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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Das Immunsystem dient der Bekdmpfung jeglicher Art von Infektionen durch Pathogene,
denen der Korper ausgesetzt ist. Die Erforschung der Abwehrmechanismen des Korpers ist
dahingehend wichtig, dass durch ihr Verstandnis verschiedene Mdglichkeiten eréffnet
werden, die einzelnen Vorgange zu beeinflussen, zu unterstiitzen oder auch zu unterbinden.
Bei Wirbeltieren werden angeborene und adaptive Immunantworten unterschieden, wobei
der adaptive Ast des Immunsystems aus humoralen und zelluliren Antworten besteht.
Humorale Antworten werden durch Antikorper (AK), produziert von B-Zellen, ausgefiihrt und
zellulare Antworten durch T-Zellen. Letztere kdnnen nochmals aufgrund ihres T-Zellrezeptors
(TCR) in af und y6 T-Zellen (1-3) unterteilt werden, die ihre Variabilitat durch somatische
Rekombination erhalten.

Gerade Hihner (Gallus gallus domesticus) waren und sind wichtige Modell-Versuchstiere fir
die Immunologie. Schon vor (iber 100 Jahren flhrten sie zu wichtigen immunologischen
Erkenntnissen beziglich der Relevanz von Lymphozyten, unter anderem beim Schutz vor
Infektionen und der Tumorabwehr (4-6). Durch Experimente mit Hilhnern kamen Glick und
Chang et al. 1956 (7) zu der Erkenntnis, dass es verschiedene Lymphozyten gibt, die wir heute
als B- und T- Zellen kennen.

Vor allem fiir die Untersuchung der y& T-Zellen bieten sich Hihner an, da bis zu 50% der T-
Zellen in der Peripherie diesen TCR tragen (8).

Zur Funktion von yé T-Zellen ist, im Gegensatz zu den B-Zellen und den aff T-Zellen, noch nicht
viel bekannt, was eventuell auch darin begriindet liegt, dass viele Erkenntnisse durch die
Erforschung von Mause-, Ratten- oder Menschen-yd T-Zellen gewonnen wurden, welche zu
den Spezies mit einer niedrigen yb T-Zell-Frequenz gehoéren (9-11). Da beim Huhn die Anzahl
an y& T-Zellen so hoch ist, ist anzunehmen, dass diesen Zellen durchaus eine tragende Rolle
im Immunsystem zukommt, was eine weitere Erforschung unabdingbar macht.

Um y6 T-Zellen ausreichend untersuchen zu kbénnen, ware die Etablierung eines
Langzeitkultursystems von Nutzen, das dann fiir ein besseres Verstandnis der Hihner-yé T-
Zellen durch Untersuchen ihres Verhaltens in Kultur, zur Liganden-Suche und fir
Infektionsversuche genutzt werden kdnnte.

Auch die Analyse des Repertoires von y und & T-Zellrezeptoren in Hiithnern wiirde zu einem
besseren Verstandnis dieses wichtigen Zelltyps beitragen. Aufgrund einer unvollstandigen
Annotation des &-Locus im Hihnergenom war eine Charakterisierung des y6 TCR-Repertoires
fiir die 6-Kette zuvor aber nicht moéglich, weshalb es bisher nur Studien zur y-Kette gibt (12,13).

Diese Arbeit beschreibt die Etablierung einer Langzeitkultur von y& T-Zellen aus der
Hihnermilz mithilfe der beiden Zytokine IL-2 und IL-12, die Charakterisierung der kultivierten
Zellen, und eine TCR-Repertoireanalyse zu verschiedenen Zeitpunkten in der Zellkultur.
Letztere wurde durch die Erstellung einer bioinformatischen Pipeline und der Annotation des
Huxu-Hihnergenoms (14) fir die a, B, y und & V-Gensegmente in unserem Labor erméglicht
(15).
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Bedeutung von Hihnern fir Bevolkerung und Wirtschaft

Die Haltung von Hiihnern begann schon vor mehreren tausend Jahren. Unser heutiges
Haushuhn (Gallus gallus domesticus) wurde aus dem Bankivahuhn (Gallus gallus) geziichtet
(16-18). Anfangs als Haustier gehalten und teils sogar als Orakel verehrt, wandelte sich seine
Bedeutung im Romischen Reich Richtung Nutztier: das Huhn und seine Eier dienten nun auch
der Erndhrung (19).

Heute sind Hiahner auf der ganzen Welt die haufigsten anzutreffenden Nutztiere, an die 26
Milliarden Tiere wurden 2021 weltweit laut dem Statistischen Bundesamt gehalten, was eine
Steigerung um 79% im Vergleich zu 2001 darstellt (20).

In Deutschland betrug der Gefligelfleischkonsum (Huhn, Ente, Gans, Perlhuhn,
Pute/Truthahn), Stand 2022, pro Kopf und Jahr 12,7 kg, wovon lber 70% Huhnerfleisch waren,
der pro Kopf Konsum von Eiern betrug im Jahr 2023 236 Eier (21,22). Dadurch brachten diese
beiden Nahrungsmittel der Landwirtschaft 5,1 Milliarden Euro ein.

Neben kommerziell gehaltenen Hiihnern gibt es auch einige Hobbyhaltungen fiir den
Eigenkonsum, und Liebhaberhaltungen vom Haushuhn oder besonderer Haushuhn-Rassen,
wie dem Seidenhuhn und dem Hollander Haubenhuhn.

Durch diese Bedeutung von Hiihnern fir die Wirtschaft und auch die Bevdlkerung stellen
Krankheiten und Zoonosen, wie unter anderem Campylobacter spp. und Salmonella
Enteritidis, Gbertragen durch unzuldangliche Kiichenhygiene im Umgang mit Fleisch und Eiern,
eine stetige Gefahr dar. Gerade Campylobacter spp., vor allem C. jejuni auf Hiihnerfleisch,
zahlt seit Jahren zu den haufigsten Auslosern einer Magen-Darm-Erkrankung in Deutschland
(23).

Zudem fihren die wiederkehrenden Ausbriiche der avidren Influenza mit dem HPAIV H5N1
immer wieder zu hohen Verlusten in der Gefliigelhaltung und zu massiven Einschrankungen,
worunter auch die Wirtschaft leidet. 2023 gab es allein in Deutschland Gber 1000 Fille bei
Wildvogeln und 65 Ausbriiche von H5N1 in Geflligelhaltungen. Dies fihrte zu Keulungen von
fast 200.000 Tieren nur im Dezember 2023. Auch aktuell, im Jahr 2024, werden immer wieder
Ausbriiche angezeigt (24).

Aufgrund dieser Risiken und der Relevanz von Hithnern fir Erndahrung und dadurch Wirtschaft
ist es umso wichtiger, das Haushuhn und sein Immunsystem zu erforschen, um die
bestmogliche Tiergesundheit zu gewahrleisten und die Belastung durch Zoonosen auf ein
Minimum zu reduzieren.
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2.2 HuUhnerin der Immunologie — damals bis heute

HlOhner und Sduger stammen von einem gemeinsamen reptilienartigen Vorfahren ab, aus
welchem sie sich vor iber 250 Millionen Jahren entwickelten. Daher stimmen sie in vielen,
unter anderem auch immunologischen, Aspekten Uberein.

Durch die leichte Zuganglichkeit zu adulten Tieren und auch zu jeglichen embryonalen Stadien,
seine geringe KorpergroRe, und die Verfligbarkeit des gesamten Genoms stellt das Haushuhn
(Gallus gallus domesticus) ein wichtiges immunologisches Modell dar.

Nachdem Edward Jenner entdeckte, dass eine Infektion mit dem Kuhpockenvirus (Cowpox-
Virus) Menschen vor dem humanen Pockenvirus (Variola- bzw. Smallpox-Virus) schitzte (25),
wodurch er das Zeitalter der Impfungen einldutete (26,27), konnte Louis Pasteur ein
Jahrhundert spater, 1878, an diesen Entdeckungen Jenners’ anknipfen. Er traf bei der
Erforschung von Gefligelcholera (Pasteurella multocida) an Hihnern auf einen Impfstoff aus
attenuiertem Virus und bezeichnete es als Vakzin (28). Durch diese Methode fand er dann
auch Vakzine gegen andere Krankheiten, wie Anthrax und Tollwut.

Zwischen 1912 und 1921 erforschte James Murphy die Ubertragung von Rattentumoren auf
Hihner und Hihnerembryonen und darauffolgendes Tumorwachstum oder dessen
AbstofRung. Dadurch konnte er die essenzielle Beteiligung von Lymphozyten an der Graft-
versus-Host-Reaktion (GvHR) und am Schutz vor Infektionen nachweisen (4,5,29). Zu dieser
Zeit schenkte man seinen Erkenntnissen jedoch nur wenig Beachtung. Erst 1956 griff Simonsen
Murphys’  Beobachtungen auf (30-32), sie erhielten Relevanz  bezliglich
Knochenmarkstransplantationen (33-37).

Die Existenz einer humoralen und einer zellularen Antwort war zwar bekannt, aber niemand
konnte sich erklaren, wie derselbe Lymphozyt beides bewerkstelligen kann (38).

1960 fanden dann Glick und Chang et al. (7) eher per Zufall heraus, dass flir die humoralen
und zellularen Antworten des adaptiven Immunsystems nicht nur ein Lymphozyt
verantwortlich sein kann, sondern es zwei verschiedene geben muss, die aus
unterschiedlichen Organen stammen. Glick flihrte Bursektomie-Versuche an Hiihnern durch,
um den potenziellen Effekt der Bursa auf das Wachstum zu untersuchen und Chang machte
Versuche mit Salmonellen zur Antikérperproduktion. Als letzterer dann aber bursektomierte
Hihner stimulierte, konnte er keine Antikérper mehr finden.

In der Bursa mussten sich also Zellen befinden, essenziell fiir die AK-Produktion. lhren Namen
erhielt die Bursa Fabricii aufgrund ihres Entdeckers, dem Vater der Embryologie, Hieronymus
Fabricius d’Aquapendente im 17. Jahrhundert, obgleich ihm ihr Nutzen unbekannt blieb (39).
Die Entdeckung von Glick und Chang et al. schuf Grundlage fiir das Wissen, dass es B- und T-
Zellen gibt, ,B“ wegen Bursa-abstammend und ,T“ wegen Thymus-abstammend (40). Die
Bursa war folglich essenziell fur die Antikdrper-mediierte Immunitat und der Thymus fiir die
Zell-mediierte Immunitat (41-44). Cooper et al. (45) veroffentlichten schlieBlich 1965 ihre
Arbeit zur Charakterisierung des B- und T-Zellsystems und stellten die These auf, dass Sauger
aufgrund ihrer Ahnlichkeiten zum Huhn in Lymph- und Immunsystem eine Alternative zur
Bursa fir die Entwicklung von B-Zellen haben miissten. Spater konnte man dieser Aufgabe das
Knochenmark zuordnen (46,47).

