl der CD8
positiven yo-T-Zellen. Allerdings bedeutet die Akkumulation von yd-T-Zellen nicht

zwangslaufig, dass diese direkt auf die Pathogene antworten, sie konnten auch
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regulatorische Einflisse auf die ap-T-Zellen haben oder als bystander-Zellen fungieren,
die lediglich durch lokale Zytokine angelockt wurden [94]. Dennoch zeigen CDS8
positive yd-T-Zellen den Phdnotyp von aktivierten Zellen, z.B. sind sie grofier und
exprimieren MHC Kilasse Il auf ihrer Oberflache [95].

In Untersuchungen der Graft-versus-Host-Reaktion in Huhnern konnte gezeigt werden,
dass Wirts-y5-T-Zellen in Regionen von Lasionen, die durch Spender-of-T-Zellen

verursacht wurden, rekrutiert und aktiviert wurden, sodass sie dort proliferierten [96].

2.4.4 Struktur des yo-TCRs im Huhn

Der Aufbau des y5-TCRs beim Haushuhn entspricht im Wesentlichen dem des Saugers.
Der TCR des Huhns ist ein heterodimerer Oberflachenrezeptor zur Erkennung von
Antigenen. Jede TCR-Kette besteht dabei aus zwei Domanen der Immunglobulin-
Superfamilie mit jeweils einem variablen und einem konstanten Anteil. Die beiden

Ketten sind durch eine Disulfid-Briicke miteinander verbunden.

Der membranferne variable Anteil besteht im Fall der 6-Kette aus einem V-, einem D-
und einem J-Element, bei der y-Kette aus einem V- und einem J-Element. Verglichen
mit dem af-TCR entspricht die 8- der B-Kette und die y- der o-Kette, bzw. erstgenannte
ahneln der schweren Kette der Immunglobuline und letztere der leichten Kette. Durch
den Vorgang der somatischen Rekombination entsteht im Bereich der hypervariablen
Region 3 (CDR3), also der Verbindung aus VDJ bzw. VJ, eine grof3e Sequenzdiversitat.
Diese wird zusétzlich erweitert durch das zuféllige Anfligen und Entfernen von
Nukleotiden an den Verbindungsstellen zwischen V (, D) und J. AuBerdem erfolgt die
Kombination verschiedener y- und 8-Ketten zufallig, wodurch die Vielfalt des Rezeptor-
Repertoires weiter erhéht wird. Im Gegensatz zu den B-Zellen erfolgt bei den T-Zellen
aber keine zusatzliche Erweiterung der Rezeptorvarianz durch somatische

Hypermutation in germinalen Zentren sowie kein gene conversion [27].

Der konstante Teil des TCRs ist durch den transmembrandsen Anteil in der
Zellmembran verankert und hat einen sehr kurzen zytoplasmatischen Schwanz,
wodurch kein direktes Signal ins Zellinnere weitergegeben werden kann. Daher ben6tigt
jeder TCR Hilfe zur Signallbertragung durch den CD3-Komplex. Im Gegensatz zum
Sauger, der drei Gene fur den CD3-Komplex besitzt [97], haben Haushihner nur zwei

Gene: ein Homolog zu CD3¢ und ein Homolog zu CD3y/3. Beide Gene sind auf dem
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Chromosom 24 zu finden [98, 99]. Ebenso wie der Sduger besitzt auch das Huhn das ((-
Homodimer, welches auf dem Chromosom 1 kodiert wird. Ein funktioneller y5-TCR
besteht immer aus einer y- und einer 6-Kette, CD3e und CD3y/6 und einem (-
Homodimer (siehe Abbildung 2).

Q/hedD
3edD
Q/AedD
3edD

tC-Homodimer

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des y46-TCR-CD3-Komplexes

Die Gene, die die 5-Kette kodieren, liegen beim Huhn auf Chromosom 27 zwischen den
Sequenzen fiir Va und Ja der a-Kette des af-TCRs (siehe Abbildung 3). Der Locus flr
die 3-Kette besteht aus einer Familie von V3-Genen mit 36 Mitgliedern, zwei Versionen
von D§, zwei von J3 und einem Gen fiir C5 [100, 101]. Beim Huhn wurde aulRerdem auf
dem Chromosom 10 ein zweiter TCRS-Locus entdeckt, der ebenfalls ein V, ein D, ein J

und ein C enthalt, dessen Bedeutung aber bislang unklar ist [102].

Die Gene der y-Kette liegen beim Huhn auf dem Chromosom 2. Sie bestehen aus drei

Vy-Familien mit jeweils acht bis zehn Mitgliedern, drei Versionen von Jy und einem

Gen fiir Cy [103].
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TCR 8 ﬂ ﬂ ﬂ E Chromosom 10

Abbildung 3: Schema der TCR-Genloci des Haushuhns
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25 ZYTOTOXIZITAT

Im Immunsystem besitzen verschiedene Zellen zytotoxische Fahigkeiten: Naturliche
Killerzellen (NKs) und zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) [104]. Diese haben damit
die Maoglichkeit korpereigene Zellen, die fur den Organismus eine Gefahr darstellen
konnten, abzutdten. lhre Ziele konnen viral, bakteriell oder parasitér infizierte oder
neoplastisch verdnderte Zellen sein. Entscheidend ist hierbei die verléassliche
Unterscheidung  zwischen  fremd/verdndert und  koOrpereigen/gesund,  um
Autoimmunreaktionen zu verhindern. Nach Erkennung der Zielzelle schittet die
zytotoxische Zelle entweder mittels Exozytose aus ihren praformierten,
zytoplasmatischen Granula Perforin und Granzym aus, was zu Membranldsionen auf
der Zielzelle und letztendlich zu deren Zelltod flhrt [105], oder sie vermittelt Gber die
Interaktion zwischen Fas-Rezeptor (CD95) und Fas-Ligand die Apoptose der Zelle
[106].

2.5.1 Zytotoxizitat bei Sduger-NK-Zellen

Die natirlichen Killerzellen von Sdaugern erkennen gesunde korpereigene Zellen daran,
dass sie Selbst-MHC Klasse I-Molekiile sowie inhibitorische NK-Zell-Rezeptoren
tragen. Ein Fehlen dieses Selbst-MHC-KIlasse I-Molekiils auf einer Zielzelle — das
sogenannte ,,missing self“ [107] — induziert die Lyse der Targetzelle mit Hilfe von
aktivierenden Rezeptoren [108]. NK-Zell-ahnliche Aktivitdt wurde in vielen
Wirbeltieren nachgewiesen und wird als ein Teil der friihen Immunantwort verstanden,
die eine Rolle spielt, noch bevor T- und B-Lymphozyten Uberhaupt auftauchen [109].
Natlrliche Killerzellen sind als Zellen des angeborenen Immunsystems in die
Immunabwehr von Tumoren und die frihe Kontrolle von intrazellularen Pathogenen
involviert; ihre hauptséchlichen Funktionen dabei sind die Zytotoxizitdt sowie die
Produktion von Zytokinen [110]. Sie iiben ihre sogenannte ,,natiirliche” Zytotoxizitit
nicht-adaptiv, MHC-unabhangig und zellmediiert aus [111].

2.5.2 Zytotoxizitat bei Sduger-yo-T-Zellen
Borst et al. untersuchten im Jahr 1987 Klone von peripheren Blut-Lymphozyten (PBLS),
die durch CD3 auf ihrer Oberflache als T-Lymphozyten zu bestimmen waren, die aber

sowohl CD4 als auch CD8 negativ waren und die weder eine a- noch eine -Kette des
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TCRs trugen. Diese Population von T-Zellen zeigte eine MHC-unabhédngige
Zytotoxizitdt gegenuiber Zielzellen. Auf ihrer Oberfliche konnte die y-Kette in
Assoziation mit CD3 detektiert werden, woraus geschlossen werden kann, dass es sich
hierbei um zytotoxische yo-T-Zellen handelt. Diese Zellen dhneln mit ihrem CD3
positiven, aber CD4 negativen und CD8 negativen Phéanotyp eher den NK-Zellen als
den bis dato bekannten zytotoxischen of-T-Zellen, die CD3 und CD8 positiv waren.
Auch die Befahigung zur MHC-unabhdngigen Zytolyse und zur Mediierung von ADCC
gleicht den CD3 negativen NK-Zellen [5]. Kurz darauf konnten auch fir murine IELS
zytolytische Fahigkeiten nachgewiesen werden, und zwar insbesondere fir y5-T-Zellen
mit CD8-Expression [112]. Phillips et al. zeigten, dass primédre Thymozyten mit yo-
TCR-Expression keine Zytolyse mediieren konnten, nach Kultivierung mit IL-2
hingegen war eine MHC-unabhéngige Zytotoxizitdt nachweisbar [4].

Seitdem wurden vielseitige zytotoxische F&higkeiten von yo-T-Zellen nachgewiesen.
Humane Vy9Vs2-T-Zellen kdnnen infizierte, aktivierte und transformierte Zellen tber
verschiedene Wege abtoten, die Zelltod-induzierende Rezeptoren wie CD95 (Fas) und
TNF beinhalten, und Uber die Freisetzung von zytotoxischen Effektormolekilen wie
Perforin und Granzym [113, 114]. AuBerdem tragen sie direkt zur Pathogen-
Beseitigung bei indem sie bakteriostatische bzw. bakteriolytische Molekiile wie
Granulysine oder Defensine produzieren [114, 115]. Indirekt kdnnen sie antibakterielle
Funktionen von anderen Immunzellen bzw. Epithelzellen induzieren, z.B. indem sie
mittels IL-17A neutrophile Granulozyten anlocken [116].

