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1. Einleitung

1.1.  Das Immunsystem

Als Immunsystem bezeichnen wir das komplexe Netzwerk und das Zusammenspiel verschiedener
Organe, Zellen und molekularer Bestandteile, welches der Abwehr hoherer Lebewesen von
Mikroorganismen, Fremdkdrpern, sowie eigenen maligne entarteten Zellen dient (Parkin and
Cohen, 2001). Die Funktion des Immunsystems ist in seiner Bezeichnung inbegriffen: ,,immunis*
ist der lateinische Ausdruck, welcher zunéchst fiir privilegierte Soldaten romischer Legionen,
welche abgaben- und steuerfrei waren, verwendet wurde und nun fiir ,,frei, ,,unversehrt und
,,rein’ steht.

Die Haut und Schleimhiute stellen eine physische Barriere des Organismus dar und verhindern
das Eindringen von Krankheitserregern in den Korper (Engebretsen and Thyssen, 2016). Wird
diese Barriere durchbrochen, werden 16sliche und zelluldre Komponenten des Immunsystems im
Blut aktiviert und versuchen die als gefahrlich eingestuften Erreger oder infizierte und entartete
Zellen im Korper zu zerstoren (Parkin and Cohen, 2001). Dabei unterliegt das Immunsystem
multiplen regulatorischen Einfliissen zentraler und lokaler Art, neuronaler und endokriner Genese
(Ganeshan and Chawla, 2014). Zellen des Immunsystems kommunizieren miteinander durch
direkten Kontakt oder durch Botenstoffe. Es ist von immenser Bedeutung fiir den ganzen
Organismus, dass alle Teile seiner Immunabwehr funktionsfdhig sind und pathogene
Mikroorganismen, Zellen oder Molekiile auch als solche erkannt und bekdmpft werden. Geschieht
dies aufgrund eines Immundefektes nicht, wird die Gesundheit und sogar das Leben des
Individuums durch Infektionen geféhrdet.

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) bleiben infektiose Erkrankungen weiterhin unter
den héufigsten Todesursachen weltweit (www.who.int, Fact sheet 310). Vor allem chronische
Infektionen stellen das globale Gesundheitssystem vor eine groBe Herausforderung. Laut der
WHO sind iiber 390 Millionen Menschen weltweit an den chronischen viralen Hepatitiden
erkrankt, 257 Millionen leiden an einer Hepatitis B-Infektion, etwa 170 Millionen sind mit
Hepatitis C Virus infiziert (Shepard et al., 2005), tiber 950.000 sterben jédhrlich an den
Langzeitfolgen wie Leberzirrhose oder hepatozelluldres Carcinom, 36,8 Millionen Menschen
lebten Ende 2016 mit HIV, welches unbehandelt fast immer zum Ausbruch von AIDS fiihrt. Dabei
haben lediglich rund 19,5 Millionen Menschen Zugang zur hochaktiven antiretroviralen Therapie.

(www.who.int, Fact sheet 164, Fact sheet 204).



Chronische Infektionen sind fast immer mit einer ineffektiven antiviralen Immunitét verbunden
(Frebel et al., 2010). Somit ist fiir die erfolgreiche Diagnostik und Therapie von infektiosen, aber
auch autoimmunen Erkrankungen sowie von Allergien und malignen Tumoren das Verstiandnis
iiber ihre Entstehung im Zusammenhang mit Fehlfunktionen des Immunsystems unentbehrlich.

Das Immunsystem wird nach Reaktionsgeschwindigkeit und Spezifitit der Antwort ihrer
Komponenten in das angeborene/unspezifische und erworbene/spezifische Immunsystem

unterteilt, wobei beide Bestandteile eng zusammenarbeiten und voneinander nicht zu trennen sind.

1.1.1. Das angeborene Immunsystem

Zum unspezifischen, phylogenetisch dlteren Immunsystem gehdéren zum einen physikalische
Korperbarrieren in Form von intakter Haut und Schleimhéuten, die das Eindringen pathogener
Mikroorganismen verhindern, die Darmperistaltik und der Zilienschlag der Haarzellen im
Respirationstrakt, die zur Befreiung von inkorporierten Partikeln beitragen (Engebretsen and
Thyssen, 2016). Zum anderen spielen korpereigene chemische Substanzen, wie der Sduremantel
der Haut, der niedrige pH des Magens, antimikrobielle Enzyme, wie das Lysozym,
Immunmediatoren wie Interleukine und Interferone, Akut-Phase-Proteine und das
Komplementsystem eine wichtige Rolle bei der Abwehr gegen Krankheitserreger (Parkin and
Cohen, 2001). Zum Schluss ist eine regulidre Funktion des erworbenen Immunsystems ohne
zelluldre Komponenten wie Granulozyten, dem Monozyten-Makrophagen-System und der NK-
Zellen nicht denkbar (Parkin and Cohen, 2001).

Kommt es zum Eindringen des Pathogens in den Korper reagiert das angeborene Immunsystem
innerhalb von Minuten auf die Gefahr, unabhéngig davon, um welchen Erreger es sich dabei
handelt und ob dieser dem Korper bekannt ist (Murphy et al., 2012). Meist kommt es bei der
Immunantwort zu einer entziindlichen Reaktion, die mit einer vermehrter Durchblutung des
infizierten Bereiches, erhohten kapilldren Permeabilitdt und Migration von Immunkomponenten in
die betroffene Region einhergeht (Murphy et al., 2012). Im Rahmen der Inflammation setzten
aktivierte Makrophagen Zytokine frei, welche das Knochenmark zur Bildung von Millionen von
neutrophilen Granulozyten anregen (Parkin and Cohen, 2001). Diese werden spiter in die
Blutbahn entlassen und gelangen dem Zytokingradienten folgend zu ihrem ihren Einsatzort. Dort
verschlingen sie die Erreger, indem sie diese in ein durch einen Teil der Zellmembran gebildetes
Visikel, ein Phagosom, einschlieBen und intrazelluldr abtoten (Witko-Sarsat et al., 2000). Dies
kann durch Verschmelzen des Phagosoms mit neutrophilen zytoplasmatischen Granula, welche

Lysozym und Myeloperoxidase enthalten, und Bildung des Phagolysosoms oder durch Bildung



von Sauerstoffradikalen erfolgen (Parkin and Cohen, 2001). Gewebsstindige Makrophagen nutzen
dieses Prinzip der Phagozytose zur Elimination der Erreger. Eosinophile Granulozyten hingegen,
die der Abwehr von einzelligen oder mehrzelligen Parasiten dienen, sowie natiirliche Killerzellen,
die von Viren befallene oder entartete Zellen zerstdren, setzten zytotoxische Substanzen auf zuvor
mit Antikdrpern markierten Zellen frei (Parkin and Cohen, 2001). Da das angeborene
Immunsystem jedoch erregerunspezifisch agiert, ist die Funktion des erworbenen Immunsystems

im Kampf gegen das Pathogen ausschlaggebend.

1.1.2. Das erworbene Immunsystem

Das erworbene Immunsystem besteht aus humoralen und zelluliren Bestandteilen, wobei die
Antikorper die humoralen und die Lymphozyten die zelluldren Komponenten reprisentieren. Die
Lymphozyten werden in antikdrperbildende B-Zellen und in die Immunantwort-regulierenden, fiir
Zytotoxizitdt und Hypersensivitidt verantwortlichen T-Zellen unterteilt. Die T- und B-Zellen
werden jeweils nach dem Ort ihrer Bildung und Reifung benannt: B-Zellen entstehen im
Knochenmark (bone marrow), die T-Zellen entwickeln sich im Thymus. Die Antigene auf der
Oberfliche der T-Zellen erlauben eine weitere Differenzierung dieser in CD8" und CD4" T-Zellen

(Parkin and Cohen, 2001).

1.1.2.1. CD8" T-Zellen

Die zytotoxischen T-Zellen, welche CD8 auf ihrer Oberfldche exprimieren, reifen im Thymus und
erkennen fremdes Antigen auf MHC-I-Molekiilen korpereigener Zellen mithilfe ihres klonal
verteilten T-Zell-Rezeptors (Davis et al., 1998). Nach ihrer Aktivierung durch APCs in den
sekundir lymphatischen Organen entwickeln sie sich zu hochpotenten antigenspezifischen
Killerzellen, welche vor allem mit Bakterien oder Viren infizierte, aber auch maligne entartete
Zellen, welche das spezifische Antigen auf ihrer Oberfliche im Kontext der MHC-I Molekiile
prasentieren, durch Sekretion von zytolytischen Substanzen wie Granzymen oder Perforinen

zerstoren (Zhang and Bevan, 2011).

1.1.2.2. CD4" Zellen

T-Helferzellen tragen CD4 auf ihrer Oberfliche und haben multiple Funktionen. Es werden

mehrere Subtypen unterschieden, wobei das Lymphokinsekretionsprofil und die Funktion die
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Zugehorigkeit zum jeweiligen Subtyp bestimmen. Die von den CD4" T-Zellen sezernierten
Lymphokine wirken meist als autokrine Wachstumsfaktoren, kdnnen aber auch gleichzeitig die
Proliferation anderer Subtypen supprimieren. Thl-Zellen sezernieren Interleukin-2 (IL-2),
Interferon y (IFNy) und Tumornekrosefaktor B (TNFB) (Mosmann et al., 1986; Mosmann and
Coffman, 1989). IFNy ist ein Zytokin, welches die Makrophagen und B-Zellen aktiviert, und die
Sekretion von IgG-Antikérpern durch die B-Zellen, sowie die Aktivierung von
Komplementfaktoren stimuliert, welche die Erreger fiir Phagozyten, d.h. Makrophagen und
neutrophile Granulozyten, opsonieren (Abbas et al., 1996). AuBlerdem spielt IFNy bei der direkten
viralen Abwehr eine Rolle. Thl-vermittelte Antworten sind mit Entziindungen verbunden, da
sowohl IFNy und TNFf inflammatorische Leukozyten aktivieren (Abbas et al., 1996). IL-2 ist ein
Steuerungszytokin, das auf der einen Seite parakrin wirkt und die CD8" Antwort aktiviert sowie
ihre Expansion induziert (Tham and Mescher, 2002). Auf der anderen Seite wirkt es autokrin und
stimuliert die Proliferation der CD4" T-Zellen in der frithen Aktivierungsphase, bewirkt aber
spéter eine Restriktion der Population (Reinhardt et al., 2001). Es beeinflusst die Vasoregulation
und vaskulire Permeabilitit und fiihrt bei Uberproduktion zu Fieber, Sepsis und Kachexie. Th2-
Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13. IL-4 fiihrt insbesondere zur IgE-Produktion in den
B-Zellen, wihrend IL-5 das wichtigste Zytokin ist, welches eosinophile Granulozyten aktiviert.
Somit sind die Th2-Zellen in allergischen Reaktionen und im Kampf gegen parasitéire Infektionen
beteiligt. Th2-Zellen leisten entscheidende T-Zell-Hilfe zur B-Zell-Aktivierung und Produktion
von IgM und IgG-Antikorpern (Janeway et al., 1988; Mosmann et al., 1986).

In einem IL-23-, IL-1- und IL-6-reichen Milicu entstehen aus aktivierten T-Zellen Th17-Zellen,
die fiir die frilhe adaptive Immunantwort verantwortlich sind. Die Thl7-Zellen aktivieren
neutrophile Granulozyten. Aullerdem zeichnen sie sich durch Produktion von IL-17 aus, welches
fir den Schweregrad bestimmter Autoimmunerkrankungen, wie Multiple Sklerose oder
rheumatoide Arthritis, verantwortlich gemacht wird (Jadidi-Niaragh and Mirshafiey, 2011;
Roeleveld and Koenders, 2015). Neben den genannten drei Subpopulationen von Effektorzellen
sind in der Literatur auch regulatorische T-Zellen beschrieben, die sich in Prasenz von TGFf und
IL-2 entwickeln und die T-Zell-Antwort supprimieren. Diese Zellen sind neben den natiirlichen
regulatorischen T-Zellen, welche im Thymus entstehen, fiir Toleranzentwicklung und Vermeidung

von Autoimmunitét von enormer Bedeutung (Ohkura et al., 2013).



1.2.  T-Zell-Aktivierung

Naive T-Zellen, also solche, die noch keinen Antigenkontakt hatten, sind als kleine Zellen mit
dicht gepacktem Chromatin, wenig Zytoplasma und niedriger RNA- und Proteinsynthese zu
erkennen und sind primdr in der kortikalen Zone sekunddrer lymphatischer Organe
(Lymphknoten, Payersche Plaques, Tonsillen, Milz) zu finden (Bredley, 1996; Merica et al.,
2000). Sie exprimieren Oberflaichenmolekiile, wie CD62L oder CCR7, die als Liganden der
Rezeptoren an den hochendothelialen Venolen der sekundédren lymphatischen Organe binden und
somit als Migrations-und Homingfaktoren fungieren (Campbell and Butcher, 2000). Durch
Bindung an aktivierte professionelle APCs, vor allem an dendritische Zellen in den T-Zell-
Regionen (Steinman et al., 1997), kommt es zu einer Interaktion zwischen mehreren MHC-
Molekiilen der APCs und den T-Zell-Rezeptoren. In den meisten Féllen wird das Antigen, fiir das
der T-Zell-Rezeptor spezifisch ist, nicht erkannt und die T-Zelle trennt sich von der
antigenprasentierenden Zelle und migriert weiter. Wird der Antigen-MHC-Komplex erkannt,
kommt es zu einer strukturellen Verdanderung der Adhdsionsmolekiile, unter anderem des LFA-1
auf der Zelloberfliche von Lymphozyten und ihre Affinitit zu Liganden, wie ICAM oder DC-
SIGN, auf der Oberfliche der APCs steigt. Dies erlaubt eine etwa 24 Stunden andauernde
Bindung zwischen der antigenspezifischen T-Zelle und der APC (Henrickson et al., 2008).

Einen Tag nach Erkennung des MHC-Peptid-Komplexes auf den dendritischen Zellen kommt es
zur Proliferation des Lymphozyten, wobei die Tochterzellen ebenfalls an die APC gebunden
bleiben. In der Literatur wird eine Zunahme der spezifischen CD4" T-Zellen drei bis sieben Tage
nach Antigen-Injektion beschrieben. Bereits kurz nach dem Peak der Expansionsphase folgt eine
Reduktion von aktivierten T-Zellen in den sekunddren lymphatischen Organen, was eine
unkontrollierte Expansion von Lymphozyten verhindert, wobei der genaue molekulare
Mechanismus des Zelltodes bislang unklar bleibt (Zajac et al., 1998).

Die Aktivierung naiver T-Zellen und ihre Differenzierung zu Effektorzellen werden durch eine
Reihe von Signalen kontrolliert. Diese sind in der Literatur als Signal 1, 2 und 3 zusammengefasst.
Als Signal 1 wird die Interaktion zwischen dem Antigen-MHC-Komplex auf den APCs und dem
T-Zell-Rezeptor bezeichnet. Signal 1 allein ist jedoch fiir das Uberleben, die klonale Expansion
und die Differenzierung der naiven T-Zellen zu Effektorzellen nicht ausreichend. Damit die
antigenspezifischen T-Zellen iiberleben und sich teilen kdnnen brauchen sie zusétzliche Signale.
Diese werden als Signal 2 bezeichnet. Dazu gehort der Kontakt zwischen den B7-Molekiilen auf
den APCs und CD28 auf den Lymphozyten. Die Bindung zwischen B7 und CD28 fiihrt zur
Translokation der Transkriptionsfaktoren AP1 und NFkB, welche die Transkriptionsrate des IL-2-
Gens erhohen (Lai et al., 1995). Andererseits wird die mRNA durch das CD28-Signal stabilisiert

5



(Lindstein et al., 1989). Durch diese beiden Effekte steigt die IL-2-Produktion um etwa das 100-
fache an (Umlauf et al, 1995). Daneben wird durch die B7-CD28-Bindung die IL-2-
Rezeptoraffinitit gesteigert, was den Ubergang der Zelle von der Ruhephase in die G1-Phase des
Zellzyklus als Konsequenz hat. Als Signal 3 wird der Zytokinkontext wihrend der
Antigenpréisentation zusammengefasst. Zytokine, wie IL-1 und TNFa, werden von Zellen des
angeborenen Immunsystems, wie beispielsweise Makrophagen, im Rahmen einer entziindlichen
Reaktion sezerniert und fithren wiederum zu einer Verstirkung von Signal 2 (Curtsinger and
Mescher, 2010).

Aufler CD28 dienen zahlreiche andere Molekiile als kostimulierende Signale der T-Zell
Aktivierung. Darunter ist ICOS, ein homodimeres Protein, den der auf dendritischen Zellen,
Monozyten und B-Lymphozyten exprimierte Ligand LICOS bindet. ICOS verbessert die T-Zell-
Antwort gegeniiber Fremdantigenen, stimuliert die Proliferation und Lymphokinexpression der T-
Zellen und optimiert ihre B-Zell-Hilfe (Mahajan et al., 2007). Obwohl ICOS zur CD28 Familie
gehort erhoht es nicht die IL-2 Produktion, sondern ist mit der Synthese von IL-10 verbunden,
einem B-Zell-Differezierungsfaktor (Lohning et al., 2003). Auch CTLA-4 gehort zur Familie der
T-Zell-Regulatoren, ist aber eher an der Kontrolle der Proliferation beteiligt. Es ist gezeigt
worden, dass der Verlust von CTLA-4 zur massiven Vermehrung der Lymphozyten und letalen
Organdestruktion durch Autoimmunitét fiihrt (Tivol et al., 1995).

Auch Molekiile der TNF-Familie, wie CD27 und CDA40, sind an der Regulierung der T-Zell-
Aktivierung beteiligt. Das auf dendritischen Zellen exprimierte CD40 bindet an den CD40-Ligand
der T-Zellen und schickt zweierlei Signale. Aktivierende Signale der T-Zelle auf der einen Seite
und Signale zur Expression von B7 auf den APCs auf der anderen Seite. Die Interaktion von
CD40 und CD40L wird in der Literatur als essentiell fiir die B-Zell-Hilfe beschrieben. Durch die
Bindung konnen B-Zellen aktiviert und zur Produktion von Immunglobulinen verleitet werden.
Maxwell et al. konnten zeigen, dass eine in vivo Applikation von anti-CD40 2 Tage vor
Antigeninjektion zu einer dreifachen Zunahme der CD4-Expansion und einer spéteren Deletion

von aktivierten T-Helferzellen fiihrte (Maxwell et al., 1999).

1.3. T-Zell-Differenzierung zu Gedichtniszellen

Nach einer Infektion und Aktivierung der spezifischen T-Zellen durch die APCs kommt es zu
einer bis zu 50000-fachen Expansion spezifischer T-Zell-Klone. Effektorzellen, Zellen also, die
durch APCs aktiviert wurden, unterscheiden sich sowohl phédnotypisch als auch funktionell von

naiven Zellen. Oberflichenmarker wie CD44, CD69 oder LFA-1 werden hoch-, andere, wie
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CD62L und CD45RB, herunterreguliert. Sowohl CD4", als auch CD8" Effektorzellen sezernieren
sogenannte Effektorlymphokine: IFNy, IL-4, IL-5. Auch Zytokine wie IL-2 und TNFo werden
schneller, nach einem geringeren Antigenstimulus und in hoheren Mengen als durch naive Zellen
sezerniert (Sallusto et al., 2004). Nachdem die Infektion erfolgreich bekdmpft und das Pathogen
eliminiert ist, sterben 90-95% der Effektorzellen (Wiesel et al., 2009). Die bleibenden
Gedidchtniszellen konnen sehr lange tiiberleben und bieten einen dauerhaften Schutz vor
Reinfektion. Die Anzahl der Gedichtniszellen im Korper ist deutlich héher als die der naiven T-
Zellen gleicher Spezifitit, sie sind ubiquitir anzutreffen und besitzen die Féhigkeit, in kurzer Zeit
nach Antigenkontakt Effektorfunktionen zu aktivieren (Sallusto et al., 2004). Die Homeostase
dieser Zellpopulation erfolgt antigenunabhéngig, die Zellen flotieren nach ihrer Entstehung in den
sekundédren lymphatischen Organen und Geweben und proliferieren langsam in Anwesenheit von
IL-7 und IL-15 (Kondrack et al., 2003; Shin et al., 2007; Williams and Bevan, 2007).
Lanzavecchia et al. haben eine Differenzierung zwischen effector memory (Tgm) und central
memory T-Zellen (Tcwm) eingefiihrt. Die Ersten befinden sich in Geweben und iiben dort nach
Antigenkontakt Effektorfunktionen aus, wihrend die Letzteren in sekundiren lymphatischen
Organen nachweisbar sind und nach Antigenstimulation rasch proliferieren und sich zu
Effektorzellen entwickeln kdnnen (Sallusto et al., 2004). Die Verteilung dieser zwei Subtypen ist
unter T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen unterschiedlich, unter den Ersten tiberwiegen die
Tewm, unter den Zweiten hingegen die Tem. Interessanterweise exprimieren Ty CCR7 und CD62L
auf ihrer Oberflache, welche als Homingfaktoren fiir sekundire lymphatische Organe fungieren
und auch auf naiven Zellen anzutreffen sind (Sallusto et al., 2004). Lange Zeit wurde vermutet,
dass CD4" Gedichtniszellen ausschlieBlich in Blut und Lymphe zirkulieren. Tokoyoda et al.
konnten 2009 zeigen, dass sie auch im Knochenmark zu finden sind und dass Ly6C solche

Gedéchtniszellen markiert (Tokoyoda et al., 2009).

1.4. T-Zell-Antwort wihrend akuter und chronischer Infektionen

Infektionen konnen nach ihrem zeitlichen Verlauf in transiente (akute) und persistente
(chronische) Infektionen unterschieden werden. Bei einer transienten Infektion kommt es meist zu
einem mehr oder minder schweren, zeitlich jedoch begrenzten Krankheitsverlauf. Als Erreger
meist akut verlaufender viraler Infektionen im Menschen kénnen an dieser Stelle Influenza- und
Parainfluenzaviren, Rhino- und Pockenviren, das Rételnvirus, das Gelbfieber- oder das Hepatitis
A Virus (HAV) genannt werden. Wahrend der akuten Krankheitsphase mit hoher Antigenlast

kommt es nach primérer Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen zu ihrer Expansion und einer
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starken Effektorzellantwort mit Zytokinfreisetzung, Fieber und erhéhter vaskuldrer Permeabilitit.
Genexpressionsanalysen von CD8" T-Zellen wihrend akuter Infektionen mit dem murinen
Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV), einem Virus der Familie der Arenaviridae, das in
Nagetieren zu Allgemeinstérungen (struppiges Fell, Konjunktivitis, Abmagerung), aber auch
zentralnervosen Symptomen (Ldhmung und Kridmpfe) fiihren kann, zeigen, dass wéhrend dieser
Zeit vor allem Gene die fiir Zytotoxizitdt, Sekretion antiviraler Zytokine, Chemokine und der
Telomerase-Aktivitit kodieren, hochreguliert werden (Kaech et al., 2002). Das fiihrt dazu, dass die
Infektion innerhalb kurzer Zeit eingeddmmt und das Pathogen eliminiert wird, wobei B-Zellen,
CD8" und CD4" T-Zellen, als zellulire Komponenten des adaptiven Immunsystems fiir die
Bekdmpfung viraler Infektionen verantwortlich sind (Homann et al., 2001; Oxenius et al., 1998).
In persistierenden Infektionen iiberlebt das Pathogen oft jahre- bis lebenslang im Wirt. Bei einer
Infektion mit Erregern mit einer hohen Replikations- und Mutationsrate, wie beispielsweise dem
HI-Virus, kommt es meist, dank immer neuer Antigenmuster, zur Immunevasion und einem
chronisch-aktivem Verlauf, gleichzeitig fiihrt die Infektion mit HIV, HBV oder HCV, zu einer
funktionellen Beeintrichtigung der spezifischen CD4" und CD8" Zellen im Sinne einer T-Zell
Erschopfung (Gruener et al., 2001; Horiuchi et al., 2014; Kostense et al., 2002). Ein latenter
Krankheitsverlauf ist mit einer chronisch niedrigen Antigenlast assoziiert. Hierziehen sich die
Erreger in fiir das Immunsystem schwer zugingliche Organe zuriick und werden unter
Immunsuppression reaktiviert. Darunter konnen Viren mit nahezu 100% Durchseuchungsrate in
der adulten Population, wie HSV, CMV und EBV, genannt werden (Walton et al., 2013; Wiesel et
al., 2009). Einen dhnlichen Verlauf zeigt auch die murine MCMV-Infektion (Walton et al., 2013).
In latenten Infektionen mit EBV oder CMV sind nahezu keine Verdnderungen des adaptiven
Immunsystems zu verzeichnen (Frebel et al., 2010; Pantaleo and Harari, 2006; Virgin et al., 2009).
Ein etabliertes Modell zur Untersuchung der Auswirkung akuter und chronischer Infektionen auf
das adaptive Immunsystem ist das murine Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV). Bei
einer Infektion von immunkompetenten Miusen mit LCMV-Stimmen Klon 13 oder Docile
kommt es zu einer protrahierten kontrollierten, d.h. chronisch aktiven, zwei bis vier Monate
andauernden viralen Infektion (Ahmed et al., 1984; Althage et al., 1992; Wherry et al., 2003).