Auch die fur angeborene Immunantworten wichtigen Interferone wurden erstmals im Huhn
entdeckt (48).
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Gerade in der heutigen Zeit ist die Erforschung des Hiihner-Immunsystems von Bedeutung,
schon allein wegen der enormen wirtschaftlichen Bedeutung des Huhns als Nutztier. Gerade
die Etablierung oder Verbesserung von Impfstoffen ist wichtig, um die Gesundheit von Huhn
und Mensch zu schiitzen. Eine Impfung gegen das Marek’s Disease Virus (MDV) in den 1970ern
stellte den ersten Impfstoff gegen eine natlirliche Tumorerkrankung dar, musste aber
aufgrund von Impfdurchbriichen durch Evolution des Virus zu starkerer Virulenz verbessert
werden, und zwar durch Einsatz eines virulenteren Vakzins (49-51). Die Gefahr des Einsatzes
von immer aggressiveren Vakzinen zur Bewahrung ihrer Wirksamkeit liegt in einer méglichen
Schadigung des Patienten durch den Impfstoff selbst und auch in der Tendenz zur Entstehung
immer virulenterer Viren (52).

1982 wurde dann die in ovo-Vakzinierung gegen MDV entdeckt. Dies stellte von dem her einen
Durchbruch dar, da bisher nicht bekannt war, dass Wirbeltiere durch Impfung des Embryos
erfolgreich vor einer Infektion kurz nach Schlupf oder Geburt geschiitzt werden kénnen
(53,54). Die genauen Mechanismen dahinter miissen jedoch noch geklart werden.

Zusatzlich zur Weiterentwicklung von Impfstoffen gibt es heutzutage auch durch die
Aufschlisselung des Hihnergenoms (55) und neue molekularbiologische Methoden viele
Moglichkeiten, das Huhn und seine Gene besser zu erforschen. So bietet die Manipulation des
Genoms durch Gentransfer mithilfe viraler Vektoren (56,57) oder auch dem CRISPR/Cas9-
System (58,59) die Mdglichkeit, Hiihner mit modifizierter Keimbahn zu erschaffen, und somit
unter anderem ein besseres Verstdandnis flir physiologische Funktionen und Ablaufe zu
schaffen.

Die Entwicklung von Knockout-Hihnern ermoglicht es ebenfalls, beispielsweise verschiedene
T-Zellarten besser zu untersuchen und somit auch besser zu verstehen (60,61).
TCR-Repertoireanalysen der af und y& T-Zellen kénnen einen tieferen Einblick in dessen
Verteilung in verschiedenen Geweben und auch vergleichend zwischen Individuen geben
(12,13,62).

Nutzliche Methoden, um die Hihner-Immunologie besser erforschen zu kénnen, waren die
Etablierung von Infektionsmodellen, von in vitro-Kultursystemen, z.B. fiir y6 T-Zellen, oder
auch die Entwicklung monoklonaler Antikérper (mAK) gegen regulatorische T-Zellen (63).



LITERATURUBERSICHT 6

2.3 Das adaptive Immunsystem

2.3.1 Komponenten des adaptiven Immunsystems

Das Immunsystem besteht aus angeborenen und adaptiven Komponenten, die beide dazu
beitragen, Pathogene (Viren, Bakterien, Pilze und Parasiten) zu bekampfen (38,64-66). Sowohl
angeborene als auch adaptive Mechanismen basieren auf Leukozyten.

Die angeborene Immunantwort setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen, den
anatomischen Barrieren, dem Komplementsystem und antimikrobiellen Peptiden sowie den
angeborenen Immunzellen, wie Granulozyten und Makrophagen (67).

Kommt es zum Kontakt mit einem Pathogen, treten die Abwehrmechanismen des
angeborenen Immunsystems sehr schnell in Kraft, namlich innerhalb von Minuten bis
Stunden, wobei sie nicht antigenspezifisch vorgehen, sondern eine begrenzte Zahl an
Rezeptoren nutzen, um zwischen korpereigen und kérperfremd zu unterscheiden (68-70).

Im Gegensatz dazu benoétigt das adaptive Immunsystem deutlich mehr Zeit fiir seine Reaktion,
namlich mehrere Tage.

Adaptive Mechanismen greifen, wenn das angeborene Immunsystem Uberwunden wurde.
Das adaptive Immunsystem arbeitet mit Lymphozyten, deren antigenspezifische Rezeptoren
diese Art der Bekampfung weitaus effektiver machen, indem die verschiedenen Pathogene
gezielt angegriffen werden kénnen.

Bis die Lymphozyten auf ihr passendes Antigen treffen, zeigen sie nur eine geringe Aktivitat,
weshalb man zwischen den naiven Lymphozyten, die noch nicht von einem Antigen aktiviert
wurden, und den Effektor-Lymphozyten, die schon aktiviert wurden und sich
weiterdifferenziert haben, unterscheidet (71).

Es gibt zwei verschiedene Arten von Lymphozyten, deren Vorlauferzellen im Knochenmark
gebildet werden: die B- und die T-Zellen, welche Uber verschiedene antigenspezifische
Rezeptoren verfligen. B-Zellen besitzen den B-Zellrezeptor (BCR) auf ihrer Oberflache, der
sowohl in membrangebundener als auch sezernierter Form (Antikérper) vorliegt. T-Zellen
besitzen hingegen den T-Zellrezeptor (TCR) auf ihrer Oberflache, der nur membrangebunden
vorliegt (67).

Diese beiden Arten von Lymphozyten haben verschiedene Funktionen im Immunsystem inne.
B-Zellen, die beim Sauger im Knochenmark reifen und beim Vogel in der Bursa Fabricii, bilden
nach der Bindung ihres spezifischen Antigens Plasmazellen, die im Anschluss gegen dieses
Antigen wirksame Antikorper produzieren. Sie bilden den humoralen Ast der adaptiven
Immunantwort.

T-Zellen, die bei Sduger und Vogel im Thymus reifen, bilden den zellularen Ast der adaptiven
Immunantwort und kdnnen nach Aktivierung durch ihr spezifisches Antigen drei verschiedene
Arten von Effektorfunktionen generieren. Zytotoxische T-Zellen zerstoren infizierte Zellen. T-
Helferzellen unterstiitzen andere Immunzellen in ihren Effektorfunktionen, wie B-Zellen und
Makrophagen, meist mithilfe von Zytokinen, und kénnen drei verschiedenen Untergruppen
zugeordnet werden (Tn1-, Ty2- und Ty17-Zellen). Regulatorische T-Zellen unterdriicken andere
Lymphozyten und regulieren dadurch die Immunantwort (72-74).

Nach ihrer Reifung treten naive B- und T-Zellen ins Blut Uber und zirkulieren durch die
sekundaren lymphatischen Gewebe, in denen sie auf Antigene stolSen.

Im Gegensatz zum BCR und zu Antikorpern, die im Serum und im Extrazellularraum Antigene
mehr oder weniger jeglicher Art bezliglich chemischer Strukturen erkennen kénnen, binden
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TCRs meist nur Proteinantigene eines Pathogens, deren Bruchstiicke als Peptidfragmente von
MHC-Transmembran-Glykoproteinen (Major Histocompatibility Complex) auf der
Zelloberflache prasentiert werden. Der TCR unterliegt dadurch in den meisten Fallen einer
MHC-Restriktion, da er sowohl Teile des Antigens als auch Teile des MHC-Molekiils erkennen
muss, um daran binden zu kénnen (67,75,76).

MHC-Molekiile werden von dem MHC-Genkomplex codiert und wurden aufgrund ihres
Einflusses auf die Immunantwort gegen transplantierte Gewebe entdeckt (77).

Eine der wichtigsten Funktionen des adaptiven Immunsystems, ohne die das Prinzip der
Impfung nicht moglich ware, ist die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses nach
einer Infektion durch Differenzierung eines Teils der aktivierten Lymphozyten zu
Gedachtniszellen. Diese ermoglicht bei erneuter Infektion mit demselben Pathogen
(Sekundarinfektion) eine schnellere und effizientere Immunantwort (67,78,79).

2.3.2 Aufbau der a3 und yd T-Zellen

T-Zellen der Sauger und der Vogel konnen, zusatzlich zu ihrer oben beschriebenen
funktionalen Differenzierung, in a und y6 T-Zellen eingeteilt werden, die sich durch den
jeweiligen TCR auf ihren Oberflachen unterscheiden. Dieser Rezeptor ist ein Heterodimer aus
zwei Polypeptidketten, verknilpft (iber eine Disulfidbriicke zwischen den Cystein-Resten
seiner kurzen Stielregion, und besteht bei af T-Zellen aus einer a- und einer B-Kette und bei
v& T-Zellen aus einer y- und einer 6-Kette (1-3). Er besitzt nur eine Antigen-Bindungsstelle (67).
Alle Kiefermauler weisen diese 4 Ketten auf (63), mit Ausnahme der Reptilien, genauer der
Ordnung der Schuppenkriechtiere, bei welcher keine y6 T-Zellen vorhanden sind (80).

2.3.2.1 Aufbau der TCR-Ketten und ihre Diversitit

Die a- und y-Ketten sind kiirzer als die B- und 6-Ketten (63). Jede der Ketten besteht aus zwei
Immunglobulin-Superfamilien, und zwar einer konstanten und einer aminoterminalen
variablen Region. Letztere wird bei Sduger und Huhn wahrend der T-Zell-Reifung im Thymus
durch somatische DNA-Rekombination von V- (Variable), (D-) (Diversity) und J- (Joining) Genen
gebildet und ist einzigartig. Zuséatzlich konnen wahrend der Rekombination noch einzelne
Nukleotide an den Verknipfungsstellen zwischen den Gensegmenten eingefligt oder entfernt
werden, und zwar mittels Basen-Deletionen durch Exonuklease-Aktivitdt oder kurze
palindromische P- (template) bzw. nicht codierte N- (non-template) Nukleotid-Additionen,
was die Diversitdat des Rezeptors weiter erhdht, genannt junktionale Diversitdt (67). Die
Terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) ist ein essenzielles Enzym fiir diese
Addition von Nukleotiden wahrend der V(D)J-Rekombination (81). Die beiden Ketten auf der
Zelloberflache werden ebenfalls zufédllig kombiniert, wodurch sie zur Diversitat beitragen.
Diese Diversitat ist dann nach der Reifung im Thymus abgeschlossen und andert sich auch
nach Antigen-Erkennung nicht.

Zusammenfassend kann zur Diversitat des TCR-Repertoires also gesagt werden, dass drei
Mechanismen zu ihrer Erhaltung und Steigerung beitragen, namlich die Rekombination, die
Modifikation der Verknipfungsstellen, und die Paarung der Ketten (63).