2.5.3 Zytotoxizitat bei Hihner-NK-Zellen

Die spontane Zytotoxizitdt ohne vorausgegangene Sensibilisierung ist ein typisches
Charakteristikum von nattrlichen Killerzellen, die einen wichtigen Bestandteil der
zellmediierten Immunitat darstellen. NK-Zellen beim Huhn wurden in adulter Milz
[117] und in der Milz von Embryonen nachgewiesen [118]. Da diese Zellen CD8
positiv aber gleichzeitig TCR negativ waren, wurden sie als TCRO-Zellen bezeichnet.
Sie dhneln den Sduger-NK-Zellen in ihrer Morphologie, einigen Oberflachenmarkern
und der Tatsache, dass sie Zielzellen spontan lysieren kénnen [118]. Im Huhn sind NK-
Zellen vor allem im intestinalen Epithel zu finden, allerdings kaum in Milz, Lunge und
Blut [2, 109], was gegensatzlich zum Saduger ist. Chai und Lillehoj wiesen bereits 1988

mittels Chromium-release-Assay nach, dass IELs aus dem Intestinum von zwei
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verschiedenen Huihnerrassen NK-Zell-Aktivitdt gegenliber Hihner-Tumorzellen
mediieren kdnnen [119]. Mit Hilfe des Antikorpers 28-4 wurden CD3 negative IELs als
NK-Zellen identifiziert und ihre Zytotoxizitdt gegenuber RP9-Targetzellen wurde
bewiesen [109]. Auch in embryonalen und adulten Splenozyten konnten mittels NK-
Zell-spezifischer Antikorper zytotoxische NK-Zell-Aktivitat gegeniber der Zielzelllinie
RP9 gefunden werden, allerdings nicht gegenuber der Zelllinie 2D8 [120].

2.5.4 Zytotoxizitat bei Huhner-ys-T-Zellen

In Milzzell-Kulturen, die mit Concanavalin A und IL-2 stimuliert wurden, wachsen
bevorzugt yo-T-Zellen. Diesen Zellen wiesen Choi und Lillehoj zytotoxische
Fahigkeiten gegeniber LSCC-RP9-Zellen nach, welche zuvor als typische Zielzellen
fur avidare NK-Zellen dienten [121]. Weitere Untersuchungen der Zytotoxizitat von

Hihner-y3-T-Zellen wurden bisher nicht publiziert.
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3 ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war es die zytotoxischen Fahigkeiten der y5-T-Zellen des Haushuhns

ZuU charakterisieren.

Aufgrund der im Vergleich zum S&uger niedrigen Frequenz an NK-Zellen im Huhn,
trotz gleichzeitig eindeutig nachweisbarer zytolytischer Aktivitat, 1&sst sich vermuten,
dass die Austibung dieser Zytotoxizitat von anderen Zellen tbernommen wird. Mit den
Untersuchungen dieser Arbeit sollte die Hypothese, dass die zytotoxische Aktivitat im
Huhn hauptsachlich von yd8-T-Zellen ausgefuhrt wird, Gberpriift werden. Dazu sollte
auch das zytolytische Potenzial von yd-T-Zellen aus verschiedenen Geweben verglichen
werden. Eine genauere Charakterisierung der beteiligten Subpopulationen sollte
ebenfalls erfolgen. Auflerdem sollten verschiedene Einflisse auf die Zytotoxizitat der
vo-T-Zellen im Huhn beleuchtet werden, wie die Wahl der Zielzelllinie sowie die

Auswirkungen einer Stimulation mit Zytokinen.
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Natural killer cells in the chicken are mainly confined to the intestine, while only small frequencies are
detectable in spleen, lung and blood. Here, we compared the spontaneous cytotoxicity of lymphocytes
isolated from blood, spleen and intestine using a flow cytometric based cytotoxicity assay. There was no
spontaneous cytotoxicity detected in chicken blood preparations. In contrast, freshly prepared spleno-
cytes exhibited a spontaneous cytotoxicity of up to 50% and intestinal epithelial lymphocytes of up to
85%. This cytotoxicity was observed against the RP9 but not against the chicken CU24 target cell line. The
observed cytotoxicity was MHC unrestricted since BB* derived effector cells killed RP9 target cells

gﬁ{g&f& (BB') equally well compared to MHC mismatched 2D8 targets (B'°B'®). The cytotoxicity of splenocytes
13 T cell was enhanced by preincubation with IL-2 or strongly increased with IL-2 plus IL-12. By cell sorting, we
Cytotoxicity identified the CD8"yd T cell subset as the major effectors, whereas both CD8 v T cells and CD8'up T
Interleukin-2 cells had only low cytolytic potential. Within intestinal lymphocyte CD45 "cells displayed cytotoxicity as

Interleukin-12 well as sorted yd T cells and NK cell. In conclusion, the chicken yd T cells represent a major cytotoxic

lymphocyte subset that can lyse target cells in a MHC unrestricted manner.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Spontaneous cytotoxicity without prior sensitization by antigen
is a hallmark of natural killer cells. Over the last decade, we and
others have characterized chicken NK cells and their receptors
(Jansen et al., 2010; Straub et al., 2013). Originally, chicken NK cells
were identified in adult (Sharma, 1981) and embryonic spleen,
designated TCRO cells (Gobel et al., 1994; Rogers et al., 2008). This
name was chosen to denote the absence of TCR expression while
the cells were surface CD8 positive. The cells were detected early
during ontogeny from embryonic day 14 on. They were subse-
quently diluted by the consecutive migration of T cells from the
thymus to the periphery. These embryonic chicken NK cells had
many features of mammalian NK cells including the morphology,
several surface markers such as CD8 and a Fc receptor and most
importantly they lysed target cells spontaneously (Gobel et al.,
1994).

In a next step of NK cell analysis, we searched for chicken NK
cells in adult chickens. For this purpose, we have identified several

* Corresponding author.
E-mail address: goebel@Imu.de (T.W. Gobel).

http://dx.doi.org/10.1016/j.dci.2017.03.028
0145-305X/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

chicken homologues of NK cell receptors, produced specific anti-
bodies and detected cells bearing these receptors in various tissues
(Straub et al., 2013). In addition, we used the combination of CD3
and CD8 markers to identify NK cells as CD8 positive lymphocytes
lacking surface CD3 expression. In the blood, we defined a low
frequent population of NK cell like cells that lacked CD8 but instead
expressed CD4. These cells secreted interferon-y, but lacked
detectable cytotoxicity (Neulen et al., 2015). From all of these
studies a picture emerged showing that chicken NK cells are mainly
located in the intestinal epithelium, whereas other tissues such as
spleen, blood and lung (Neulen and Gobel, 2012) contain very low
frequencies of NK cells well beyond 1% of the total lymphocyte
population (Neulen et al., 2015). This finding was unexpected since
mammals harbor large numbers of NK cells in lymphoid tissues
such as blood, spleen or lung.

The intestinal NK cell population has been further characterized
with the help of a specific mAb 28—4 that labels the CD3 negative
CD8 positive NK cells, but not the CD3 positive T cells (Gobel et al.,
2001). We could recently clarify the molecular identity of the an-
tigen recognized by the 28-4 mA b as chicken CD25 (unpublished
result). The 28—4 positive NK cells and the CD3 positive T cells
represent the two major intestinal lymphocyte populations (Gobel
etal.,, 2001). As in the embryonic spleen, the 28—4 positive NK cells
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are the first lymphocytes present in the intestine even before hatch,
whereas the epithelium is seeded with T cells only after hatch.

To reveal cytotoxic activity of NK cells the >'Cr release assay was
used for a long time, as first described by Brunner in 1968 (Brunner
et al., 1968). Although this method provides reliable results it also
contains disadvantages like environmental and health hazards as
well as the expensive and inconvenient handling of radioisotopes.
Different methods were developed to avoid radioactive isotopes
including flow based direct methods analog to >'Cr assay or several
indirect methods detecting degranulation like the CD107 assay
(Betts et al., 2003; Hatam et al., 1994; Kim et al., 2007; Piriou et al.,
2000; Vitale et al., 1989; Wang et al., 2003). The single susceptible
target cell line that has been used for cytotoxicity assays with
chicken NK cells is the LSCC-RP9 line derived from a lymphoid
tumor induced by Rous-associated virus 2 (Sharma and Okazaki,
1981).

During initial experiments we noticed a high spontaneous
cytotoxic activity within IEL cells and splenocytes. Hypothesizing
that the cytotoxic activity was exerted by yd T cells gave us the
incentive to study the cytotoxic potential of these cells in more
detail. For this purpose we refined the flow based assay system to
detect cytotoxic activity in chicken cells.

Irrespective of the fact that little is known about the detailed
role and effector mechanisms of yd T cells, in vitro studies have
demonstrated that they exert cytotoxic function (Phillips et al.,
1987). In addition, long term ConA stimulated splenocytes,
expressing CD3, CD8 and TCR1, showed spontaneous cytotoxic ac-
tivity (Choi and Lillehoj, 2000).

Chickens harbor a large population of yd T cells in various pe-
ripheral tissues such as blood, spleen and intestine. Their frequency
can reach up to 50% of the circulating T cell population depending
on strain, age and sex of the animals. Thus chickens belong to the
group of animals with high yd T cell frequencies (Sowder et al.,
1988) that also include pigs (Piriou-Guzylack and Salmon, 2008),
cattle, sheep (Mackay and Hein, 1989; McClure et al., 1989) and
goats (Caro et al., 1998) as opposed to human, rat and mouse with
lower v3 T cell numbers (Hayday, 2000; Shekhar et al., 2012). The
potential yd T cell receptor repertoire is at least as high as that of the
af TCR (Davis and Bjorkman, 1988). In man and mouse peripheral
vd T cells show limited TCR diversity. Moreover, certain yd T cell
subsets home exclusively to tissues such as skin. In contrast,
chickens possess higher numbers of circulating yd T cells and their
potential TCR diversity is high given the numbers of V,(D) and ]
segments. However, it remains unclear whether this combinatorial
vd TCR diversity is also present in the periphery and if there are
canonical VyVd combinations at certain epithelial locations (Kubota
et al,, 1999; McCormack et al., 1991; Su et al., 1999).