Im Gegensatz zu Klon 13 und Docile wird der LCMV-Stamm Armstrong innerhalb von acht
Tagen nach Infektion von antigenspezifischen CD8" T-Zellen fast vollstéindig eliminiert (Ahmed
et al., 1984; Wherry et al., 2003). Er ist damit ein Model fiir eine akut verlaufende Infektion. In
Infektionsmodellen mit Klon 13 kdnnen Auswirkungen einer chronisch hohen Antigenlast auf den
Phénotyp spezifischer T-Zellen beobachtet und mit akuten Infektionen mit Stamm Armstrong

verglichen werden. Dabei unterscheiden sich Klon 13 und Stamm Armstrong nur in zwei



Aminosduren voneinander, weshalb alle bekannten T-Zell-Epitope gleich bleiben (Matloubian et
al., 1990). Am Beispiel der viralen Infektion mit LCMV Typ Armstrong betrachtet vergehen von
der Infektion bis zur vollstindigen Elimination des Virus acht bis zehn Tage (Wiesel et al., 2009).
Das Expansionsmaximum antigenspezifischer CD8" T-Zellen ist in diesem Modell am Tag acht
post infectionem zu beobachten, worauf eine Kontraktionsphase folgt, welche nur etwa 5% der
Zellen iiberleben (Wiesel et al., 2009). Durch Bildung dieser Gedichtniszellen bleibt der Wirt
dauerhaft gegen Reinfektionen immun (Belz et al., 2000; Gaucher et al., 2008; Jameson and
Masopust, 2009; Miller et al., 2008; Williams and Bevan, 2007). In der friihen
Gedidchtniszellphase (um den Tag 30) zeigen die zytotoxischen T-Zellen einen effector-memory
Phénotyp (Tgm), wihrend in der spiten Phase (> 200 Tage) vorwiegen Zellen mit central-memory
Phinotyp (Tcm) zu finden sind (Wiesel et al., 2009).

Ahnlich verlduft die T-Zell-Antwort wihrend chronisch latenter Infektion mit MCMV mit einer
Expansionsphase mit Maximum am sechsten bis achten Tag und darauf folgender
Kontraktionsphase, sowie Bildung von Gedichtniszellen vom effector-memory Typ, welche
weiter proliferieren und vom central-memory Typ, die nicht proliferieren. Es kommt jedoch nie zu
einer kompletten Viruselimination aus dem Kdrper, das Virus persistiert in manchen Organen, was
zu regelmdfigen Reinfektionen flihrt (Wiesel et al., 2009). Wihrend einer chronisch-aktiven
Infektion, beispielsweise mit LCMV Klon 13 oder Docile, bleibt die Antigenlast chronisch, es
bilden sich keine Gedichtniszellen, sondern CD8" T-Zellen mit einem erschdpftem Phinotyp,
welche einen hohen Umsatz und insgesamt numerisch schrumpfen oder ganz verschwinden

konnen (Wiesel et al., 2009).
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Abb. 1. der Einleitung. Viruslast, dynamischer Verlauf der Anzahl CD8" T-Zellen und

Zusammensetzung der T-Zell-Population wihrend A. akuter Infektionen, B. latenter
persistierender Infektionen, C. aktiver chronischer Infektionen (aus Wiesel et al., 2009).

1.5. CD8" T-Zell-Erschépfung im Mausmodell

Die T-Zell-Erschopfung wird in der Literatur als eine funktionelle Beeintrachtigung
antigenspezifischer T-Zellen in einem Setting der chronischen Antigenpersistenz, welche weit
iiber der Effektorphase hinausreicht, beschrieben (Pauken and Wherry, 2015; Wherry, 2011).

Dieses Phidnomen der Dysfunktion spezifischer T-Zellen, das zur klonalen Deletion spezifischer
T-Zellen fiihren kann, wurde erstmals in einem murinen Infektionsmodell mit LCMV beobachtet
(Moskophidis et al., 1993a). Die Arbeitsruppe von Moskophidis et al. infizierte erwachsene Tiere
mit unterschiedlichen Dosen von LCMV Stamm Docile und stellte fest, dass Tiere, die mit 10?
plaque forming units (PFU) LCMYV infiziert wurden, eine regelrechte Antwort der zytotoxischen
T-Lymphozyten (CTL) zeigten, in vitro restimulierbare CTL-Vorlduferzellen produzierten und
sich zwischen Tag 15 und 30 post infectionem von dem Virus befreiten, so dass keine Viren in
Thymus oder Milz nachgewiesen werden konnte. Eine Infektion mit 10’ PFU induzierte eine

schwache CTL-Antwort, die CTL-Vorlduferzellen, welche am Tag 6 post infectionem noch
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messbar waren, verschwanden am Tag 12. In diesem Modell kam es zu einer Viruspersistenz in
allen Organen, die liber 280 Tagen nach der Infektion nachweisbar war (Moskophidis et al.,
1993b).

Seit der Entdeckung der CD8" T-Zell-Erschdpfung durch Moskophidis et al. bleibt die chronische
Infektion der Maus mit LCMV ein beliebtes Modell zur Untersuchung dieses Phanomens. Wie im
Kapitel 1.4. erldutert verursachen unterschiedliche Stimme dieses Virus verschiedene
Krankheitsverldufe und erlauben somit einen phdnotypischen und funktionellen Vergleich
spezifischer Zellen wihrend eines akuten, chronisch latenten und eines chronisch aktiven
Krankheitsverlaufs. Eine protrahierte aktive Infektion mit LCMYV fiihrt zu einer Suppression der
CDS8" T-Zell-Antwort (Ahmed et al., 1984; Matloubian et al., 1990) und zur funktionellen
Beeintrachtigung der Lymphozyten und schlieBlich ihrer klonalen Elimination (Wherry et al.,
2003; Zajac et al., 1998; Zhou et al., 2002). Der Verlust der Effektorfunktionen der CD8" T-Zellen
wihrend der LCMV-Infektion verlduft schrittweise und progressiv, der Schweregrad der
Erschopfung hingt von der Hohe der Viruslast ab (Fuller and Zajac, 2003; Wherry, 2011; Wherry
et al., 2003; Zajac et al., 1998). Es wird ein fortschreitender Funktionsverlust iiber die Zeit
beschrieben (Frebel et al., 2010; Wherry et al., 2007). Eine funktionstiichtige CD8" T-Zelle ist im
Stande, Zytokine wie IL-2, TNFa und IFNy, zu produzieren. Wiahrend einer chronischen LCMV-
Infektion verliert sie zunichst die Fahigkeit zur IL-2 Sekretion, schneller Proliferation und ex-vivo
Toxizitdat, wiahrend die TNFo-Produktion reduziert ist; dieses kann man als Stadium I der
Erschopfung ansehen. Im néchsten Schritt kommt es zu einer Storung der TNFa-Produktion und
Reduktion des IFNy (Stadium II), im Stadium III ist auch die IFNy-Sekretion nicht mehr
vorhanden, man spricht von einem vollen Grad der Erschopfung. In hoéheren Stadien ist die auch
die Degranulation der Zellen beeintrachtigt. Bei hoherer Viruslast kommt es zu klonaler Deletion

spezifischer CD8" T-Zellen (Wherry et al., 2003).
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Abb. 2 der Einleitung. Ein Modell des hierarchischen Verlustes der T-Zell-Funktionen
wihrend chronischer viraler Infektionen (aus Wherry et al., 2003).

Gedidchtniszellen teilen sich nach einer akuten Infektion langsam, homogen und
antigenunabhéngig, fiir den Erhalt der Population sind in dieser Phase IL-7 und IL-15 essentiell
(Shin et al., 2007; Surh and Sprent, 2008).

Auf erschdpften CD8" T-Zellen jedoch werden die IL-7- und IL-15-Rezeptoren herunterreguliert,
womit die Zellen auf das Antigen als Proliferationstrigger angewiesen sind. Die Unfdhigkeit,
antigenunabhingig zu proliferieren wurde durch folgendes Experiment illustriert: transferiert man
erschopfte T-Zellen adoptiv in einen gesunden, d.h. antigenfreien Empféanger, teilen sie sich nicht
(Shin et al., 2007; Wherry et al., 2003). Insgesamt geht auch die Homogenitit der Teilung
verloren, d.h. es entwickeln sich zwei Subpopulationen, eine sich nicht teilende und eine, die eine
sehr rasche Proliferation aufweist und fiir den Erhalt des Zellbestands sorgt (Paley et al., 2012;
Shin et al., 2007).

1.6. CD8" T-Zell-Erschépfung im Menschen

Vieles, was man iiber die CD8" T-Zell-Erschopfung aus dem LCMV-Mausmodell gelernt hat,
kann man in multiplen anderen Tiermodellen und wéhrend chronischer viraler (SIV, HIV, HBV,
HCV), bakterieller (Leishmaniose) und parasitirer Infektionen (Shistosoma mansonii), sowie

Krebserkrankungen im Menschen beobachten (Gautam et al., 2014; Goepfert et al., 2000; Gruener
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et al., 2001; Jin et al., 1999; Kostense et al., 2001; Lechner et al., 2000; Lee et al., 1999; Reignat et
al., 2002; Shankar et al., 2000; Taylor et al., 2009; Virgin et al., 2009) .

In der frithen Phase einer Infektion mit dem HI-Virus sind eine Vielzahl von CD8" Zellen, die
gegen unterschiedliche Epitope gerichtet sind, nachweisbar. Damit kann der initiale Anstieg der
Viruslast kontrolliert, jedoch nicht vollstindig aus dem Korper eliminiert werden (Pantaleo et al.,
1997). Grund dafiir sind Immunevasionsmechanismen des Virus, wie Mutationen im viralen
Genom, welche die Antigenerkennung erschweren, virale Latenz (McCune, 1995), Verhinderung
der Antigenprisentation auf den infizierten Zellen durch Herunterregulation von MHC-I
Molekiilen (Ploegh, 1998), sowie die Erschopfung der CD8" T-Zellen. Wihrend der Phase der
chronischen Antigenpersistenz verlieren die initial polyfunktionalen zytotoxischen T-Zellen,
welche gleichzeitig TNFa, IL-2, IFNy und MIP-1 produzieren sowie CD107a, einen Marker fiir T-
Zell-Degranulation auf der Zelloberfliche tragen, nach und nach lhre Funktionsfahigkeit. Sie
produzieren weniger Zytokine (Shankar et al., 2000) und zeigen sowohl eine gestdrte zytotoxische
Aktivitdt, als auch ein gestortes Proliferationsverhalten. Zudem werden die Oberflaichenmarker,
wie beispielsweise das PD-1 hochreguliert und andere wie das CDI127 herunterreguliert.
Insgesamt verlieren die T-Zellen ihre Polyfunktionalitit: die Anzahl monofunktionaler Zellen
steigt mit der Zeit signifikant an (Betts et al., 2006; Streeck et al., 2008). Gleichzeitig fiihrt eine
chronische Viruspersistenz zum Verschwinden spezifischer CD8" T Zellen (Pantaleo et al., 1997).
Wihrend einer akuten Infektion mit Hepatitis B Virus sind spezifische CD8" T-Zellen gegen
multiple Epitope des HBV nachweisbar: sie proliferieren und bekdmpfen das Virus durch
Produktion von IFNa und IFNy, sowie Granzymen und Perforinen (Thimme et al., 2003). Mit
chronischer Antigenpersistenz finden phanotypische Unterschiede in diesen Zellen statt: es
werden inhibitorische Molekiile wie PD-1, CTLA-4, 2B4 und TIM-3 auf ihrer Oberflache
hochreguliert (Blackburn et al., 2009; Boni et al., 2007; Raziorrouh et al., 2010; Su and Schneider,
1997). Diese Zellen produzieren weniger IL-2, die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie
TNFo und IFNy bleibt erhalten und die Hepatitis persistiert (Bertoletti and Maini, 2000; Das et al.,
2008; Su and Schneider, 1997).

Anders verhalten sich CD8" Zellen in chronischen Infektionsverldufen mit Hepatitis C Virus;
diese produzieren insgesamt zunehmend weniger TNFa und IFNy, bis schlieBlich die IFNy-
Sekretion gédnzlich ausféllt und es zur klonalen Deletion antigenspezifischer T-Zellen kommt

(Bowen and Walker, 2005; Gruener et al., 2001; Lechner et al., 2000).
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1.7. Zusammenfassung: Erschopfung von CD8" T-Zellen

Obwohl das Ausmall der funktionellen Beeintrdchtigung antigenspezifischer T-Zellen von
Pathogen zu Pathogen variiert, konnten in den letzten Jahren gemeinsame Ziige phanotypischer
und funktioneller Verinderungen erschopfter antigenspezifischer CD8" T-Zellen in der Maus und
im Menschen identifiziert werden.

Dazu gehdren:

* Der allmédhliche Verlust der Effektorfunktionen nach Zellaktivierung und Priming (Zajac et al.,
1998),

* Expression multipler inhibitorischer Rezeptoren und Molekiile auf der Zelloberfldche erschopfter
Zellen (Wherry, 2011; Wherry et al., 2007),

* Suppression aktivierender Molekiile (Crawford et al., 2014),

* Nachlassen der Produktion der Effektorzytokine wie TNFa, IL-2 und IFNy (Wherry et al., 2007),
* beeintrichtigte ex-vivo Toxizitdt der erschopften T-Zellen im Vergleich zu Effektorzellen
(Wherry et al., 2007),

* Korrelation des Schweregrads der Erschopfung mit der Schwere der Infektion (Wherry et al.,
2007),

« Antigenabhiingiges Uberleben und vermindertes Ansprechen auf IL-7 und IL-15 (Shin et al.,
2007)

» metabolische Unterschiede erschopfter Zellen im Vergleich zu Effektor- und Gedéchtniszellen
(Wherry et al., 2007),

« Anderung der Transkription (Crawford et al., 2014)

« Anderung des Aktivierungsprofils der Transkriptionsfaktoren in erschdpften T-Zellen (Crawford
et al., 2014; Pauken and Wherry, 2015).

Dennoch sind erschopfte T-Zellen funktionell nicht vollig inert und leisten ihren Beitrag zur
Infektionskontrolle. Darauf kann man aus dem folgenden Beispiel schlieBen: In mit SIV
infizierten Primaten fiihrt die Depletion erschopfter virusspezifischer CD8" T-Zellen zum Anstieg
der Viruslast und der Passage ins AIDS-Stadium (Jin et al., 1999; Schmitz et al., 1999).

Indirekt zeigt die kontinuierliche Mutation der viralen T-Zellepitope in chronischen Infektionen,
welchen Selektionsdruck erschopfte T-Zellen auf Viren ausiiben (Blattman et al., 2009; Jamieson
et al., 2003). So findet man beispielsweise Varianten von bestimmten viralen T-Zell-Epitopen bei
HIV-Erkrankten auch nur dann, wenn es auch fiir das Epitop spezifische CD8" T-Zellen gibt und
eine entsprechende Immunantwort stattfindet. Fehlen die fiir ein Epitop spezifische T-Zellen, so

bleiben auch die Mutationen aus (Jamieson et al., 2003). Der Zustand der funktionellen
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Erschopfung scheint zumindest eine Zeit lang reversibel zu sein, anschlieBend geht die Fahigkeit,

sich zu Gedéchtniszellen zu entwickeln, verloren (Angelosanto et al., 2012).

1.8. CD4" T-Zell-Erschopfung in der Maus

Die Funktion der CD4" T-Zellen ist fiir die Kontrolle einer Infektion entscheidend. Das Spektrum
von Funktionen der CD4" T-Zell reicht von CD8" T-Zell- und B-Zell-Hilfe bis zur Ausiibung
direkter antiviraler Effektorfunktionen: Kontrolle der viralen Replikation und Reaktivierung,
sowie der Morbiditit und der Mortalitét des Wirtes (Walton et al., 2013). Dabei scheint die CD4"
T-Zell-vermittelte Immunitit insbesondere bei der Kontrolle chronisch latenter Infektionen mit
Herpesviren, EBV und CMV im Menschen oder MCMV der Maus (Jonjic et al., 1990) eine
wichtige Rolle zu spielen. Dies erklirt warum bei HIV-positiven Patienten mit reduzierten CD4"
T-Zellen-Zahlen hédufiger unkontrollierte Reaktivierungen dieser Viren auftreten und warum sie
hiufiger an HSV-assoziierten Krankheitssymptomen, Burkitt-Lymphom oder CMV-Retinitis
leiden (Komanduri et al., 1998; Parisi et al., 2011; Sebelin-Wulf et al., 2007). Auf der anderen
Seite fiihrt der Transfer antigenspezifischer CD4" Zellen in immunsupprimierte Individuen mit
akuter Reaktivierung einer CMV-Infektion zu einer Reduktion der Viruslast (Einsele et al., 2002).
Die Erkrankungswahrscheinlichkeit mit Viren, die einen chronisch latenten Verlauf zeigen, ist bei
Fehlen eine regelrechten CD4" T-Zell Immunitit hoher als in Abwesenheit einer CD8" T-Zell
vermittelten Antwort (Carneiro-Sampaio and Coutinho, 2007). Im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass der Krankheitsverlauf von EBV-bedingten Erkrankungen, wie einer PTLD-éhnlichen
Erkrankung oder des Burkitt-Lymphoms, auch in Abwesenheit von CD8" Zellen durch die CD4"
Zellen kontrolliert werden kann (Fu and Cannon, 2000; Merlo et al.,, 2010). Im LCMV-
Infektionsmodell kam es in Abwesenheit der CD4" T-Zellen zur Verstirkung der chronischen
Infektion (Wiesel and Oxenius, 2012). Wenn hingegen CD4" T-Zellen in infizierte Tiere adoptiv
transferiert wurden, wurden erschopfte CDS" T-Zellen wieder reaktiviert (Aubert et al., 2011). Der
Verlauf der CD8'- und der CD4'-T-Zell-Erschépfung erschien im LCMV-System zunichst
dhnlich, allerdings ist die Erschdpfung virusspezifischer CD4" T-Zellen kaum unabhéingig von der
CDS8" T-Zell-Erschépfung zu beschreiben: bleibt die regelrechte Funktion der CD4" T-Zellen
wihrend einer chronischen Infektion erhalten, kann eine CDS8" T-Zell Erschdpfung verhindert
werden (Brooks et al., 2006). Analog zu CD8" T-Zellen verlieren CD4" T-Zellen wihrend
chronisch aktiver Infektionen mit LCMV ihre Féhigkeit Effektorzytokine wie IFNy, IL-2 und
TNFa zu produzieren (Brooks et al., 2005; Fuller et al., 2004; Fuller and Zajac, 2003; Oxenius et
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al., 1998). Zudem werden Gene, die fiir inhibitorische Molekiile, wie PD-1, 2B4, LAG3, BATF,
Blimp-1, kodieren, dhnlich wie in CD8" T-Zellen, aktiviert (Shin et al., 2009; Wherry et al., 2007).
Fahey et al. zeigten, dass CD4" wihrend chronisch aktiven Infektion mit LCMV unter Einfluss
von IL-6 und Aktivierung von BCL6 zu follikuldren T-Helferzellen differenzieren (Fahey et al.,
2011). Diese bleiben vor allem in Keimzentren und unterstiitzen dort die humorale Immunantwort.
Somit herrscht momentan kein Konsens, ob CD4" T-Zellen so zuverlissig als ,.erschopft zu

bezeichnen sind wie es fiir CD8" T-Zellen der Fall ist.

1.9. CD4" T-Zell Erschépfung im Menschen

Viele Erkenntnisse iiber die Erschopfung antigenspezifischer CD4" Zellen, die aus dem
Mausmodell gewonnen wurden, kdnnen auch auf chronisch aktive Infektionen im Menschen
angewandt werden. In der HIV-Infektion fallen der Anstieg der Viruslast und Krankheitsprogress
mit dem Verlust von CD4" T-Zellen zeitlich zusammen. So sinkt die Anzahl IFNy-produzierender
CDS8" Zellen mit der Zahl der CD4" T-Zellen (Kostense et al., 2002). Wihrend der HCV-Infektion
fiihrt eine adiiquate CD4" T-Zell Antwort zur viralen Kontrolle und schlieBlich zur Heilung - die
funktionelle Beeintrdchtigung der antigenspezifischen T-Helferzellen hingegen zur Erh6hung der
Viruslast (Schulze Zur Wiesch et al., 2012).

Auf der einen Seite bestehen vielziihlige Analogien zwischen erschopften CD4" und CD8" T-
Zellen: wihrend der LCMV-Infektion fallt eine konsekutive Reduktion von IL-2, TNFo und I[FNy
durch die erschépften CD4" T-Zellen auf (Fuller and Zajac, 2003). Dieser dysfunktionale Zustand,
miindet analog zu CD8" T-Zellen in der klonalen Deletion. In der chronischen HCV-Infektion fallt
neben einer Reduktion der Zytokinsekretion und der Proliferation eine Hochregulation von
inhibitorischen Molekiilen, wie PD-1 und Tim-3, und die sinkende Anzahl antigenspezifischer T-
Helferzellen auf. Ahnliche phinotypische und funktionelle Verinderungen der CD4" Zellen
zeigen sich wihrend der HIV-Infektion, allerdings werden die inhibitorischen Molekiile PD-1 und
CTLA-4 hochreguliert. Sowohl erschopfte CD8" wie CD4  T-Zellen regulieren die
Transkriptionsfaktoren BATF, Tbx, PRDM1, Eomes herauf (Crawford et al., 2014; Wherry,
2011).

Auf der anderen Seite gibt es grundlegende Unterschiede auf phanotypischer und
Transkriptionsebene zwischen erschopften CD8" und CD4" T-Zellen. Im Infektionsmodell mit
LCMV Klon 13 entwickeln die CD4" T-Zellen den erschdpften Phinotyp im Gegensatz zu CD8"
T-Zellen nicht konsekutiv, sondern es kommt zu einer relativ frith einsetzenden schweren

Erschopfung (Crawford et al,, 2014). Erschopfte CD4" T-Zellen produzieren zwar weniger
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Effektorzytokine im Vergleich zu Effektor- und Gedéchtniszellen dafiir um so mehr IL-10 und IL-
21 (Brooks et al., 2006; Ejrnaes et al., 2006; Elsaesser et al., 2009), wobei inbesondere IL-21 als
Zytokin der follikuldren Helferzellen beschrieben wurde (Crotty, 2011). Zudem tauchen wéhrend
chronischer Infektionen IL-10 und IFNy koproduzierende Zellen auf (Brooks et al., 2006). Die
erschopften CD4" und CD8" T-Zellen unterscheiden sich im Spektrum der exprimierten
inhibitorischen Rezeptoren. Wiahrend in CDS8" T-Zellen Gene fiir CD244, Tim-3, Lilbr4, und 2B4
hochreguliert sind, werden in CD4" T-Zellen Gene fiir CTLA-4, CD200, BTLA aktiviert. LAG3
und PD-1 findet man gleichermaBen in CD4" wie auf CD8" T-Zellen (Crawford et al., 2014).
Auch das Spektrum kostimulatorischer Molekiile auf der Oberfliche erschopfter CD4" und CD8"
Zellen unterscheidet zwischen den beiden Lymphozytengruppen. So exprimieren erschopfte CD4"
T-Zellen vermehrt OX40 und ICOS mRNA, withrend CD8" T-Zellen vermehrt CD80 exprimieren
(Crawford et al., 2014). Genomanalysen erschopfter CD4" T-Zellen zeigen deutliche Unterschiede
in der Transkription im Vergleich zu naiven CD4" T-Zellen, Effektorzellen und Gedichtniszellen.
So gibt es etwa 715 Unterschiede auf Transkriptionsebene zwischen naiven Zellen und
erschopften CD4" T-Zellen (Crawford et al., 2014). Erschopfte CD4" T-Zellen exprimieren
vermehrt Transkriptionsfaktoren wie GATA3, BCL6 und Helios, KlIf4, was erschopfte CD8" T-
Zellen nicht tun. Eomes wird auch nur von einer kleinen Population CD4" Zellen exprimiert. Der
Transkriptionsfaktor Tbet wird wéihrend der T-Zell Aktivierung hochreguliert, findet sich aber
insgesamt seltener in erschopften Zellen im Vergleich zu Gedichtniszellen findet. Wenn man
bedenkt, dass eine erhdhte Aktivitdt von Tbet zur Suppression von PD-1 fiihrt, wird klar warum
erschopfte Zellen vermehrt das inhibitorische Molekiil PD-1 tragen (Crawford et al., 2014).
Insgesamt unterscheiden sich die Transkriptionsprofile erschopfter CD4" T-Zellen deutlich zu
Effektor- und Gedichtniszellen, jedoch nicht so stark wie zu den erschopften CD8" T-Zellen
(Crawford et al., 2014) .

1.10. Zugrunde liegende Mechanismen der Erschopfung

Die moglichen Ursachen der T-Zell-Erschopfung werden in intrinsische und extrinsische unterteilt
(Frebel et al., 2010).