Die variable Region von a- und y-Ketten besteht aus V- und J-Segmenten und die variable
Region von B- und &6-Ketten aus V-, D- und J-Segmenten. Das Einfligen eines D-Segments
zwischen V und J erhoht die Diversitat des Rezeptorrepertoires der B- und der &-Kette (82).
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Bei o und y bindet ein V- an ein J-Segment, bei B und 6 bindet erst ein D- an ein J-Segment und
dann ein V- an das DJ-Segment. Beim Huhn konnte man aber bei B zum selben Zeitpunkt VD-
und DJ-Rearrangements finden, dies scheint dort also offenbar nicht so strikt abzulaufen wie
beim Sauger (63,83). Nach Kombination von V(D)) werden die zwischen diesen Genen
liegenden Regionen ausgeschnitten. Vermittelt wird die Rekombination durch Enzyme,
codiert durch Recombination-Activating Genes 1 und 2 (RAG1 und RAG2) (84,85). Sie werden
durch Recombination Signal Sequences (RSS) angeleitet, welche in der Nahe jedes V-, D- und
J-Gens liegen. Wahrend der Transkription werden dann die V(D)J-Gene mit einem C-
(Constant) Gen verbunden. Sowohl RAG als auch TdT wurden im Huhn charakterisiert
(63,86,87).

Die TCR-Cluster auf den jeweiligen Chromosomen bestehen aus mehreren 5° V-
Gensegmenten, gefolgt von D- und J-Gensegmenten, und schliellich einem oder mehreren 3*
C-Gensegmenten. Bei Sdugern findet man ein konserviertes V6-Gen in reverser Orientierung,
also Downstream vom C6-Gen, ein solches V6-Gen scheint es beim Huhn nicht zu geben. Alle
4 Ketten enthalten beim Huhn jeweils nur eine einzelne C-Region, die die Art der TCR-Kette
bestimmt (63).

Die variable Region bildet die Antigen-Bindungsstelle. Die hypervariablen Regionen CDR1 und
CDR2 (Complementarity Determining Regions 1 und 2) werden von den V-Gensegmenten
gebildet und sind verantwortlich fiir die Bindung an den Peptid:MHC-Komplex, und CDR3 wird
von den V(D)J-Verknlpfungsstellen gebildet (88). Die CDR3-Region des yd TCR ist langer als
die des aB TCR, was vermutlich einen Effekt auf die Art der erkannten Antigene hat.
Womoglich interagiert die CDR3-Region des y& TCR direkt mit den Liganden (67).

CDR3 ist verantwortlich fiir die hohe Antigenspezifitdt des TCRs (89), und zeigt eine hohe,
durch somatische Rekombination generierte, Sequenz-Diversitat (90), sowie eine im Vergleich
zu CDR1 und CDR2 erhohte Variabilitat durch zufallige Basen-Inserts und Basen-Deletionen.
Die konstante Region des TCRs verankert den Rezeptor (ber eine hydrophobe
Transmembrandomane in der Zellmembran und nimmt an der Signaltransduktion teil (88).
Der TCR gibt der Zelle namlich nach der Bindung des spezifischen Peptids das Signal zur
Aktivierung, er steht intrazellular mit Signaltransduktions-Komplexen in Verbindung. Das
Signaling wird aber vom CD3-Komplex durchgefiihrt, da die Ketten des TCR nur kurze
zytoplasmatische Regionen aufweisen, somit also nicht selbst das Signaling einleiten kénnen
(63).

2.3.2.2 Chromosomen der a3 und ybé TCR-Loci

Die Gene der TCR-Ketten liegen auf verschiedenen Chromosomen. Nur a- und §-Gene liegen
sowohl beim Huhn (91) als auch beim Sauger (92-96) zusammen auf einem Chromosom.
Hierbei befinden sich die 6-Gene eingebettet zwischen den Va- und Ja-Genen. Die
Rekombination des TCRa-Locus fiihrt zur Exzision des 6-Clusters (91). Manche der Va-
Gensegmente konnen aber auch mit einem, beiden oder keinem D&- und einem J6-Gen
verknipft werden, was wiederum die kombinatorische Diversitat erhoht (82,93).

Beim Menschen liegen die Gene fiir TCRy auf Chromosom 7 (97,98), flir TCRP ebenfalls auf
Chromosom 7 (99) und fir TCRa und TCRS zusammen auf Chromosom 14 (100-103).

Beim Huhn liegen die Gene fiir TCRy auf Chromosom 2 (82,104), fiir TCRB auf Chromosom 1
(82,105) und fir TCRa und TCRS zusammen auf Chromosom 27 (82,106). Zusatzlich existiert
bei galliformen Vogeln ein zweiter TCR6-Locus, der auf Chromosom 10 liegt und nur aus einem
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VH-, einem D-, einem J- und einem C-Gen besteht (107). Dieses V&-Gen ist naher verwandt
mit IgH V-Segmenten der Antikorper als mit einem anderen TCR V-Segment, deshalb wird es
als VH-Segment bezeichnet. Der Nutzen dieses zweiten 6-Locus ist bisher nicht bekannt,
vermutet werden ein Mitwirken in der Liganden-Erkennung oder in einer bestimmten y6 T-
Zell-Funktion (63).

Bei anderen Vogeln sind die TCR-Loci noch nicht bekannt, auller bei der weiRen Pekingente
und dem Zebrafink (107,108). Die meisten Loci der Pekingente gleichen dem Haushuhn, nur
der TCRB weicht ab, er enthalt zwei CB-Gensegmente und zeigt eine umgekehrte Abfolge der
Segmente von 3‘ nach 5‘. Beim Zebrafink gibt es zwei C6-Gene, sein VH6-Segment liegt
zusammen mit dem TCRa/6-Cluster auf Chromosom 27.

2.3.2.3 Der CD3-Komplex der Sduger und des Haushuhns

CD3 ist ein unentbehrlicher Bestandteil des TCR-Komplexes und hat drei wichtige Funktionen.
Es ist notig flir die Assemblierung des TCR-Komplexes, kontrolliert dessen
Oberflachenexpression, und I6st die Signaltransduktion nach TCR-Ligation aus (109).

CD3 des Menschen besteht bei af und bei yé T-Zellen aus einem Komplex aus CD3y-, CD36-,
CD3e-Genen und einem {-Homodimer. Seine Ketten formen dafiir vor der Assemblierung mit
dem TCR zwei Dimere, einmal das CD3y-CD3e-Heterodimer und einmal das CD36-CD3e-
Heterodimer. Vermutlich sind die drei CD3-Gene infolge einer schrittweisen Evolution aus nur
einem Gen entstanden (110,111).

CD3 im y& TCR-Komplex der Maus zeigt nur CD3y- und CD3e-Gene, aus denen fiir den Komplex
zwei Heterodimere gebildet werden, aber kein CD36-Gen (112).

CD3 des Huhns weist zwei Gene auf, ein CD3e-Homolog und ein CD3y/6-Gen (113-115), die
fir den Komplex zwei Heterodimere bilden. Diese Gene sind wahrscheinlich aus einem
Vorfahren durch Genduplikation entstanden. Das heil3t, der CD3-Vorfahr wurde dupliziert, es
entstanden CD3y/6- und CD3e-Gene in Fischen, Amphibien und Hithnern (116-118), im Sauger
erfolgte dann, wie schon beschrieben, die zweite Duplikation, in deren Folge CD3y- und CD36-
Gene entstanden.

Sowohl CD3y/68- als auch CD3e-Gene konnen ein {{-Homodimer binden (119), welches, wie
auch beim Sauger, ein essenzieller Bestandteil des Hiihner-TCR ist. Es ist ein konserviertes
Adaptor-Molekiil, das sogar mit dem Sauger-TCR assoziieren kann (120).

2.3.2.4 CD4 und CD8 in Sduger und Haushuhn

Mogliche Corezeptoren auf den Oberflaichen der af und yd T-Zellen sind CD4 und CD8
(121,122). Diese sind beide wichtig fur die Funktion der T-Zellen, da sie an der Erkennung der
Antigene mitwirken, indem sie an MHC-Molekiile binden und die Wechselwirkung mit
anderen Zellen beeinflussen. Dabei erkennen CD4* T-Zellen, auch T-Helferzellen genannt,
MHC-II-Molekile, die von den meisten Antigen-prdsentierenden Zellen (Makrophagen, B-
Zellen, dendritische Zellen) exprimiert werden. CD8* T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen
genannt, erkennen MHC-I-Molekiile, die von fast allen kernhaltigen Kérperzellen exprimiert
werden (88,123). Zusatzlich nehmen die Corezeptoren auch an der Signalgebung des TCRs teil,
und assoziieren bei der Bindung eines Antigens mit dem TCR.
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2.3.2.4.1 CD4-Rezeptor

Der CD4-Corezeptor der Sauger ist ein einzelkettiges Molekil bestehend aus vier
Immunglobulin-dhnlichen Domaéanen, er bindet gleichzeitig mit dem TCR an denselben
Peptid:MHC-Komplex. Durch CD4 wird die Empfindlichkeit der Zelle fiir ihr Antigen erhoht, da
dieser Corezeptor mit der zytoplasmatischen Tyrosinkinase Lck verbunden ist, die die
Aktivierung einer Signalkaskade nach Antigenerkennung unterstitzt (67).

Beim Huhn ist der CD4-Corezeptor ebenfalls ein einzelkettiges Molekiil mit 4 extrazellularen
Immunglobulin-ahnlichen Domadnen und einer zytoplasmatischen Domane mit konservierter
Lck-Bindungsstelle (63).

2.3.2.4.2 CD8-Rezeptor

Der CD8-Corezeptor der Sduger ist ein Dimer aus zwei verschiedenen Ketten, o und B3, die Giber
Disulfidbriicken verbunden sind und jeweils eine Immunglobulin-dhnliche Domane enthalten.
Die CD8a-Ketten konnen Homodimere bilden, dies kommt aber eher selten vor. Naive T-Zellen
weisen CD8af auf ihrer Oberfliche auf, CD8aa kann von T-Effektorzellen und T-
Gedachtniszellen exprimiert werden (67). Der TCR und CD8 interagieren gleichzeitig mit dem
MHC-I-Molekil, dabei steht CD8 (iber den zytoplasmatischen Schwanz seiner a-Kette mit der
Lck-Kinase in Verbindung und erhéht dadurch die Empfindlichkeit der T-Zellen fir das Antigen
bis um das 100-fache. Circa 50% der yb T-Zellen in der Milz des Menschen exprimieren CD8
auf ihren Oberflachen, und nur bis zu 30% im Blut (124).

Der CD8-Corezeptor des Huhns dhnelt ebenfalls dem der Sauger, er besteht aus zwei Ketten,
a und B, die aa- und aB-Dimere bilden (125). Beide Ketten enthalten eine extrazellulare V-
ahnliche Immunglobulin-Domane. CD8a enthalt eine Lck-Bindungsstelle, CD8B besitzt nur
eine kurze zytoplasmatische Domane. Die meisten T-Zellen tragen CD8af auf ihren
Oberflachen, bei jungen Hihnern tragt allerdings eine yé T-Zell-Population CD8aa auf ihrer
Oberflache, vor allem in Milz und Darm. Im Darm gibt es eine CD8af-tragende yd T-Zell-
Population, die im Sduger nicht gefunden wurde (63). Die meisten Hihnerlinien exprimieren
CD4* oder CD8* T-Zellen in der Peripherie, manche Hiihnerlinien zeigen eine Co-Expression
von CD4 und CD8aa auf einem Grofteil ihrer peripheren T-Zellen (126). yd T-Zellen tragen im
Darm vor allem CD8 auf ihren Oberflachen, ebenso wird es von einem hohen Prozentsatz in
der Milz exprimiert, aber man findet es nur zu geringen Teilen im Blut (127,128).