In contrast to af T cells, mammalian 3 T cells recognize their
ligands in an MHC unrestricted manner. They respond to non-
peptide antigens like glycoproteins and other small molecule
polypeptides. A special subset of human y3d T cells, Vy9V32 T cells,
responds to ligands such as pyrophosphate molecules produced by
microorganisms. Whether this is likewise applicable for chicken yd
T cells has yet to be elucidated.

Mammalian yd T cells can be primed through engagement of
TCR independent receptors when exposed to pathogen associated
molecular patterns (PAMPs) (Holderness et al., 2013). TLR agonists,
such as TLR3 and TLR4 have been characterized in chicken yd T cells
(Pieper et al., 2008) as well as scavenger receptor cysteine-rich
(SRCR) superfamily members workshop cluster-1 (WC1) (Sarrias
et al., 2004) like genes (Herzig et al., 2010) and a CD6 homologue
for the chicken (Gobel et al., 1996). Currently it is not known
whether these receptors can trigger a TCR independent activation
in chicken yd T cells.

A common feature of 3 T cell ligands described so far is their

upregulation in response to cellular infection or dysregulation
leading to a broad spectrum of effector functions (Bonneville et al.,
2010). The contribution of y3 T cells in the defense of pathogens is
well investigated in many different infectious scenarios in mouse
models and in human pathologies (Abate et al., 2015; Khairallah
et al,, 2015; Maher et al.,, 2015; Pauza et al., 2014; Sutton et al.,
2012). There is evidence for the expansion of particular CD8ao
positive yd T cell subsets in spleen, caecum and blood of salmonella
infected chickens (Berndt et al., 2006). Similarly, during infection of
chickens with Eimeria acervulina, early increase of yd T cells was
observed in the intestine (Lillehoj, 1994).

Although the frequency of chicken yd T cells is high, their
function and role for the immune response is currently unknown.
In this study we wanted to clarify if the high yd T cell numbers can
functionally substitute the low NK cell frequency. We present evi-
dence for the role of yd T cells as potent cytotoxic cells in the
chicken system. yd T cells exerted spontaneous cytotoxicity and this
effect could be enhanced by IL-2 supplement to the cell culture.
When IL-2 was combined with IL-12 the cytotoxic effect was sub-
stantially higher as compared with IL-2 alone. CD8 positive yd T
cells showed the highest cytotoxic activity, while CD8 negative yd T
cells as well as CD8 positive af T cells showed less cytotoxic reac-
tivity. CD8 negative of T cells lack activity against the RP9 targets.

2. Material and methods
2.1. Animals

Chicken line M11 (RSV RES Line Mr; MHC: B?B?) was kindly
provided by S. Weigend (Institute for Animal Breeding, Mariensee,
Germany). Fertilized Eggs were incubated and hatched at the
Institute for Animal Physiology, University of Munich. The animals
were housed under conventional conditions and experiments were
performed at the age of 6—16 weeks. The animal work in the study
was performed in accordance with institutional, state and federal
guidelines on animal welfare. The specific experiments were
approved by the committee for the Care and Use of Laboratory
Animals of the Government of Upper Bavaria, Germany (permit
number 55.2-1-54-2532.0-60-2015) and all efforts were made to
minimize animal suffering during experiments.

2.2. Antibodies for flow cytometry

Single-cell suspensions were prepared and stained with anti-
bodies with the following specificities: CD45 (unlabeled, clone
16—6, mouse IgG2a) (Viertlboeck and Gobel, 2007) available from
AbD Serotec (Duesseldorf, Germany), CD25 (unlabeled, clone 28—4,
mouse IgG3) (Gobel et al., 2001), ¥d TCR (unlabeled or FITC con-
jugate, clone TCR1, mouse IgG1) (Sowder et al., 1988) and CD8 (PE
conjugate, clone CT8, mouse IgG1) were obtained from Southern
Biotechnology Associates (Birmingham, USA). For magnetic bead
separation, the IEL cells were labeled with the primary anti-CD45,
anti-TCR1 or anti-CD25 mAb. Subsequently, the cells were
magnetically labeled with isotype-specific microbeads (anti-mouse
IgG2a, anti-mouse IgG1 or anti-mouse IgG) (Miltenyi Biotec, Ber-
gisch Gladbach, Germany). Labeled cells were analyzed by flow
cytometry (FACS Canto II, Beckton Dickinson) using the BD FACS
DIVA 6.1.3 software. In case of double immunofluorescence analysis
for cell sorting, the cells were stained with a mixture of anti-TCR1-
FITC and anti-CD8-PE conjugate. Cell sorting was carried out on a
FACSAria Il instrument (BD, Heidelberg, Germany).

2.3. Cytokines

For the expression of chicken recombinant IL-2 cytokines the
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M15pREPA4 E. coli strain was transformed with a chicken IL-2 His tag
construct. His-tagged recombinant IL-2 cytokines were then affin-
ity purified by use of nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) metal-
affinity chromatography. The biological activity was evaluated in
a bioassay and best results were obtained with a 1:200 dilution.

Chicken IL-12p35 and IL-12p40 proteins were synthesized as
described before (Degen et al., 2004) and biological activity of re-
combinant chicken IL-12 cytokines was found best at a 1:1000
dilution.

2.4. Effector cells

Heparinized whole blood was used to isolate peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) by density centrifugation (Gobel et al.,
2001). Chicken splenocytes were obtained by passing the organ
through a stainless steel mesh and subsequent density centrifu-
gation of the single cell suspension on Biocoll Separating Solution
(Biochrom AG, Berlin, Germany). IELs from the duodenal loop were
prepared as described before (Gobel, 2000). CD457, yd TCR™ and
CD25" cells were isolated from the intraepithelial lymphocyte
population using magnetic bead selection according to the manu-
facturer's specifications (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Ger-
many). Cells were tested for purity and were 95—98% pure. For the
isolation of splenic yd T cell subsets, the cells were stained with the
TCR1* and CD8 mab and selected into TCR1*/CD8a.", TCR1"/CD8a.™,
TCR1°/CD8a." and TCR1~/CD8q.~. Afterwards, cells were either used
directly or they were cultured before performing the cytotoxicity
assay. At the start of the cultures, chicken IL-2, chicken IL-12 or a
combination of both cytokines were added. Cultures were
refreshed every second day by demi-depletion (50% volume
change) supplemented with the previously mentioned cytokines.
The cytotoxic assays were performed in each condition on culture
time of 48—96 h. The cells were then resuspended in culture me-
dium (RPMI 1640/10%FCS, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at a
density of 5 x 10° cells per 100 puL 1 x 106 cells were used for the
100% effector condition.

2.5. Target cells

The target cell-lines that were used to study the cytotoxic po-
tential of distinct effector cells were the LSCC-RP9 (LS = Leukosis/
sarcoma virus group, CC = chicken cell-line) cell-line, which has a
MHC genotype background of B?B'®> and the 2D8 cell-line with a
MHC background of BB (Puehler et al., 2003). The cells were
cultured in standard medium (RPMI 1640/10% FBS) at 40 °C in the
atmosphere of 5% CO, in air. The MDCC-CU24 (MD = Marek's dis-
ease virus group) cell line (MHC genotype background of B'9B2) was
used as a control for the cytotoxicity-assay. The MDCC-CU24 cells
(Schat et al., 1991) were maintained in RPMI 1640 supplemented
with FBS (8%), chicken serum (2%) and P/S (1%) at 40 °C in the at-
mosphere of 5% CO,. All target cells were harvested at the log phase
of growth.

2.6. Cytotoxicity assay

Cytotoxic function was measured by flow cytometry-based
cytotoxicity assay. The target cells were washed twice with PBS
and labeled with Cell Proliferation Dye eFlour670 (ebioscience,
Thermofisher, Waltham, Massachusetts, USA) in a concentration of
5 uM for 10 min at 40 °C and 5% CO2 in air. The labeled cells were
washed three times with culture medium, resuspended in culture
medium, and counted. The effector cells were co-incubated in a
volume of 150 pL in culture medium in triplicates into the wells of a
96-well round bottom microtiter plate at the E:T ratios of 100:1,
50:1,25:1,12:1,6:1,3:1 and 1:1 for 3 h at 40 °C in the atmosphere of

5% CO2 in air. As controls, targets or spleen cells were incubated
alone in culture medium to measure spontaneous cell death. Dead
cells were excluded by forward light-scatter gating and propidium
iodide (1 pg/mL, PI, Sigma, Deisenhofen) staining, Flow-Count
Fluorospheres (Beckman Coulter, Krefeld, Germany) were added
in order to obtain absolute cell counts. The fluorospheres were
gently vortexed and an equal volume of 10 uL was added to each
sample. Stained samples were analyzed by multicolor flow
cytometry immediately after the end of the incubation period. The
data was analyzed using the BD FACS Diva 6.1.3 software. The stop
and save functions were used to acquire 2000 bead-counts (Flow-
Count Fluorospheres) for each sample. Cells were acquired at a low
flow rate. For analysis, the beads were discriminated by their
distinctive scatter and fluorescence signature (Fig. 1A). Previously
gated splenocytes and target cells were displayed and eFlour670-
stained target cells were separated from the unstained spleno-
cytes (Fig. 1B). eFlour670" cells were gated and shown in a new
datasheet to evaluate the proportion between live and dead target
cells. However, some targets may have been dead prior to co-
incubation with effector cells or died spontaneously without
effector cells present. The percentage of spontaneously dead targets
was measured using a sample containing targets only and the ob-
tained scores were subtracted from the calculation as mentioned in
the following equation. To determine the cytotoxic activity of
effector cells within different effector to target ratios the percent-
age of specific cell death of each sample was calculated: the per-
centage of dead targets, minus the percentage of spontaneous dead
targets, divided trough 100 minus the percentage of spontaneous
dead target cells multiplied by 100. Since triplicates of each
effector: target ratios were measured the mean value was
calculated.