Als extrinsische Ursachen der Erschépfung von CD4" und CD8" T-Zellen sind der Anstieg
inhibitorischer Zytokine wie IL-10 oder TGFp (Brooks et al., 2006; Tinoco et al., 2009) oder die
fehlende CD4" T-Zell-Hilfe in Bezug auf die CD8" T-Zell Erschépfung (Zajac et al., 1998), sowie
eine erhohte Aktivitdt der regulatorischen T-Zellen (Myers and Hasenkrug, 2009; Myers et al.,
2009) genannt werden. Die Rolle regulatorischer T-Zellen als Ursache der Erschopfung ist
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kontrovers. Es ist bekannt, dass die Population der Tregs wéhrend einer chronischen Infektion
deutlich kleiner als wéhrend einer akuten Infektion ist, jedoch nicht gédnzlich fehlend wie im
naiven Tier. Einerseits widerlegten Brooks et al. den Einfluss regulatorischer T-Zellen auf die
Funktionsverlust antigenspezifischer CD8" im LCMV-Modell, gleichzeitig wurde die Suppression
der CD8" Zellen durch Tregs in chronischen Infektionen mit Friends virus nachgewiesen (Brooks
et al., 2005; Myers et al., 2009; Nair et al., 2011).

Die Inhibition der T-Zellen durch APCs wurde ebenfalls als mogliche Ursache der T-
Zellerschopfung diskutiert, wurde aber von Brooks et al. widerlegt. Die Autoren zeigten, dass
antigenspezifische CD4 " regelrecht stimuliert werden und keinerlei inhibitorisches Signal von den
APCs erhalten (Brooks et al., 2005).

Als intrinsische Ursachen der T-Zell-Erschopfung werden die Hochregulation inhibitorischer, und
Herunterregulation kostimulatorischer Rezeptoren diskutiert, wobei das Kausalitdtsverhéltnis nicht
ganz geklért ist (Crawford and Wherry, 2009). Genexpressionsanalysen von Effektorzellen und
erschdpften CD8" Zellen im murinen Infektionsmodell mit LCMV wiesen eine Reihe von
Molekiilen als Inhibitoren der nach (Barber et al., 2006; Blackburn et al., 2009; Wherry, 2011).
Einige dieser Molekiile, wie PD1, LAG3, 2B4, CTLA-4, PIR-B und GP-49, CD160 und TIGIT
wurden vermehrt auf Lymphozyten im murinen Infektionsmodell mit LCMV, aber auch in
Menschen mit HIV, Hepatitis B oder Hepatitis C Infektion oder bakteriellen Infektionen mit M.
tuberculosis oder Schistosoma mansonii gefunden (Wherry, 2011).

Dabei ist beobachtet worden, dass die Menge und Vielfalt inhibitorischer Molekiile auf der
Oberflache mit dem Schweregrad der T-Zell-Erschopfung und der Infektion korreliert (Blackburn
et al., 2009). Ein Indikator fiir den Schweregrad der Erschopfung ist die Koexpression mehrerer
inhibitorischer Molekiile auf der Zelloberfldche. So sind Zellen, die mehr als einen inhibitorischen
Rezeptor auf der Zelloberflidche tragen, funktionell mehr beeintréchtigt als jene, die lediglich ein
inhibitorisches Molekiil exprimieren (Fourcade et al., 2009; Matsuzaki et al., 2010).
Interessanterweise werden nicht nur die inhibitorischen Rezeptoren auf den T-Lymphozyten
hochreguliert, sondern auch entsprechende Liganden auf der Oberfliche antigenprisentierender
Zellen und im infiziertem Gewebe (Barber et al., 2006; Virgin et al., 2009).

PD-1 war eins der ersten Molekiile, welche mit T-Zell-Erschopfung in Verbindung gebracht
wurden. PD1, welches auf den CD8" Effektorzellen nur transient exprimiert wird, wird auf
erschopften T-Zellen selektiv hochreguliert und persistiert auf der Zelloberfliche (Barber et al.,
2006). Gleichzeitig wird der PD-1 Ligand auf Makrophagen, hdmatopoetischen Zellen und
virusinfizierten Zellen hochreguliert. Eine Blockierung von PD-L1 fiihrt zu einer Verstirkung der

zytotoxischen T-Zell-Antwort, Proliferation antigenspezifischer Zellen und Reduktion der
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Viruslast in einer LCMV-Infektion (Barber et al., 2006). Durch eine gleichzeitige Blockierung
mehrerer inhibitorischer Rezeptoren wird dieser Effekt potenziert (Blackburn et al., 2009).
Interessant ist, dass Knockouttiere, denen PD-L1 fehlt, eine chronische LCMV Infektion mit Klon
13 aufgrund einer immunologisch vermittelten Gewebsdestruktion nicht iiberleben (Barber et al.,
2006). Somit scheinen PD-1 und sein Ligand fiir die Immunmodulation, Eingrenzung der
Autoimmunitdt und die Unterstlitzung der Toleranz gegeniiber Eigenantigenen wéhrend einer
chronischen Infektion wichtig zu sein (Keir et al., 2008). Ahnlich verhilt es sich auch mit
inhibitorischen Zytokinen; so ist eine Blockierung des TGFJ mit Autoimmunitit verbunden
(Tinoco et al., 2009).

Es gibt auch zunehmend Hinweise darauf, dass der erschopfte Phanotyp mit einer Verdnderung
der TCR-Signaltransduktion einhergeht.

Die Expression von bestimmten Transkriptionsfaktoren wie Blimp-1, Batf, T-bet, Eomes, und
NFAT wird ebenfalls fiir die Erschopfung CD8" T-Zellen verantwortlich gemacht (Agnellini et
al., 2007; Kao et al., 2011; Paley et al., 2012; Quigley et al., 2010; Shin et al., 2007; Wherry et al.,
2007). So weisen die Zellen eine verminderte Expression von Signaltransduktionsmolekiilen und
Transkriptionsfaktoren, wie Cbl-b (Agnellini et al., 2007), Bim (Blackburn et al., 2009), Blimp-
1(Grayson et al., 2006), Spi-6 oder verminderte Translokation von NFAT-2 in den Nukleus auf
(Agnellini et al., 2007).

Als eine weitere mogliche Ursache der T-Zell-Erschopfung wird eine Verdnderung im
Metabolismus der Zellen und die energetische Insuffizienz genannt (Wherry et al., 2007).
Genexpressionsanalysen erschdpfter CD8" Zellen im LCMV Klon 13 Infektionsmodell zeigten
eine ausgeprigte Beeintrichtigung des Stoffwechsel und der Energiegewinnung . Dies geschieht
zum einen dadurch, dass mehrere ribosomale Proteine auf Transkriptionsebene herunterreguliert
werden. Die fiir den Zitratzyklus verantwortlichen Gene, werden in erschopften Zellen
runterreguliert, nicht aber in Effektor- oder Gedachtniszellen. Die Transkription von Ionenkanélen

und Aquaporinen ist in erschopften Zellen verédndert (Wherry et al., 2007).

1.11. Rolle der Antigendosis bei der T-Zell-Erschopfung

Das Phédnomen der T-Zell Erschopfung ist hiufig in Infektionsmodellen mit schnell replizierenden
Viren, wie dem murinen LCMV oder HIV, HBV und HCV im Menschen untersucht. Die
Infektion mit diesen Viren filihrt untherapiert zu einer hohen Antigenlast.

Dies konnte dadurch zustande kommen, dass eine hohe Anzahl von Zellen infiziert wird, viel

Antigen prisentiert wird und letztendlich zur T-Zellerschopfung fiihrt. So infiziert LCMV eine
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Vielzahl von himatopoetischen und nicht-hdmatopoietischen Zellen (Li et al., 2009; Mueller et al.,
2007). Im HIV-Modell schreitet die T-Zell Erschopfung langsamer voran, was man mit geringerer
Dichte infizierter Zellen als in der LCMV-Infektion erkldren konnte (Frebel et al., 2010). Der
kausale Zusammenhang zwischen Antigenlast und Erschopfung antigenspezifischer Zellen blieb
lange unklar. Es spricht jedoch Einiges dafiir, dass hohe Antigenlast zur T-Zell-Erschopfung fiihrt
und nicht vice versa. Senkung der Antigenlast in Infektionen mit LCMV oder HIV fiihrt teilweise
zu Funktionsriickgewinn der Zellen (Streeck et al., 2008). In Infektion mit LCMV, in dem das
virale Antigen lediglich auf hdmatopoietischen Zellen présentiert wird, kommt es spiter zur
Beeintrachtigung der Zytokinproduktion (Mueller and Ahmed, 2009). In der Mausinfektion mit
Influenza A mit niedriger Antigenlast kam es zu einer erfolgreichen Immunantwort der
spezifischen CD8" T-Zellen, Elimination des Virus und einer Immunitit gegen das Virus,
wohingegen eine Infektion mit hoher Antigenlast zu letalem Ausgang fiihrte (Moskophidis and
Kioussis, 1998). Wiederholte Infektionen der Mause mit Influenza A fithren lediglich zu einer
leichten Beeintrichtigung der T-Zell Funktion (Bucks et al., 2009). Sogar wenn die Viruslast
gleich bleibt fithren die hdufiger vorkommenden Epitope zu einer deutlicher ausgeprigten
Erschopfung spezifischer T-Zellen als die weniger hdufig vorkommenden Epitope (Wherry et al.,
2003). In persistierenden Infektionen mit HSV, CMV oder EBV, die mit einer niedrigen
Antigenlast assoziiert sind, bleibt ein Funktionsverlust der T-Lymphozyten in der Regel aus
(Hadrup et al., 2006; Sester et al., 2008; Wiesel et al., 2009).

Dies ldsst vermuten, dass die Antigenlast unabhingig von Art des Erregers, seiner Pathogenitit,

Lokalisation oder Replikation entscheidend zur Erschopfung beitrégt.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Material und Versuchstiere

2.1.1. Verbrauchsmaterial

Material Hersteller

1,5 ml-GefdBe (“Eppis”) Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

2, 5,10, 25, 50 ml serologische Pipetten Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
24-well-Platten Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

5, 14 ml Round-Bottom-Tube BD Labware, Franklin Lakes, USA

50 ml Cellstar Tubes Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland
96-well-Platten Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Einstreu Lignocell, Rettenmaier, Rosenberg
Electrophoresis Power supply, EPS 200 Amarsham, Freiburg, Deutschland
Elektronische Prizisionswaage Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
FACS Calibur Flow Cytometer BD, San Jose, USA

FACS Rohrchen Sartstedt, Niimbrecht, Deutschland

Filter Millex-GP 0,22 pum Merck Millipore, Billeria, USA
Filterspitzen 2-20 ul Brand, Wertheim, Deutschland
Filterspitzen 20-1000 ul Diagonal, Miinster, Deutschland
Gel-Elektrophorese-Kammer MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland
Injektionsspritzen 500 ul/1 ml BD, Heidelberg, Deutschland
Lichtmikroskop Labovert FS Leitz, Wetzlar, Deutschland

Light Cycler 480 Multiwell Platte 96 Roche, Mannheim, Deutschland

MACS LS-Séulen Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
MACS-Magnet Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Magnetriihrer Velp Scientifica, Usmate, Italien
Miusekifige 440 cm” Typ BIOS SL Integra Biosciences Fernwald

Nestwatte Plexx, Elst, Niederlande
Neubauer-Zihlkammer Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pipette Macro Brand, Wertheim, Deutschland
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Pipette Pipetboy comfort

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

Pipette Pipetman 0,2-2 ul

Gilson, Middleton, USA

Pipette Pipetman 2-20 ul

Gilson, Middleton, USA

Pipette Pipetman 200-1000 ul

Gilson, Middleton, USA

Pipette Pipetman 50-200 ul

Gilson, Middleton, USA

Pipettenspitzen 20-1000 ul

STARLAB, Hamburg, Deutschland

Sicherheitswerkbank, HeraSafe

Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

Thermocycler Biometra

Biometra, Gottingen, Deutschland

Timer

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Transferpipette S-8 0,5-10 ul

Brand, Wertheim, Deutschland

UV-Licht Bachofer, Reutlingen, Deutschland
Vortex Genie 2TM Scientific Industries, N.Y., USA
Wasserbad MT/2 Lauda, Lauda-Konigshofen, Deutschland

Zellinkubator Type B5060 EC-CO*

Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

Zellkulturtestplatte 24, 96 U

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellsieb (Cell strainer) 70 pm

BD, Heidelberg, Deutschland

Zentrifuge Eppendorf 5417C

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Rotanta 46RS

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.1.2. Chemikalien

Chemikalie Hersteller

2-Mecaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
5-Brom-2’-deoxyuridin AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Agarose peqlab, Erlangen, Deutschland
Albumin Fraktion V Diagonal, Miinster, Deutschland
Betain Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Brefeldin A PAA, Colbe, Deutschland

BSA Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
CFDA-SE invitrogen, Calsbad, USA
Chloroform Diagonal, Miinster, Deutschland
Cytofix Buffer BD-Bioscience, San Diego, USA
DMEM (ohne Phenolrot) PAA, Colbe, Deutschland
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DNAse [

Roche Pharma, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

dNTP

peqlab, Erlangen, Deutschland

Doxycyclin Hydrochlorid

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland

Dulbecco’s PBS

PAA, Colbe, Deutschland

EDTA Diagonal, Miinster, Deutschland
Ethanol 99% Diagonal, Miinster, Deutschland
Ethidiumbromid 1% AppliChem, Darmstadt, Deutschland,
FBS invitrogen, Calsbad, USA

Ficoll PAA, Colbe, Deutschland

Fixation Buffer

Biolegend, San Diego, USA

HEPES Buffer, IM

PAA, Colbe, Deutschland

IMDM

PAA, Colbe, Deutschland

Ionomycin-Calciumsalz

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Isoamylalkohol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

L-Glutamin 200 mM

PAA, Colbe, Deutschland

MCC

JPT Peptide Technologies, Berlin, Deutschland

MEM NEAA

PAA, Colbe, Deutschland

Mineralwasser Volvic

Danone Waters, Deutschland

Natriumacetat Trihydrat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PCR Puffer

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (10x)

PAA, Colbe, Deutschland

PERM Buffer III Phosphoflow

BD-Bioscience, San Diego, USA

Permeabilization Buffer

eBioscience, San Diego, USA

Permeabilization Wash Buffer(10x)

Biolegend, San Diego, USA

Pharm Stain Buffer

BD-Bioscience, San Diego, USA

Phenol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Diagonal, Miinster, Deutschland

Proteinase K

Diagonal, Miinster, Deutschland

RPMI PAA, Colbe, Deutschland

SDS Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Taq DNA Polymerase Diagonal, Miinster, Deutschland
TRIS Diagonal, Miinster, Deutschland
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Tryptanblau

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasser fiir Molekularbiologie

Diagonal, Miinster, Deutschland

2.1.3. Software

SoftWare

Hersteller

FACS Diva 6.1.3

BD Bioscience, San Jose, USA

FlowlJo 8.8.7 fir Mac

Tree Star, Ashland, USA

Prism 5¢

Graph Pad, La Jolla, USA

2.1.4. Antikorper

Antikorper

Hersteller

Alx647 CD45.1, Clone A-20, Mouse IgG2a, k

Biolegend, San Diego, USA

Alx647 CD90.1, Clone OX-7, Mouse IgG1, «

Biolegend, San Diego, USA

Anti-Biotin Micro Beads

Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland

anti-CD40 purified

Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland

APC IFN-y, Clone XMG 1.2, Rat IgG1, «

Biolegend, San Diego, USA

APC Rat IgGl, «, Isotype Control

Biolegend, San Diego, USA

Biotin CD11b, Clone M1/70, Rat IgG2a,

Biolegend, San Diego, USA

Biotin CD11c, Clone N418, Armenian Hamster IgG

Biolegend, San Diego, USA

Biotin CD45R/B220, Clone RA3-6B2, Rat IgG2a, « Biolegend, San Diego, USA

Biotin CD49b, Clone DX35, Rat IgM, «

Biolegend, San Diego, USA

Biotin CD8a, Clone 53-6.7, Rat IgG2a, k

Biolegend, San Diego, USA

Biotin Ly-6G (Gr-1), Clone RB6-8C5, Rat IgG2b, k

Biolegend, San Diego, USA

Biotin TER-119, Clone TER-119, Rat IgG2b,

Biolegend, San Diego, USA

BrdU FITC Set, Clone: 3D4

BD, San Jose, USA

FITC CDA45.1, Clone A20, Mouse [gG2a, k

Biolegend, San Diego, USA

FITC Ly-6C, Clone AL-21, IgM, k

BD, San Jose, USA

FITC Ly-6C, Clone HK1.4, Rat [gG2c, k

Biolegend, San Diego, USA

FITC CD44, Clone IM7, Rat IgG2b, k

eBioscience, San Diego, USA

FITC TCR B chain, Clone H57-597, Armenian Hamster]|

IgG

Biolegend, San Diego, USA

FITC TNF-qa, Clone MP6-XT22, Rat IgG, «

Biolegend, San Diego, USA
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FITC anti-mouse VB3, Clone K725, Armenian Haster IgGa gift from N. Asinovski, C. Benoist, and D.
Mathis, Harvard Medical School, Boston, MA

FITC CD90.1, Clone HIS51, IgG2a, eBioscience, San Diego, USA

FITC Rat IgG1, k Isotype control Biolegend, San Diego, USA

PE CD4, Clone GK1.5, Rat IgG2b, Biolegend, San Diego, USA

PE CD62L, 1gG2a, eBioscience, San Diego, USA

PE IL-2, Clone JES6-5H4, Rat IgG2b, k Biolegend, San Diego, USA

PE p-c-Jun, Mouse IgG1 Santa Cruz, Dallas, USA

PE Rat IgG1, «, Isotype control Biolegend, San Diego, USA

PE/Cy5.5 CD4, Clone RM4-5, Rat 1gG2b, « Biolegend, San Diego, USA

Streptavidin-PE Immunotools, Friesoythe, Deutschland

2.1.5. Versuchstiere

Diese Doktorarbeit basiert auf experimentellen Daten aus Versuchen, die an Méusen der Linien
ANDxCD45.1, ANDxCD90.1, Ii-rTAXTIM, und B10.BR durchgefiihrt wurden. Die Tiere wurden
im Institut fiir Immunologie geziichtet und im Alter von 6-12 Wochen fiir Experimente verwendet.
Die Méuse wurden in Pathogen-armer Umgebung, in individuell ventilierten Kifigen mit
Filterdeckel gehalten. Pro Stunde erfolgten mindestens 10 Luftwechsel. Die Tiere wurden in
einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und hatten unbegrenzten Zugang zu Wasser
und Futter. Kifige, Futter, Wasser, Einstreu und Nestwatte wurden durch Autoklavieren sterilisiert
und ausschlieBlich unter Umsetzstationen gedffnet. Die Raumtemperatur wurde konstant zwischen
22-24°C gehalten. Alle experimentellen Verfahren wurden nach den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und waren durch die Regierung von Oberbayern genehmigt. Die

Totung erfolgte durch eine 3-miniitige CO, Begasung.

2.1.5.1. AND TCR-transgene Miuse

In den in dieser Doktorarbeit beschriebenen Experimenten wurden AND TCR-transgene Tiere als
Spender fiir CD4" Lymphozyten fiir den adoptiven Zelltransfer verwendet. Diese Tiere zeichnen
sich dadurch aus, dass ihre primdren und sekunddren lymphatischen Organe hohe Prozentsitze
von CD4'CD8 T-Zellen enthalten (Kaye et al., 1989). Nahezu alle T-Zellen dieser Tiere
exprimieren die TCRaf-Transgene. Das bedeutet, dass sich der TCR fast aller T-Zellen dieser

Maiuse aus den transgenen Val1- und V3-Ketten zusammensetzt und fiir das Mottencytochrom c
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(MCC) im Kontext des MHC-Molekiils H-2E* spezifisch ist. Dieser TCR steuert die T-Zell-
Entwicklung im Thymus sehr effizient in das CD4 CD8 -Zellkompartiment, weshalb die T-Zellen
der Lymphknoten fast ausschlieBlich CD4" T-Zellen sind (Kaye et al., 1989). Die von uns
verwendeten Tiere wurden urspriinglich von Jackson Laboratories bezogen und im Institut fiir
Immunologie der LMU Miinchen gehalten und geziichtet. Um die transferierte Population auch als
solche erkennen zu kdnnen, mussten die Spendertiere gleichzeitig einen der kongenen Marker

CD45.1 oder CD90.1 tragen. Die kongene Marker CD45.1 und CD90.1 wurden von B6.SJL-

Ptprc? Pepcb/BoyJ und B6.PL-Thy1?/Cy] Miusen (Jackson Laboratories) eingekreuzt. Die
Empfingertiere des adaptiven Zelltransfers in den durchgefiihrten Versuchen trugen den kongenen

Marker CD45.2 bzw. CD90.2.

2.1.5.2 Ti-rTAXTIM Miuse

Um den Einfluss der Antigenpersistenz und der Antigendosis auf den Phénotyp der CD4 " T-Zellen
zu untersuchen, fithrten wir Versuche an doppelt-transgenen Tieren der Linie li-rTAXTIM durch.
Diese dienten als Empféngertiere bei dem adoptiven Transfer von T-Lymphozyten. Die
transgenen Mauslinien wurde von Reinhard Obst und Hisse van Santen am Institut fiir
Immunologie und Immungenetik des Joslin Diabetes Center der Harvard University hergestellt
(Obst et al., 2005; van Santen et al., 2004). Die Mause der Linie li-rTAXTIM entstehen durch
Kreuzung von Tieren der Linie TIM (Tetracyclin-induzierbare invariante Kette mit MCC) mit
solchen der Linie li-rTA (invariant chain reverse transactivator). Die Miuse der Linie TIM
exprimieren ein Peptid des Cytochroms der Motte (MCCojs.103) als Teil der MHC-II-assoziierten
invarianten Kette (Ii). Die Expression des Epitops wird durch einen Tetracyclin-abhéngigen
Promoter reguliert. Das Peptid MCCos. 103 wird durch das MHC-II-Molekiil H-2E* prisentiert. Das
rTA Gen der li-r'TA Mauslinie kodiert fiir einen reversen Transaktivator, seine Transkription wird
von einem Eoa-Enhancer und li-Promotor reguliert. Die beiden genannten Elemente bewirken die
Expression des Reportergens in MHC-II-tragenden Zellen. In doppelt-transgenen Tieren der Linie
[i-rTA-TIM konnte TIM mRNA nach oraler Gabe von Doxycyclin festgestellt werden, wahrend
keine Nachweis der TIM mRNA in Abwesenheit von Doxycyclin moglich ist. Es zeigte sich, dass
das Epitop MCCojz.103/ EX nicht auf B-Zellen, aber auf dendritischen Zellen stark présentiert wird
(Obst et al., 2005).
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2.1.5.3 B10.BR Miuse

Bei B10.BR handelt es sich um eine kongene Mauslinie mit dem genetischen Hintergrund des
C57BL/10SnSg-Stammes, in der MHC-Lokus H-2° aus C57BR/cd] eingekreuzt wurde
(Stimpfling and Richardson, 1965). B10.BR-Tiere (stock No. 004804) wurden 2006 von den
Jackson Laboratories angeschafft und seither im Institut fiir Immunologie der LMU gehalten und
geziichtet. In den in dieser Doktorarbeit beschriebenen Experimenten wurden B10BR-Tiere als

transgennegative Kontrolltiere verwendet.
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2.2. Methoden

2.2.1. Genotypisierung der Versuchstiere mittels PCR-Analyse

2.2.1.1. Mausmarkierung und DNA Gewinnung

Um transgene Méuse fiir die Versuche eindeutig identifizieren und fiir die entsprechenden
Versuche richtig auswihlen zu kénnen, wurde zuvor die Maustypisierung mittels PCR-Analyse
durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden die zu typisierenden Maiuse eindeutig durch
Ohrmarkierungen gekennzeichnet. Als nédchstes wurde den Versuchstieren ein etwa 2 mm langes
Stiick der Schwanzspitze entnommen und in ein entsprechend gekennzeichnetes Eppendorfgefal3
mit 200 pl Proteinase K-haltigen Puffer (PK-Puffer) gelegt. Da die Serinprotease Proteinase K bei
55-60°C optimal arbeitet, wurde das Material fiir >6 Stunden im Zellkulturschrank bei 56°C
inkubiert und gelegentlich gemischt bis es vollstindig aufgelost war. Anschliefend wurde die
Proteinase K durch eine 10-miniitige Inkubation 95°C im Hitzeblock der PCR-Maschine

inaktiviert.

2.2.1.2. DNA-Auftrennung mit Phenolchlorophorm

Durch das Hinzufiigen von 250 pl einer Mischung aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol
(pH>6.6) und anschlieendes 5-miniitige Zentrifugieren bei 14.000 rpm wurde der DNA-haltige
Uberstand getrennt und in ein mit 1000 pl reinem Ethanol gefiilltes Eppendorf-GefiB iiberfiihrt.
Durch Invertieren des Gefdes wurde das Austfillen der DNA beobachtet. Nach einem erneuten 2-
miniitigen Zentrifugationsvorgang bei 2000 rpm, die DANN préazipitierte am Boden des Gefales,
der Ethanol wurde entfernt und die DNA in 100ul TE in entsprechend gekennzeichnete 8er-PCR-

Streifen tuberfiihrt.