2.3.2.5 TCR-Signaling der Séuger und des Haushuhns

Das TCR-Signaling bei Huhn und Sauger lauft vermutlich dhnlich ab. Das Signal wird durch 10
zytoplasmatische ITAMs verstarkt, die in den zytoplasmatischen Domanen der verschiedenen
CD3-Ketten und des {{-Homodimers liegen. Eine erste Reaktion erfolgt nach Bindung des
Liganden, und zwar durch die Lck-Kinase (129,130). Sie wird liber ihre Bindung an den CD4-
bzw. den CD8-Corezeptor in die Nahe der ITAMs gebracht, und fihrt schlieBlich zu ihrer
Phosphorylierung. Die phosphorylierten ITAMs binden dann an die Tyrosinkinase ZAP-70,
welche daraufhin ebenfalls durch Lck phosphoryliert wird, was zu einer erhohten
katalytischen Aktivitat fiihrt (63,131).



LITERATURUBERSICHT 11

Im Gegensatz zu den aB T-Zellen, deren Funktionen und Effektormechanismen in vielen
Spezies charakterisiert wurden (89,132-134), ist die Funktion der y& T-Zellen noch nicht so
genau bekannt. Auf den aktuellen Stand wird in den folgenden Kapiteln eingegangen.
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2.4 y& T-Zellen beim Sauger

2.4.1 Entwicklung der y6 T-Zellen

Die Entwicklung der y6 T-Zellen findet wahrend der Embryonalentwicklung und in der friihen
Neonatalphase im Thymus statt, sie wurde vor allem in Mausen erforscht (135,136). Die T-
Zell-Vorlaufer befinden sich bei jungen Saugern im Stroma des Thymus (67).

y6 T-Zellen sind die ersten T-Zellen, die sich im Thymus, noch vor den aff T-Zellen, aus ihrem
gemeinsamen CD4- und CD8-doppeltnegativen Vorlaufer entwickeln (137,138). Sie verlassen
den Thymus in Wellen, welche mit bestimmten Vy-Segmenten zusammenhangen, zum Teil
einen invarianten TCR besitzen, und in bestimmte Gewebe wandern (139-144). y§ T-Zellen
bleiben zum groRten Teil CD4CD8 und durchlaufen kein, nicht wie af T-Zellen,
doppeltpositives Stadium, aus dem letztere CD4* oder CD8* herauskommen (137,145,146).

Im Gegensatz zu den meisten anderen untersuchten Wirbeltieren, bei denen sich unreife T-
Zellen im Thymus entwickeln, erlangen y& T-Zellen der Maus zum Teil schon dort ihre
Funktionen, wie die Produktion von IFN-y oder IL-17 (143,147), a T-Zellen hingegen verlassen
den Thymus in naiver Form. Der Teil der y6 T-Zellen, der schon wahrend der Entwicklung im
Thymus seine Funktion erhalt, kann eher der angeborenen Immunantwort zugeteilt werden
(148,149).

An Embryonaltag ET 13 wird der fetale Thymus von fetalen Leber-Vorlaufern besiedelt und
generiert schlieRlich die y6 T-Zell-Wellen.

Als erstes verlassen Vy5V&1* DETCs (dendritic epidermal y& T cells) nach ET 13 bis ungefahr ET
17 den Thymus und wandern in die Epidermis. Dies scheint abhangig von Skint-1 zu sein,
einem Protein mit Immunglobulin-dhnlicher Doméane (150-153).

Vy6V61* y& T-Zellen siedeln sich in mucosalen Epithelien verschiedener Organe an, wie
weiblichem Reproduktionstrakt, Dermis, Zunge und Lunge, nachdem sie den Thymus als 2.
Welle ab ET 14 bis zum Zeitpunkt um die Geburt herum verlassen haben (154). Sie gehoren zu
den IL-17-bildenden Tys-17-Zellen (155).

Vy1* und Vy4* T-Zellen, gepaart mit verschiedenen V6-Genen, dadurch weniger invariant,
verlassen den Thymus dann ab ET 16. Beide gehoren ebenfalls zu den Tys-17-Zellen
(143,156,157), und kdnnen sich nicht nur fetal, sondern auch neonatal oder adult entwickeln.
Die Vy4* Zellen wandern in Dermis, Darmepithel und alle lymphatischen Organe (140,154).
Prinz et al. (143) teilte die yb T-Zell-Entwicklung der Mause zusatzlich in funktionelle Wellen
ein. Als erstes entstehen die DETCs, dann die Tys-17-Zellen und in der letzten Welle schliefSlich
die y6 NKT-Zellen (158,159).

Vy7* T-Zellen, die sich im Diinndarmepithel aufhalten, werden erst spater aullerhalb des
Thymus gebildet (160).

Auch beim Menschen sind y6 T-Zellen die ersten funktionalen T-Zellen in der Peripherie
(143,161). Sanchez et al. (144) vermuteten aufgrund verschiedener Beobachtungen auch hier
die y6 T-Zellentwicklung in Wellen. Die bisher bekannte erste pra-thymische y6 T-Zell-Welle
wird in der 5.-6. Schwangerschaftswoche (SSW) von den Vy9V62* T-Zellen, die einen semi-
invarianten TCR tragen, in der fetalen Leber bestimmt (162).

Uber ihre thymale Entwicklung ist noch nicht viel bekannt, Studien von 1990 und 1991 fanden
die ersten y6 T-Zellen im Thymus in der 10.-11. SSW (163,164), auch eine aktuelle Studie von
2020 fand y6 T-Zellen im Thymus um diesen Zeitraum (165).

Zwischen der 8. und 22. SSW fand man eine Welle V62* T-Zellen im fetalen Thymus. Ebenso
gibt es eine fetale thymale V61* T-Zell-Welle, so wie eine postnatale Welle (144).
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Von den Vy9V62* T-Zellen wurde auch nach der Geburt eine thymale Welle entdeckt (166).
Ahnlich der Maus scheinen sich auch bei manchen y& T-Zellen des Menschen schon im fetalen
Thymus Effektorfunktionen zu entwickeln. Es gibt drei Cluster, die den drei Typen der
Immunitat entsprechen. Die erste Welle tragt y6 T-Zellen zugehorig zu Typ 3, die IL-17
produzieren. Die zweite Welle tragt yo T-Zellen von Typ 1 und Typ 2, und findet in der Mitte
der Schwangerschaft statt (144).

Beim Schwein und beim Schaf finden sich die ersten thymalen y& T-Zellen schon sehr friih, es
gibt bereits vor der Geburt ein diverses Repertoire (167-169).

2.4.2 Vorkommen der yd T-Zellen

Bisher konnten y& T-Zellen in allen untersuchten Saugern entdeckt werden (138,170). Sduger
kdnnen bezlglich ihrer Frequenz an peripheren yb T-Zellen in zwei Gruppen eingeteilt werden:
die mit einem hohen Anteil, Gber 10%, und die mit einem geringen Anteil, unter 10%, dieser
Zellen an den peripheren T-Zellen im Blut. Mensch, Maus, Ratte und Hund gehoren zu den
Spezies mit geringem Anteil (9-11). Schwein (171), Rind, Schaf (172,173), Ziege (174), und
Hase (175) gehoren zu den Spezies mit hohem Anteil.

Bei Mensch und Maus nehmen die peripheren y6 T-Zellen im Blut 0,5 bis 10% ein (138), beim
Hund 2,5% (176). Bei Schweinen nehmen sie in jungen Tieren bis zu 30% ein, zwischen 4 und
12 Monaten erreichen sie bis zu 50%, danach sinken sie wieder (177,178). Beim Rind sind 20-
40% (172), bei der Ziege 5-20% (174,179), beim Schaf 30-60% (173) und beim Hasen bis zu
20% (175) y& T-Zellen anteilig im Blut. Ahnlich dem Schwein verindert sich die y8§ T-Zell-
Frequenz beim Schaf altersabhangig, sie ist direkt nach der Geburt sehr hoch, bei bis zu 60%,
und sinkt dann im Lauf der Zeit bis auf 5-10% ab (180). Auch die Frequenz bei Ziegen verandert
sich mit dem Alter (174).

of T-Zellen wandern aus dem Thymus in Lymphknoten und Milz, genauer die T-Zellzonen der
weillen Pulpa. Ein Teil der yd T-Zellen wandert ebenfalls in Lymphknoten, die meisten
sammeln sich aber direkt in mucosalen Geweben, in Barrieregeweben, und in vielen nicht-
lymphoiden Geweben (123), vor allem in Epithelien wie im Intestinum. Sie tragen dazu bei,
die Gewebe-Homoostase aufrechtzuerhalten (181). y6 T-Zellen kann man in der Milz nicht nur
in der weillen Pulpa finden, sondern auch in der roten Pulpa (124).

Der GroRteil der residenten yb T-Zellen entsteht in der spateren Embryonalphase und der
frihen Neonatalphase. Sie bestehen aus Vy1- und V66-Ketten und bilden zwei Gruppen, die
sich in ihrer Zytokinproduktion und ihrem Vorkommen unterscheiden. Die erste Gruppe bildet
IFN-y und IL-4, sie befindet sich in der Leber und verschiedenen lymphatischen Organen. Die
zweite Gruppe bildet nur IFN-y, sie befindet sich in allen lymphatischen Organen (67).

Beim Menschen besteht die Hauptpopulation der yé T-Zellen im Blut aus den Vy9V62* Zellen,
die Zahl dieser variiert zwischen Individuen, verschiedene Faktoren wie Alter und Geschlecht
beeinflussen ihr Vorkommen (182).

Fetale y6 T-Zellen befinden sich vor allem in Leber, Intestinum und Blut (144). In der fetalen
Haut des Menschen scheint es nur einen geringen Teil von y6 T-Zellen zu geben, aber dafiir T-
Zellen, die sowohl den aff TCR als auch den y6 TCR auf der Oberflache tragen (183).

Bei der Maus wandern y6 T-Zellen mit zum Teil invarianten TCRs in bestimmte Gewebe. Wie
Vy5* DETCs in die Epidermis, oder Ts-17-Zellen in Leber, Dermis, Cornea, ZNS, Lymphknoten,
Zunge und Reproduktionstrakt (143). Sie nehmen in der Haut 50-70% der T-Zellen ein, und im
Reproduktionstrakt 10-20% (154).
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Beim Schwein kommen CD2" y& T-Zellen vor allem in Blut und Leber vor, CD2* y6 T-Zellen vor
allem in Milz und Thymus (184).

Beim Rind kann man einige y6 T-Zellen in Lymphknoten, Haut- und Darmepithel finden (172),
auch beim Schaf kommen sie gehauft in Haut und Darm vor (180).