3. Results

3.1. The flow based cytotoxicity assay is suitable to detect
spontaneous cytotoxicity against the RP9 cell line

In the chicken, there has been a single target cell line, designated
LSCC-RP9 (RP9) (Sharma and Okazaki, 1981). This cell line has been
frequently used in chromium release assays and also recently in
flow cytometric cytotoxicity assays (Jansen et al., 2010). In Fig. 1 the
setup of the assay is demonstrated. The target cells were labeled
with the fluorescent dye eFluor670 that had no effect on the
viability of the cells during the assay. Labeled target cells and
effector cells were cocultured and before cytometric measurement,
propidium iodide for detection of dead cells, as well as Flow-Count
Fluorospheres in order to standardize the assay, were added. After
gating of eFluor670" RP9 cells (Fig. 1B) the fraction of propidium
iodide positive dead cells was detected (Fig. 1C) and the percentage
of specific cell death could be calculated.

3.2. Spontaneous cytotoxicity is detectable in spleen and IEL and
absent in blood

We surveyed freshly prepared splenocytes and PBMC for their
spontaneous cytolytic activity against the RP9 cells employing the
assay described above. There was no cytotoxic activity detectable
for a wide range of E:T ratios when PBMCs were employed. In
contrast, spontaneous cytotoxicity was readily detected for freshly
isolated splenocytes ranging from approximately 50% specific cell
death at a 100:1 E:T ratio to about 10% at a 3:1 ratio and in freshly
isolated IEL cells ranging from approximately 80% specific cell
death at a 100:1 E:T ratio to about 15% at a 3:1 E:T ratio (Fig. 2A).
Next we investigated whether this cytotoxicity was specific. For this
purpose we used the chicken target cell line CU24. CU24 represents
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cells are identified by high PI-uptake.

a Marek's disease virus transformed cell line. In general Marek's
disease virus transformed cell lines are resistant to spontaneous
lysis (Sharma and Okazaki, 1981). Whereas RP9 cells were killed in
a dose dependent fashion, there was no cytotoxicity observed
against CU24 cells (Fig. 2B). As the effector cells were isolated from
a M11 chicken with the genetic background of B?B? and the target
cell line RP9 were of B>B' origin, we next investigated whether the
cytotoxic activity might be MHC restricted. For this purpose we
used the chicken 2D8 cell line with the genetic background of
B9B!? as target cells. This cell line has been generated using the
splenic necrosis virus T strain and has not been used as target cell
line before. When 2D8 cells were tested as target cells, they were
lysed equally well as compared to RP9 (Fig. 2C). Likewise, incuba-
tion of RP9 targets with the anti-chicken MHC I antibody (clone
F21-2) did not change the cytotoxic effect (data not shown). Taken
together, splenocytes but not PBMCs show spontaneous lytic ac-
tivity against RP9 cells and MHC mismatched 2D8 cells, but not
against CU24 cells.

3.3. The combination of IL-2 and IL-12 increases spontaneous
cytotoxic potential

Next we investigated if stimulation with cytokines would in-
crease the cytotoxic potential of the splenocytes. For this purpose
cells were incubated with IL-2, IL-12, and the combination of IL-2
and IL-12 for 48 h prior to the assay. These stimulated cells were
compared to cells cultured in the absence of cytokines. The IL-2
stimulation caused a substantial increase of the cytotoxicity
(Fig. 3A). At a 50:1 E:T ratio, unstimulated and IL-12 treated cells
caused a 20% specific cell death, whereas the IL-2 stimulated cells
induced more than 40%. The combination of IL-2 and IL-12 caused
the highest cytotoxic activity with up to 80% specific cell death. To
examine if distinct periods of cytokine stimulation affect the
cytotoxic potential, we stimulated splenocytes with the combina-
tion of IL-2 and IL-12 for 48, 72 and 96 h prior performing the
cytotoxicity-assay (Fig. 3B). In conclusion, this lytic activity was
enhanced by preincubation with IL-2, especially when IL-2 was
combined with IL-12. There were almost no differences in the
cytotoxicity level measurable, when different terms of pre-
incubation with the combination of IL-2 and IL-12 were applied.

3.4. Splenic CD8" ¢ T cells represent a major cytolytic lymphocyte
subset

We next evaluated whether distinct yd T cell subsets present in
the spleen, show differences in their cytolytic capacity. To this end
splenocytes were sorted according to their TCR1 and CD8 expres-
sion into four subpopulations and subsequently used for the cyto-
toxicity assay. When sorted cells were directly used in the
cytotoxicity assay, no cytolytic capacity was observed (Fig. 4B).
Therefore we again separated splenocytes into four subsets based
on the TCR1 and CD8 expression and stimulated the cells with IL-2
and IL-12 for 48 h resulting in different levels of cytotoxic activities
within the sorted populations. The highest specific cell death was
executed by the double positive TCR1" CD8" population (Fig. 4C).
Intermediate activity was detected by CD8" TCR1~ cells and with
lower values also by the TCR1" CD8~ subset, whereas almost no
cytotoxicity was observed by the double negative cells. These re-
sults demonstrate that CD8" yd T cells are the major cytolytic T cell
subset in the spleen.

3.5. Intestinal NK cells and 6 T cells show comparable spontaneous
cytotoxicity

The intestinal epithelium is a major site for chicken NK cells. We
therefore tested the spontaneous activity of IEL against RP9 cells.
Since the IEL preparations are always contaminated with epithelial
cells, we employed CD45 magnetic cell sorting before the assay.
CD45" cells were highly cytolytic against the target cells with
values above 80% at a 100:1 E:T ratio (Fig. 5A).

We subsequently separated TCR1" yd T cells from the IEL
preparations by magnetic cell sorting and obtained specific cell
death values which were comparable to the CD45 sorted cells
(Fig. 5B). We also compared the cytolytic capacity of 28—4" NK cells
with TCR1" 3 T cells magnetically sorted from the IEL preparation.
Both subsets exhibited similar cytotoxicity with specific cell death
of 50—60% at a 35:1 E:T ratio (Fig. 5C). Taken together, both major
intestinal lymphocyte populations show high spontaneous cyto-
toxicity against RP9 cells.

4. Discussion

Since the discovery of cytotoxic function in chicken spleen,
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various studies have tried to study, identify and characterize NK
cells. Although spontaneous cytolytic activity is detected in sple-
nocytes, we were unable to phenotypically identify NK cells using a
variety of markers (Neulen et al., 2015). Our findings now reveal
that spontaneous cytotoxic function in the spleen is not exerted by
NK cells, but CD8" yd T cells.

vd T cells have a broad array of effector functions that reflect
their involvement in diverse physiological and pathophysiological
processes. They can kill infected, activated or transformed cells
through pathways that involve the engagement of death-inducing
receptors, such as CD95 and TNF related apoptosis inducing
ligand receptor (TRAILR), and the release of cytotoxic effector
molecules such as perforin and granzymes (Helgason et al., 1992;
Ostergaard et al., 1987; Rouvier et al., 1993). Thus, NK cells and y3
T cells are cytolytic cells that use the same basic mechanisms for
destroying their targets, although they are triggered by distinct
receptors. From bovine studies it is known, that granzyme B, per-
forin, and FasL are expressed in WC1" yd T cells from PBMCs, and
that FasL expression increases upon activation of these cells
(Blumerman et al., 2007). Some of them, like Fas and FasL were

transcribed in 3 T cells when chickens were stimulated with Sal-
monella species (Berndt et al., 2006).

We refined a system to examine the cytotoxic potential of
chicken effector cells by flow cytometry. For this purpose we have
used eFlour670™ for target cell labeling. Previously established flow
based killing assays were based on CFSE, 5,6-carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester or PKH67 green fluorescent cell
Linker Kit for target cell labeling (Jansen et al., 2010; Wang et al.,
2003). eFlour6707 is less toxic than CFSE to the target cells and
more cost-efficient than PKH67.

We could reveal that 2D8 cells are a susceptible target cell line in
addition to the LSCC-RP9 target cell line. This newly identified
chicken target cell line will be useful in studying the mechanisms of
how an effector cell recognizes its target and what triggers the
cytotoxic responses. Up to now it is unknown which ligands are
responsible for the susceptibility to cytotoxic function of different
effector cells. In case of MHC restricted o, T cells, the expansion and
functional differentiation requires concomitant engagement of the
TCR and costimulatory receptors. In contrast, the mechanisms of T
cell ligand recognition that result in T cell activation have not been
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exploited for chicken yd T cells.