Aus Sicherheitsgriinden erfolgten alle Arbeitsschritte auf der Sicherheitswerkbank unter
Luftabzug. Bei allen Pipettiervorgingen wurden ausschlieBlich Filtertips verwendet, um eine

Kontamination der Proben zu vermeiden.
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Herstellung der notwendigen Losungen:

10x Verdun-Puffer

Konzentration Endkonzentration | fiir 100 ml
Stammldsung

TRIS, pH 8,8 I M 670 mM 67 ml
Ammoniumsulfat (NH4)2SO4 IM 166 mM 16,6 ml
Magnesiumchlorid MgCl, IM 65 mM 6,5 ml
Gelatin 2% 0,10% 5ml
Wasser H,O 4,9 ml
PK-Puffer

Konzentration Endkonzentration fiir 100 pl

Stammldsung
Wasser 81 ul
Verdan-Puffer 10x Ix 10 pl
Proteinase K 20 mg/ml 0,3 mg/ml 3ul
Triton X-100 10% 0,50% Sul
TE

Konz. Stammlésung | Endkonzentration fiir 50 ml
TRIS, pH 7,6 I M 10 mM 0,5 ml
EDTA 500 mM 1 mM 0,1 ml
TAE 50x 1 Liter Losung
TRIS Base 242 g
Essigsidure 99% 57,1 ml
EDTA, pH8 100 ml

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 50 ml Losung

Chloroform 24 ml
Isoamylalkohol I ml
Phenol, pH 7.5-8.0 25 ml
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Ladepuffer

Orange G 250 mg
Glycerin 30% 30 ml
Wasser 70 ml

2.2.1.3. Polymerasekettenreaktion

Mastermix

Konzentration

Stammldsung
Wasser 15,875 pl / Reaktion
PCR Puffer 2,5 ul / Reaktion
Betain 5M 2,5 ul / Reaktion
Oligo 1 10 mM 1,25 pl / Reaktion
Oligo 2 10 mM 1,25 pl / Reaktion
dNTPs 10 mM 0,5 pl / Reaktion
Taq-DNA-Polymerase 5 U/ml 0,125 pl / Reaktion

Im ersten Schritt wurde der Mastermix ohne Tag-DNA-Polymerase in einem gekiihlten
Eppendorfgefdl zusammengegeben und auf Eis gehalten. 1 ul DNA-Probe wurden mithilfe einer
Multikanalpipette jedem well einer PCR-Platte zugegeben. Die Taq (5 U/ml) wurde zu Mastermix
hinzugefiigt und gemischt. 24 ul Mastermix wurden pro DNA-Probe hinzugefiigt. Um das
Verdunsten des Mastermixes wéhrend der PCR-Reaktion zu vermeiden, wurde jedem well der
PCR-Platte jeweils 1 Tropfen Ol hinzugegeben. Die Platte wurde mit einer Klebefolie
verschlossen in den zuvor vorgewdrmten Hitzeblock der PCR-Maschine eingesetzt und der

Amplifikationszyklus gestartet.

Amplifikationszyklus: (5' 95°, [30" 95°, 30" 55°, 45" 72°] x 35, 5' 72°)

10 ul der PCR-Produkte wurden mit 10 wl Ladepuffer gemischt und mithilfe eines 1,5%
Agarosegels (1,5 g Agarosepulver in 100 ml TAE-Puffer angeriihrt, kurz aufgekocht und
schlieBlich 8 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) beigemischt) aufgetrennt. Das Ergebnis wurde

mithilfe einer UV-Lampe abgelesen.
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Im Folgenden sind die Sequenzen fiir die verwendeten Primer angegeben. Die Primer (MWG

Biotech AG, Ebersberg) wurden in 1 mM Tris-HCI pH 7,2 zur Konzentration von 10 uM geldst.

TIM
RO 235: 5°- CTCATCTCAAACAAGAGCCA
RO 236: 5°- CACTGCTTACTTCCTGTACC

Ii-RTA

RO 237: 5°- AGCTGACCCTGAAGTTCATCTG
RO 238: 5°- CATGATATAGACGTTGTGGCTGTT

2.2.2. Maustypisierung mittels FACS-Analyse

FACS-Medium:

DMEM (ohne Phenolrot) 500 ml
BSA 1%
HEPES, IM 5 ml
RBL:

Biolegend RBC Lysis Buffer, 1:10 in Wasser verdiinnt

Um zwischen den Méausen mit den kongenen Markern CD45.1 und CD45.2 bzw. CD90.1 und
CD90.2 unterscheiden zu konnen, wurden die Tiere mittels FACS-Analyse typisiert. Zuvor
wurden die Tiere durch Ohrmarkierungen eindeutig markiert. Den zu typisierenden Miusen
wurden wenige Tropfen Blut entnommen und in einem entsprechend markierten Eppendorfgefaf3
in PBS/5 mM EDTA gesammelt und 1 Minute lang bei 3000 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml 1x RBL resuspendiert. Es
folgte eine S5-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde die Suspension 1
Minute bei 3000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 200 pl FACS-Medium aufgenommen, in eine Rundboden-96-Well-Platte iibertragen und
anschlieend wie unten beschrieben fiir Oberflaichenmarker gefarbt und im Durchflusszytometer

analysiert.
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2.2.3. Organentnahme und Priparation

Medium
DMEM, ohne Phenolrot 500 ml
HEPES, IM 5 ml

2.2.3.1. Lymphknotenpriparation

Subcutane Lymphknoten (axilldre, brachiale, ingiunale, oberflachliche cervicale) (Van den Broeck
et al., 2006) wurden unter aseptischen Bedingungen entnommen und in einer Petrischale mit 5 ml
Medium mithilfe der rauen Seiten zweier Glasobjekttriger zu einer homogenen Suspension
zerrieben. Diese wurde mithilfe einer Pasteurpipette mit 5 ml Medium durch einen 150 wm Filter
in ein 14 ml Falcon-Tube filtriert. Die Suspension wurde 5 Minuten bei 1500 rpm bei 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen, anschlieBend wurden die Zellen in 1 ml Medium

aufgenommen und die Lymphozyten in der Neubauer-Zahlkammer gezihlt.

2.2.3.2. Milzpriparation

Die Milz wurde unter aseptischen Bedingungen entnommen und in einer Petrischale mit 10 ml
Medium mithilfe der rauen Seiten zweier Glasobjekttrager zu einer homogenen Suspension
zerrieben und durch einen 150 um Filter in ein 5 ml Falcon Tube filtriert. Die Suspension wurde
mit 5 ml Ficoll unterschichtet und anschlieBend 15 Minuten bei 2000 rpm bei 4°C zentrifugiert.
Die Erythrozyten bilden dabei ein Pellet am Boden des Rohrchens, Lymphozyten bildeten eine
Zwischenphase zwischen Ficoll und Medium. Die Lymphozyten wurden in ein Falcon-Tube
iiberfiihrt und 2 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet in 1 ml

Medium aufgenommen und die Lymphozyten in einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt.

2.2.4. Anreicherung der CD4" Zellen durch MACS Isolation

Wir wandten die immunmagnetische Isolation zur Gewinnung reiner CD4"/CD45.1" T-Zellen aus
den Lymphknotenzellen der Spendertiere fiir den adoptiven Zelltransfer. Dabei nutzten wir vor
allem das Prinzip der negativen Selektion. Hierbei wurden alle Lymphknotenzellen aufler
CD4'/CD45.1" T-Zellen, d.h. Erythrozyten, dendritische Zellen, Makrophagen, Granulozyten,
NK-Zellen, B-Lymphozyten und zytotoxische T-Lymphozyten, mit an magnetische Beads

gekoppelten Antikdrpern markiert. Die Zellsuspension aus Lymphknotenzellen wurde durch eine
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magnetische Kolumne gespiilt, das Eluat enthielt > 90% CD4"/CD45.1" T-Zellen. Um die Zellen
so aufzureinigen, wurden die Lymphknotenzellen in 200 ul Medium suspendiert und auf Eis
gehalten.

Pro Spendertier wurde in 150 ul Medium wurde eine Antikdrpermischung angesetzt aus:

Biotin-Antikorper Zielzellen Menge
CDg8 T-Lymphozyten 10 pl
CD45R B-Lymphozyten 10 pl
CD49 NK-Zellen 5ul
GR-1 Granulozyten Sul
CDl11b Makrophagen Sul
CDllc DCs Sul
TERI119 Erythrozyten Sul

Die Zellsuspension und die Antikérpermischung wurden in einem Eppendorfgefdl gemischt und
15 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgten 2 Waschvorgénge mit jeweils 1 ml Medium.
Dazu wurden die Zellen 2 Minuten bei 850g zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und die
Zellen erneut 200 ul Medium resuspendiert. 10 ul dieser Suspension wurden fiir spdtere Analysen
in eine 96 Well-Platte auf Eis aufgehoben. In das Eppendorfgefdl mit der Zellsuspension wurden
15 pl Anti-Biotin-Microbeads hinzugefiigt. Das Gemisch wurde 15 Minuten bei 4°C inkubiert. Es
folgten 2 Waschvorginge mit Medium und Resuspension der Zellen in 1 ml Medium.
Anschliefend wurde die Zellsuspension auf eine zuvor mit 3 ml Medium equilibrierte LS-MACS-
Kolumne gegeben, das Eluat wurde in einem Falcon-Tube aufgefangen, die Kolumne zweimal mit
3 ml Medium gespiilt. Die Spiilfliissigkeit wurde ebenfalls gesammelt. Das Eluat wurde 5 Minuten
bei 1500 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 100ul FACS-Medium in
ein Eppendorfgefdl} iiberfiihrt. Eine kleine Menge der Suspension, sowie eine Probe aus nicht
separierten Zellen wurden mit anti-Streptavidin und anti-CD4 Antikdrpern gefdarbt und im
Durchflusszytometer analysiert, um den Reinheitsgrad der CD4" Zellen nach MACS-Isolierung zu
{iberpriifen. Ziel war eine Reinheit der CD4'/CD45.1" T-Zellen von > 90%.

2.2.5. Adoptiver Zelltransfer

Jeweils 2x10° CD4"/CD45.1" bzw. CD4"/CD90.1" Lymphozyten wurden in 100 ul DNEM/5 mM
HEPES Medium aufgenommen und unter aseptischen Bedingungen pro Empfangertier in die

Schwanzvene injiziert.
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2.2.6. Intravenose Injektion in die Schwanzvene

Die intravendse Injektion erfolgte in die Schwanzvene der Tiere. Um die Venen besser
hervortreten zu lassen, wurde der Kéifig mit den Tieren etwa 5 Minuten unter einer Infrarotlampe
aufgewdrmt. Die Miuse wurden anschlieend einzeln in eine Halterung transferiert, der Schwanz
wurde unter Spannung gehalten und mit einer 1 ml, zuvor entliifteten, Spritze wurde dann das
vendse Gefal punktiert. Die Kaniile wurde moglichst weit eingefiihrt und die korrekte Platzierung
durch Blutaspiration kontrolliert. Die Injektion durfte aufgrund des Geféfkalibers nicht zu schnell

erfolgen.

2.2.7. Anti-CD40-Behandlung

Alle Empféangertiere der Linie li-rTAXTIM wurden einen Tag vor dem adoptiven Zelltransfer mit
20 ug eines monoklonalen Antikorpers gegen das CD40 behandelt. Dieser wurde in sterilem PBS
gelost und intraperitoneal (i.p.) appliziert. In fritheren Arbeiten wurde gezeigt das seine
Kostimulation der DCs mit anti-CD40 zur Stabilisierung des MHC-II-Antigen-Komplexes auf den
DCs beitrdgt (van Santen et al., 2004).

2.2.8. Doxycyclin-Behandlung

Um die Situation einer konstanten Antigenpridsentation zu modellieren wurden die Tiere der
Mauslinie li-rTAXTIM, welche das Antigen auf den DCs in Abhingigkeit von Doxycyclin
prasentieren, mit Doxycyclin-haltigem Trinkwasser behandelt. Dazu wurde Doxycyclin in an
divalenten Kationen-armen Wasser gelost, in lichtgeschiitzte Trinkflaschen gefiillt und den Tieren
ad libitum verabreicht. Die Losung wurde tédglich neu angesetzt, um das Ausfillen des
Doxycyclins zu vermeiden und somit eine konstante Doxycyclin-Konzentration im Trinkwasser
zu erreichen. Die Doxycyclin-Konzentrationen variierten in Abhéngigkeit von der Fragestellung

zwischen 2 bis 100 ng/ml.

2.2.9. Farbemethoden und durchflusszytometrische Zellanalyse

2.2.9.1. Farbung der Oberflichenmolekiile

Zur Charakterisierung der Oberflicheneigenschaften der Lymphozyten und ihres

Aktivierungszustandes wurde eine 4-Farben Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die
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Durchflusszytometrie ermoglicht nach entsprechender Féarbung der Oberflichenmolekiile mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern qualitative und quantitative Aussagen iiber die untersuchten
Zellen.

Nach Isolation der Lymphozyten iiber einen Ficoll-Gradienten (siehe Kapitel Milzprdparation)
wurden die Zellen in 1 ml FACS-Medium aufgenommen. 2x10° Zellen wurden in ein well einer
96-well-Platte transferiert. 100 ul einer Antikdrpermischung wurden pro well hinzugegeben. Die
fluoreszenzmarkierten Antikorper wurden zuvor je nach Antikorper 1:100-1:400 in FACS-
Medium verdiinnt und 10 Minuten bei 4°C und 1500 rpm zentrifugiert, um komplexierte
Antikorper zu prézipitieren. Die Proben wurden 15 Minuten bei 4 °C inkubiert, anschlieend
wurden 100 ul FACS-Medium hinzugefiigt und die Platte bei 1 Minute bei 2000 rpm bei 4 °C
zentrifugiert. Daraufhin folgte ein erneuter Waschvorgang mit FACS-Medium, anschlieBend
wurden die Zellen in 200 ul FACS-Medium aufgenommen und im Durchflusszytometer

analysiert.

2.2.9.2. Intrazellulire Zytokinfirbung

Zellkulturmedium

IMDM 500 ml
Hitzeinaktiviertes FCS 50 ml
200 mM L-Glutamin 5ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
2-Mercaptoethanol 2ul

Um eine Aussage liber den Funktionszustand der Zellen nach chronischer Antigenexposition
treffen zu konnen, fiihrten wir eine Bestimmung ihrer Zytokinproduktion durch. Da es sich in den
hier beschriebenen Experimenten untersuchten Zellen vorwiegend um Thl Zellen handelte,
wurden IL-2, TNFo und IFNy intrazelluldr gefdrbt. Dazu wurden die T-Zellen aus den Milzen der
Empfinger, wie oben beschrieben, durch den Ficoll-Gradienten gereinigt. 5-10x10° Lymphozyten
wurden in 1 ml Zellkulturmedium pro well einer 24-well-Platte im Zellkulturschrank bei 37°C mit
20 ng/ml PMA und 1 pg/ml Ionomycin fiir 2 Stunden inkubiert, 10 pg/ml Brefeldin A wurden
hinzugefiigt und die Zellen fiir weitere 2 Stunden im Zellkulturschrank inkubiert. Brefeldin A
bewirkt eine Redistribution der intrazelluldr produzierten Proteine, in unserem Fall der Zytokine,
vom Golgi-Apparat zum endoplasmatischen Reticulum, was die Sekretion verhindert. Im nichsten
Schritt wurden die Zellen, wie in 2.2.6.1 beschrieben, fiir Oberflichenmarker CD4 und CD45.1,
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bzw. CD90.1 gefarbt. AnschlieBend wurde die Zellen in FACS-Medium gewaschen, bei 350 g
zentrifugiert, in 500 pl Fixierung-Puffer der Firma Biolegend in einem Eppendorfgefaf3
resuspendiert und bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 20 Minuten lang inkubiert. Die Zellen
wurden anschlieBend 3 Minuten bei Raumtemperatur bei 350 g zentrifugiert, der Uberstand
entfernt und die Zellen in Permeabilisations-/Wasch-Puffer der Firma Biolegend (1:9 in Wasser
verdiinnt) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten Anti-Zytokin-
und Isotyp-Kontroll-Antikdrpern gefédrbt. Die Antikdrper wurden in einer Verdiinnung von 1:400
verwendet. Der Firbevorgang erfolgte 20 Minuten lang bei Raumtemperatur und im Dunkeln.
Darauthin folgten 2 Waschvorgidnge im Permeabilisations-/Wasch-Puffer, anschlieBend wurden

die Zellen im FACS-Medium resuspendiert und im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.9.3. Intrazellulire Farbung des phosphorylierten Transkriptionsfaktor Jun

Das Peptid MCCss.193 wurde den Versuchstieren intravends injiziert. Damit wurde den Zellen ein
starkes Aktivierungssignal verabreicht. Nach 60 Minuten erfolgte die Milzextraktion. Die Milz
wurde 4 ml FACS-Medium aufgenommen, mithilfe der rauen Seiten der Objekttrdger zerrieben
und durch einen 150 wm Filter in ein 14 ml Falcon Tube filtriert. Um den intrazelluldr liegenden
Transkriptionsfaktor Jun farben zu kdnnen, mussten die Zellen fixiert und dann permeabilisiert
werden. Dazu wurden 2 ml der Einzelzellsuspension mit 2 ml im Wasserbad auf 37°C erwérmtem
BD FixBuffer vermischt und 10 Minuten bei 37° C inkubiert. Die Zellen wurden 5 Minuten bei
2000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 2 ml FACS-Medium
gewaschen und erneut 2 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet wahrend leichtem Vortexen in 0,5 ml auf -20°C gekiihltes BD Phosflow PermBuffer 111
aufgenommen. AnschlieBend wurde die Suspension 30 Minuten bei -20 °C inkubiert. Nach der
Inkubation folgte ein Waschvorgang mit FACS-Medium. Die Zellen wurden im FACS-Medium
resuspendiert und in einer 96-Well-Platte verteilt. 2x10° Zellen wurden mit 10 ul PE-anti-P-c-jun
(1:1 verdiinnt) 15 Minuten bei Raumtemperatur gefdrbt. Darauf folgte die Oberflachenfdrbung,

wie oben beschrieben, und die durchflusszytometrische Analyse der Proben.
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2.2.10. Proliferationsassays

2.2.10.1. In-vivo-Proliferationsassay mit CFSE

Um Proliferationsfdhigkeit adoptiv transferierter Zellen in vivo quantitativ messen zu konnen,
wurden die Donorzellen zuvor mit CFSE markiert. Dazu wurden 2x10’/ml T-Zellen in 1 ml
vorgewdrmtem PBS 0.1 % BSA-Losung in einem 14 ml Falcon Tube resuspendiert und im
Wasserbad auf 37°C erwidrmt. AnschlieBend wurden 2 ul einer 5 mM 5(6)-CFDA-Ldsung,
wihrend Schiitteln der Suspension mithilfe eines Vortex zugefiigt. Die Losung wurde im
Wasserbad 10 Minuten lang inkubiert, nach 5 Minuten Inkubationszeit wurde die Losung
nochmals am Vortex durchmischt. Dann wurde die Suspension mit der gleichen Menge FCS
unterschichtet. Darauf folgte ein 5-miniitiger Zentrifugationsvorgang bei 1500 rpm. Zum Schluss
wurden die gefarbten Zellen in einer DMEM/Hepes-Losung gewaschen und resuspendiert, so dass
100 ul Losung 2x10° Zellen enthielten. Jeweils 100 wl wurden in die Schwanzvene des

Empfingers injiziert.

2.2.10.2. BrdU-In-vivo-Proliferationsassay (Tough and Sprent, 1994)

BrdU: 1 mg/ml in PBS fiir intraperitoneale Injektionen bei -80°C gelagert
0.8 mg/ml BrdU in Volvic-H,O, frisch angesetzt

Paraformaldehyd-Fixativ: 1% Paraformaldehyd 4%-Losung bei -20°C gelagert und 0,01%
Tween-20 in PBS frisch angesetzt. Vor Gebrauch mit 0,2 pl-Filter filtriert.

DNAse I-Losung: 50 U/ml DNAse [ (Stammlosung: 20 mg/ml = 40 U/ul) in 4,2 mM MgCl,

Um das Proliferationsverhalten von Zellen in vivo unabhédngig von adoptivem Transfer beurteilen
zu konnen, fiihrten wir den in vivo Proliferationsassay mithilfe von Brom-deoxy-Uridin (BrdU)
durch. BrdU ist ein Nukleotidanalogon, welches in die DNA proliferierender Zellen eingebaut
wird und in einem zweiten Schritt mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern angeférbt werden kann.
Dabei markiert BrdU in der DANN Zellen, die seit dem Beginn der BrdU-Verabreichung
proliferiert haben. Um eine kontinuierliche Aufnahme des BrdU in die Zellen gewdhrleisten zu
konnen, wurden 100 pg BrdU in 100 pl PBS, den Versuchstieren 72 Stunden vor Auswertung der
Experimente einmalig intraperitoneal injiziert, zudem wurde eine BrdU-haltige Trinkwasserlosung
in der Konzentration 0,8 mg/ml konstant tiber 72 Stunden oral verabreicht. Die Trinkldsung wurde

taglich frisch zubereitet. Am Tag der Auswertung wurden die Milzen der Versuchstiere
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entnommen und die T-Lymphozyten isoliert und in DMEM/Hepes-Medium aufgenommen. Etwa
10x10° Zellen wurden in einer 96-well-Platte verteilt, sodass 5x10° Zellen sich in einem well
befanden. AnschlieBend wurden die Zellen wie oben beschrieben fiir die Oberflichenmarker CD4,
CD45.1 bzw. CD90.1 gefirbt. Die gefarbten Zellen wurden in ein FACS-R6hrchen mit 1 ml PBS
transferiert und 5 Minuten bei 1700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 500 ul eiskaltem 0,15 M NaCl resuspendiert. Wéhrend leichtem Vortexen wurden
tropfenweise 1,2 ml eiskalten 95% Ethanols zugeben und die Zellen 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Darauf folgte ein Waschvorgang mit 2 ml PBS zugegeben und eine 5-miniitige Zentrifugation der
Zellsuspension bei 1700 rpm. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden die Zellen
fixiert. Dazu wurde das Pellet in 1 ml Paraformaldehyd-Fixativ resuspendiert und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Eine ausreichende Permeabilisation der Zellmembran wird durch das
Hinzufiigen von Tween 20 zur Paraformalaldehyd-Losung gewéhrleistet (Carayon et. Bord 1992).
Auf die Zellfixierung und Permeabilisierung folgte ein erneuter S-miniitiger
Zentrifugationsvorgang bei 1700 rpm, um das Paraformalaldehyd von den Zellen zu trennen. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml DNAse I (50 U/ml) zur DNA-Denaturierung
resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der DNA-
Verdau mittels DNAse I erlaubte die Farbung des inkorporierten BrdU im nichsten Schritt. Nach
Zugabe von 2 ml PBS wurde die Suspension 5 Minuten bei 1700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 15 ul FITC-Anti-BrdU-Antikorper gemischt und 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml PBS zugegeben und die Suspension bei
1700 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml PBS

resuspendiert und bei 4°C bis zur durchflusszytometrischen Analyse gelagert.

2.2.11. Statistische Auswertung

Die experimentellen Gruppen bestanden aus 1-2 Méusen, wobei die Experimente mindestens
dreimal durchgefiihrt wurden. In den graphischen Darstellungen entspricht jeder Punkt einer
Maus. Die Ergebnisse wurden mittels unpaired two-tailed t-test mithilfe der Prism Software,

Version 5c (Graph Pad) verglichen.
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3. Fragestellung

Es ist bekannt, dass einige chronische Infektionen wie unbehandelte HIV- oder HBV/HCV-
Infektionen mit einer hohen Antigenlast einhergehen und mit Erschopfung spezifischer T-
Helferzellen verbunden sind. In anderen Infektionen wie EBV oder CMV hingegen persistieren
Viren latent, wodurch das Antigen in geringen Mengen prédsentiert wird und es zu keiner
Erschopfung der T-Zellen kommt. Mit den fiir den experimentellen Teil dieser Doktorarbeit zur
Verfiigung stehenden doppelt-transgenen Tieren und vor dem Hintergrund der Literatur zur
Erschdpfung spezifischer CD8" und CD4" T-Zellen in chronischen Infektionen konnten folgende

Fragen untersucht werden:

a. Inwieweit kann die Antigenexposition allein, in der Abwesenheit pathogener Erreger,
systemischer  Entziindungsreaktionen oder der Aktivierung des angeborenen
Immunsystems, fiir das Auftreten eines erschopften Phinotyps der spezifischen CD4" T-
Zellen verantwortlich gezeigt werden?

b. Unterscheiden sich die spezifischen CD4" T-Zellen nach hoher oder geringer chronischer
Antigenexposition voneinander bzw. im Vergleich zu CD4" T-Zellen, die keine
Antigenexposition hatten? Sind sie in Hinsicht auf ihre Proliferation, Expression von
Aktivierungs- oder Inhibitionsmarker und Zytokinproduktion differenzierbar?

c. Kommt es zu einer Verdnderung der absoluten Zahlen spezifischer T-Helfer-Zellen nach
einer chronisch niedrigen und hohen Antigenexposition infolge klonaler Deletion?

d. Welche Rolle spielt die Dauer der Erschopfungsphase fiir die phéinotypischen
Verdnderungen spezifischer T-Helfer Zellen?

e. Was sind mogliche Ursachen fiir die phinotypischen Verdnderungen antigenspezifischer

CD4" T-Zellen wihrend der Erschépfungsphase?