2.4.3 Funktionen der y& T-Zellen

y6 T-Zellen besitzen neben den adaptiven Eigenschaften auch angeborene (185-188). Es gibt
zum einen die yb T-Zellen, die in lymphales Gewebe wandern und dort nach Antigenkontakt
klonal expandieren, somit also dem adaptiven Immunsystem angehéren. Zum anderen aber
gibt es auch solche, die direkt ins Gewebe wandern und aufgrund eines invarianten TCRs, den
mehrere y6 T-Zellen tragen, schnell und in groRBerer Zahl auf das Antigen reagieren kdnnen,
was dem angeborenen Immunsystem zuzuordnen ist. Intraepitheliale yb T-Zellen erkennen
Molekiile, die in Folge einer Infektion entstanden sind und nicht Bestandteile des Pathogens
selbst, auch diese Gegebenheit macht sie dem angeborenen Immunsystem zugehorig, und
wird als transitionale Immunitat bezeichnet (67), beispielsweise reagieren sie auf unlosliche
Faktoren wie IL-12 und TNF-a, beide werden von Phagozyten als Reaktion auf Mykobakterien
gebildet (189).

Allgemein spielen y6 T-Zellen eine wichtige Rolle in der Tumoriiberwachung (190), dem Schutz
vor intra- und extrazellularen Pathogenen, der Modulation angeborener und adaptiver
Immunantworten, Gewebeheilung und Erhaltung der Epithelzellen durch KGF1, KGF2 und
EGF1 (191,192). Diese Rolle der y& T-Zellen in vielen physiopathologischen Prozessen beruht
auf der Kombination von Antigen-Spezifitit, Gewebeverteilung und funktionellen
Eigenschaften (123).

v6 T-Zellen sind nicht darauf beschrankt, nur Peptide zu erkennen, die von MHC-I- und MHC-
II-Molekilen prasentiert werden, wie die af T-Zellen, sondern kénnen auch direkt I6sliche
Antigene und nicht-Peptid-Antigene erkennen, wie z.B. Glykoproteine oder Lipid-Antigene der
Mykobakterien. Die menschlichen Vy9V62* T-Zellen beispielsweise werden durch
Phosphoantigene aktiviert (193,194), dabei sind sie sensibler fiir die von Mikroorganismen
produzierten Phosphoantigene als fiir die vom Korper selbst produzierten, wodurch eine
Reaktion auf kdrpereigene Zellen verhindert wird (123).

Ahnlich wie NK-Zell-Rezeptoren erkennen y& T-Zellen auch durch Stress oder Zellschiden
induzierte Liganden, wie ULBP4 oder EPCR (67). Dies fiihrt zu verschiedenen
Effektorfunktionen, wie der Beseitigung von Pathogenen, Inflammation, oder Regulation der
Gewebe-Homoostase (195). Sie reagieren auf die Stimulation mit PAMPs und produzieren
Zytokine (196), wie IFN-y oder TNF-a gegen Viren und intrazellulare Pathogene, IL-17 gegen
extrazelluldre Bakterien und Pilze, IL-4, IL-5 und IL-13 gegen extrazelluldre Parasiten, oder GM-
CSF (184,197,198). Sie konnen aber auch immunsuppressive Zytokine, TGF-B und IL-10,
produzieren (199).

Durch NKG2D-Rezeptoren kénnen yb T-Zellen auf Tumorzellen und infizierte Zellen reagieren
(200). Sie toten infizierte, transformierte oder aktivierte Zellen (201,202), und tragen durch
die Produktion von Defensinen entweder direkt zur Pathogenbeseitigung bei (202), oder
indirekt durch die Aktivierung anderer Effektorzellen (203). Weitlaufig kénnen y& T-Zellen in
zwei Gruppen eingeteilt werden, IL-17A-produzierend oder IFN-y-produzierend, wobei die
jeweilige Entstehung vermutlich im Thymus festgelegt wird, abhangig von der Starke der
Bindung des Liganden (204). Die IL-17A-Produktion reguliert unter anderem die
Thermogenese (205) und die Knochenregeneration (206).
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Weitere bekannte Liganden sind Antigene, die von nicht-klassischen MHC-Ib-Molekiilen
prasentiert werden, wie z.B. T22, oder Hitzeschockproteine.

Zusatzlich bei der Maus bekannte Liganden sind Phycoerythrin aus Algen und Cardiolipin aus
der inneren Mitochondrienmembran (67).

In vitro-Studien haben gezeigt, dass yd T-Zellen zum Teil auch zytotoxische Effektorfunktionen
ausfiihren (207), und dass sie B-Zellen Antigene prdsentieren kénnen (208). Funktionelle
Unterschiede werden bei der Maus von bestimmten Vy-Regionen, beim Menschen von
bestimmten V&-Regionen bestimmt, und sind meist in bestimmten Geweben dominant.
V62* Zellen des Menschen sind zytotoxisch, sie produzieren IFN-y und TNF. Die V61* Zellen
sind weniger zytotoxisch, sie produzieren mehr Zytokine, wie IL-4 und IL-17 (209).

Die Vy5* DETCs der Mause reagieren vor allem auf Verletzungen und Infektionen, sie tiben
zytoprotektive, immunmodulatorische und antibakterielle Funktionen aus (67), und setzen
bestimmte Chemokine, welche andere Leukozyten rekrutieren, frei, und Zytokine wie IL-13,
mit dem das B-Zell-Wachstum reguliert werden kann (188). Durch ihre geringe Diversitat und
ihren invarianten Rezeptor, erkennen sie nur ein Antigen oder zumindest nur wenige
verschiedene Antigene, wodurch dann bei Prasenz dieses Antigens direkt mehrere yb T-Zellen
reagieren kdnnen, ohne vorherige klonale Expansion (210). Die Vy6* yb T-Zellen der Mause in
den mucosalen Epithelien produzieren nach ihrer Stimulation IL-17, vor allem bei
Lungeninfekten (211), die Vy7* T-Zellen produzieren IFN-y, die Vy1* Zellen in der Leber IL-4
und IFN-y (212). Die y6 T-Zellen junger Mause erzeugen eine protektive Immunitat, bisher gibt
es aber keinen Nachweis tber die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses (213).

y6 T-Zellen scheinen eine Funktion in einigen Infektionen zu haben, zumindest proliferieren
sie bei Mensch und Maus nach Aktivierung mit Plasmodium falciparum (214), Tuberkulose
(215), Lepra (216), Herpesviren (217,218), Cytomegalovirus (CMV) (219), oder Hepatitis B
(220). Bei der Maus schiitzen sie sich durch Produktion von IFN-y vor einer Infektion mit
Cryptococcus neoformans (221), und zeigen eine inflammatorische Reaktion in der Lunge nach
Infektion mit Influenza A Virus (222). Auch produzieren die Mause-yd T-Zellen
unterschiedliche Zytokine, abhadngig von der Art der Infektion (223), namlich IFN-y nach
Infektion mit intrazellularen Bakterien, oder IL-4 nach Infektion mit einem extrazelluldren
Parasiten.

Beim Rind sieht man ebenfalls einen solchen Anstieg der y& T-Zellen im Blut nach Infektion
mit dem Bovinen Herpesvirus Typ | (224).

Vy9V62* Zellen des Menschen haben vermutlich eine wichtige Funktion im Alter inne, da sie
nicht anfallig sind fir Seneszenz (225). Vor allem aber sind y& T-Zellen wichtig in der frihen
Immunitat (226). Es wurde ein Mitwirken am Schutz vor Clostridium difficile in Kindern durch
IL-17A produzierende y6 T-Zellen nachgewiesen (227), sowie eine in utero Antwort von yd T-
Zellen auf mikrobielle Angriffe. Vy9Vvé62* T-Zellen zeigen beispielsweise eine erhdhte
Zytotoxizitat bei kongenitaler Toxoplasmose-Infektion (228), nicht-Vy9Vé2 T-Zellen reagieren
auf kongenitale CMV-Infektionen (229). Eventuell sind y& T-Zellen auch wichtig fir die
Antikorper-Produktion wahrend des ersten Trimesters einer Schwangerschaft, indem sie B-
Zellen unterstitzen, sich zu Plasmazellen zu differenzieren (230).

Eine weitere wichtige Funktion der y6 T-Zellen ist das Mitwirken an der Erzeugung des
richtigen Milieus fir die Aktivierung einer Ty1-Antwort (217). Vy9V62* Zellen kdnnen Antigene
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an CD4* und CD8* T-Zellen prasentieren (208), und kdnnen tber die Produktion von CXCL13
die Organisation von B-Zellen in Lymphfollikeln regulieren (231).

y& T-Zellen scheinen auch bei Autoimmunerkrankungen durch Produktion von IL-17 und IFN-
y eine Rolle zu spielen (123).

Aktuell gibt es Studien an yb T-Zellen als Targetzellen in der Krebstherapie, da ihre MHC-
unabhangige Aktivierung gegeniber af T-Zellen Vorteile bietet (232,233).

2.4.4 Invitro-Verhalten von yb T-Zellen

Ein selektives Wachstum von y6 T-Zellen wurde schon in verschiedenen
Stimulationsprotokollen von Menschen, Mdusen, und Schweinen gezeigt.

Durch Bestandteile des Erregers Plasmodium falciparum proliferieren humane yé T-Zellen
(214). Dabei wird eine bestimmte y& T-Zell-Subpopulation, die Vy9v62* Zellen, im Blut
stimuliert. Diese Subpopulation kann auch, nach vorheriger Aktivierung mit IL-2 und
Zoledronsaure, mit IL-12 und IL-18 stimuliert werden (234), und durch die Kombination aus
HMBPP mit IL-2 oder IL-12 (197).

Bei Mausen konnen y& T-Zellen durch hohe Dosen lonomycin stimuliert werden (235), und
reagieren auf eine Kombination aus IL-2 und IL-7, IL-2 und IL-1, oder eine Kombination aus
TCR-Crosslinking und einem Zytokin (236).

v& T-Zellen aus Schweineblut kdnnen durch eine Kombination von ConcanavalinA (ConA) mit
verschiedenen Zytokinen, wie IL-2, IL-12 oder IL-18, proliferieren (237), oder durch lonomycin
zusammen mit PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) (184).

Die haufig zur Stimulation von NK-Zellen (238-240) eingesetzte Kombination aus IL-2 und IL-
12 fuhrt auch bei humanen yb T-Zellen aus dem Blut zur Proliferation (189).

Mehrere Studien beobachteten, dass die Zugabe von IL-2 zu mit IL-12 stimulierten y6 T-Zellen
dessen proliferierenden Effekt verstarkt (189,241). Auch IL-2 alleine hat eine stimulierende
Wirkung auf yé T-Zellen (242).

v6 T-Zellen zeigen bezlglich Infektionen eine Abhangigkeit von a3 T-Zellen, wie nach Malaria-
Infektion (243), oder bei Tuberkulose (215).

Humane yb T-Zellen zeigen nach Stimulation mit IL-12 eine Hochregulation des IL-2R und
reagieren daraufhin besser auf die Zugabe von IL-2 (189).