Chicken NK cells are involved in response to Marek's disease and
influenza (Jansen et al., 2013; Sharma, 1981). A few infection
models have demonstrated the involvement of chicken blood and
tissue yd T cells in immune responses to Salmonella species and
Eimeria, but so far, the nature of antigens recognized by chicken yd

180 L. Fenzl et al. / Developmental and Comparative Immunology 73 (2017) 175—183
A

100

90

80

70 IL-2+IL-12

30

% specific cell death
8

20
10

50:1 25:1 12:1 6:1 3:1 11

100

90

80

70

60

50

40

30

% specific cell death

20

10

50:1 25:1 12:1 6:1 31 11
E:T

Fig. 3. Cytotoxicity depending on previous stimulation of effector cells. A: Sple-
nocytes were stimulated with either IL-2 or IL-12, the combination of both, or
remained unstimulated for 48 h and were used in the cytotoxicity-assay against RP9 in
log2 dilution. B: Splenocytes of one individual were stimulated with the combination
IL-2 and IL-12 for 48, 72 and 96 h prior performing the cytotoxicity-assay to investigate
time-dependent alterations.

A B
40
35
30
=
% 2
@
°
T 2
8
2
2 E o1
9] g
2 i
® TCR1-/CD8+
Rl 5
Pl L e S , |TCR1+/cD8"
_— so1 251 12:1 61
¥8 —T cells (TCR1) ET

T cell populations has remained elusive. We have demonstrated
that both, NK cells and yd T cells within IEL and spleen exert
spontaneous cytotoxic function. It is likely that chicken NK cells and
vd T cells are engaged to interact with particular structures of
evolutionarily selective importance. Chicken yd T cells could be an
example of convergent evolution as they might have taken over
functional characteristics usually associated with NK cells.

In mammals 3 T cells and NK cells share some similarities and
develop from a common progenitor. For example a high Id2:E
protein ratio is a hallmark of NK cells leading to the development of
NK cells but it was shown to promote rearrangement of the Vy
segment of V335 cells as well (Bain et al., 1999; De Creus et al.,
2002; Mjosberg et al., 2012). Mammalian yd T cell growth is sup-
ported with another striking NK-like feature, namely the IL-2/IL-15
receptor complex. Furthermore mouse Vy1.1 V36.3 cells have been
shown to express the NK cell marker NK1.1 and they express the
transcription factor promyelocytic leukaemia zinc finger (PLZF)
which is responsible for gene regulation in NK cells and innate
lymphoid cells as well (Alonzo et al., 2010; Kreslavsky et al., 2009;
Verykokakis et al., 2010). Chicken yd T cells co-express CRTAM
(CD355), a marker which is also detectable on human NK cells
(Zechmann et al., 2013).

Lymphokine-activated-killer cells (LAKs) are a heterogeneous
population of cells consisting primarily of NK, NKT and T cells,
which are generated in vitro by culture of peripheral blood
mononuclear cells in [L-2 (Grimm et al., 1982). We have been able to
enhance the lytic activity of chicken splenic yd T cells in a LAK
similar manner by coculturing the cells with IL-2. Whereas IL-12
alone was not able to stimulate cytolytic ability the combination
of IL-2 and IL-12 strongly induced the cytotoxicity of the effector
cells. This cytokine combination is well known to trigger
mammalian NK cell function. Taken together, chicken yd T cells
could represent an NK similar “innate-like” subset of cells with its
own distinctive set of versatile effector roles.

A shared feature of yd T cells across species is that they are able
to fulfil various effector functions which are usually connected to
different cell subsets like Th17, Th1, ILC1 and NK cells. Upon acti-
vation, vd T cells largely produce IFNy and IL-17 (Poggi et al., 2009;
Shibata et al., 2014). Our lab recently developed a tool to measure
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Fig. 4. Cytotoxic potential of effector cell subpopulations. A: Splenocytes were sorted for TCR1 and CD8 and subsequently TCR1*/CD8*, TCR17/CD8", TCR17/CD8™ and TCR17/CD8"
cells were used for the cytotoxicity assay without stimulation (B) or were stimulated with IL-2 and IL-12 for 48 h before the assay (C).
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Fig. 5. Cytotoxic potential of effector cell subpopulations. A: Cytotoxicity of unstimulated CD45" MACS separated IEL cells. B: TCR1+ MACS separated IEL cells. C: Cytotoxicity of

unstimulated TCR1" compared to 28—4" MACS separated IEL cells.

IL-17 cytoplasmic cytokine staining (Walliser and Gobel, 2017)
which revealed a high frequency of cytoplasmic TCR1" IL-17" cells.
Based on several phenotypic and functional characteristics com-
parable to NK cells yd T cells are categorized as “innate-like” cells.
They might have had an evolutionary advantage over NK cells since
they are able to respond in several different ways and therefore
might have been more successful at the interface of the innate and
adaptive immune response.

In this regard it is of special interest, that chicken harbor
spontaneous cytotoxic NK cell (28—4+) as well as yd T cell (TCR1+)
population within IEL. For some reasons it might have been an
advantage to have two innate killer subsets within the intestine
tissue triggered by different inflammatory stimuli. To determine
the physiologic roles of these distinct IEL subsets in more detail
further studies involving phenotype, functional characteristics, re-
ceptors and ligands as well as gene profiles are essential.

In mammals, individual yd T cell subsets within the population
have restricted effector properties. Human Vy9Vd2 cells for
example are the predominant population within peripheral blood
and so far the only known subset responding to foreign and self-
phosphoantigens (Kabelitz and He, 2012; Morita et al., 2007). On
the other hand subsets that localize in epithelial associated tissues

at sites of inflammation are functionally very different from circu-
lating 3 T cells. Chicken have a lot of ¥ T cells within peripheral
blood and show rather high numbers of yd T cells in the tissue
(spleen and IEL) as well. This raises the question if chicken yd T cells
can be divided into several subsets regarding function, co-receptor
expression and TCR diversity. So far the strict association of certain
invariant yd T cells to epithelial tissues could not be detected for the
chicken, thus suggesting that various yd T cell subsets are present
throughout the peripheral tissues.

The TCR coreceptor CD8 exists either as CD8a. heterodimer or
as CD8a.o. homodimer. The CD8a. isoform lacks signaling motifs but
could function as an adhesion molecule able to strengthen the
interaction with the 3 T cell ligands (Miceli et al., 1991; Workman
and Vignali, 2005). It was shown within blood and tissue yd T cells
that those cells expressing CD8aa. co-receptor strongly proliferate
in response to Salmonella infection (Pieper et al., 2008). This
CD8u.” population might represent a special subset of CD8" y3 T
cells within blood and tissues that respond primarily to bacterial
antigens.

We were not able to detect any differences when comparing
CD8a.o. and CD8a.p responding yd T cells (in response to IL-2 and IL-
12) (data not shown). On the other hand CD8" v T cells show an
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activated innate like phenotype as they show the highest cytotoxic
activity within the yd T cell population. Additionally, we have
recognized that CD8" yd T cells co-express SLAMF4 (Straub et al.,
2014) and upon stimulation with IL-2 upregulate CRTAM
(Zechmann et al., 2013).

We have noted impressive differences of cytotoxic function
among tissues as chicken yd T cell population in peripheral blood
did not exert cytotoxic function at all, splenic yd T cells exert
cytotoxic function to some extent and the strongest response could
be detected within IEL population. Further studies will help to
determine the antigen recognition requirements and the distribu-
tion of different v T cell subsets to study and understand their role
in inflammation and disease.

In conclusion we have optimized a tool to measure cytotoxic
activity and were able to detect remarkable differences within yd T
cells populations in different tissues. The strongest spontaneous
response was exerted by intestinal yd T cell population and 28—4"
NK cell populations. Spontaneous cytotoxic function within spleen
could be enhanced by the co-culture with IL-2 and IL-12 cytokines
and the origin of strongest lytic response was identified as CD8" yd
T cell subset.
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5 DISKUSSION

Seit zytotoxische Féhigkeiten in der Milz des Huhns entdeckt wurden, haben
verschiedene Studien versucht die vermeintlich dafir verantwortlichen NK-Zellen
nachzuweisen und zu charakterisieren [122]. Doch obwohl den Splenozyten im Huhn
eindeutig zytolytische Eigenschaften nachgewiesen werden konnten, war es nicht

moglich NK-Zellen phanotypisch als deren Quelle zu identifizieren [3].

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die spontane zytotoxische Aktivitat
in der Milz des Haushuhns nicht nur von NK-Zellen, sondern hauptsachlich von CD8
positiven yd-T-Zellen vermittelt wird, und dass diese Aktivitdt durch die
vorhergegangene Stimulation mit den Zytokinen IL-2 und IL-12 enorm erhoht werden
kann. AuBerdem wurde die Zelllinie 2D8 als eine neue Zielzelllinie zur Untersuchung
von zytotoxischen Funktionen von y8-T-Zellen identifiziert. Durch die Verbesserung
des Zytotoxizitats-Assays speziell fur Huhner-Effektor- und -Target-Zellen wurde ein
Werkzeug generiert, um die zytolytischen Féhigkeiten von aviéren y3-T-Zellen genauer

ZU untersuchen.