Um die gestellten Fragen beantworten zu konnen, fiihrten wir eine Reihe von Versuchen in
doppelt-transgenen Miusen durch. In diesen wird unter Behandlung mit Doxycyclin ein Antigen
auf DCs prisentiert, welches spezifisch von adoptiv transferierten CD4" T-Zellen aus TCR-
transgenen Maiusen erkannt wird. Durch gezieltes Zufiihren und Absetzen von Doxycyclin im
Trinkwasser kann die Présentation eines Modellantigens auf dendritischen Zellen in vivo gesteuert

werden.
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Unter den genannten Bedingungen werden weder Zellen des angeborenen noch des adaptiven
Immunsystems wie B-Zellen oder CD8" T-Zellen aktiviert. Durch Stimulation ausschlieBlich der
spezifischen CD4" T-Zellen kann ihr Phinotyp und Verhalten Pathogen-unabhiingig und unter
Ausschaltung komplizierender Faktoren, zum Beispiel der systemischen Inflammation, untersucht

werden.
Die Versuchsreihen dieser Doktorarbeit waren folgendermal3en strukturiert:

In den ersten Versuchen wurde eine niedrige Antigendosis definiert, also die Doxycyclin-Dosis,
die zu reproduzierbar niedriger Antigenprisentation filihrte. AnschlieBend wurde der allgemeine
Versuchsaufbau etabliert, in dem die Priming- oder Aktivierungsphase und die Erschopfungsphase

definiert wurden.

In den darauffolgenden Experimenten wurde zundchst das Proliferationsverhalten, dann die
Expression von Aktivierungsmarkern und die Zytokinproduktion der spezifischen CD4" T-Zellen
nach einer 7-tdgigen Erschopfungsphase ermittelt. Zudem wurde anhand absoluter Zellzahlen die

Uberlebensfihigkeit der spezifischen Zellen abgeschiitzt.

In der nichsten Versuchsreihe wurden die oben genannten Parameter der antigenspezifischen

CD4" T-Lymphozyten nach einer 28-tigigen Erschdpfungsphase ermittelt.

AbschlieBend versuchten wir die moglichen verantwortlichen molekularen Mechanismen der T-
Helfer-Zell-Erschopfung zu identifizieren. Dabei testeten wir die oberfldchliche TCR-Expression
und intrazelluldr die Féhigkeit der Zellen, den Transkriptionsfaktor c-JUN nach einer 7-tigigen

Erschopfungsphase phosphorylieren zu kdnnen.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung der Versuchstiere

4.1.1. Spendertiere: Quelle der untersuchten T-Zellen

Die in dieser Doktorarbeit untersuchten CD4" T-Zellen wurden aus den Lymphknoten AND-TCR-
transgener Méuse gewonnen und intravends in Empfangertiere transferiert. Dazu wurden die
Lymphknoten der AND-TCR-transgenen Mause, wie im Kapitel 2 (Materialien und Methoden)
beschrieben, pripariert und zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet. Es wurden
Lymphknotenzellen verwendet, weil diese einen hohen Prozentsatz (55-65%) spezifischer und
homogen naiver Zellen enthalten. Zudem enthalten Lymphknoten im Gegensatz zu muriner Milz
keine h@matopoetischen Stammzellen, welche die Interpretation adoptiver Transferexperimente
durch Reifung neuer Zellen im Thymus des Empfangertieres hitten beeintréchtigen konnen (Ge et
al., 2002).

Vor dem Transfer wurden Oberflaichenmolekiile der Lymphknotenzellen der Donor-Tiere gefarbt
(dazu siehe Kapitel 2. Materialien und Methoden) und im Durchflusszytometer analysiert. Die zu
transferierenden CD4 " T-Zellen sollten folgende Voraussetzungen erfiillen:

a. AND-TCR-transgen sein und diesen TCR homogen exprimieren,

b. zum Wiederauffinden der Zellen nach dem Transfer einen kongenen Marker (CD45.1

oder CD90.1) exprimieren und

c. zuvor keinen Antigenkontakt oder anderweitige Aktivierung im Spendertier erfahren
haben und somit einen ,,naiven* Phinotyp (CD44™/CD62"") zeigen.

Die Abb. 1 zeigt durchflusszytometrische Analysen der Lymphknotenzellen aus AND CD45.1
Tieren, die routineméBig als Spendertiere dienten.
In der Abb. 1a ist die Farbung der Oberflaichenmarker CD4 und CD45.1 auf Lymphknotenzellen
dargestellt. In allen durchgefiihrten Experimenten betrug der Anteil der CD4'/CD45.1" Zellen
unter den Lymphozyten zwischen 60 und 80% (rechter oberer Quadrant, (rechts oben, RO)). Die
Zellen, die sich im rechten unteren Quadranten (rechts unten, RU) befinden, sind den kongenen
Marker CD45.1 tragenden CD4" Lymphozyten, d.h. vor allem B-, NK-Zellen und wenige CD8" T-
Zellen, da AND-TCR-transgene Maiuse einen geringen Anteil an zytotoxischen T-Zellen in
peripheren lymphatischen Organen enthalten (5-10 % der T-Zellen).
Die Abb. 1b zeigt die VP3/CD4-Féarbung der Donorzellen. Im RO Quadranten befinden sich T-
Helfer-Zellen, die den transgenen Rezeptor tragen (90-95%), jene also, die das Mottencytochrom c
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als Antigen spezifisch erkennen. Links oben (LO) sind CD4" T-Zellen zu sehen, die endogene
rearrangierte TCRs exprimieren (5-10%), RU sind transgene CD4" T-Zellen zu finden, links unten
(LU) B- und NK-Zellen.

Vor dem Transfer wurde der Aktivierungsstatus der Donorzellen untersucht, um auszuschlie3en,
dass opportunistische Infektionen oder kreuzreaktive Pathogene, die sich in einer konventionellen
SPF-Tierhaltung kaum vermeiden lassen, die Zellen beeinflussen. Getestet wurden deshalb die
Oberflaichenmarker CD44, welches nach Antigenkontakte vermehrt exprimiert wird und CD62L,
das naive T-Zellen kennzeichnet (Zimmerman et al., 1996).

In der Abb. 1¢ wird gezeigt, dass <5% der transferierten T-Lymphozyten aktiviert sind (LO:
CD44""/CD62L"). Das bedeutet, dass die Donorzellen vor dem Transfer in die Empfingertiere
keinen Antigenkontakt hatten und als naive T-Zellen anzusehen sind. Alternativ zu dem kongenen
Marker CD45.1 wurde in einigen Versuchen CD90.1 verwendet. Wéihrend CD45 auf allen
hédmatopoetischen Zellen exprimiert wird, tragen nur T-Zellen CD90. Die Empféangertiere tragen
ausschlieSlich die CD45.2- und CD90.2-Allele, um die Identifikation der transferierten Zellen zu
ermOglichen. Die Abb. 1d-f zeigen durchflusszytometrische Analysen der Lymphozyten aus den
Tieren der AND CD90.1-Linie. In den Abb. 1d-e kann man erkennen, dass 65% der Zellen CD4"
T-Zellen sind und die transgene TCR-VB3 Kette tragen. Die Lymphozyten aus diesem Donor
haben vor dem Transfer einen naiven Phinotyp (CD44°"/CD62L"e").

Diese Kontrollfairbungen waren zur Qualitéitssicherung und Sicherstellung der Reproduzierbarkeit
der Versuche notwendig. Weil das TCR-Vall-Transgen am gleichen Ort wie die hier getestete
VB3-Kette im Mausgenom integriert ist, reicht die Farbung einer transgenen Kette aus, um AND-
TCR- transgene Tiere identifizieren zu konnen.

Nach der durchflusszytometrische Analyse der Donorzellen erfolgte der adoptive Transfer der
Lymphozyten in die Empféangertiere (siche Kapitel 2 (Materialien und Methoden)). Am Tag der
Auswertung wurden die Milzen entnommen und aufbereitet (sieche Kapitel 2 (Materialien und
Methoden)). Die Lymphozyten wurden fiir die zu untersuchenden Parameter spezifischen
fluoreszenzmarkierten Antikdrper gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert (sieche Kapitel 2

(Materialien und Methoden)).
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Abb. 1. Durchflusszytometrische Analyse der Donorzellen aus einer TCR-transgenen AND 45.1

(a-c¢

a.

e

, und einer AND 90.1 Maus (d — f) unmittelbar vor dem adoptiven Zelltransfer
Erfassen der CD4"/CD45.1" Zellen im Lymphozyten-Gate.

Rechts oben (RO): T-Helferzellen (CD4/CD45.1")

Rechts unten (RU): vor allem B-Zellen, wenige CD8" T-Lymphozyten (CD4/CD45.1")
Erfassen der VP3'/CD4" Zellen im Lymphozyten-Gate. Die VB3-Kette ist spezifisch fiir den
transgenen T-Zell-Rezeptor.

Rechts oben (RO): T-Helfer-Zellen mit transgenem TCR

Links oben (LO): T-Helfer-Zellen mit endogenem TCR

Rechts unten (RU): CD8" T-Lymphozyten

Links unten (LU): B-Zellen

Ermittlung des Aktivierungszustandes der CD4"/CD45.1"-Zellen. Darstellung von CD44 und
CD62L auf CD4" T-Zellen.

RU: Naive Zellen: CD44""/CD62L"*"

LO: Aktivierte Zellen: CD44"*"/CD62L""

Erfassen der CD4/CD90.1" Zellen im Lymphozyten-Gate

Erfassen der VP3'/CD4" Zellen im Lymphozyten-Gate.

Ermittlung des Aktivierungszustandes der CD4/CD90.1" T-Zellen. Darstellung von CD44
und CD62L auf CD4" T-Zellen.

RU: Naive Zellen: CD44"°%/CD621. "
LO: Aktivierte Zellen: CD44"/CD62L"

43



Die Abb. 2 zeigt eine beispielhafte Auswertung der 3-Farben-Zytometrie an einem FACS
Calibur® und die Strategie des ,,Gating™ bei der Analyse der Experimente. Abb. 2a zeigt alle
aufgenommenen Zellen und ihre Auftrennung nach Vor- und Seitwértsstreuung, was Grofle und
Granularitit der Zellen entspricht, in einem Dot-Plot. In der darauffolgenden Datenauswertung
konnen verschiedene Subpopulationen nach ihren Streulicht-Eigenschaften erkannt und
entsprechend fiir weitere Analysen ausgewdhlt ("gegatet") werden. In der Abb. 2a wurden
Lymphozyten unter allen Zellen ausgewéhlt und in der Abb. 2b nach der Expression von CD4 und
CD45.1 dargestellt. CD4+/CD45.1+ waren die transferierten T-Helferzellen. Wird ein
elektronischer Filter ("Gate") auf diese Zellen angewandt, konnen die fiir diese Zellen spezifische
Marker untersucht werden. Wie man den Abb. 2¢ und 2d entnehmen kann, kann die Expression
von Oberflichenmarkern sehr unterschiedlich ausfallen. Manche zeigen eindeutig voneinander
unterscheidbare positive und negative Population, z.B. das Protein Ly-6C in der Abb. 2c. Die Abb.
2d zeigt beispielhaft Expression des Oberflichenmarkers CD44, bei dem die Unterscheidung
positiver und negativer Populationen nicht ohne Weiteres moglich ist. In solchen Féllen muss die
mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) ermittelt werden, um den Grad der Ausprigung quantitativ

ermitteln zu koénnen.
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Abb. 2. Beispielhafte Darstellung und Auswertung der 3-Farben-Zytometrie.

a.

Darstellung aller analysierten Milzzellen nach GroBe (FSC=Vorwirtsstreulicht) und
Granularitat (SSC=Seitwartsstreulicht) im Dot-Plot. Erfassen der Lymphozyten (klein, wenig
Granula). Der prozentuale Anteil der Lymphozyten unter den Milzzellen in den verschiedenen
Experimenten lag zwischen 60 und 80%. Im Dot-Plot ist auch eine Monozytenpopulation
(groB3, wenig Granula) zu erkennen. Die Ansammlung grofler Zellen mit hoher Granularitét
entspricht den Granulozyten.

Erfassen der adoptiv transferierten T-Helferzellen (CD4'/CD45.1") im Lymphozyten-Gate
(Hier aus einem TCR-transgenen AND 45.1 Donortier). Die Population der CD4'/CD45.1°
Zellen entspricht den endogenen T-Helfer-Zellen. CD4/CD45.1" sind zytotoxische T-Zellen
und B-Lymphozyten aus dem Donortier.

Erfassen der Ly6C™" exprimierenden Zellpopulation unter den CD47/CD45.1" Lymphozyten
im I]:Iiﬁtogramm. Hier kénnen zwei Subpopulationen unterschieden werden (Ly6C"*"¢ und
Ly6™™).

Ermitteln der MFI der CD44 exprimierenden Zellen im CD4/CD45.1"-Gate mittels Flow Jo-
Software. Da in diesem Fall keine eindeutige Unterscheidung zwischen positiver und
negativer Subpopulationen moglich ist, wird die mittlere Fluoreszenzintensitit ermittelt, um
Daten aus verschieden Experimenten vergleichen zu konnen.
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4.1.2. Empfingertiere mit steuerbarer Antigenprisentation

Um zu untersuchen, wie T-Zellen auf chronische Antigenexposition reagieren, mussten diese iiber
einen definierten Zeitraum in vivo mit Antigen stimuliert werden. Dabei sollten Storfaktoren, wie
systemische Inflammation und Interaktion mit anderen Immunkomponenten, die in
Infektionsmodellen unvermeidbar sind, umgangen werden. Diese Voraussetzung konnte durch
adoptiven Transfer der Donorzellen in doppelt-transgene Empféngertiere der Mauslinie [i-
rTAXTIM erfiillt werden. Das Transgen li-r'TA (d.b.: Promoter der invarianten Kette (Ii) - reverser
Tetracyclin-Transaktivator) kodiert fiir einen Transaktivator, der nach Bindung von Doxycyclin
die Expression des zweiten Transgens TIM (Tetracyclin-induzierbare invariante Kette mit MCC)
induziert. Dadurch wird das Epitop MCCos.103 im Kontext des MHC-II-Molekiils H-2E*
prasentiert (Obst et al., 2005). Eine schematische Darstellung der beiden Transgene kann der Abb.
3A entnommen werden.
In der Abb. 3B wird die Antigenprésentation in den doppelt-transgenen Tieren veranschaulicht. In
dem dargestellten Experiment wurden drei verschiedene Empfiangertiere verwendet.
Empféngertier 1 ist Transgen-negativ, Empfanger 2 ist ein unbehandeltes und Empfanger 3 ein mit
100 wg/ml Doxycyclin-Trinkwasser behandeltes doppelt-transgenes Empfingertier. Am Tag -1
wurden alle Tiere mit einem Antikorper gegen CD40 behandelt (siehe Kapitel 2 (Materialien und
Methoden)). Die Bindung dieses Antikdrpers an CD40 auf der Oberflidche der DCs induziert ihre
Aktivierung und eine transient erhdhte Expression von MHC-II- und akzessorischen Molekiilen
wie CD80 und CD86 (Hawiger et al., 2001).
Am Tag 0 erfolgte der Transfer von 2x10° AND'/CD45.1" Lymphknotenzellen. Diese waren zur
Darstellung der Antigen-abhéngigen Proliferation zuvor mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Carboxyfluorescein-Succinimidyl-Ester =~ (CFSE)  markiert worden. @ CFSE ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der in die Zellen aufgenommen wird und sich bei jeder Zellteilung
gleichmiBig wunter den Tochterzellen verteilt. Auf diese Weise konnen bei der
durchflusszytometrischen Analyse die Ausgangszellen und bis zu 8 Generationen der
Tochterzellen nachgewiesen werden. Der CFSE-Proliferationassay ist sowohl fiir in-vitro- als auch
fiir in-vivo-Untersuchungen geeignet (Lyons and Parish, 1994).
In Transgen-negativen Empfangertieren erfolgte keine Antigenprésentation, weshalb es zu keiner
Aktivierung und Proliferation der CFSE-markierten T-Zellen kommt und die MFI erhoht bleibt
(siche Abb. 3B1). Auch im unbehandelten doppelt-transgenen Ii-rTA"TIM" Empfingertier erfolgt
keine Antigenprésentation und folglich keine Proliferation der transferierten T-Zellen (siche Abb.
3B2).
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Im Ii-rTA'TIM" doppelt-transgenen Tier, das iiber die 4 Tage mit 100 ug/ml Doxycyclin im
Trinkwasser behandelt wurde, kommt es zur Pridsentation von MCC93_103/H-2Ek-K0mplexen zur
Proliferation angeregt, sodass der Farbstoff unter den Tochtergenerationen verdiinnt wird und die
MFTI sinkt (siche Abb. 3B3).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das von den AND-TCR-transgenen T-Zellen erkannte Antigen nur
in doppelt-transgenen Midusen und nur unter Behandlung mit Doxycyclin prisentiert wird. Diese

Ergebnisse stimmen mit der Erstbeschreibung der Tiere tiberein (Obst et al., 2005).
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Abb. 3. Nachweis der Induzierbarkeit der Antigenprisentation durch Doxyecyclin mithilfe
spezifischer T-Zellen.

A. Schematische Darstellung des doppelt-transgenen (dtg) Systems.

Die doppelt-transgene Mauslinie li-tTA-TIM entstand durch Kreuzung der transgenen TIM-Mauslinie
(Tetrazyklin induzierbare Invariante Kette mit Mottencytochrom C) mit Ii-rTA" Tieren.

Das Transgen (Tg) Ii-rTA kodiert fiir einen MCC-Transaktivator unter der Kontrolle eines H-2Ea-
Enhancers und eines li-Promotors, der in der Gegenwart von Doxycyclin das zweite Transgen
anschaltet. Dadurch wird das Epitop MCCoj.103/E* prisentiert (Obst et al., 2005).

B. Genexpression in den Empfingertieren. Die Antigenprisentation erfolgt in
doppelttransgenen Tieren nur unter Doxycyclinbehandlung

1: Tg Empfangertier: Hier erfolgt keine Antigenpridsentation, weshalb keine Proliferation der mit
CFSE-markierter T-Zellen aus einer AND-TCR-transgenen Maus nachweisbar ist. Die mittlere
Fluoreszenz Intensitidt (MFI) bleibt unverdndert.

2: Unbehandeltes doppelt-transgenes (dtg) Empfangertier. Auch in diesem Fall erfolgt keine
Antigenprasentation und folglich keine Proliferation der transferierten T-Zellen. Die MFI bleibt wie
bei nicht-transgenen Kontrolltieren unverindert.

3: Doppelt-transgene Méause werden iiber vier Tage mit 100 ug Doxycyclin pro ml Trinkwasser
behandelt. Unter Behandlung mit Doxycyclin (Dox) wird das Antigen (Ag) MCC o3.103/E* auf den
APCs prisentiert. Dieses wird spezifisch von CD4" AND T-Zellen erkannt. Nach Antigenkontakt
proliferieren die T-Zellen, das CFSE wird unter den Tochtergenerationen verdiinnt, die MFI sinkt.
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4.2. Anderung der Doxycyclindosis - Anderung der Antigenpriisentation?

Mithilfe des auf CFSE-Verdiinnung beruhenden Proliferationsassays wollten wir nun ermitteln,
welche Doxycyclin-Dosis geeignet ist, quantitativ geringere Antigenprédsentation in vivo zu
induzieren. Eine solche Antigendosis in den Experimenten entspricht idealerweise der niedrigsten
Antigenmenge, bei der sich die spezifischen T-Zellen reproduzierbar gerade noch teilen. Zur
Ermittlung dieser Doxycyclin-Konzentration im Trinkwasser, wurden Vorversuche durchgefiihrt,
die auf fritheren Ergebnissen beruhten (Obst et al., 2005).

Doppelt-transgene Tiere wurden iiber 4 Tage mit Doxycyclin-Konzentrationen im Trinkwasser
von 0, 5, 10, 20 und 100 nug/ml behandelt. Am Tag vor dem T-Zell-Transfer, Tag -1, begann die
Behandlung mit Doxycyclin, da zuvor gezeigt wurde, dass die TIM-Genexpression bereits
innerhalb weniger Stunden nach Doxycyclin-Gabe nachweisbar ist (Obst et al., 2005), zeitgleich
wurde einmalig 50 ug eines agonistischen Antikorpers gegen CD40 in 100 ul PBS zur
Aktivierung der DCs intraperitoneal (i.p.) injiziert. Am Tag 0 wurden 2x10° naive, CFSE
markierte AND CD4/CD45.1" Zellen intravends (i.v.) transferiert und am Tag 3 die Teilungsrate
der adoptiv transferierten CD4" T-Zellen ermittelt. Die niedrigste Doxycyclin-Konzentration, die
reproduzierbar zur Teilung CFSE-markierter T-Zellen fiihrte, betrug 10 ug/ml. Bei 0 ug/ml
proliferierten die Zellen in keinem der Experimete. In den Experimenten AA10 und AA2S teilten
sich die Zellen unter Behandlung mit 5 ug/ml, Experiment AA11 nicht. In allen drei Versuchen
teilten sich sdmtliche Zellen sowohl unter 20 wug/ml als auch unter 100 ug/ml Doxycyclin.

In der Abb. 4A ist eine beispielhafte Darstellung der durchflusszytometrischen Analysen der
Experimente zur Dosisermittlung dargestellt. In der Abb. 4B ist die statistische Auswertung von
vier unabhingigen Experimenten dargestellt. In Tieren, die kein Doxycyclin erhalten, findet keine
Teilung der Zellen statt, unter der Behandlung mit Doxycyclin in der Konzentration von 10 und
100 ug/ml im Trinkwasser kommt es jedoch zu vollstindiger Teilung der CD4" T-Zellen in allen
durchgefiihrten Experimenten. Der prozentuale Anteil geteilter T-Zellen unterscheidet sich unter
Behandlung mit 10 und 100 ug/ml Doxycyclin nicht signifikant. Bemerkenswert ist allerdings das
wiederholt beobachtete inhomogene Teilungsmuster der Zellen unter der Behandlung mit 10
pg/ml. Eine mogliche Interpretation ist, dass diese Zellen als weniger synchronisierte Kohorte
stimuliert wurden, da sie wegen geringerer Antigen- oder APC-Dichte mehr Zeit benétigen, den

zur Aktivierung erforderlichen Schwellenwert zu iiberwinden (Henrickson et al., 2008)
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Abb. 4. Ermittlung der niedrigsten Doxycyclin-Konzentration, die in doppelt-transgenen Tieren
reproduzierbar zu Antigenprisentation und damit zu T-Zell-Proliferation fiihrt.

Die niedrigste Doxycyclindosis, die zu reproduzierbarer Antigenprisentation fiihrt betrigt 10
ug/ml.

A. Behandlung doppelt-transgener Empfangertiere mit Doxycyclin,

Die Empfingertiere erhielten Trinkwasser mit Doxycyclin in Konzentrationen von 0, 10 und 100
ug/ml. Am Tag -1 erfolgte die intraperitoneale (i.p.) Injektion von 50 ng eines Anti-CD40-Antikdrpers
(senkrechter Pfeil). Am Tag O erfolgte der Transfer CFSE-markierter AND T-Zellen. Am Tag 3
wurden die Milzzellen durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt sind CD4'/CD45.1" AND T-Zellen.
B. Statistik {iber 4 unabhingige Experimente, wobei der Prozentsatz der AND T-Zellen gezeigt ist, die
sich mindestens einmal geteilt haben.

Keine Teilung der Donorzellen unter Behandlung mit 0 ug/ml. Nahezu 100 Prozent der Donorzellen
teilen sich unter der Behandlung mit 10 ug/ml. Statistisch signifikanter Unterschied der Teilungsraten
zwischen den Gruppen die mit 0 und 10 wug/ml Doxycyclin im Trinkwasser behandelt wurden (***
p<0,0005).Volle Teilung unter der Behandlung mit 100 ug/ml Doxycyclin im Trinkwasser. Nicht
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen die 10 und 100 pug/ml Doxycyclin im Trinkwasser
erhielten (N.S. p=0,05).
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4.3. Nachweis der reduzierten Prisentation des Antigens durch die Reduktion der
Doxycyclin-Dosis in Miusen der li-rTAXxTIM-Linie nach vorausgehender hochdosierter

Doxycyclin-Gabe

Um zu ermitteln, ob sich die Antigenpridsentation nach Doxycyclin-Reduktion innerhalb von
siecben Tagen anpasst, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt. Wie der Abbildung 5
entnommen werden kann, wurden drei Empfangertiere der li-rTAXTIM-Linie iiber 4 Tage mit 100
ug/ml Doxycyclin im Trinkwasser behandelt, anschlieen erfolgte entweder eine Reduktion der
Doxycyclin-Konzentration im Trinkwasser auf 0 oder 10 ug/ml oder die Behandlung wurde mit
100 ug/ml fiir 10 Tage weitergefiihrt. Dabei bezeichneten wir die 4-tdgige Phase, in der alle Tiere
Trinkwasser mit hoher Doxycyclin-Konzentration erhielten als Primingphase, denn in dieser Zeit
kommt es zu T-Zell-Aktivierung, Proliferation und Differenzierung (Obst et al., 2005). Die
variable Phase bezeichneten wir als Erschdpfungsphase, da zuvor gezeigt worden war, dass CD4"
T-Zellen bereits nach 10 Tagen kontinuierlicher Antigenprésentation dysfunktional werden
(Brooks et al., 2005; Han et al., 2010). Am Tag 0 fand der adoptive Transfer CFSE-markierter
AND T-Zellen statt und am Tag 3 wurden die Milzzellen im Durchflusszytometer analysiert.