Die Stimulation der y& T-Zellen in der Maus mit IL-2 und ConA fiihrt, zusatzlich zur
Proliferation, auch zur Expression von CD8 auf einem Teil der Zellen (244), so auch eine
Stimulation mit anti-CD3 und IL-2 (245). Es ist bekannt, dass die Stimulation mit IL-2, dhnlich
dem Huhn, zur Expansion aktivierter CD8* Zellen fuihrt (246). CD8 ist ein Corezeptor des TCR,
wichtig fur Antigenerkennung (122) und T-Zellaktivierung (129,130), er wird beim Menschen
von ca. 50% der y& T-Zellen in der Milz, und nur von bis zu 30% dieser Zellen im Blut exprimiert
(124). Bei der Ratte exprimieren bis zu 85% der y6 T-Zellen in der Milz CD8 (88).

Das haufig eingesetzte IL-2 ist ein Wachstumsfaktor, produziert von T-Zellen, das der
Proliferation und Differenzierung von T-Zellen dient. Sein Rezeptor ist aufgebaut aus der IL-
2Ra- (CD25), der IL-2RB- (CD122) und der IL-2Ryc-Kette (CD132) (247). Ein IL-2-Knockout zeigt
eine deregulierte T-Zell-Proliferation.

Das IL-12, der NK cell stimulatory factor, ist ein Heterodimer aus IL-12p, p40, und IL-12a, p35.
Sein Rezeptor besteht aus IL-12RB1- und IL-12RP2-Ketten. Produziert wird IL-12 von
Makrophagen und dendritischen Zellen und dient der Aktivierung von NK-Zellen und der
Induktion der Differenzierung von CD4* T-Zellen zu Ty1-dhnlichen Zellen. Ein Knockout von IL-
12 fuhrt zu einer gestorten IFN-y-Produktion und gestorten Ty1-Reaktionen (67,248).



LITERATURUBERSICHT 17

Unter anderem mit IL-2 und [L-12 stimulierte y& T-Zellen des Schweins produzieren in
Zellkultur IFN-y, durch zusatzliche Gabe von IL-18 wurde diese Produktion erhoht (237). Auch
die y6 T-Zellen des Rindes produzieren infolge einer Stimulation mit IL-12 und IL-18 IFN-y
(249). Dies konnte auch bei Mausen beobachtet werden, das produzierte IFN-y schitzte
anschliefend vor einer Infektion mit Cryptococcus neoformans (221). Eine IFN-y-Produktion
durch humane y& T-Zellen kann durch IL-12, auch zusammen mit IL-2, erreicht werden
(198,250). Humane y& T-Zellen produzieren in Kultur nicht nur IFN-y, sondern auch TNF-a und
IL-17, ebenfalls durch Stimulation mit IL-2, IL-12 und IL-18 (251), nach HMBPP- und IL-12-
Stimulation konnten IFN-y, TNF-a und GM-CSF nachgewiesen werden (197).
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2.5 yb T-Zellen beim Huhn

2.5.1 Entwicklung der y& T-Zellen

Die Entwicklung der y6 T-Zellen beim Huhn ist strikt Thymus-abhéngig (252) und unterscheidet
sich in vielen Aspekten von der af T-Zell-Entwicklung.

Die Besiedlung des Thymus durch T-Zellvorldufer lauft in drei Wellen ab, die an den
Embryonaltagen ET 6, ET 12 und ET 18 bis kurz nach Schlupf auftreten (253,254). Die erste
Welle kommt aus der para-aortalen Region (255), die zweite und dritte kommen aus dem
Knochenmark (256). Jede dieser Wellen ist mit einem T-Zellvorlaufer-Peak im Blut gekoppelt
(257). An ET 12 beginnen die T-Zellen TdT zu exprimieren. Aufgrund dessen kann es als friiher
T-Zellmarker genutzt werden (258,259). Die Vy-Gene fangen an ET 10 an, sich zu rearrangieren
(104).

Die yb6 T-Zellen erscheinen drei Tage vor den a3 T-Zellen in jeder Welle, an ET 12 exprimieren
die ersten T-Zellen den y& TCR-CD3-Komplex auf ihrer Oberflache (8). lhren Peak erreichen sie
mit 30% zwischen ET 12 und ET 15 (260).

of T-Zellen, die VPB1 exprimieren, erscheinen an ET 15 und stellen an ET 17-18 die
dominierenden Thymozyten dar (128). a3 T-Zellen, die VB2 exprimieren erscheinen an ET 18
(261).

Die y6 T-Zellen der 1. und 3. Welle tragen Vy1-, Vy2-, und Vy3-Gene gleichermaRen, die der 2.
Welle vor allem Vy2-Gene, Vy1 und Vy3 kommen nur in geringer Zahl vor (253).

Im Gegensatz zu den y6 T-Zellen zeigen af T-Zellen, ahnlich dem Sauger, eine
Doppelexpression von CD4 und CD8 auf ihren Oberflachen, die dann nach klonaler Selektion
und Reifung im Cortex des Thymus zu CD4- oder CD8-einzelpositiven T-Zellen werden (262).

Der T-Zellexport aus dem Thymus erfolgt ebenfalls in drei Wellen (253). Jede Welle beginnt
mit dem Export von y6 T-Zellen, gefolgt von VB1- und VB2-af T-Zellen, jeweils 2-3 Tage spater.
Wahrend der 1. Welle werden an ET 15-17 y6 T-Zellen in die Peripherie exportiert, an ET 18-
20 apf T-Zellen. Wahrend der 2. Welle werden yb T-Zellen um die Zeit des Schlupfes, af T-
Zellen 2-4 Tage nach Schlupf exportiert, und wahrend der 3. Welle werden y6 T-Zellen dann
6-8 Tage nach Schlupf und a T-Zellen ca. 2 Tage spater exportiert.

v6 T-Zellen gelangen an ET 15 in die Milz, VB1-ap T-Zellen an ET 19 und 2 Tage nach Schlupf
VB2-ap T-Zellen (263). Die T-Zellen zeigen verschiedene Homing-Muster in der Milz, yé T-
Zellen wandern in sinusoidale Areale der roten Pulpa, VB1- und VB2-af T-Zellen in
periarterioldre lymphatische Scheiden. Ab ET 15 findet man y& T-Zellen nicht nur in der Milz,
sondern auch im intestinalen Epithel (2).

Identifizieren kann man die verschiedenen T-Zellen durch eine Farbung ihrer TCRs mit
monoklonalen Antikérpern. TCR1 farbt yd T-Zellen an, TCR2 und TCR3 farben VB1- und VB2-
of T-Zellen an (3,8,128,264-267), zu den eher selten vorkommenden VB3-a T-Zellen ist
jedoch noch nicht viel bekannt (105).

2.5.2 Vorkommen der yb T-Zellen

Entdeckt wurden die y6 T-Zellen des Haushuhns erstmals von Sowder et al. (8).

Hiihner gehdren zu den Spezies mit einem hohen Anteil der y6 T-Zellen an den peripheren T-
Zellen im Blut, ndamlich 15 bis 50% der zirkulierenden T-Lymphozyten im Hihnerblut sind y6
T-Zellen. Eine groRe y& T-Zell-Population befindet sich auch in verschiedenen Geweben,
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einschlielRlich Intestinum und Milz, hier vor allem in der roten Pulpa (127,268). Es sind die
ersten Zellen, die im Huhnerthymus wahrend der Embryonalentwicklung entstehen. 10% der
Thymozyten, 15% der zirkulierenden T-Zellen, und 25% der Milzzellen in adulten Tieren sind
v6 T-Zellen (8,121).

Untersuchungen zum TCRy ergaben eine hohe Expression in Thymus und Milz, und eine eher
niedrige Frequenz in Lunge und Darm in 30 Tage alten Tieren. Bei ca. einem Jahr alten Tieren
wird der TCRy weiterhin haufig in Thymus und Milz exprimiert, und auch vermehrt in Lunge
und Darm (13). Im Darm findet man y& T-Zellen vor allem im Epithel, wie auch beim Sauger,
in der Haut konnten bisher aber keine y6 T-Zellen gefunden werden (268).

Die y& T-Zell-Frequenz wird von Geschlecht und Alter der Tiere beeinflusst. Mannliche Hihner
zeigen eine Androgen-induzierte Expansion der Zellen im peripheren Blut und der Milz im Alter
von 4-6 Monaten (269). Legehennen im Alter zwischen 16 und 20 Wochen weisen eine
generalisierte Suppression von unter anderem yd T-Zellen in Milz, Ovar, Infundibulum und
Magnum auf (270).

2.5.3 Funktionen der y& T-Zellen

Trotz der hohen Frequenz an yb T-Zellen im Haushuhn ist bisher nicht viel Gber ihre Funktion
bekannt.

Im Huhn weiR man nicht, ob y6 T-Zellen klassische Peptid:MHC-Komplexe erkennen oder, wie
im Sauger, zusatzlich alternative Liganden haben. Sie scheinen aber auch durch
Hitzeschockproteine aktiviert werden zu kénnen (271).

Durch ihre Expression von TLR kdnnen Hihner-yé T-Zellen zur ,First line of defense” gezahlt
werden (272).

Ilhre Funktion wurde in ein paar fir Hihner und auch Menschen relevanten Infektionen
untersucht, wie MDV-, Salmonella- und Eimeria-Infektionen.

MDV-vakzinierte Hihner zeigen eine hohe zytotoxische Aktivitat ihrer y& T-Zellen ex vivo
(273), auch ihre Frequenz steigt nach MDV-Infektion (274), und Kiken infiziert mit Salmonella
typhimurium zeigen eine Expansion bestimmter y6 T-Zell-Subgruppen, namlich von CD8aa
positiven y6 T-Zellen, in Blut und anderen Organen (275,276). y6 T-Zellen entwickeln einen
protektiven Effekt gegen Eimeria-Infektionen (213,277), dies ist vor allem wichtig bei den
anfalligeren jungen Tieren. Die Zahl der y&-IELs ist bei Infektionen erhéht, deren Rolle wurde
aber bisher nicht geklart (278). Bei der Initiation einer protektiven Antwort auf eine
systemische und gastrointestinale Salmonella Enteritidis-Infektion spielen yb T-Zellen eine
Schliusselrolle (275).

v6 T-Zellen aus dem Darm produzieren in vitro Zytokine, und zeigen zytotoxische Aktivitat
(279), sie kdonnten auch immunregulatorische Fahigkeiten besitzen (280).

Allgemein produzieren y6 T-Zellen eine Vielzahl an Zytokinen, wie IL-10 und IFN-y (274) und
konnen zytotoxische Effektorfunktionen ausiiben (281). Auch reagieren sie auf Infektionen
(282) oder auf Anderungen im Hormonspiegel (269). IFN-y produzieren sie beispielsweise als
Reaktion auf MDV (274,283) oder Salmonellen (284), vermutlich als inflammatorische Antwort
auf die frithe Phase der Infektion. Bei MDV-Infektion produzieren sie auch TGF-B (273), im
weiteren Verlauf der Infektion zusatzlich IL-10, dieses dient hier aber wahrscheinlich zur
Rekrutierung CD8* Zellen zum Infektionsherd, und wirkt nicht immunsuppressiv (285,286).
Laursen et al. (274) beobachteten bei hoher IL-10-Produktion ebenso eine hohe CDS8-
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Expression. CD8* y6 T-Zellen sind essenziell fir die Beseitigung von Pathogenen durch Téten
infizierter Zellen (276).