NK-Zellen und y5-T-Zellen entstehen aus den gleichen Vorlaufer-Zellen. Dadurch
ergeben sich einige phianotypische Ahnlichkeiten, es bestehen aber auch deutliche
Unterschiede. Zunédchst wurden avidre NK-Zellen als CD8 positive Lymphozyten,
denen TCR und Ig auf der Oberflache fehlt, definiert und verschiedene Gewebe adulter
Hihner wurden dahingehend untersucht [109]. Mithilfe der dadurch entdeckten Zellen
im intestinalen Epithel wurde der mAk 28-4 generiert, der Zellen mit hohen
zytolytischen Féahigkeiten anfarbte. Diese Zellen waren aber nur in einer sehr niedrigen
Frequenz von 0,5 bis 1% nachweisbar, was sich deutlich von der Situation im S&uger
unterscheidet, wo ca. 10% der Blutlymphozyten NK-Zellen sind [123]. Da aber
mehrfach NK-Zell-Aktivitat in der Milz des Huhns nachgewiesen werden konnte,
erschien es ungewohnlich, dass Hihner so wenige NK-Zellen haben. Verschiedene
NK-Zell-Marker, wie z.B. der fur das C-Typ-Lektin B-NK, farben neben embryonalen,
IL-2-expandierten TCRO-Zellen ebenso eine Subgruppe von yd-T-Zellen im Blut an
[124]. Auch CRTAM (CD355), ein Marker fur humane NK-Zellen, wird auf
IL-2-stimulierten Hihner-y5-T-Zellen aus der Milz coexprimiert [125]. Aufgrund dieser
Beobachtung ergaben sich zwei Moglichkeiten: entweder haben Hihner eigentlich mehr

NK-Zellen und diese lassen sich mit den bisher vorhandenen Antikdrpern noch nicht
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eindeutig nachweisen, oder sie haben tatsachlich wesentlich weniger NK-Zellen als
Sauger und deren Aufgaben werden von anderen Zellen ibernommen. Mit dieser Arbeit
konnte bewiesen werden, dass letzteres der Fall ist.

Trotz intensiver Forschung zur avidaren NK-Zell-Aktivitit — mit teilweise
widerspruchlichen Ergebnissen — ist bislang nicht eindeutig bewiesen worden, ob
NK-Zellen im Krankheitsgeschehen von Gefligel tberhaupt eine entscheidende Rolle
spielen. Nachweise funktioneller NK-Zell-Aktivitit waren in verschiedenen
Infektionsmodellen mdoglich, allerdings blieben die Zellen, die die spontane
Zytotoxizitdt mediierten, schwer zu identifizieren. Es kann vermutet werden, dass ihre
Aufgaben zumindest im Bereich der Zytotoxizitdt im Huhn von den vy5-T-Zellen
abgedeckt werden [123].

Die verschiedenen Effektorfunktionen von y3-T-Zellen, deren ganze Bandbreite sicher
noch nicht bekannt ist, Uberschneiden sich mit denen von NK-Zellen. y3-T-Zellen
konnen infizierte, aktivierte oder transformierte Zellen erkennen und abtdten. Dazu
nutzen sie verschiedene Mechanismen, insbesondere Zelltod-induzierende Rezeptoren,
wie CD95 (Fas) und TNF related apoptosis inducing ligand receptors (TRAILR) [126,
127], sowie die Ausschittung von zytotoxischen Effektormolekilen, wie Perforin und
Granzym [128]. Sie sind also genau wie NK-Zellen zytolytische Zellen und beide
nutzen die gleichen Grundmechanismen fur die Zerstérung ihrer Zielzellen. Allerdings
unterscheiden sich die Rezeptoren, ber die sie aktiviert werden. In bovinen WC1
positiven y3-T-Zellen, isoliert aus PBMCs, konnte eine Expression von Granzym B,
Perforin und FasL nachgewiesen werden, wobei sich insbesondere die Expression von
FasL nach Aktivierung dieser Zellen erhohte [129]. Auch in CD8 positiven
Hihner-y5-T-Zellen war eine erhdhte Expression von Fas und FasL auf mRNA-Ebene
nach Stimulation der Zellen mit Salmonellen nachweisbar [92]. Allen y5-T-Zellen in
verschiedenen Spezies ist gemein, dass sie vielseitige Effektorfunktionen ausfiihren
konnen, die mit anderen Zelltypen in Zusammenhang stehen, wie z.B. Ty17-, Tyl- und
NK-Zellen. Nach Aktivierung konnen sie beispielsweise IFNy, das antiviral wirkt, und
IL-17, ein Zytokin das die Rekrutierung von Neutrophilen induziert, produzieren [130,
131].

Die y5-T-Zellen spielen beim Rind ebenfalls eine wichtige Rolle als Killerzellen, da sie
Granulysin [132] und Perforin [133] exprimieren. Die ex vivo Expression von Perforin
ist vor allem Dbei jungen Tieren detektierbar, nimmt aber dann deutlich ab; sie ist

unabhéngig von einer Antigen-Stimulierung oder IFNy. Es scheint also als wiirde das
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unreife Immunsystem von Kélbern eine Population an y3-T-Zellen mit ,,Natiirlichem-
Killer*“-Phanotyp ausbilden, die mit der Zeit verschwinden [134]. Eine altersabhangige
Anderung der Perforin-Expression wurde auch fir bovine NK-Zellen beschrieben [135].
Schweine besitzen ebenfalls v5-T-Zellen, die MHC-unabhéngig und spontan
zytotoxisch agieren kénnen [136]. Ob sich die spontane Zytotoxizitat von y3-T-Zellen
beim Huhn altersabhdngig veréndert wurde noch nicht untersucht; in dieser Arbeit

stammten alle Hihner aus einer ahnlichen Altersgruppe.

Fur Séuger-yd-T-Zellen sind bereits einige Liganden des TCRs bekannt. Die humanen
Vy9V2-T-Zellen, welche im Blut von Erwachsenen zwischen 50 und 95% der
v0-T-Zell-Population ausmachen [36], erkennen mit ihrem Rezeptor phosphorylierte
Zwischenstufen des Nicht-Mevalonat-Weges der Isoprenoid-Biosynthese, insbesondere
(E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enylpyrophosphat (HMB-PP) [137]. Dieser Metabolit
kommt in Pflanzen und vielen Bakterien inklusive Pathogenen, z.B. Mycobacterium
tuberculosis, vor, nicht jedoch in Tieren [138]. Strukturell-verwandte Pyrophosphate
kénnen im Menschen auch wahrend Infektionen oder zelluldren Dysregulationen
auftreten, was die entscheidende Rolle der Vy9V52-T-Zellen in der anti-infektiven und
anti-tumoralen Immunabwehr erklart [139]. Fir murine vy5-T-Zellen wurde u.a.
Cardiolipin und strukturell &hnliche Phospholipide als Liganden entdeckt [140]. Die
Liste der Liganden flr Sauger-ys-T-Zellen wéchst derzeit stetig [6].

Die Liganden der Hihner-y5-T-Zellen sind dagegen noch ganzlich unbekannt. Durch
die Generierung stabiler Zelllinien mit unterschiedlichen Versionen des y3-TCRs auf
der Oberflache — Vyl1, Vy2 oder Vy3 — wird momentan versucht sie zu identifizieren.
Mithilfe von Reporterzelllinien wie BWZ.36, die stabil mit den unterschiedlichen
v8-TCR-Versionen transfiziert werden, durften Liganden der aviéren y5-T-Zellen bald
ausfindig gemacht werden. Auflerdem kodnnten nach Immunisierung von Mausen mit
diesen stabilen y3-TCR-Zelllinien mittels Fusion Vy-spezifische Antikdrper generiert
werden, um die Gewebeverteilung verschiedener y3-TCR-Varianten im Huhn zu
untersuchen. Bislang konnten keine gewebespezifischen Prévalenzen bestimmter
v6-TCR-Versionen nachgewiesen werden, da sie aber im S&uger vorliegen, lassen sie

sich auch im Geflugel vermuten.

Bislang ist unklar durch welche Strukturen auf der Oberflache ihrer Zielzellen aviare
vo-T-Zellen aktiviert werden. Die LSCC-RP9-Zielzellen haben einen genetischen
MHC-Hintergrund von B?B™ [141] und entsprechen damit dem der verwendeten
Effektorzellen von M11-Hiihnern mit B?B% Die Erkennung der Targetzellen durch
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vo-T-Zellen erfolgt dennoch MHC-unabhangig, wie in dieser Arbeit durch die
Verwendung von Zielzellen mit unterschiedlichem MHC-Hintergrund, welche aber
gleichermallen abgetttet werden konnten, gezeigt wurde. AuBerdem hatte die
Préinkubation der RP9-Targetzellen mit dem anti-Hihner-MHCI-Antikérper F21-2
keinen Einfluss auf die zytotoxische Aktivitit der Effektorzellen (siehe Abbildung 4).
Auch die yo-T-Zellen von Sdugern agieren, im Gegensatz zu of-T-Zellen, MHC-
unabhangig [5].
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Abbildung 4: MHCI-unabhéangige Zytotoxizitat
Einsatz von IL-2 plus IL-12-stimulierten bzw. unstimulierten Milzzellen mit und ohne Zugabe von
MHCI-mAK im Zytotoxizitats-Assay

Die Huhner-B-Zelllinie B19-2D8 wurde urspriinglich zur Untersuchung der
IL18-induzierten IFN-y-Freisetzung entwickelt [142]. Diese Zelllinie wurde bereits als
Targetzelllinie im Zytotoxizitats-Assay mit Huhner-NK-Zellen genutzt; sie liel3 sich
dabei durch die verwendeten embryonalen Milzzellen aber nicht abtdten [120].
2D8-Zellen haben einen genetischen MHC-Hintergrund von B**B*® [142], konnten von
den y3-T-Zellen der Milz dementsprechend MHC-unabhéngig lysiert werden. Die
genauere Charakterisierung der neuen Zielzelllinie 2D8 konnte hilfreich sein, um den
Mechanismus, mit dem vy3-T-Zellen ihre Targetzellen erkennen, aufzukldren. Die
Hihner-T-Zelllinie MDCC-CU24, mit einem genetische Hintergrund bezuglich MHC

von B'*C? [141], konnte dagegen von y8-T-Zellen aus der Milz nicht abgetotet werden.
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Interessanterweise sind die CU24-Zellen mit dem Marek-Virus transfiziert, einem
Virus, der im Gefligel unter anderem Tumore entstehen lasst [143]. Es kdnnte also sein,
dass auf der Oberflache von Zielzellen sowohl Liganden fiir hemmende als auch fir
aktivierende Rezeptoren vorhanden sind. Bei resistenten Zelllinien, wie der
CU24-Linie, konnte der Einfluss der hemmenden Liganden tberwiegen und so eine
Zielzelllyse verhindern. Ein Vergleich der Oberflachenstrukturen von RP9-, 2D8- und
CU24-Zellen sollte Hinweise geben auf mogliche Liganden des y3-TCRs.