In der Abb. SA ist erkennbar, dass sich die Zellen 7 Tage nach dem Absetzen von Doxycyclin
nicht mehr teilen. Dieses Ergebnis stimmt mit fritheren Ergebnissen (Obst et al., 2005; Obst et al.,
2007) iiberein und besagt, dass sowohl Doxycyclin als auch MCCoz.103/E*-Komplexe nach 7
Tagen nicht mehr nachweisbar sind. Die Teilungsraten spezifischer Zellen unter 10 und 100 pug/ml
Doxycyclin im Trinkwasser sind zwar verschieden, es teilt sich die groBe Mehrheit der Zellen. Die
verschiedenen CFSE-Muster konnen bedeuten, dass sich die Zellen unter hoher Doxycyclin-Dosis
schneller als unter niedriger teilen oder dass die Zellen bei niedriger Dosis spiter beginnen sich zu
teilen.

In der Abb. 5B findet sich die statistische Zusammenfassung aller drei Versuche, jeder Punkt der
Graphik steht fiir ein Versuchstier. Die prozentualen Anteile proliferierter Zellen unter
Behandlung mit 100 ug/ml und 10 pg/ml Doxycyclin im Trinkwasser unterscheiden sich
signifikant von dem Anteil proliferierter Zellen unter 0 ug/ml. Der Unterschied zwischen 10 und
100 wg/ml ist jedoch statistisch nicht signifikant. Dieses Experiment zeigt, dass das
Antigenprisentation durch die Anderung der Doxycyclin-Behandlung in der Erschdpfungsphase,
selbst nach einer hochdosierten Doxycyclin-Behandlung wahrend der Primingphase reduziert
wird. Die Antigenprisentation welche unter der Behandlung mit 100 ug/ml auf den DCs induziert

wurde wird offenbar durch eine spétere Reduktion der Doxyclin-Dosis herunterreguliert.
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Abb. 5. Nachweis einer reduzierten Antigenprisentation nach Reduktion der Doxycyclin-Dosis
in doppelt-transgenen Rezipienten.

A. Nach einer anfanglichen hochdosierten Behandlung mit 100 ug/ml Doxycyclin im Trinkwasser
iber 4 Tage wurden die Empfingertiere iiber 10 Tage mit den angegebenen Konzentrationen
Doxycyclin behandelt. Der Beginn der Doxycyclin-Behandlung, sowie die Behandlung der Tiere mit
50 ug eines Anti-CD40-Antikorpers (senkrechter Pfeil) erfolgten am Tag -10. Der adoptive Transfer
von CFSE-markierten Lymphknotenzellen einer CD90.1 AND-transgenen Maus erfolgte 10 Tage
spater, am Tag 0. Gezeigt ist die durchflusszytometrische Analyse der adoptiv transferierten AND T-
Zellen am Tag 3. Es konnte keine Teilung der T-Zellen im unbehandelten Empfanger auch nach
vorausgegangener hochdosierter Behandlung nachgewiesen werden.

Unter der Behandlung mit 10 ug/ml Doxycyclin im Trinkwasser teilen sich die T-Zellen 1-8 Mal. In
der Analyse sind die Generationen 0-8 sichtbar. Unter Behandlung mit 100 pug/ml Doxycyclin teilen
sich die Zellen 4-8 Mal. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Menge des prisentierten Antigens unter
Reduktion der Doxycyclin-Dosis entsprechend reduziert.

B. Statistische Zusammenfassung von unabhingigen Experimenten, wobei jeder Punkt der Graphik
ein Versuchstier reprdsentiert. Die prozentualen Anteile proliferierter Zellen unter Behandlung mit 100
ug/ml und 10 pug/ml Doxycyclin unterscheiden sich signifikant von dem Anteil proliferierter Zellen
unter 0 ug/ml Doxycyclin (***p<0,0005). Der Unterschied zwischen den Gruppen, die mit 10 und 100
ug/ml Doxycyclin behandelt wurden, ist dagegen statistisch nicht signifikant (p>0,05).
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4.4. Untersuchung des Proliferationverhaltens von T-Zellen nach 7-tigiger

Erschopfungsphase mit hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu Gedichtniszellen

Im nichsten Schritt wurde das Proliferationsverhalten spezifischer T-Zellen nach einer 7-tigigen
Erschopfungsphase untersucht. Nachdem die Zellen in allen Epfangertieren im gleichen Maf3e
wihrend der 3-tdgigen Priming-Phase aktiviert wurden, folgte eine variable 7-tdgige
Erschopfungsphase. Es war zuvor gezeigt worden, dass AND-T-Zellen nach 10 Tagen
persistierender Antigenprisentation ebenso dysfunktional sind wie nach 30 Tagen (Han et al.,
2010). In der Erschopfungsphase wurde wieder die Doxycyclindosis variiert, um den Einfluf} der
Antigenmenge auf die Schwelle der T-Zell-Erschopfung zu untersuchen. Der allgemeine
Versuchsablauf ist der Abb. 6 zu entnehmen. In diesem ersten Versuch sollte die
Proliferationskapazitit der T-Zellen ab Tag 10 des Experiment bestimmt werden. Um diese
messen zu konnen, wurden die Empfanger ab Tag 10 nochmals mit hoher Doxycyclindosis
stimuliert, parallel erfolgte eine einmalige intravendse Injektion von 100 ug BrdU in 100 ul PBS
und orale Gabe von 0,8 ug/ml BrdU im Trinkwasser liber 72 Stunden. BrdU ist ein
Nukleotidanalogon, dass bei DNA-Synthese anstelle von Thymidin eingebaut wird und in
Tochterzellen, die sich seit BrdU-Verabreichung ein- oder mehrmals geteilt haben, mithilfe eines
Antikorpers quantitativ nachweisbar ist. In der Abb. 7a ist eine fiir dieses Experiment typische
BrdU-Fiarbung dargestellt, in der DNA der Antigen-spezifischen Lymphozyten mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefdarbt ist. Abb. 7b zeigt die statistische Auswertung
angefiihrt von drei unabhéngigen Experimenten, wobei jeder Punkt der Graphik ein Versuchstier
reprisentiert. Aus den in der Abb. 7 dargestellten Ergebnissen wird deutlich, dass es zu einer
statistisch ~ signifikanten Einschrinkung der Proliferationsfahigkeit Antigen-spezifischer
Lymphozyten nach einer hochdosierten Doxycyclin-Behandlung in der Erschopfungsphase
kommt. Im Gegensatz dazu unterscheidet sich die Proliferationskapazitit der T-Zellen bei
niedriger Doxycyclindosis nicht signifikant von der Teilungskapazitit der Gedédchtniszellen. Somit
fiilhrt eine hohe Antigendosis zur Reduktion des Proliferationverhaltens antigenspezifischer T-
Zellen nach einer 7-tidgigen Erschopfungsphase und wihrend eine niedrige Antigen-Dosis in

dieser Zeit das Proliferationverhalten nicht beeinflusst.
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Abb. 6. Schematische Darstellung des Ablaufs der Versuche in den Abb. 7-9

A. Zu Beginn des Experiments (Tag -1) wurde die Behandlung mit Doxycyclin 100 ug/ml im
Trinkwasser gestartet. Einmalig wurden zur Aktivierung der dendritischen Zellen 50 ug eines
anti-CD40 Antikorpers in 100 ul PBS injiziert (senkrechter Pfeil).

B. Am Tag 0 erfolgte der adoptive Transfer der TCR-transgenen AND-T-Zellen in den doppelt-
transgenen Empfanger. Dazu wurden die Lymphknoten-Zellen der AND-transgenen Maiuse
gewonnen, wie im Kapitel 2. Materialien und Methoden verarbeitet und als Einzelzellsuspension
in die Schwanzvene des Empféingers injiziert.

C. Schematische Darstellung des Behandlungsplans: Die Behandlung mit Doxycyclin wird fiir vier
Tage durchgefiihrt, jedes kleine rechteckige Kéastchen steht dabei fiir einen Tag; diese 4-tigige
Behandlungsphase bezeichnen wir als Primingphase, weil wirend dieser Zeit die T-Zellen
aktiviert werden. Darauf folgte eine variable Erschopfungsphase von 7 Tagen, ein grofles
rechteckiges Késtchen steht fiir 7 Tage. AnschlieBend wurden die T-Zellen aus den Milzen
gewonnen, wie im Kapitel 2. Materialien und Methoden verarbeitet und durchflusszytometrisch
analysiert.
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Abb. 7. Untersuchung des Proliferationverhaltens adoptiv transferierter AND T-Zellen nach 7-
tigiger Erschopfungsphase unter hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu
Gedichtniszellen: reduziertes Proliferationsverhalten, nach hoher Antigen-Exposition, nicht
jedoch nach niedriger Antigen-Exposition.

A. Die doppelt-transgenen Empfingertiere erhielten iiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in der
Konzentration von 100 ug/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empféngern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 7 Tagen wurde Doxycyclin in der angegebenen
Konzentration verabreicht. Der adoptive Transfer von AND 45.1° TCR-transgenen T-Zellen erfolgte
am Tag 0. An Tagen 10 bis 12 wurden die Tiere mit 100 ug BrdU intravends, sowie 0,8 ug/ml BrdU
und 100 ug/ml Doxycyclin p.o. behandelt. Am Tag 13 wurde das in die DNA der Milzlymphozyten
eingebaute BrdU mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern geférbt (siehe Kapitel 2. Materialien und
Methoden) und durchflusszytometrisch untersucht (schwarze Linie). In grau dargestellt ist die Farbung
mit einem Isotyp-Kontroll-Antikérper.

B. Statistische Auswertung von 3 unabhingigen Experimenten mit jeweils einer Maus pro Bedingung.
Es ist ein signifikanter Unterschied (***p<0,0005) im Proliferationsverhalten zwischen T-Zellen nach
hoher Antigen-Exposition einerseits und niedriger Antigen-Exposition und Gedéchtniszellen
andererseits zu erkennen. Die Zellen mit niedriger Antigen-Exposition unterschieden sich in ihrem
Proliferationsverhalten nicht signifikant von Gedéchtniszellen (N.S. p>0,05).
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4.5. Ermittlung des Aktivierungszustandes antigenspezifischer CD4" T-Zellen nach 7-tiigiger
Erschopfungsphase mit hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu naiven T-Zellen

und Gedichtniszellen

Aus den oben genannten Beobachtungen ergab sich die Frage, ob sich die T-Zellen in unserem
Modell nach hochdosierter und niedrigdosierter Antigenstimulation von unstimulierten Zellen und
Gedidchtniszellen in Bezug auf Expression von Aktivierungsmarkern unterscheiden. Wir
untersuchten daraufhin die Expression von CD62L, CD44 und Ly6C auf der Oberfliche
antigenspezifischer T-Zellen. CD62L wird auf T-Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatten
exprimiert und ist ein verbreiteter Marker fiir naive T-Zellen. CD44 hingegen wird nach Kontakt
mit Antigen heraufreguliert. Der Phinotyp CD44™"/CD62L"*"* zeichnet somit Effektor- und
Gedidchtniszellen aus. Ly6C wurde in der Maus als ein spater Gedéchtniszellmarker beschrieben
(Tokoyoda et al, 2009). Die Abb. 8 =zeigt eine beispielhafte Darstellung einer
durchflusszytometrischen Analyse von AND-transgenen adoptiv transferierten Zellen aus doppelt-
transgenen Versuchstieren, die nach dem in Abb. 6 beschriebenen Schema behandelt wurden. Ii-
TAXTIM Empfangertiere wurden von Tag -1 bis Tag 3 mit 100 ug/ml Doxycyclin im
Trinkwasser behandelt, in den darauffolgenden 7 Tagen erhielten sie Doxycyclin in den
angegebenen Konzentrationen. Der adoptive Transfer von Lymphknotenzellen TCR-transgener
AND" 45.1" bzw. 90.1" Tiere fand am Tag 0 statt. Am Tag 10 wurden die obengenannten
Oberflachenmarker auf den transferierten Zellen in der Milz durchflusszytometrisch untersucht.
Zu beobachten war eine hohe Expression von CD62L auf der Oberfliche von nahezu allen naiven
T-Zellen, nach Antigenkontakt kam es zu einer Herunterregulation des Molekiils. Die Expression
von CD62L auf Zellen, die mit einer geringen Antigenmenge in der Erschopfungsphase
konfrontiert waren, unterschied sich nicht signifikant von der Expression auf Gedéchtniszellen, ein
signifikanter Unterschied zu Gedéchtniszellen war nur nach einer Stimulation mit hoher
Antigenmenge zu beobachten. Im Hinblick auf die CD44-Expression unterschieden sich die
naiven Zellen deutlich von allen Zellen mit Antigenkontakt, wobei die Menge des Antigens in der
Erschopfungsphase keine Rolle spielte. Auch Ly6C wurde auf der Oberfliche von
Gedidchtniszellen heraufreguliert. Wenn das Antigen in der Erschopfungsphase in hoher Menge
vorhanden ist, konnte eine reduzierte Expression des Markers nachgewiesen werden, nicht jedoch
bei niedriger Antigenmenge in der Erschopfungsphase. Diese Unterschiede sind am Tag 10 zu
sehen, werden aber in spiteren Experimenten am Tag 30 deutlicher (siche Abb. 11).
Bemerkenswert ist, dass sich am Tag 10 die Regulation des Gedichtniszellmarkers in den mit 0

und 10 pg Doxycyclin pro ml Trinkwasser behandelten Tieren nicht unterscheiden. Dies kann
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bedeuten, dass zu diesem Zeitpunkt eine geringe Menge persistierten Antigens die Differenzierung

von Gedachtniszellen nicht hemmt.
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Abb. 8. Ermittlung des Aktivierungszustandes der T-Zellen nach 7-tigiger Erschopfungsphase
mit hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu naiven T-Zellen und Gediichtniszellen

Die doppelt-transgenen Empfangertiere erhielten iiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in der
Konzentration von 100 wg/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empfangern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 7 Tagen wurde Doxycyclin in der angegebenen
Konzentration verabreicht. Der adoptive Transfer von AND 45.1" TCR-transgenen T-Zellen erfolgte
am Tag 0. Am Tag 10 wurde die Expression den Oberflichenmarkern CD62L, CD44 und Ly6C auf
den Milzzellen der Empfangertiere untersucht.

CD62L wird auf Zellen, die keinen Antigenkontakt hatten exprimiert, CD44 wird nach Kontakt mit
Antigen hochreguliert, Ly6C ist ein spiter Gedédchtniszellmarker.

Der adoptive Transfer von 45.1" bzw 90.1" TCR-transgenen AND-T- Zellen in die Transgen-negativen
Kontrolltiere fand erst am Tag 7 statt, da die transferierten Zellen in Abwesenheit von Antigen schnell
verschwinden.

Zu beobachten war eine hohe Expression von CD62L auf der Oberfliche von naiven T-Zellen
(Empfanger 1), nach Antigen-Kontakt kam es zu einer Herunterregulation des Molekiils (Empfanger
2-4). Die Expression auf Zellen die mit einer geringen Menge Antigen in der Erschopfungsphase
(Empfanger 3) konfrontiert waren, unterschieden sich nicht signifikant (N.S., p>0,05) von den
Gedaichtniszellen (Empféanger 2); ein signifikanter Unterschied (*p<0,05) zu Gedéichtniszellen (1) war
nach der Stimulation mit der hohen Antigenmenge zu beobachten (Empfanger 4).

Im Hinblick auf die CD44-Expression unterschieden sich die naiven Zellen (1) signifikant
(***p<0,0005) von Zellen, die Antigen-Kontakt hatten (2-4), jedoch spielte die Menge des Antigens in
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der Erschopfungsphase keine Rolle.

Auch Ly6C wird nach Antigenkontakt auf der T-Zell-Oberfliche hochreguliert, ist das Antigen in der
Erschopfungsphase in hoher Menge vorhanden, kommt es zu einer reduzierten Expression des
Markers. Eine signifikante (*p<0,05) Reduktion ist unter Behandlung mit einer hohen Doxycyclin-
Dosis (4) im Vergleich zu einer niedrigen Doxycyclin-Dosis (3) und zu Gedéichtniszellen (2) zu
verzeichnen.
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4.6. Messung der Zytokinsekretion antigenspezifischer CD4" nach 7-tiigiger
Erschopfungsphase mit hoher und niedriger Antigenexposition im Vergleich zu

Gedichtniszellen

Als Nichstes fragten wir uns, ob sich die chronische Antigenstimulation und die Menge des
Antigens auf die Funktionalitdt der Zellen auswirkt. Dabei wollten wir vor allem die Kapazitét der
Zellen untersuchen, Zytokine zu produzieren und damit andere Zellen zu rekrutieren und zu
aktivieren. Dazu haben wir die AND-transgenen transferierten Zellen, aus den nach dem in Abb. 6
beschriebenen Schema behandelten [i-rTAXTIM Empfangertiere nach einer 7-tdgigen
Erschopfungsphase isoliert und in vitro mit PMA und Ionomycin, wie im Kapitel Materialien und
Methoden beschrieben, stimuliert. Anschlieend wurden intrazelluldr die Effektorzytokine IFNy,
TNFo und IL-2 gefirbt. Diese Zytokine, die iiblicherweise von Thl-Zellen sezerniert werden,
wirken als Entziindungsmediatoren, Wachstumsfaktoren, und direkte antivirale Zytokine.

Eine beispielhafte Darstellung der Daten findet sich in der Abb. 9. Alle Tiere wurden wihrend der
4-tagigen Primingphase mit Doxycyclin in der Konzentration von 100 pg/ml behandelt. Die erste
Gruppe der Empfangertiere erhielt wéhrend der darauffolgenden 7-tdgigen Erschopfungsphase
kein Doxycyclin, die zweite Gruppe Doxycyclin im Trinkwasser in der Konzentration 10 pg/ml,
die dritte 100 pg/ml. Der untere Teil der Abb. 9 zeigt die statistische Auswertung von 6
unabhingigen Experimenten zur IFNy-Produktion und jeweils 5 Experimenten zur Produktion von
TNFo und IL-2. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Sekretion aller Zytokine unter
hoher Antigenpersistenz, wobei die Suppression von IL-2 und TNFa stirker ausgeprigt war als
die von IFNy. T-Zellen, die mit einer hohen Antigendosis wéhrend der Erschopfungsphase
konfrontiert waren, produzierten signifikant weniger TNFa und IL-2 als Lymphozyten, die einer
geringen Antigendosis ausgesetzt wurden. Interessanterweise zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der IFNy-Produktion. Die Zytokinproduktion in T-Helferzellen unter niedriger
Antigendosis unterschied sich nicht signifikant von der Zytokinproduktion durch die
Gedidchtniszellen. Insgesamt zeigten die T-Zellen bereits nach einer 7-tdgigen Phase mit einer
hohen Antigenpersistenz funktionelle Beeintrdchtigung, wobei Fiahigkeit IL-2 und TNFo zu
produzieren frither verloren geht als die IFNy-Produktion. Ein niedrige Antigendosis wéhrend

einer 7-tdgigen Erschopfungsphase fiihrt somit zu keiner relevanten Dysfunktion.
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Abb. 9. Intrazellulire Zytokinfirbung nach 7-tigiger Erschopfungsphase: Reduktion der
Zytokinproduktion unter hoher Antigen-Exposition, jedoch nicht unter niedriger Antigen-
Exposition.

Die doppelt-transgenen Empfangertiere erhielten iiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in der
Konzentration von 100 ug/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empféngern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 7 Tagen erhielten sie Doxycyclin in den
angegebenen Konzentrationen. Am Tag 0 erfolgte der adoptive Transfer von 45.1" bzw. 90.1" TCR-
transgenen AND-T-Zellen in die li-tTA-TIM-Empfinger. In dieser Abbildung sind die
durchflusszytometrischen Analysen der Milzzellen nach in vitro-Stimulation mit PMA/IM und
anschliefender intrazelluldrer Zytokinfirbung zu sehen. Dargestellt sind nur transferierte AND T-
Zellen nach Féarbung mit Zytokin-spezifischen (Linie) und Kontroll-Antikérpern (grau). Unten sind
statistische Auswertungen von 6 unabhingigen Experimenten zur IFNy-Produktion und jeweils 5
Experimenten zur Produktion von TNFa und IL-2 gezeigt. Es zeigt sich eine leicht verminderte,
statistisch jedoch nicht signifikante Reduktion der IFNy-Produktion bei hoher und niedriger
Antigendosis (N.S.p>0,05). Eine signifikante (*p<0,05) Reduktion der TNFa- und IL-2-Produktion
unter hoher Antigendosis, jedoch nicht unter niedriger Antigendosis ist feststellbar (N.S.p>0,05).

61



Fassen wir an dieser Stelle die Ergebnisse der beschriebenen Versuchsreihen zusammen:
a. Die Stimulation mit einer hohen Antigendosis wihrend einer 7-tigigen
Erschopfungsphase fiihrt zu
a. einer Einschrinkung des Proliferationsfihigkeit spezifischer CD4" T-Zellen,
b. einer reduzierten Expression des Gedéchtniszellmarkers Ly6C und zu
c. einer reduzierten Zytokinproduktion.
b. Phénotypische und funktionelle Verdnderungen sind unter niedriger Antigendosis nicht
zu beobachten.
Diese Ergebnisse fiihrten zur Frage nach der Rolle des zeitlichen Faktors bei der T-Zell-
Erschopfung. Deshalb verldngerten wir die Dauer der Erschopfungsphase von 7 auf 28 Tage.

4.7. Untersuchung des Proliferationverhaltens antigenspezifischer CD4" T-Zellen nach 28-
tigiger Erschopfungsphase unter hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu

Gedichtniszellen

Zunichst untersuchten wir die Proliferationkapazitdt AND-transgener adoptiv transferierter Zellen
nach einer 28-tigigen Erschopfungsphase. Wir gingen dabei wie in Abb. 6 beschrieben vor,
verlangerten jedoch die Dauer der variablen Erschopfungsphase auf 28 Tage.

Nach Ablauf der Erschopfungsphase wurden alle Mause nochmals iiber 72 Stunden mit 100 pg/ml
Doxycyclin und 0,8 ug/ml BrdU p.o. behandelt: fiir eine schnelle Erreichung einer hinreichenden
Konzentration von BrdU in vivo wurden einmalig 100 ug BrdU in 100 ul PBS i.v. injiziert. Am
Tag 33 wurde das in die DNA der Lymphozyten eingebaute BrdU mithilfe eines Antikdrpers
gefarbt und quantitativ im Durchflusszytometer gemessen.

Eine beispielhafte Darstellung der BrdU-Féarbung adoptiv transferierter AND T-Zellen ist in der
Abb. 10 zu sehen. Hier ist zu sehen, dass die Unterschiede im Proliferationsverhalten nach einer
Verldangerung der Erschopfungsphase deutlicher werden. Es fallt nicht nur eine Einschrdnkung der
Proliferation der Antigen-spezifischen T-Zellen auf, die mit einer hohen Antigenmenge in der
Erschopfungsphase konfrontiert waren, sondern auch bei niedriger Antigenpersistenz. Dies zeigt
deutlich, dass nicht nur die Antigenmenge fiir die Beeintrdchtigung des Proliferationsverhaltens
verantwortlich ist, sondern auch die Expositionsdauer gegeniiber dem Antigen. Wenn wir
Abbildungen 7 und 9 miteinander vergleichen, sehen wir, dass mit der Antigenexpositionsdauer
das Proliferationsverhalten Antigen-spezifischer Zellen, welche mit einer niedrigen Antigenmenge
in der Erschopfungsphase stimuliert wurden, sich dem solcher, die mit einer hohen Antigemenge

stimuliert wurden annéhert.
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Abb. 10. Untersuchung des Proliferationverhaltens von T-Zellen nach einer 28-tigiger
Erschépfungsphase mit hoher und niedriger Antigen-Dosis im Vergleich zu Gedéchtniszellen:
deutliche Reduktion der Proliferation unter niedriger und hoher Antigen-Exposition

Die doppelt-transgenen Empfangertiere erhielten iiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in der
Konzentration von 100 ug/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empféngern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 28 Tagen wurde Doxycyclin in der angegebenen
Konzentration verabreicht. Der adoptive Transfer von AND 45.1" TCR-transgenen Lymphknoten-T-
zellen erfolgte am Tag 0. Am Tag 30 wurden die Tiere mit 100 ug BrdU i.p. behandelt, vom Tag 30
bis 33 erhielten sie 0,8 ug/ml BrdU und 100 png/ml Doxycyclin p.o. Am Tag 33 wurde das in die DNA
der Milzlymphozyten eingebaute BrdU mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefdarbt und
durchflusszytometrisch untersucht (schwarze Linie). In grau dargestellt ist die Firbung mit dem
Isotyp-Kontroll-Antikorper.