Die CD8* y6 T-Zellen zeigen nach der Infektion mit Salmonellen zwar die IFN-y-Expression, aber
keine IL-4-Expression, was der erwarteten Tyl-Antwort entspricht (287).

Vermutlich kénnen y6 T-Zellen aufgrund der verschiedenen Zytokin-Expressionen die
Differenzierung der CD4* a3 T-Zellen in Richtung Ty1- oder Ty2-Zellen beeinflussen (288).
Eine weitere Funktion ist ihre Mitwirkung an Graft versus Host-Reaktionen (289).

2.5.4 Invitro-Verhalten von yd T-Zellen

Fir die Stimulation der y6 T-Zellen im Haushuhn wurden bisher verschiedene Methoden
angewandt, unter anderem der Einsatz von Zytokinen.

Zytokine sind regulatorische Peptide, sie fungieren als extrazelluldre Signale zwischen Zellen,
werden von verschiedenen Zelltypen sezerniert, meist als Antwort auf einen Stimulus, und
binden an spezifische Zelloberflachenrezeptoren, die dann die Signaltransduktion in den
Zielzellen auslosen. Die Interleukine haben funktionelle Aktivitaten, auch beziglich
Lymphozyten. Ein T-Zell-proliferatives Interleukin des Huhns ist z.B. das IL-2 (63). Es hat
ahnliche Eigenschaften wie das Sauger-IL-2 und wird unter anderem von aktivierten T-Zellen,
vor allem von T-Helferzellen, produziert (290). Es ist wichtig fur die Differenzierung und
Proliferation von Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen. Der IL-2-Rezeptor besteht aus 3
Untereinheiten, der IL-2Ra-Kette (CD25), der IL-2RB-Kette (CD122), und der IL-2Ry-Kette
(CD132). CD25 wird auf der Oberflache von Makrophagen, Thrombozyten, CD4* und CD8* T-
Zellen exprimiert (247).

Hldhner-IL12 besteht aus ChiL-12a (p35) und ChIL-12 (p40). Sein Rezeptor besteht aus 2
Ketten, der IL-12RB1- und der IL-12RB2-Kette (291).

Erste Studien nutzten eine Kombination aus ConA oder anti-CD3 und I6slichen exogenen
Wachstumsfaktoren, wie IL-2, zur y6 T-Zell-Proliferation (127). Durch diese konnte gezeigt
werden, dass Hilhner-yd T-Zellen in Kultur durch eine Kombination aus Rezeptorligation und
Zytokinen stimuliert werden kdnnen. Sie kénnen also nicht von alleine proliferieren, sondern
bendtigen die Hilfe anderer Zellen, wie z.B. der af T-Zellen. Die reagierenden yb T-Zellen
exprimieren CD8 auf ihren Oberfldachen, in einer spateren Studie wurde dann auch gezeigt,
dass IL-2 vor allem die Proliferation von CD8* Zellen férdert (292). CD8 ist ein Corezeptor des
TCR, y6 T-Zellen in der Hihnermilz zeigen eine hohe CD8-Expression, deutlich mehr als die im
Blut (127). Aufgrund der verschiedenen Beobachtungen bezlglich yb T-Zell-Proliferation und
CD8 wird vermutet, dass hauptsachlich die CD8* y& T-Zellen stimuliert werden kénnen
(127,284).

Andere Studien zeigten, dass, wie beim Sauger, neben der dualen Stimulation durch TCR-
Crosslinking plus Zytokine auch eine Kombination aus zwei Zytokinen fiir die y6 T-Zell-
Proliferation ausreicht. Sie nutzten eine Kombination aus IL-2 und IL-12 flrr verschiedene
Untersuchungen an diesen Zellen aus der Milz, wie Zytotoxizitdtsassays (281), Tests eines
monoklonalen CD48-Antikorpers (293), oder der Charakterisierung von OX40 und OX40L
(294).

Zur Stimulation wurde ebenfalls eine Kombination aus ConA und IL-2 genutzt (282), fiir y6 T-
Zellen aus dem Blut eine Kombination aus PMA und IL-2 (295).
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Wie auch beim Sduger konnte beim Huhn beobachtet werden, dass die Kombination der
beiden Zytokine, IL-2 und IL-12, einen verstarkenden Effekt auf y& T-Zellen bzw. auf das
Ausiben ihrer Zytotoxizitat hat, als es jeweils alleine hatte (281).

Bei der Kultivierung zusammen mit aff T-Zellen konnte bei bestimmten Stimulationen
beobachtet werden, dass y6 T-Zellen letztere Gberwuchern (127).

Man weil}, dass beim Huhn durch IL-12 und IL-18 Tyl-Antworten aktiviert werden, sie
bestimmen somit die T-Zell-Effektorfunktion (296). Bei Abwesenheit von IL-12 wird von T-
Zellen deutlich weniger IFN-y produziert (297).

Primare Milzzellen des Huhns produzieren in Kultur nach Stimulation mit IL-18 IFN-y (298), das
Verhalten der y6 T-Zellen unter Einfluss verschiedener Zytokine muss aber noch ausfiihrlich
untersucht werden. Andere Stimulationen, wie mit dem TCR1-mAK (283), oder Infektionen,
wie mit MDV (274,283) oder mit Salmonella Typhimurium (284), fiihren durchaus zur IFN-y-
Produktion. Auch die Produktion von IL-10 (274) und IL-17A nach Stimulation mit PMA und
lonomycin wurde beobachtet (299).
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2.6 Repertoireanalysen des T-Zellrezeptors

Die vollstéandige Entschlisselung verschiedener Saugergenome, wie von Mensch und Maus,
und schlieBlich auch die des Hiihnergenoms (55) und spater des Huxu-Hihnergenoms (14) hat
viele Moglichkeiten eroffnet. T-Zellrezeptor-Repertoireanalysen kénnen zur Erforschung der
of und yé T-Zellen genutzt werden, wofiir die TCR-Loci annotiert werden mussten. Auch die
Erstellung von CDR3-Profilen anhand ihrer Lange, ermittelt mithilfe von CDR3-
Spektratypisierung oder durch Sequenzierung, tragen zur Untersuchung des TCR-Repertoires
bei.

Dazu wurden schon in verschiedenen Bereichen Protokolle etabliert, wie fiir den Menschen
(300), die Rotelmaus (301), das Schwein (302), den Zebrafisch (303), den Rhesusaffen (304),
oder auch das Huhn (12,13,15) und die weiRe Pekingente (108). Sie nutzten vor allem das
Prinzip der 5 RACE-PCR und Next Generation Sequencing (NGS). Zum Teil wurden auch Unique
Molecular Identifiers (UMls) eingesetzt, welche durch das Markieren einzelner cDNA-
Molekiile ermoglichen, PCR-Duplikate vor der bioinformatischen Analyse herauszufiltern und
somit eine bessere Quantifizierung der Daten vorzunehmen. Diese Technik wurde schon
haufig erfolgreich fiir NGS angewandt (305-307).

2.6.1 y06 TCR-Repertoire des Saugers

Der TCRy-Locus des Menschen beinhaltet 6 funktionale Vy-, 5 Jy-, und 2 Cy-Gensegmente, der
TCR&-Locus 8 funktionale V6-, 3 D6-, 4 16-Gensegmente und 1 C6-Gensegment (308).

Bei der Maus besteht der TCRy-Locus aus 4 Clustern bzw. Genkassetten. Der y1-Cluster setzt
sich aus 4 Vy-Segmenten, 1 Jy- und 1 Cy-Segment zusammen, der y2-Cluster aus jeweils einem
Vly-, Jy- und Cy-Segment, so auch der y3- und der y4-Cluster (309). Der TCR&-Locus besteht aus
6 V6-, 2 D6-, 2 J6-Segmenten und 1 C6-Segment (94), spater wurden 16 V&-Segmente
entdeckt, eingeteilt in 12 Untergruppen, die aber 10 Va/6-Segmente enthalten (310,311).
Beim Schwein fand man fiir den TCRy-Locus 8 Vy-, 6 Jy- und 4 Cy-Gensegmente (312), fir den
TCR&-Locus 28 V6-, 6 D&-, 4 16-Gensegmente und 1 C6-Gensegment (313,314).

v6 TCR-Repertoireanalysen bei Mensch und Maus haben gezeigt, dass y6 T-Zellen meist eine
Gewebespezifitdt aufweisen, sie exprimieren in diesen Organen einen invarianten TCR und
zeigen zum Teil nur eine eingeschrankte Diversitat (140).

Die Lokalisation der y6 T-Zellen bei Mausen wird von der Vy-Kette gepragt, z.B. findet man in
der Epidermis Vy5V61* T-Zellen (151,152,315), diese V61-Ketten findet man auch in Epithelien
der Vagina, des Uterus und der Zunge (154). Im Darm sitzen Vy7*, in der Peripherie Vy1*, und
in Dermis, Gehirn, Gelenken und Reproduktionstrakt Vy4* und Vy6* T-Zellen (154,156,316).
Die y6 TCRs in Haut und Uterus der Maus weisen dabei eine nur sehr geringe Diversitat auf
(123).

Beim Menschen wird die Lokalisation der y6 T-Zellen auch durch V-Gensegmente bestimmt,
aber mehr von V§-Segmenten (316). Im Blut findet man die Hauptpopulation der y6 T-Zellen
des Menschen, namlich die Vy9Vé2* T-Zellen, die dort bis zu 80% der yé T-Zellen ausmachen
(316-318), in Geweben dominieren allerdings die nicht-Vy9V62* T-Zellen.

Die CDR3y-Sequenzen der fetalen Vy9V62* T-Zellen sind vor allem 6ffentlich, werden also von
verschiedenen Individuen geteilt, die CDR36-Sequenzen sind eher privat und kommen somit
nur individuell vor (166). Die CDR3&-Sequenzen der adulten Vy9Vé2* T-Zellen sind auch
hauptsachlich privat, CDR3y-Sequenzen der Vy9-Ketten sind normalerweise um die 14 AS lang
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(319). Sowohl die fetalen als auch die adulten Vy9Vé2* Zellen sind haufig mit TRGJP
rekombiniert, die Nutzung der J&6-Segmente wandelt sich allerdings von 163 zu J61 (166).

Im intestinalen Epithel des Menschen befinden sich Vy4Vvé1* T-Zellen, die aus o6ffentlichen
Vy4-, aber privaten V&1-Ketten bestehen (320). Im postnatalen Thymus findet man vor allem
V61* T-Zellen (321), so auch in der Leber, in der Lunge hingegen vermehrt V62* T-Zellen (123).

Vy9Vé2* T-Zellen kommen auch beim Alpaka haufig im Blut vor, Vy9 rearrangiert dabei vor
allem mit TRGJP-Varianten, V62 vor allem mit TRDJ4 (322).