Fur erste Untersuchungen der Zytotoxizitat entwickelten Brunner et al. 1968 den
Chromium-release-Assay [144]. Dessen Nachteile, wie der gesundheitsschéadliche und
teure Umgang mit radioaktiven Materialen, wurden durch die Entwicklung des
Zytotoxizitats-Assays unter Einsatz der Durchflusszytometrie von Piriou et al.
umgangen [145]. Fir die Identifizierung der Effektor- und Targetzellen wurden
verschiedene Farbstoffe verwendet, die Differenzierung in lebende und tote Zellen
erfolgte mittels PI. Durch die Weiterentwicklung des durchflusszytometrischen
Zytotoxizitats-Assays und die Anpassung an Hihner-Zielzellen ist die weitere
Untersuchung der zytolytischen Féahigkeiten der avidren yo-T-Zellen leicht realisierbar.
Der dabei genutzte Farbstoff fur die Zielzell-Markierung, eFlour670", ist weniger
toxisch fur Targetzellen als das Ublicherweise genutzte CFSE [120] und ginstiger als
PKHG67 [146], welches bisher auch fur Zytotoxizitats-Assays verwendet wurde.

In der weiteren Untersuchung der Zytotoxizitat von y3-T-Zellen wurden verschiedene
Antikorper verwendet, um die beteiligten Strukturen sowohl auf den Effektor- als auch
auf den Targetzellen zu identifizieren. Der mAk 20E5 — generiert nach Immunisierung
mit CD8 positiven/CD3 negativen Splenozyten, die zuvor in vitro mit 1L-2 kultiviert
wurden [120] — war in wiederholten Versuchen in der Lage die zytotoxischen
Fahigkeiten der y5-T-Zellen sowohl gegeniiber den klassischen Zielzellen RP9, als auch
gegenuber der neuen Zielzelllinie 2D8, deutlich zu erhdhen (siehe Abbildung 5). Dass
der mAk 20E5 dabei selbst auf der Zielzelllinie RP9 binden kdnnte, wurde zuvor mittels
Oberflachenfarbung ausgeschlossen, sodass sein Einfluss definitiv auf die Milzzellen
begrenzt ist. Eine genaue Charakterisierung des mAk 20E5 steht noch aus, er zeigte
aber bereits in friheren Chromium-release-Assays Zytotoxizitats-steigernde Effekte auf

IL-2-stimulierten Splenozyten als Effektorzellen.

Beim Einsatz verschiedener anderer mAK, die in einer Fusion nach Immunisierung mit
Langzeit-kultivierten yo-T-Zellen entstanden [147], wurden sowohl steigernde als auch
vereinzelt hemmende Effekte auf die Zytotoxizitdt der y5-T-Zellen aus der Milz
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beobachtet. Hier bieten sich noch viele Mdglichkeiten zur genaueren Untersuchung der

an der Zielzell-Erkennung beteiligten Strukturen.
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Abbildung 5: Einfluss des mAks 20E5 auf die Zytotoxizitat
Verwendung der Zielzellen RP9 und 2D8 im Zytotoxizitats-Assay mit und ohne Zugabe des mAk 20E5

Merkle et al. stellten 1992 in Untersuchungen mit REV-infizierten Hihnern fest, dass
an der virus-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten-Antwort in der Milz
hauptsachlich af-T-Zellen und kaum y3-T-Zellen beteiligt sind, obwohl diese durchaus
zahlreich unter den Splenozyten zu finden sind [148]. Die zytolytische Aktivitat der
ap-T-Zellen war dabei MHC-abhéngig und nur gegentber ebenfalls mit REV infizierten
Zielzellen nachweisbar, nicht jedoch gegenuber priméren Targetzellen. Setzt man
Merkles Erkenntnisse mit denen aus dieser Arbeit in Kontext, lasst sich vermuten, dass
die funktionelle Pravalenz der jeweiligen T-Zell-Subgruppe im Huhn abhangig ist vom
Immun- bzw. Infektionsstatus des Tieres und dass insbesondere bei
RE-Virus-Infektionen die zytotoxische Aktivitat der af-T-Zellen tberwiegt. Hingegen
wurde die Bedeutung von zytotoxischen yo-T-Zellen bei Virusinfektionen im Sduger
bereits durch Versuche mit dem CMV in der Ratte [149], sowie bei der chronischen
Hepatitis C des Menschen belegt [150]. Dass aviédre yo-T-Zellen aber zumindest bei
bakteriellen Infektionen eine entscheidende Rolle spielen, ldsst sich aus zwei
Untersuchungen von Berndt et al. [91, 92] ableiten, da sich hier sowohl die Anzahl der

CD8 positiven yd-T-Zellen im zirkulierenden Blut als auch in verschiedenen Geweben
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infolge von Salmonellen-Infektionen stark erhohte. Auch auf eine parasitare Infektion
mit Eimerien reagieren Huihner mit einer erhohten yo-T-Zell-Frequenz [121]. Das
Immunsystem scheint sich mittels zytotoxischen af- und y3-T-Zellen fiir verschiedene
Infektionsszenarien gewappnet zu haben, wobei die genaue Rolle der beiden Zelltypen
im gesunden Tier sowie in verschiedenen Infektionsmodellen noch differenzierter
untersucht werden muss. Auch die Beschaffenheit der Antigene, die von y5-T-Zellen

auf diesen verschiedenen Pathogenen erkannt werden, ist noch zu eruieren.

Pieper et al. zeigten, dass unter den y5-T-Zellen in Blut und Gewebe wéhrend der
Immunantwort auf eine Salmonella-Infektion diejenigen stark proliferieren, die den
CD8ao-Corezeptor tragen [151]. Diese Subpopulation konnte eine spezielle
Untergruppe der CD8 positiven yé-T-Zellen darstellen, die in erster Linie auf bakterielle
Antigene reagiert. Da in der vorliegenden Arbeit zur Identifizierung der CD8 positiven
Zellen der Antikorper CT-8 genutzt wurde, welcher die a-Kette des CD8-Corezeptors
detektiert, lasst sich leider keine Aussage bezuglich der Anteile der jeweiligen
CD8-Formen unter den zytotoxischen yo-T-Zellen treffen. Dazu missten nachfolgende

Versuche mit dem Antikdrper EP-42, der die B-Kette erkennt, durchgefuihrt werden.

Grimm et al. beschrieben bereits 1982 eine heterogene Zellpopulation, die durch
in vitro-Kultivierung mit IL-2 von humanen PBLs entstand. Jene Zellpopulation war in
der Lage sowohl primére als auch kultivierte Tumorzellen abzutdten, obwohl diese
Tumorzellen gegeniiber der Lyse durch nicht-kultivierte NK-Zellen resistent waren.
Diese Gruppe, die Grimm als ,,lymphokine-activated killers* (LAK) bezeichnete [152],
enthielt NK-, NKT-, und T-Zellen. Auch die zytotoxische Aktivitat der Hihner-ys-T-
Zellen lieR sich durch Kultivierung der Splenozyten mit IL-2 steigern. Da durch
Versuche unserer Arbeitsgruppe bekannt war, dass die Kultivierung von Splenozyten
mit der Zytokin-Kombination von IL-2 und IL-12 zu reinen y3-T-Zellkulturen fihrt,
wurde auch IL-12 fiur eine Prdinkubation der Milzzellen vor Einsatz als Effektorzellen
im Zytotoxizitats-Assay genutzt. Dabei erwies sich IL-12 alleine als nicht geeignet um
zytotoxische Effekte zu erhohen. Die Kombination aus IL-2 und IL-12 hingegen
steigerte die Zytotoxizitat der Effektorzellen enorm. Diese Zytokin-Kombination ist an
sich bekannt dafur, NK-Zell-Funktionen in Sdugern auszuldsen [153]. Dabei scheint die
Kultivierung mit IL-12 die Expression der IL-2-Rezeptor-a-Kette (CD25), welche Teil
des hoch-affinen IL-2-Rezeptors ist, zu induzieren. Dieser Rezeptor ist im Gegensatz
zum niedrig-affinen Rezeptor IL-2/15Rp (CD122), der auch einige andere Zytokine
binden kann, nicht konstitutiv auf NK-Zellen vorhanden [154]. IL-2 wird von
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aktivierten T-Zellen produziert, um die B- und T-Zell-Proliferation zu unterstiitzen und
um Makrophagen zu stimulieren [155]. Auf Sduger-T-Zellen liegt der IL-2-Rezeptor im
Ruhezustand der Zelle in der wenig affinen Form, bestehend aus - und y-Kette, vor.
Ein Zusammentreffen mit einem spezifischen Antigen bei gleichzeitigen
costimulatorischen Signalen aktiviert die T-Zelle, was die Synthese von IL-2 und der a-
Kette des IL-2-Rezeptors induziert, wodurch der nun heterotrimere IL-2-Rezeptor hoch-
affin wird [156]. Ob sich die Kultivierung in Anwesenheit von IL-2 und IL-12 auf die
aviaren yd-T-Zellen tber ebendiese Mechanismen auswirkt, muss noch ndher untersucht
werden. Die unterschiedlich lange Dauer der Stimulation von 48 bis 96 Stunden hatte
zumindest keine divergierenden Auswirkungen auf die Steigerung der zytolytischen
Effekte.

Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass Huhner im Intestinum sowohl
eine spontan zytotoxische 28-4 positive NK-Zell-Population als auch eine spontan
zytotoxische TCR1 positive yd-T-Zell-Population als Teil ihrer IELs besitzen. Es muss
also einen evolutiondren Vorteil haben Uber zwei verschiedene Subpopulationen von
Killerzellen im Darm zu verfiigen, die vermutlich von unterschiedlichen Signalen
aktiviert werden. Um allerdings die jeweilige Rolle der beiden Zelltypen in
physiologischen sowie pathologischen Gegebenheiten zu bestimmen, missen noch
weitere Untersuchungen bezuglich Phanotyp, Funktionen und Liganden vorgenommen

werden.

In Mdusen und Menschen wurden fiir y3-T-Zellen verschiedene wichtige Funktionen
bei der Immunabwehr, sowohl von Infektionen als auch von Tumoren, entdeckt [57,
157]. Ihr Beitrag war dabei jeweils nicht redundant mit den Wirkungen der of-T-Zellen,
was eine Erklarung fir ihre evolutiondre Coevulotion liefern konnte. In der
Humanmedizin werden in Klinischen Studien bereits erfolgreich y5-T-Zellen in der
Immuntherapie gegen Neoplasien verschiedenster Art eingesetzt [158, 159]. Am besten
untersucht und am héaufigsten verwendet wird dabei die Population der Vy9Va2-T-
Zellen, die in vitro unter anderem durch einen Metaboliten des Mevalonat-Weges (IPP)
aktiviert wird, welcher auch von Tumorzellen exprimiert werden kann. Maus und
Mensch z&hlen aber zu den Spezies mit niedriger Frequenz von y3-T-Zellen. Warum
andere Spezies wie zum Beispiel Rinder, Schafe und Huhner hingegen einen viel
hoheren Anteil an y3-T-Zellen haben, ist noch nicht geklart. Da aber bei immer mehr
Arten hohe Frequenzen an y3-T-Zellen gefunden werden (z.B. Schwein [39], Zebu [47]

und Elch [48]), konnte die Fragestellung eventuell treffender lauten, warum Mensch
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und Maus so wenige yo-T-Zellen besitzen.

Aufgrund vieler phanotypischer bzw. funktioneller Ahnlichkeiten zu NK-Zellen stellen
vo-T-Zellen eine NK-Zell-dhnliche, “innate-like* (den Zellen des angeborenen
Immunsystems gleichende) Untergruppe der T-Zellen dar. Sie scheinen dabei aber in
der Evolution durch ihre vielseitigen Effektorfunktionen einen Vorteil gegenuber NK-
Zellen gehabt zu haben und agierten dadurch erfolgreicher an der Schnittstelle zwischen
angeborener und erworbener Immunantwort. y8-T-Zellen schlagen somit eine Briicke

zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem.

Durch die Verbesserung des Zytotoxizitats-Assays und seine Anpassung an das Huhn
war es moglich die Zytotoxizitat der aviaren yoé-T-Zellen zu untersuchen. Die
zytotoxischen  Fahigkeiten von y8-T-Zellen im  Huhn zeigten deutliche
gewebeabhangige Unterschiede. Die vyo-T-Zell-Population im peripheren Blut zeigt
uberhaupt keine Zytotoxizitat, die der Splenozyten zu einem gewissen Malle und die
starkste zytolytische Aktivitdt wurde yd-T-Zellen der IEL-Population nachgewiesen.
Die hochste spontane Zytotoxizitdt wurde entdeckt in der intestinalen v3-T-Zell-
Population; diese war dabei vergleichbar mit der der intestinalen NK-Zell-Population.
Die spontane Zytotoxizitat von Splenozyten lasst sich durch die Kultivierung mit IL-2
und IL-12 deutlich steigern. Das starkste zytolytische Potenzial geht von den CD8

positiven y5-T-Zellen aus.

Durch die Erkenntnisse dieser Arbeit ergeben sich einige weitere Fragestellungen, die in
folgenden Studien untersucht werden sollten. Durch Zytotoxizitats-Assays mit weiteren
Targetzelllinien und dem Einsatz von unterschiedlichen Antikdrpern, bzw. der
genaueren Charakterisierung des bereits eingesetzten Antikorpers 20E5, kdnnten neue
Aussagen hinsichtlich der Zielzellerkennung bzw. der daran beteiligten Strukturen auf
den y3-T-Zellen getroffen werden. Mittels Vy-spezifischer Antikorper konnten zum
einen die Gewebeverteilung bestimmter TCR-Typen im Huhn, zum anderen auch deren
moglicherweise unterschiedlichen zytotoxischen Potenziale untersucht werden. Ob die
Anwesenheit einer bestimmten CDB8-Corezeptor-Form einen Einfluss auf die
Zytotoxizitat hat, lieBe sich mit Hilfe des Antikorpers EP-42 nachweisen. Da die
Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit nur mit Zellen von gesunden Huhnern
gleichen Alters durchgefuhrt wurden, wére es interessant die Verénderungen der
Zytotoxizitdt in bakteriellen, viralen und parasitaren Infektionsmodellen sowie deren

Altersabhédngigkeit zu tberprifen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Spontane Zytotoxizitat von ya-T-Zellen im Haushuhn

Ziel dieser Arbeit war die ldentifizierung und Charakterisierung der zytotoxischen

Fahigkeiten der yo-T-Zellen des Haushuhns.

Da im Haushuhn im Gegensatz zum Sauger nur niedrige Frequenzen an NK-Zellen in
Geweben wie Milz und Lunge sowie dem Blut zu finden sind, dort aber zytotoxische
Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, wurde die spontane Zytotoxizitdt der beim
Huhn in vielen Geweben vermehrt vorhandenen v5-T-Zellen  mittels
durchflusszytometrischem Zytotoxizitats-Assay untersucht. Durch die Anpassung des
Zytotoxizitats-Assays an Huhner-yd-T-Zellen als Effektorzellen und Hihner-Zielzellen
wurde die Moglichkeit zur weiteren Untersuchung der Zytotoxizitat von aviaren yo-T-
Zellen verbessert. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Lymphozyten, die aus
dem Blut isoliert worden waren, keine spontane zytolytische Aktivitat zeigten, die aus
der Milz hingegen eine spezifische Zytotoxizitdt von bis zu 50% und die aus dem

intestinalen Epithel von bis zu 85% vorwiesen.

Die Zytotoxizitat der Splenozyten liel sich mittels vorausgehender Stimulation mit dem
Zytokin IL-2 steigern, durch die Stimulation mit der Kombination aus IL-2 und 1L-12
sogar deutlich ernéhen. Die Zytotoxizitat wurde gegenuiber der klassischen Hihner-
Zielzelllinie RP9 beobachtet, nicht jedoch gegeniiber der Zelllinie CU24. Das
zytolytische Potenzial der yo-T-Zellen ist dabei nicht MHC-abhéngig, da die
Effektorzellen mit B?B*Hintergrund nicht nur die RP9-Zellen mit gleichem
MHC-Hintergrund, sondern ebenso erfolgreich die neue Zielzelllinie 2D8 mit einem
MHC-Hintergrund von B™B! abtéten konnten. Durch die Auftrennung der
Effektorzellen aus der Milz in verschiedene Subpopulationen  mittels
Durchflusszytometrie vor deren Einsatz im Zytotoxizitats-Assay, konnten die CD8
positiven yd-T-Zellen als hauptséchlich zytolytisch aktive Subpopulation identifiziert
werden. Sowohl CD8 negative y5-T-Zellen als auch CD8 positive af-T-Zellen zeigten
jeweils nur ein geringes zytolytisches Potenzial. Unter den Lymphozyten des
intestinalen Epithels wurden sowohl zytotoxische NK-Zellen als auch zytotoxische yé-

T-Zellen gefunden.

Zusammenfassend repréasentieren y5-T-Zellen im Haushuhn eine wichtige spontan
zytotoxische Zellpopulation in verschiedenen Geweben.
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7 SUMMARY

Spontaneous cytotoxicity of chicken yo T cells

The aim of this study was to identify and characterize the cytotoxic potential of

vo T cells in the chicken.

Compared to mammals, only low frequencies of NK cells are detectable in tissues like
spleen, lung and blood in the chicken. Since cytotoxic activity was observed in these
tissues in the absence of detectable NK cells the spontaneous cytotoxicity of chicken
vo T cells, present in high numbers, was investigated in different tissues via the flow
cytometric based cytotoxicity-assay. The optimization of this cytotoxicity-assay for
chicken effector and target cells enabled the further exploration of the cytotoxic
function of avian yd T cells. In lymphocytes isolated from chicken blood no
spontaneous cytotoxicity was detectable, whereas specific cytotoxicity of up to 50%
was observed in splenocytes and of up to 85% in intestinal epithelial lymphocytes.

The cytotoxicity of splenocytes was enhanced by preincubation with the cytokine IL-2,
and strongly increased by the combination of IL-2 and IL-12. The cytotoxicity was
observed against the prototypic chicken target cell line RP9 but not against the chicken
cell line CU24. The cytolytic potential of yd T cells is not restricted to MHC as effector
cells with a genetic MHC background of B?B? are able to kill the new target cell line
2D8 with a different MHC background of B**B*® in the same manner as RP9 cells with
a matching MHC background. By cell sorting of splenocytes the CDS8 positive vy T
cells were identified as a major spontaneously cytolytic subpopulation. Both CD8
negative yo T cells and CD8 positive afy T cells showed only low cytotoxic potential.
Within intestinal epithelial lymphocytes cytotoxic NK cells as well as cytotoxic yo T

cells were observed.

In conclusion yd T cells represent a major spontaneously cytotoxic cell population in

different tissues of the chicken.
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