Im unteren Teil der Abbildung ist die statistische Auswertung von 3 unabhéngigen Experimenten mit
jeweils einer Maus pro Bedingung zu sehen. Es ist ein signifikanter Unterschied (***p<0,0005) im
Proliferationsverhalten zwischen T-Zellen nach hoher Antigen-Exposition und Gedéichtniszellen zu
ertkennen. Die Zellen mit niedriger Antigen-Exposition unterschieden sich in ihrem
Proliferationsverhalten signifikant sowohl von Gedéchtniszellen (*p<0,05), als auch von T-Zellen mit
hoher Antigen-Exposition (*p<0,05).
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4.8. Ermittlung des Aktivierungszustandes antigenspezifischer CD4" T-Zellen nach 28-
tigiger Erschopfungsphase unter hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu naiven

T-Zellen und Gedichtniszellen

Nachdem wir die genannten Unterschiede im Proliferationsverhalten gemessen hatten, widmeten
wir unsere Aufmerksamkeit den Markern CD62L, CD44 und Ly6C. Dazu wurden die genannten
Molekiile auf der Oberfliche adoptiv transferierter antigenspezifischer CD4" T-Zellen im
Anschluss an eine 28-tigige Erschopfungsphase geférbt.

Ein Beispiel zur CD62L, CD44, Ly6C-Expression auf adoptiv transferierten AND T-Zellen nach
einer 28-tdgigen Erschopfungsphase unter hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu
unstimulierten T-Zellen und Gedéchtniszellen findet sich in der Abb. 11.

Analog zur 7-tdgigen Erschopfungsphase kam es nach 28 Tagen zur Herunterregulation von
CD62L auf der Oberfliche antigenspezifischer T-Zellen in Tieren die wihrend der
Erschopfungsphase Antigenkontakt hatten. Die Expression des Markers war auf naiven Zellen am
hochsten, signifikant hoher als auf Gedédchtniszellen oder erschopften Zellen. Die Expression von
CD62L war auf Gedichtniszellen wiederum signifikant hoher im Vergleich zu Zellen, die in der
Erschopfungsphase viel Antigenkontakt hatten, unterschied sich jedoch nicht signifikant von der
Expression auf Zellen mit niedriger Antigenexposition. Es gab keinen signifikanten Unterschied in
der Expression von CD62L zwischen Zellen mit einer hohen und einer niedrigen Antigenmenge in
der Erschopfungsphase. CD62L ist also erwartungsgemif auf naiven Zellen am hochsten und wird
durch persistierenden Antigenkontakt herunterreguliert. Im Hinblick auf die CD44-Expression
unterschieden sich die unstimulierten T-Zellen signifikant von den Zellen mit Antigenkontakt
(niedrig auf naiven Zellen, hoch auf stimulierten Zellen). Im Gegensatz zu kiirzerer
Erschopfungsphase war nach 28 Tagen ein signifikanter (*p<0,05) Unterschied in der CD44-
Expression zwischen Zellen mit hoher Antigendosis (CD44"™) und Zellen mit niedriger
Antigendosis (CD44"€") zu schen. Dieses Ergebnis ist unerwartet, da die Expression von CD44
nach Antigenstimulation allgemein als stabil angesehen wird (Ge et al., 2002). Persistierende
LCMV-Infektion kann die CD44-Expression von CD8" Zellen allenfalls senken (Wherry et al.,
2007). Im Gegensatz zur 7-tdgigen Erschopfungsphase (Abb. 8) zeigte sich nach einer 28-tigigen
Erschopfungsphase eine Reduktion der Expression von dem Gedéchtniszell-Marker Ly6C nicht
nur auf T-Zellen mit hoher Antigenstimulation, sondern auch auf solchen mit niedriger
Antigenstimulation. Insgesamt war die Expression von Ly6C auf naiven Zellen und Zellen, die
mit einer hohen Antigenmenge konfrontiert waren, sehr dhnlich. Somit scheinen sich die
erschopften Zellen phénotypisch sowohl von den naiven Zellen, als auch von Effektor- und

Gedichtniszellen zu unterscheiden.
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Abb.11. Ermittlung des Aktivierungszustandes der T-Zellen nach einer 28-tigigen
Erschépfungsphase mit hoher und niedriger Agdosis im Vergleich zu naiven T-Zellen und
Gedichtniszellen: Reduzierte Expression von Ly6C nach niedriger und hoher Antigen-
Exposition.

Die doppelt-transgenen Empfangertiere erhielten iiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in
derKonzentration von 100 ug/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empféngern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 28 Tagen wurde Doxycyclin in der angegebenen
Konzentration verabreicht. Der adoptive Transfer von AND 45.1" TCR-transgenen Lymphknoten-T-
zellen erfolgte am Tag 0. Am Tag 30 fand die Oberflichenfiarbung der Milzlymphozyten aus den
Empféngertieren statt. Untersucht wurde die Expression von CD62L, CD44 und Ly6C auf den
CD45.1" TCR-transgenen AND T-Zellen.

CD62L: Herunterregulation des Molekiils nach Antigenkontakt. Die Expression auf Zellen die mit
einer geringen Antigenmenge in der Erschopfungsphase konfrontiert waren unterschieden sich nicht
signifikant (N.S. p>0,05) von den Gedichtniszellen oder Zellen mit hoher Antigenexposition,
signifikanter Unterschied (*p<0,05) zu Gedichtniszellen war nach einer Stimulation mit hoher
Antigenmenge zu beobachten.

CD44: Naive Zellen unterscheiden sich signifikant (***p<0,0005) von solchen mit Antigenkontakt.
Ein signifikanter Unterschied ist zwischen Zellen mit hoher und niedriger Antigenexposition zu sehen.
(*p<0,05).

Ly6C: Die Expression ist nach hoher und niedriger Antigen-Exposition signifikant reduziert im
Vergleich zu Gedéchtniszellen (***p<0,0005 und p<0.01).
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4.9. Zytokinproduktion antigenspezifischer CD4" T-Zellen nach 28-tiigiger
Erschopfungsphase mit hoher und niedriger Antigenexposition im Vergleich zu

Gedichtniszellen

Anschliefend untersuchten wir die intrazelluldre Zytokinproduktion in adoptiv transferierten
AND-TCR-transgenen T-Zellen nach einer 28-tigigen Erschopfungsphase. Dazu wurden die
Zellen in vitro mit PMA und Ionomycin stimuliert und mit fluoreszenzmarkierten Antikoérpern
gegen IFNy, IL-2 und TNFa geférbt.

In der Abb. 12 sind die zytokinproduzierende Zellen im Histogramm dargestellt. Darunter findet
sich die statistische Auswertung von 3 unabhingigen Experimenten. Die erste Gruppe der
Versuchstiere erhielt kein Doxycyclin in der Erschopfungsphase, die zweite Doxycyclin in der
Konzentration 10 ug/ml, die dritte 100 ug/ml. Es fillt auf, dass die TNFa-Produktion nach einer
28-tdgigen Erschopfungsphase, sowohl unter hoher, als auch unter niedriger Antigen-Dosis
signifikant reduziert ist.

Bei der IL-2 Sekretion verhalten sich die AND T-Zellen etwas anders: die IL-2-Menge in den
Gedidchtniszellen und in den niedrig stimulierten Zellen sind nicht signifikant verschieden.
Signifikant ist jedoch die Reduktion der IL-2-Produktion in Zellen mit hoher Antigenexposition
im Vergleich zu den Gedéchtniszellen.

Erkennbar ist eine signifikante Reduktion der IFNy-Produktion bei Stimulation der T-Zellen mit
hoher Antigendosis im Vergleich zu Gedichtniszellen. Die IFNy-Produktion unter niedriger
Antigenstimulation bleibt weiterhin nicht signifikant verschieden von Gedéchtniszellen und Zellen
mit hoher Antigenexposition. Hierbei fdllt jedoch ein Versuchstier in der Gruppe der niedrigen
Doxycyclin-Konzentration auffillig aus dem Rahmen.

Insgesamt wird die Reduktion der Zytokinproduktion in der Gruppe mit der hohen
Antigenstimulation nach einer 28-tdgigen Erschopfungsphase noch deutlicher. Die Zellen zeigen
somit eine funktionelle Erschopfung. Interessant ist auch, dass sich erstmalig ein signifikanter
Unterschied in der TNFa-Produktion, nicht jedoch in II-2- oder IFNy-Produktion zwischen
Gedidchtniszellen und Zellen mit niedriger Antigenstimulation zeigt. Somit scheint es eine
Hierarchie im Verlust der Effektorzellfunktionen zu geben: TNFa-Produktion geht als erste
verloren. Dies ist diskordant zu den Daten zur CD8" T-Zell Erschopfung aus Infektionsmodellen,
in denen ein frither Verlust von der Féhigkeit, IL-2 zu bilden, beschrieben wird (Wherry et al.,
2003).

66



Dox-Dosis

0 ug/ml
7 r—32—|
Tag
10 pg/ml
L1198,
100 pg/ml
—144_, 584 9.04
IFNy L2 TNFa
Eso o Ns. Ns. . NS * o _* NS
) =
E gzs - * 7._
- . - Y
E *® .. * . . *
§ 0 0 Y i
= 0 10 100 0 10 100 0 10 100

Dox-Dosis (ug/ml)

Abb. 12. Intrazelluldre Zytokinfirbung nach 28-tigiger Erschopfungsphase.

Die doppelt-transgenen Empfangertiere erhielten tiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in der
Konzentration von 100 wg/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empfangern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 28 Tagen wurde Doxycyclin in der angegebenen
Konzentration verabreicht. Der adoptive Transfer von AND 45.1" TCR-transgenen T-Zellen erfolgte
am Tag 0. Am Tag 30 fand nach einer in vitro-Stimulation mit PMA/IM die intrazelluldrer Farbung
mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen IFNy, IL-2 und TNFa (schwarze Linie) statt, grau
hinterlegt erschein die Isotyp-Kontroll-Farbung. Unten in der Abbildung ist die statistische
Auswertung von jeweils 3 unabhidngigen Experimenten zu sehen. Es war kein signifikanter
Unterschied in der IFNy-Produktion zwischen Gedéchtniszellen und T-Zellen mit niedriger
Antigenexposition zu beobachten (N.S. p > 0,05). Es kam zu einer signifikanten Reduktion der IFNy-
Produktion unter hoher Antigenexposition (*p < 0,05)

Eine deutliche Reduktion der IL-2-Produktion im Vergleich zu Gedéchtniszellen besteht unter hoher
Antigenexposition (**p < 0,005), nicht jedoch unter niedriger Antigenexposition (N.S. p > 0,05).
TNFa-Produktion ist sowohl unter hoher als auch unter niedriger Antigenexposition im Vergleich zu
Gedichtniszellen vermindert (***p < 0,0005 und *p < 0,05).
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4.10. Ermittlung absoluter und relativer T-Zellzahlen pro Empfigermilz. Kommt es

wihrend der Erschopfungsphase zur Deletion der spezifischen Zellen?

Da das Proliferationspotential der AND-transgenen T-Zellen und ihre Zytokinsynthese unter
chronischer Antigen-Exposition eingeschrinkt sind, fragten wir uns, ob sich dies auch in relativen
und absoluten Zahlen spezifischer Zellen widerspiegelt. Bleiben die Populationen iiber die Zeit
bestehen oder sterben die Zellen durch das Wegfallen von Uberlebenssignalen, wie z.B.
Herunterregulation des IL-7-Rezeptors?

Dies kann am Besten durch Berechnung der relativen und absoluten Zahlen der AND-transgenen
T-Zellen unter Milzzellen ermittelt werden. Dazu haben wir die aus den Milzen der
Empfingertiere gewonnenen Lymphozyten nach der Aufreinigung durch den Ficoll-
Dichtegradienten zur Entfernung der Erythrozyten in der Zellkammer gezdhlt. Die ermittelten
Zellzahlen aus den Experimenten mit 7-tidgiger Erschopfungsphase sind in der Tabelle in der Abb.
13A dargestellt. Im Durchflusszytometer wurde auch der relative Anteil der AND-transgenen T-
Zellen (CD4'/CD45.17) an der gesamten Lymphozytenpopulation ermittelt, was in der Abb. 13B
beispielhaft dargestellt ist. Die absolute Zahl der AND-T-Zellen in der Empfangermilz ergab sich
aus dem Produkt der Lymphozytenzahl und dem relativen Anteil der AND-T-Zellen an den
Lymphozyten. Darunter ist die statistische Auswertung der experimentellen Daten zu sehen. Links
in der Abbildung sieht man den prozentualen Anteil der AND-T-Zellen unter den Lymphozyten,
rechts im Bild die absoluten Zahlen. Wie man aus der Graphik erkennen kann, kommt es zu keiner
Verdnderung der relativen oder der absoluten T-Zellzahlen nach einer 7-tdgigen
Erschopfungsphase.

In der Abb. 13D sind die Gesamtzahlen der Lymphozyten in den Empféngertieren nach einer 28-
tagigen Erschopfungsphase tabellarisch aufgelistet. In der Abb. 13E ist ein Beispiel fiir die
Ermittlung der prozentualen Anteile der AND-T-Zellen unter den Lymphozyten zu sehen. In der
Abb. 13F angefiihrt die Statistik iiber 3 unabhéngige Experimente. Links im Bild ist die Graphik
zu den relativen Anteilen der AND-T-Zelle an der Gesamtzahl der Lymphozyten zu finden.
Erkennbar ist eine deutlich reduzierte Anzahl antigenspezifischer Zellen nach chronischer
Stimulation mit der niedrigen, wie mit der hohen Antigendosis im Vergleich zu Gedéachtniszellen.
Also kommt es unter prolongierter Antigen-Exposition zu einer Reduktion der Population

spezifischer T-Zellen, vermutlich durch Apoptose.
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7 Tage Erschdpfungsphase D. 28 Tage Erschopfungsphase

Doxdosis in Doxdosis in
pg/ml pg/ml

Experiment Lymphozyten pro Milz (x108) Experiment Lymphozyten pro Milz (x106)
1 106 90 62 1 25 62 104
2 46 159 105 2 58 74 77
3 43 49 46 3 67 73 102
4 54 62 60
5 89 98 48
6 58 52 53
7 78 133 104
8 110 105 106
9 89 94 68

B. ) 10 pg/ml 100 pg/ml

CD45.1

2 1
.:3) 0,1
BQO,Ol ) ), )
0 10 100 0 10 100 0 10 100 0 10 100
Doxdosis in pg/ml Doxdosis in pg/ml Doxdosis in pg/ml Doxdosis in pg/ml
Abb. 13. Ermittlung absoluter und relativer T-Zellzahlen pro Empfigermilz: Reduktion
antigenspezifischer Zellen unter hoher und niedriger Antigen-Exposition nach einer 28-tigigen
Erschopfungsphase.
A. In der Tabelle angefiihrt sind absolute T-Zell-Zahlen pro Empfingermilz nach 7-tdgiger

B.

Erschopfungsphase.

Mittels FACS-Analyse wurden die relativen Zahlen der Spender-T-Zellen an den gesamten
Milzzellen ermittelt.

Links ist die statistische Auswertung von 9 unabhingigen Experimenten mit jeweils einem
Versuchstier pro Bedingung zu sehen. Die Prozentzahlen der transferierten Zellen waren in
allen Empfingern voneinander nicht signifikant (N.S. p > 0,05) verschieden. Rechts ist die
statistische Auswertung der absoluten Zellzahlen der CD4"/CD45.1" Zellen zu sehen. Auch die
absoluten Zellzahlen unterscheiden sich nicht signifikant (N.S. p > 0,05).

In der Tabelle angefiihrt sind absolute T-Zell-Zahlen pro Empfangermilz nach 28-tdgiger
Erschopfungsphase.

Mittels FACS-Analyse wurden die relativen Zahlen der Donor-T-Zellen an den gesamten
Milzzellen ermittelt. Links unten die Statistik relativer Anteile von CD4'/CD45.1" Zellen an
den gesamten Zellzahl pro Milz. Die Prozentzahlen der transferierten Zellen unterschieden sich
signifikant nach hoher und niedriger Antigen-Exposition im Vergleich zu den Gedéchtniszellen
(*p <0,05).

Links ist die statistische Auswertung von 3 unabhéngigen Experimenten zu sehen. Rechts ist
die statistische Auswertung der absoluten Zellzahlen der CD4'/CD45.1" Zellen gezeigt. Bereits
nach niedriger Antigen-Exposition sind im Vergleich Gedachtniszellen weniger spezifische
Zellen zu finden (**p < 0,005). Auch eine hohen Antigenmenge in der Eschopfungsphase fiihrt
zu einer signifikanten Reduktion absoluter Zellzahlen spezifischer Zellen (*p < 0,05).
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4.11. Untersuchung der TCR-Expression auf der Oberfliche spezifischer CD4" T-Zellen
nach 7-tigiger Erschopfungsphase unter hoher und niedriger Antigendosis im Vergleich zu

Gedichtniszellen

Die oben beschriebenen Beobachtungen von der Erschopfung Antigen-spezifischer T-Zellen
warfen die Frage nach einem molekularem Mechanismus auf. Als eine mdgliche Ursache fiir die
ablaufenden Verinderungen im Phénotyp von AND T-Zellen unter chronischer Antigenexposition
vermuteten wir eine reduzierte Expression des T-Zell-Rezeptors und somit eine verminderte
Signaltransduktion in den spezifischen T-Zellen. Um dies zu iiberpriifen, farbten wir den T-Zell-
Rezeptor auf der Oberfliche spezifischer AND-transgener T-Zellen nach einer 7-tidgigen
Erschopfungsphase mit unterschiedlicher Antigen-Exposition mit fluoreszenzmarkierten
monoklonalen Antikdrpern und unterzogen sie einer durchflusszytometrischen Analyse. Um die
Zellpopulationen miteinander vergleichen zu kdnnen wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit
ermittelt.

Im oberen Teil der Abb. 14 ist ein Beispiel dafiir zu sehen. Im unteren Teil der Abb.14 ist die ist
die statistische Auswertung der Daten aus drei unabhingigen Experimenten gezeigt. Die
Unterschiede in der TCR-Expression sind intraexperimentell nicht signifikant. Es besteht also kein
Hinweis darauf, dass TCR auf den erschopften Zellen herunterreguliert wird. Da die MFIs
interexperimentell durch verschiedene Einstellung im Durchflusszytometer variabel waren, wurde
die relative MFI im Verhéltnis zu einer Kontrollfirbung ermittelt.

Dies ist konkordant mit den Daten iiber die CD8" T-Zell Erschopfung aus der murinen Infektion
mit LCMV Klon 13. Auch dort wurde keine Herunterregulation des TCR beobachtet (Wherry et
al., 2007). Im Gegensatz dazu wird der T-Zell-Rezeptor auf antigenspezifischen Zellen unter
chronischer Antigenstimulation in li-MCC" Tieren, die das Antigen sowohl auf den DCs, als auch
auf den B-Zellen présentieren, herunterreguliert (Han et al., 2010). Somit scheinen entweder
andere Molekiile aufler der Antigenprésentation durch die DCs ein Signal zur Herunterregulation

der T-Zell-Rezeptoren zu geben oder die Antigenmenge pro Zelle ist in li-MCC" Tieren hoher.
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Abb. 14. Untersuchung der TCR-Expression der T-Zellen nach 7-tigiger Erschopfungsphase
unter hoher und niedriger Antigen-Dosis im Vergleich zu Gedichtniszellen.

Kein Unterschied in der TCR-Expression unter niedriger und hoher Antigen-Exposition im
Vergleich zu Gedichtniszellen.

Die doppelt-transgenen Empfangertiere erhielten iiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in der
Konzentration von 100 ug/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empféngern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 7 Tagen erhielten sie Doxycyclin in der
angegebenen Konzentration. Der adoptive Transfer von Lymphknotenzellen TCR-transgener AND
45.1 bzw. 90.1 Méusen erfolgte am Tag 0.

Am Tag 10 wurde die TCR-Expression auf der Oberfliche der Milzzellen durchflusszytometrisch
untersucht und die MFI ermittelt.

Die Unterschiede in der TCR-Expression intraexperimentell waren nicht signifikant (N.S. p > 0,05).
Es besteht also kein Hinweis darauf, dass TCR der erschopften Zellen vermindert exprimiert wird. Da
sich aber MFIs interexperimentell sehr variabel sind, wurde die MFI-Ratio errechnet.
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4.12. Messung des phosphorylierten Transkriptionsfaktor Jun in antigenspezifischen CD4"
T-Zellen nach 7-tigiger Erschopfungsphase unter hoher und niedriger Antigendosis im

Vergleich zu Gedichtniszellen

Da sich die TCR-Expression auf chronisch stimulierten AND-T-Zellen nicht wesentlich von
dessen Expression auf Gedichtniszellen unterschied, beschlossen wir, Transkriptionsfaktoren in
der TCR-Signalkaskade zu untersuchen. Frithere Ergebnisse der Arbeitsgruppe hatten gezeigt,
dass der Calcium-Einstrom in erschopften T-Zellen unveridndert funktional ist (Han et al., 2010).
Interessant erschien uns deshalb die Ermittlung des Phosphorylierungsmusters in anderen
Signaltransduktionswegen wie der NFkB- oder der MAPK-Kaskade. Da es zum Zeitpunkt der
Durchfiihrung der Experimente keine zuverldssige Methode zur Férbung des Transkriptionsfaktors
NFxB und Bestimmung seiner Lokalisation zur Verfligung stand, beschlossen wir, die MAPK-
Kaskade und das Phosphorylierungsmuster des Transkriptionsfaktors Jun zu untersuchen.

Dazu fithrten wir folgendes Experiment, in dem die Fahigkeit Antigen-spezifischer Zellen auf
starke TCR-Signale zu reagieren iiberpriift werden sollte, durch: es wurden insgesamt 6 doppelt-
transgene Empfingertiere ausgewdhlt und iiber 4 Tage mit Trinkwasser mit Doxycyclin in
Konzentration von 100ug/ml behandelt, wahrend der weiteren 7 Tagen erhielten 2 Tiere kein
Doxycyclin, 2 wurden mit einer Doxycyclin-Konzentration im Trinkwasser von 10 pg/ml und
weitere 2 von 100 pg/ml behandelt. Der erste Tag des Experiment wurde als Tag -1 bezeichnet,
am Tag 0 erfolgte der adoptive Transfer von 2 Millionen Lymphknotenzellen aus TCR-transgenen
ANDA45.1 Tieren. Am Analysetag, Tag 10, wurden eine Hilfte der Tiere mit 50 ul Peptid MCCgs.
103 1.p. behandelt, um den antigenspezifischen Zellen ein erneutes starkes TCR-Signal zu geben,
die andere Hilfte wurde zur Kontrolle mit 50ul PBS i.p. behandelt. Eine Stunde spiter wurden die
Milzen der Empfangertiere entnommen und die intrazelluldre Farbung von phosphoryliertem Jun
erfolgte.

In der Abb. 15B ist die durchflusszytometrische Analyse der Empfiangermilzzellen 1 Stunde nach
in vivo Stimulation mit 50 ul Peptid MCCssg.j03 zu sehen, links daneben, in der Abb. 15A nicht
stimulierte Kontrolle. Durch schwarze Linie dargestellt ist die p-Jun Féarbung, grau hinterlegt die
Isotyp-Kontrolle. Es wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit fiir die p-Jun Farbung ermittelt,
anschlieBend wurde ein Verhéltnis zwischen den MFIs der mit Peptid behandelten und Tieren, die
mit PBS behandelt wurden. In der Abb. 15C ist statistische Auswertung von drei unabhéngigen

Experimenten zu finden.

72



Wie der Abb. 15C entnommen werden kann, kommt es wihrend der Erschopfungsphase zu einer
signifikanten Reduktion der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Jun nach Peptidgabe
sowohl unter hoher, als auch unter niedriger Antigendosis.

Da es zu einer Reduktion des pJun auch unter niedriger Antigen-Stimulation bereits nach einer 7-
tagigen Erschopfungsphase kommt, noch bevor phianotypische oder funktionelle Verdnderungen
erkennbar sind (vgl. Abb. 7-9), ist es naheliegend, dass eine Storung in der Signaltransduktion der

MAPK-Kaskade dafiir verantwortlich ist.
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Abb. 15. Intrazellulire Firbung von phosphoryliertem Transkriptionsfaktor Jun nach 7-tigiger
Erschépfungsphase. Verminderte Phosphorylierung von Jun unter niedriger und hoher Ag-
Exposition.

Die doppelt-transgenen Empfangertiere erhielten iiber 4 Tage Trinkwasser mit Doxycylin in der
Konzentration von 100 ug/ml. Die Behandlung wurde am Tag -1 begonnen, zeitgleich wurden
einmalig 50 pg eines anti-CD40 Antikorpers zur Aktivierung der DCs den Empféngern intraperitoneal
injiziert (senkrechter Pfeil). In den darauffolgenden 7 Tagen erhielten sie Doxycyclin in den
angegebenen Konzentrationen. Der adoptive Transfer TCR-transgener AND-T-Zellen erfolgte am Tag
0.

A. Nichtstimulierte Kontrolltiere. Durchflusszytometrische Analyse der Empfangermilzzellen 1
Stunde nach in vivo Behandlung mit 50ul PBS i.p.

B. Durchflusszytometrische Analyse der Empfiangermilzzellen 1 Stunde nach in vivo Stimulation mit
50ul Peptid MCCss.103 lp

C. Statistische Auswertung von drei unabhdngigen Experimenten. Jeder Punkt symbolisiert ein
Versuchstier. Verglichen wird das Verhéltnis von p-Jun MFI in stimulierten zur p-Jun MFI der
unstimulierten Tiere.

Signifikante Reduktion der p-Jun-Expression (schwarze Linie)sowohl unter hoher, als auch unter

niedriger Antigen-Dosis (**p < 0,005) im Vergleich zu Geddchtniszellen, grau hinterlegt ist die

Isotyp- Kontrolle. Kein Nachweis von p-Jun unter der Behandlung mit PBS.



5. Diskussion

5.1. Infektionsmodell versus doppelt-transgenes Modell

Die Entwicklung der Subpopulation der sogenannten erschopften antigenspezifischen T-Zellen ist
typisch fiir chronische Infektionen und Tumorerkrankungen (Wherry et al., 2003; Wherry et al.,
2007; Zehn and Wherry, 2015). Diese Subpopulation ist charakterisiert durch gestorte
Effektorfunktionen, = Hochregulation inhibitorischer =~ Molekiille und ein  verdndertes
Transkriptionsprogramm (Wherry et al., 2003; Wherry et al., 2007). Viele der Erkenntnisse {iber
das adaptive Immunsystem, insbesondere iiber die virusspezifische T-Zell-Antwort und die
Anzahl und Kinetik antigenspezifischer T-Zellen wihrend einer viralen Infektion sowie das
Phédnomen der T-Zell-Erschopfung wurden im murinen Infektionsmodell mit LCMV gewonnen
(Zehn and Wherry, 2015).

Ziel dieser Doktorarbeit war es, den Einfluss der Antigendosis auf den Phinotyp
antigenspezifischer Zellen im Rahmen einer chronischen Antigenpersistenz zu untersuchen. Wir
konnten zeigen, dass die Antigenexposition allein fiir die Ausbildung einer sogenannten T-Zell-
Erschopfung ausreicht und zur Anderung der Expression von Aktivierungsmarkern auf der
Zelloberfliche antigenspezifischer CD4" T-Zellen, sowie zur Beeintrichtigung ihrer Proliferation,
der Produktion von Effektorzytokinen, wie TNFa, IL-2 und IFNy, und ihres Gesamtiiberlebens
fiihrt. Dabei haben sowohl die Dauer der Antigenexposition, als auch die Hohe der Antigenlast
einen Einfluss auf den Schweregrad der Erschopfung. Diese Fragestellungen konnten wir mithilfe
des uns zur Verfligung stehenden doppelt-transgenen Mausmodells (Ili-trTA-TIM), in dem unter
Behandlung mit Doxycyclin ein Antigen auf dendritischen Zellen prisentiert und somit durch
gezieltes Zufiihren und Absetzen von Doxycyclin im Trinkwasser die Prisentation eines
Modellantigens auf dendritischen Zellen in vivo gesteuert werden kann, beantworten. Das
Phédnomen der T-Zell-Erschopfung wurde in Vergangenheit bereits von anderen Arbeitsgruppen
beschrieben, allerdings handelte es sich bei den erwidhnten Arbeiten vorwiegend um
Untersuchungen in Infektionsmodellen, groftenteils Infektionsmodellen mit LCMV, einem Virus,
welches im Wirt oft zu Lymphopenie und Immunsuppression (Althage et al., 1992; Ejrnaes et al.,
2006) sowie gesteigertem Umsatz von dendritischen Zellen (Oldstone, 2006) und systemischen
Entziindungsreaktionen fiihrt. Deshalb blieb es auf der einen Seite oft unklar, welche
Verdnderungen der spezifischen T-Zellen in chronischen Infektionen durch die Antigenpersistenz
und welche durch den Krankheitsverlauf und Entziindung, Pathogenitidt und Lokalisation des
Erregers oder die Interaktion zwischen den Komponenten des angeborenen und des erworbenen

Immunsystems bedingt sind. Zudem sind im LCMV-Modell Antigenpersistenz und T-Zell-
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Erschopfung zwei voneinander abhingige Variablen, so dass Anderung eines Parameters
zwingend den zweiten Parameter beeinflusst (Frebel et al., 2010). Nur eine Infektion mit einer
hohen Virendosis erlaubt es, das Immunsystem zu ,,iiberwéltigen* und eine chronische Infektion
herbeizufiihren. So kann beispielsweise in einer LCMV-Infektion ein erhohter IFNy-Spiegel zu
einer Verdnderung der parenchymalen Expression von MHC-Molekiilen und Aktivierung
hidmotopoetischer Stammzellen fiihren (Baldridge et al., 2010), was Storfaktoren bei Interpretation
der Ergebnisse darstellen kann. In dem uns zur Verfiigung stehenden doppelt-transgenen
Mausmodell hingegen wird das Antigen wihrend einer Behandlung mit Doxycyclin auf der
Oberflache der dendritischen Zellen préisentiert. Nach dem Beenden der Behandlung mit dem
Pharmakon wird der Peptid-MHC-Komplex innerhalb kurzer Zeit umgesetzt (Obst et al., 2005),
sodass die Dauer der Antigenprisentation genau kontrolliert werden kann. Da das Antigen von
dendritischen Zellen exprimiert und ausschlieBlich von den zuvor adoptiv transferierten TCR-
transgenen AND CD4" Zellen erkannt wird, werden eine gleichzeitige B-Zell- und CD8" T-Zell-
Antwort, sowie eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems vermieden.

Durch kontrollierte Verabreichung von Doxycyclin wird eine konstante und reproduzierbare
Antigenprésentation erreicht. Dies wird in einem Infektionsmodell durch die Immunantwort selbst

beeinflusst.

5.2. Einfluss der Antigendosis auf die T-Zell Erschopfung

Durch die Behandlung der Mause mit unterschiedlich hohen Doxycylindosen haben wir in dieser
Arbeit Zusammenhénge zwischen der Antigendosis und dem Grad der Erschopfung untersucht.
Der Schweregrad der Erschopfung wurde in den hier beschriebenen Experimenten an den
Proliferationsfahigkeit der Zellen, Expression von Gedéchtniszellmarkern auf der Zelloberfliche
und ihre Féhigkeit, Zytokine wie IL-2, TNFa und IFNy zu bilden, gemessen. Diese Parameter sind
in einer chronischen Infektion beeintrichtigt (Fuller and Zajac, 2003; Zajac et al., 1998). In den
Versuchen, die in diese Arbeit eingegangen sind, wurden die Zellen in der Primingphase der
gleichen Antigendosis ausgesetzt und somit gleichméfig aktiviert. Dies sorgt fiir eine gute
Vergleichbarkeit zwischen einzelnen Populationen, sowie fiir eine genauere Untersuchung der
Auswirkung der Antigendosis in der Erschopfungsphase. Die oben genannten Oberflichenmarker
und funktionellen Bestimmungsgrofen werden in naiven Zellen, Gedichtniszellen, Zellen, die mit
einer niedrigen und solchen, die mit einer hohen Antigenlast wihrend der Erschopfungsphase
konfrontiert waren, gemessen und verglichen. Hohe Antigendosis wurde bei Etablierung des

doppe-transgenen Modells definiert (Obst et al., 2005). Die ,,geringe” Antigendosis wurde in
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Vorversuchen ermittelt und entsprach in unserem Modell der niedrigsten Doxycyclindosis, die
reproduzierbar zu Zellproliferation fiihrte.

Arbeitsgruppen, die in Infektionsmodellen arbeiten versuchten die Fragestellung zu beantworten,
indem sie Versuchstiere mit unterschiedlichen Stdmmen eines Virus (LCMV Armstrong oder
Klon 13) sowie unterschiedlichen Virusmengen infizieren (Matloubian et al., 1990; McKay et al.,
2002; Zajac et al., 1998), ob der Schweregrad der Virdmie immer mit den injizierten Virusmengen
korreliert bleibt offen. Alternativ wird versucht, unterschiedlich hohe Antigenlast zu erreichen,
indem die Darreichungsformen der Viren variiert wird, hohe Antigenlast wird bei intravendser
Injektion, niedrige bei intranasaler oder intraperitonealer Gabe angenommen (Zajac et al., 1998).
Dabei stellt sich die Frage nach der Vergleichbarkeit zwischen beispielsweise direkter

intravendser und intraperitonealer Applikation.

5.3. Einfluss der Dauer der Antigenprisenttion auf die T-Zell-Erschopfung

Im Rahmen der Experimente zu dieser Doktorarbeit wurde auch der Einfluss des zeitlichen
Faktors auf die Ausbildung des erschdpften Phinotyps in CD4" Zellen unter chronischer
Antigenstimulation gepriift. Die Zellen wurden zu 2 Analysezeitpunkten untersucht: der erste
Analysezeitpunkt fand nach einer 7-tdgigen, der zweite nach einer 28-tidgigen Erschopfungsphase
statt. Der erste Zeitpunkt wurde gewihlt, weil sich Effektorzellen nach etwa 4-10 Tagen voll
entwickeln, den hochsten Wert virusspezifischer Zellen in der Milz nach der Infektion findet man
am Tag 10 post infectionem, danach fallt ihre Anzahl ab, bis sie am Tag 30 ein Plateau erreicht
(Zelinskyy et al, 2006). Da der Funktionsverlust antigenspezifischer T-Zellen im
Infektionsmodell etwa am Tag 14 post infectionem beginnt (Zelinskyy et al., 2006), haben wir
erwartet das die Erschopfung am Tag 28 post infectionem bereits fortgeschritten ist.

In den hier vorgestellten Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl die Dauer der
Antigenprésentation als auch die Antigenmenge fiir die Ausbildung eines erschopften Phianotyps
eine entscheidende Rolle spielen. Dabei fiihrt eine hohe Antigendosis frither zu Ausbildung eines
erschopften Phénotyps als eine niedrige Antigendosis. Unter hoher Antigenexposition kam es
bereits nach einer 7-tdgigen Erschopfungsphase zur Ausbildung eines erschopften Phénotyps. Es
wurde die Herunterregulation des Gedéchtniszellmarker Ly6C und einer vermehrten Expression
von CD62L, als Marker von naiven Zellen, auf den antigenspezifischen CD4" Zellen festgestellt.
Die erschopften Zellen proliferierten signifikant weniger als Gedéchtniszellen oder Zellen mit
niedriger Antigenexposition und sezernierten deutlich weniger IL-2 und TNFa. Die Féhigkeit
INFy zu produzieren blieb dabei nach einer 7-tdgigen Erschopfungsphase wenig beeintriachtigt.

Eine Reduktion der IFNy-Produktion zeigte sich selbst unter hoher Antigenstimulation erst zu
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einem spéteren Zeitpunkt. Somit verhalten sich unterschiedliche Funktionsparameter unter
gleicher Antigendosis und Expositionsdauer unterschiedlich. Insbesondere fiel unter hoher
Antigen-Stimulation eine Verminderung der IL-2- und TNFa-Sekretion auf, wihrend die IFNy-
Produktion noch normwertig blieb. Dieser Unterschied konnte durch unterschiedliche Regulation
auf der Transkriptionsebene bedingt sein. Insbesondere ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor
NFAT-1 fiir die Transkription von der IL-2- und TNFa- und IFNy-Genen kontrolliert (Kiani et al.,
2001; Rao et al.,, 1997), allerdings wird die IFNy-Sekretion zusétzlich durch die STAT4-
IL12/NF«kB Signalkaskade reguliert (Kiani et al., 2001). So ist beispielsweise die IFNy-Sekretion
in NFAT™/IL-4" T-Helferzellen nicht reduziert(Kiani et al., 2001).

Auch Wherry and al. beobachteten in CD8" T-Zellen im LCMYV Infektionsmodell eine friihere
Reduktion von IL-2- oder TNFa-Produktion im Vergleich zur IFNy-Produktion (Wherry et al.,
2003). Dies wurde mit der Wichtigkeit der Induktion einer peripheren Toleranz wiahrend
chronischer Infektionen in Zusammenhang gebracht. Mdglicherweise sind die Folgen einer
iiberschieBenden Immunantwort gefiirchteter, als die Infektion selbst, denn IL-2- und TNFa-
Uberproduktion haben verheerende Auswirkungen auf den Organismus (Guidotti and Chisari,
2000).

In weiterfiihrenden Experimente wére es interessant zu erfahren, wie der Phinotyp der erschopften
Zellen nach hoher und niedriger Antigenexposition zu einem spéteren Zeitpunkt aussieht, ob
Zellen mit niedriger Antigenexposition den gleichen Grad der Erschopfung erlangen wie Zellen
mit hoher Antigenexposition oder ob diese zu einem spéteren Zeitpunkt an das Antigen adaptieren
und ihre Effektorfunktionen zuriickgewinnen. Es wére weiterhin interessant zu wissen, ob sich die
Zellen sich nach einer Ruhephase erholen und wie lang diese Ruhephase sein soll, ob sich Zellen

mit niedriger Antigenexposition schneller erholen als solche mit hoher Antigenexposition.

5.4. Mechanismen der T-Zell Erschopfung

In dieser Arbeit haben wir versucht, mdgliche Mechanismen der T-Zell-Erschopfung zu
identifizieren. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es zu keiner Verdnderungen der TCR-
Expression auf der Zelloberfliche erschopfter T-Zellen kommt (Han et al., 2010). Somit war
unsere Vermutung, dass der verantwortliche Mechanismus weiter unten in der TCR-Signalkaskade
liegen muss. Ein Doktorand unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass es zu keiner Verdnderung des
Calciumstroms unter chronischer Antigenstimulation kommt (Han et al., 2010). Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen Agnellini et al. im LCMV-Modell (Agnellini et al., 2007). Erstaunlicherweise

wird in einem anderen transgene Mausmodell, der EaoMCC-Mauslinie, in der das Antigen MCC
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auller von DCs auch von naiven B-Zellen prisentiert wird, das TCR in chronisch stimulierten
CD4" Zellen herunterreguliert und der Calciumstrom vermindert (Han et al., 2010).

Dies deutet auf eine Fihigkeit der CD4" Zellen zu unterscheiden, ob das Antigen von einer
dendritischen Zellen oder einer B-Zelle prisentiert wird. In der Literatur wurde eine numerische
Reduktion Antigen-spezifischer Zellen in chronischen Infektionen beschrieben. Diese war auch in
unserem Modell nach einer langeren Erschopfungsphase zu verzeichnen. Die von uns gemachten
Beobachtungen sind gut vereinbar mit Daten aus der Literatur, wo ein hierarchischer
Funktionsverlust erschopfter Zellen beschrieben wird (Wherry et al., 2003).

De Silva et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass ein TCR-Signal in nicht proliferierenden Zellen zu
Anergie, bzw. Unfédhigkeit IL-2 zu sezernieren fiihrt (DeSilva et al., 1991). Dies wurde als Folge
einer Anreicherung von Proteinen im Zusammenhang mit TCR-Stimulation und mangelnder
Verdiinnung der Substanz bei fehlender Teilung diskutiert. Moglicherweise liegt ein &hnlicher
Mechanismus der Dysfunktion antigenspezifischer Zellen in chronischen Infektionen zugrunde,
angesichts der Tatsache, dass Zellen mit hoher Antigenlast sich seltener teilen als Zellen mit
niedriger Antigenlast und gleichzeitig weniger Zytokine produzieren (Siehe Abb. 7 und 8),
erscheint dies durchaus plausibel.

Da eine etwa 3-tdgige Antigenpridsentation fiir eine effektive T-Zell-Aktivierung bendtigt wird,
liegt der Verdacht nahe dass ein stimulatorisches Signal zwischen Tag 3 und Tag 10 der

Antigenpersistenz in ein inhibitorisches umgewandelt wird.

5.5. Rolle der MAPK-Signalkaskade in der T-Zell-Erschopfung

Mitogen-Activated protein kinases (MAPKs) sind Serin/Threonin-Kinasen die an der
intrazelluldrer Signaltransduktion multipler Vorgidnge, wie Zellteilung, -differenzierung und —
iiberleben beteiligt sind (Dhillon et al., 2007; McCubrey et al., 2006; Torii et al., 2006). Zu den
MAP-Kinasen gehoren die Kinasen ERK, p38 und c-Jun, welche durch die Phosphorylierung
durch MAP2-Kinasen MEK, MKK3/MKK6 und MKK4/MKK7 aktiviert werden (Kim and Choi,
2010). Diese wiederum werden durch MAP3-Kinasen Raf sowie ASK1, MEKK1 und MLK3
phosphoryliert und aktiviert (Kim and Choi, 2010). Die Signalkaskaden werden unter Anderem
durch oxidativen, osmotischen, hypoxischen oder toxischen Stress ausgeldst (McCubrey et al.,
2006). Als Folge dieser Signaltransduktionen konnen neurodegenerative oder neoplastische
Erkrankungen entstehen (Kim and Choi, 2010; Torii et al., 2006).

Noch ist unklar, welche Rolle die MAPK-Signalkaskade bei der Entstehung der T-Zell-
Erschopfung spielt. Da der MAPK-Signaltransduktionsweg die wichtigste Signalkaskade abwirts
des T-Zell-Rezeptors darstellt (Gupta et al., 1994; Weiss and Littman, 1994) und die T-Zell-

79



Erschopfung eine Folge der chronischen Stimulation des T-Zell-Rezeptors ist (Barber et al., 2006),
konnte zum einen eine verstdrkte Aktivierung des Signalwegs die Ursache der phénotypischen
Veranderungen der erschopften T-Zellen sein, zum anderen eine Blockade der Signalkaskade zur
Reaktivierung der erschopften T-Zellen in chronischen Infektionen wie in Tumorerkrankungen
filhren. So konnten beispielsweise Ebert et al. im Mausmodell zeigen, dass die Blockade der
MAP2-Kinase MEK in Ras-mutiertem Coloncarcinom nicht nur zum Regress der Tumorgrofe,
sondern auch zur Zunahme der antigenspezifischen CD8" Effektorzellen fiihrt (Ebert et al., 2016).
Ausserdem fiihrte die MEK-Blockade nicht nur zu einer numerischen, sondern auch zu einer
qualitativen Anderung der tumorspezifischen CD8" T-Zellen: diese prisentierten deutlich seltener
inhibitorische Molekiile wie PD-1, exprimierten sowohl Tbet als auch Eomes, produzierten IFNy
und gingen seltener durch Apoptose unter (Ebert et al., 2016). Da aber die MAPK-Kaskade auch
fiir Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen entscheidend ist (Ebert et al., 2016), ist der
Gebrauch von MEK-Inhibitoren kritisch zu hinterfragen.

In dieser Doktorarbeit haben wir einen mdglichen kausalen Zusammenhang zwischen der
Herunterregulation von phosphoryliertem Faktor c-Jun, als eine der drei Achsen der MAPK-
Signalkaskade, und der T-Zell-Erschopfung aufgezeigt. Inaktivierung von Kinasen in der MAPK-
Kaskade wurde in Vergangenheit bereits mit Anergiezustand von antigenspezifischen CD4"
Zellen in Verbindung gebracht (Fields et al., 1996; Li et al., 1996) Als Ausblick wire es
interessant, die ERK- und p38-Achse und deren Zusammenhang mit den einzelnen
phénotypischen Verdnderungen, insbesondere auch mit der von uns beobachteten langsamen
klonalen Deletion antigenspezifischer Zellen (Siehe Abb. 12) zu untersuchen. Ebert et al. konnten
im Tumormodell durch MEK-Inhibition eine klonale Deletion der Antigenspezifischen CD8"
Zellen durch Herunterregulation des proapoptotischen Molekiils Nur77 verhindern (Ebert et al.,
2016). Kénnen wir in unserem Modell den Untergang antigenspezifischer CD4" durch MEK-
Inhibition aufhalten? Wie verhélt sich p-Jun im weiteren zeitlichen Verlauf? Wie ist die
Konzentration von NFAT-1 in erschopften Zellen im Vergleich zu naiven Zellen und
Gedéichtniszellen? Weisen erschopfte Zellen Verdnderungen auf den epigenetischen oder
genetischen Ebenen auf? In dieser Hinsicht wire es wichtig die im Rahmen dieser Arbeit

gewonnene mRNA erschopfter Zellen, zu analysieren.

5.6. Chronische Antigenstimulation und Expression inhibitorischer Molekiile

In der Literatur wird T-Zell-Erschopfung oft mit Expression von inhibitorischen Molekiilen, wie
PD-1, LAG-3, Tim-3, CTLA-4, 2B4 oder CD160 in Verbindung gebracht (Barber et al., 2006;
Blackburn et al., 2009). Wir konnten entgegen einer lang bestehenden Hypothese zeigen, dass es
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keinen notwendigen Zusammenhang zwischen PD-1 Expression und T-Zell-Erschopfung gibt und
dass sich ein erschopfter Phanotyp auch ohne PD-1-Expression einstellen kann. Zu diesem
Schluss kamen auch Odorizzi et al. im LCMV-Infektionsmodell (Odorizzi et al., 2015). Wir
konnten auch zeigen, dass die Antigenpersistenz allein keine vermehrte Expression von PD-1 oder
anderen inhibitorischen Molekiilen induziert (Han et al., 2010). Dies spricht dafiir, dass
moglicherweise andere Faktoren in Kombination mit chronischer Antigenpersistenz zur PD-1
Expression fiihren. Interessanterweise exprimieren die TCR-transgene AND CD4" Zellen nach
chronischer Antigenexposition in [i-MCC M4usen, in den denen das Antigen nicht nur durch
dendritische Zellen, sondern auch durch B-Zellen prasentiert wird, vermehrt PD-1 auf ihrer
Oberfliche (Han et al., 2010).

Seitdem die Rolle der inhibitorischen Molekiile, wie PD-1 und CTLA-4, beschrieben wurde ist
etwas mehr als ein Jahrzehnt vergangen, mittlerweile wissen wir, dass das PD-1 Signal vor einer
iiberschiefenden Reaktion und Proliferation der zytotoxischen T-Zellen und im Endeffekt vor
Gewebsdestruktion schiitzt (Odorizzi et al., 2015). Seit mehreren Jahren werden Antikdrper gegen
CTLA-4 und PD-1 erfolgreich in der Therapie von unterschiedlichen malignen Erkrankungen
angewandt und fithren zur Reaktivierung antigenspezifischer tumorinfiltrierender Lymphozyten
(Mellman et al., 2011; Pauken and Wherry, 2015; Sharma et al., 2011; Zarour, 2016). Die
Erforschung der T-Zell-Erschopfung hat sich als ein hochspannendes und zukunftsweisendes Feld
erwiesen. Auch in dieser Perspektive werden die Untersuchungen dieses Phidnomens neue
Erkenntnisse iiber Infektions- und Tumorimmunologie bringen und zu neuen therapeutischen

Losungen bei chronischen Infektionen und Neoplasien fiihren.
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6. Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass einige chronisch persistierende Infektionen, wie LCMV der Maus oder HIV,
HBV, HCV im Menschen, mit einer funktionellen Beeintrichtigung virusspezifischer CD4 " und
CD8" T-Zellen verbunden sind, welche in der Literatur als T-Zell-Erschépfung bezeichnet wird.
Akute virale Erkrankungen dagegen, wie die EBV- oder CMV-Infektion im Menschen oder die
MCMV-Infektion der Maus, fiihren zu keiner Erschopfung spezifischer T-Zellen. In dem uns zur
Verfiigung stehenden doppelt-transgenen Mausmodell (Ii-rTA-TIM) wird wihrend der
Behandlung mit Doxycyclin ein Antigen auf dendritischen Zellen présentiert; somit kann durch
gezieltes Zufiithren und Absetzen von Doxycyclin im Trinkwasser die Prasentation eines
Modellantigens auf dendritischen Zellen in vivo gesteuert werden. In dieser Doktorarbeit zeigen
wir, dass die Antigenpersistenz iiber die Primingphase hinaus fiir das Auftreten eines erschopften
Phinotyps der spezifischen CD4" T-Zellen verantwortlich ist. Durch Stimulation ausschlieBlich
der spezifischen CD4" T-Zellen konnte ihr Phinotyp und Verhalten Pathogen-unabhiingig und
unter Ausschaltung komplizierender Faktoren, wie der systemischen Inflammation, untersucht
werden. Unser Modell erlaubte uns, durch die Variation der Doxycyclin-Dosis im Trinkwasser
eine variable Menge des Antigens, welches auf dendritischen Zellen préisentiert wird, zu erreichen.
Somit konnten wir zum einen zeigen, dass allein die Antigenpersistenz zur Entwicklung eines
erschopften Phéanotyps, d.h. Verdnderung der Expression von Aktivierungsmarkern, Reduktion der
Proliferation und der Sekretion von Effektorzytokinen, ausreicht. Zum anderen konnte gezeigt
werden, dass der Grad der Erschdpfung von der Antigendosis und Dauer der Antigenpersistenz
abhéngt. Des Weiteren konnte ein moglicher verantwortlicher molekularer Mechanismus fiir die

Ausbildung der CD4" T-Zell-Erschépfung nachgewiesen werden.
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