Beim Menschen konnte festgestellt werden, dass das y& TCR-Repertoire fliir mindestens 90
Tage stabil bleibt, eine Anderung kénnte daher eher mit z.B. Infektionen zusammenhingen
(323). So konnte eine Expansion bestimmter V62* Zellen bei Infektion mit Tuberkulose
(324,325) und auch Lepra (216) beobachtet werden, bei Tuberkulose wurde in spateren
Studien eine vermehrte Reprasentation V61* T-Zellen mit verschobenem Repertoire gesehen
(326). Eine CMV-Infektion fiihrt zu klonaler Expansion von nicht-Vy9Vv62* Zellen, vor allem
V61t T-Zellen (323,327). Betroffene zeigen ein verschobenes V61-Repertoire (328). Auch bei
HIV-Infektion kommt es zur V61-Expansion (329,330).

Zusitzlich scheint es altersabhingige Anderungen des Repertoires zu geben, wie eine klonale
Expansion bestimmter nicht-Vy9Vvé2* T-Zellen (331,332).

Schweine zeigen im Blut CD2* und CD2" yb T-Zellen mit zwei verschiedenen Klonotypen,
Vy11JyP1 und Vy10JyP1. Je ein Drittel dieser Zellen ist mit V61 in Kombination mit J&61 oder
164 rearrangiert, das D6-Segment blieb in einigen Fallen jedoch unidentifiziert. Bei den CD2*
Zellen nehmen 4 V6-Segmente ca. 70% des gesamten Repertoires ein, bei den CD2" Zellen
nehmen 3 V6-Segmente 50% ein (302).

2.6.2 yb6 TCR-Repertoire des Haushuhns

Es gibt schone einige friihe Studien, die sich mit der Annotation der a/6-, B- und y-Loci des
Haushuhns beschéftigten (91,104,106,265,266,333,334). Das Genom des Huhns besitzt nach
Kubota et al. (91) fiur den a/6-Locus 1 V&-Familie mit 20-30 Elementen, 2 D&-, 2 J6-Segmente,
1 C6-Segment, und nach Six et al. (104) fiir den y-Locus 3 Vy-Familien mit jeweils iber 10
Elementen, 3 Jy-Elemente und 1 Cy-Element. Liu et al. (82) zeigten spater fir den a/&-Locus
31 V6-Segmente unterteilt in 4 Subgruppen, 2 D6-, 2 J6-Segmente und 1 C6-Segment. Fiir den
v-Locus fanden sie 37 V-Segmente unterteilt in 11 Subgruppen, 3 Jy-Segmente und 1 Cy-
Segment. Andere Annotationen, wie die des TCRy-Locus von Zhang et al. (13), zeigten davon
leichte Abweichungen bezliglich der Vy-Gensegmente, sie fanden 44 Gensegmente eingeteilt
in 6 Untergruppen a 6, 19, 9, 4, 3 und 3 Mitgliedern, Dixon et al. (12) fanden 40 Vy-
Gensegmente eingeteilt in 4 Familien a 6, 22, 7 und 5 Mitgliedern.

Kirzlich wurde dann das Genom des Huxu-Huhns von Friih et al. (15) annotiert, fir den TCRy-
Locus fanden sie 4 V-Familien mit insgesamt 53 V-Genen a 8, 27, 10 und 8 Mitgliedern, 3 Jy-
Gene und 1 Cy-Gen, fiir den TCR&-Locus 5 V-Familien mit 41, 3, 1, 9, und 3 Mitgliedern, 2 D&-
, 2)6-Gene und 1 C6-Gen.

Es wird vermutet, dass die beobachtete hohe Zahl an V§-Gensegmenten typisch fir Spezies
mit hohem y& T-Zell-Anteil ist, Tiere mit geringem Anteil weisen weniger V6-Segmente auf
(108).

Beim Huhn gibt es noch nicht viele Daten bezliglich ihres yd TCR-Repertoires.
Zwei Studien beschreiben das y-Repertoire (12,13), zu 6 gibt es jedoch kaum vorherige Daten.
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Dixon et al. (12) beobachteten in verschiedenen Organen, dass die meisten y-Segmente zwar
exprimiert werden, aber ihr Beitrag zum Repertoire in Thymus und peripheren Geweben
variiert, obwohl es sich, verglichen mit Menschen und Mausen, in den verschiedenen
Geweben durchaus dhnelt. Das TCRy-Repertoire besteht aus einigen 6ffentlichen, zwischen
verschiedenen Tieren geteilten, CDR3 Sequenzen. Diese werden aus einer groRen Spanne an
V-Segmenten gebildet. Aber der GroRteil des Repertoires wird nur privat genutzt, genauer 80-
100% aller CDR3-Sequenzen. Die gréf3te Diversitat sahen sie im Thymus. Eine Familie, TRGV3,
wird besonders hdufig genutzt, und aus dieser nimmt das TRGV3.3-Gen 30-40% des gesamten
Repertoires ein, tragt aber aufgrund hoch diverser CDR3-Sequenzen vor allem zum privaten
Repertoire bei. Gene aus anderen Familien werden weniger genutzt, nur jeweils ein Gen
kommt deutlich haufiger vor.

Zhang et al. (13) untersuchten das y-Repertoire im Thymus, wobei sie einige Ahnlichkeiten
zwischen den verschiedenen Tieren feststellten. 4 der V-Gene nehmen zusammen tber 60%
des gesamten Repertoires ein, das am haufigsten genutzte Vy3.7 beansprucht z.B. 20,58%, 6
der Vyly-Paare nehmen 44% des gesamten Repertoires ein. Sie bestimmten auch die
durchschnittliche CDR3-Lange, diese betragt 12,9 AS.

Fir den TCRP z.B. wurde der Einfluss der Darm-Mikroflora auf sein Repertoire erforscht (62),
was auch noch eine interessante Studie fiir den y6 TCR ware, da dieser T-Zelltyp im Darm
durchaus vertreten ist.

Zum TCR&-Repertoire weil man, dass alle J6-Gene in den embryonalen yé T-Zellen zu gleichen
Teilen genutzt zu werden scheinen, in adulten yd T-Zellen gibt es eine Tendenz Richtung J61
(91).
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3 ZIELSETZUNG

Uber Hithner-y8 T-Zellen und ihre Funktion ist bisher nicht viel bekannt, obwohl diese Tiere
eine hohe Zahl dieser Zellen besitzen. Auch Uber ihr Verhalten in Zellkultur tGber einen
langeren Zeitraum und somit den Einfluss bestimmter Stimulationsfaktoren weill man nicht
viel. Eine umfassende Charakterisierung des TCR-Repertoires konnte bisher auch nur zum Teil
fiir y-Ketten durchgefiihrt werden, aber nicht fir §-Ketten, da keine vollstandige Annotation
des 6-Locus im Hiihnergenom existierte. Somit wurde auch der Einfluss eines
Langzeitkultursystems auf das TCR-Repertoire nicht untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, ein Langzeitkultursystem fiir yo6 T-Zellen aus der Hiihnermilz
zu etablieren, und zwar mithilfe der Stimulation durch die beiden Zytokine IL-2 und IL-12. Die
Ermittlung der bestmoglichen Verdiinnung sollte durch BrdU-Proliferationsassays erfolgen.
Damit sollte eine Basis geschaffen werden, mit deren Hilfe das Verhalten dieser Zellen besser
verstanden werden kann und vielleicht auch Liganden ermittelt und Infektionsversuche liber
langere Zeit durchgefiihrt werden kdnnen.

Eine genauere Charakterisierung der yé T-Zell-Subpopulationen sollte durch Sort-Versuche
dreier Subpopulationen (TCR1*CD8*, TCR1M&"CD8 und TCR1"°%CDS87) aus der Hihnermilz
erfolgen, mit anschlieBendem Kultivieren, Durchfiihren von BrdU-Proliferationsassays und
durchflusszytometrischen Messungen. Die TCR-Repertoireanalysen der y- und der 6-Ketten in
Kultur sollten zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgen, um etwaige Veranderungen des
Repertoires zwischen diesen Zeitpunkten durch das Kultivieren mit IL-2 und IL-12 zu ermitteln,
und um zu prifen, ob nur ein bestimmter y6 T-Zellklon auf diese Art der Stimulation reagiert,
oder ob die Entwicklungen in der Zellkultur individuell unterschiedlich sind. Sowohl die
Charakterisierung als auch die TCR-Repertoireanalysen sollten ebenso dazu dienen, yd T-
Zellen und ihr Verhalten in Kultur besser zu verstehen.
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Chicken y0 T cells proliferate
upon IL-2 and IL-12 treatment
and show a restricted receptor
repertoire in cell culture

Antonia E. Linti*, Thomas W. Goébel™ and Simon P. Fruh'?

‘Department of Veterinary Immunology, Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Munich, Germany,
2Department of Veterinary Medicine, Institute of Virology, Freie Universitat Berlin, Berlin, Germany

In chickens, 8 T cells represent a large fraction of peripheral T cells; however,
their function remains largely unknown. Here, we describe the selective in vitro
expansion of ¥d T cells from total splenocytes by stimulation with the cytokines
IL-2 and IL-12. Under these conditions, ¥ T cells proliferated preferentially and
reached frequencies of >95% within three weeks. Although IL-2 alone also
triggered proliferation, an increased proliferation rate was observed in
combination with IL-12. Most of the expanded cells were v TCR and CD8
double-positive. Splenocytes sorted into TCR1*CD8*, TCR1"9"CD8™, and
TCR1'°VCD8"™ subsets proliferated well upon dual stimulation with IL-2/IL-12,
indicating that none of the three y8 T cell subsets require bystander activation for
proliferation. TCR1*CD8" cells maintained CD8 surface expression during
stimulation, whereas CD8™ subpopulations showed varied levels of CD8
upregulation, with the highest upregulation observed in the TCR1M" subset.
Changes in the y8 T-cell receptor repertoire during cell culture from day 0 to day
21 were analyzed by next-generation sequencing of the Y3 variable regions.
Overall, long-term culture led to a restricted y and & chain repertoire,
characterized by a reduced number of unique variable region clonotypes, and
specific V genes were enriched at day 21. On day 0, the & chain repertoire was
highly diverse, and the predominant clonotypes differed between animals, while
the most frequent y-chain clonotypes were shared between animals. However,
on day 21, the most frequent clonotypes in both the y and & chain repertoires
were different between animals, indicating that selective expansion of dominant
clonotypes during stimulation seems to be an individual outcome. In conclusion,
IL-2 and IL-12 were sufficient to stimulate the in vitro outgrowth of vo T cells.
Analyses of the TCR repertoire indicate that the culture leads to an expansion of
individual T cell clones, which may reflect previous in vivo activation. This system
will be instrumental in studying yd T cell function.

KEYWORDS

chicken y3 TCR, IL-2, IL-12, in vitro culture, ¥d T cell subsets, TCR repertoire analysis
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1 Introduction

In birds and mammals, T lymphocytes play a pivotal role in the
adaptive immune system. The two distinct groups, of and ¥y T
cells, express different T cell receptors (TCRs) on their surfaces,
which are heterodimers composed of either an alpha and a beta
chain, or a gamma and a delta chain, respectively (1-3). Each chain
consists of a constant region and a variable region, which are
uniquely created during thymic maturation of T cells by somatic
DNA recombination of germline V(D)] genes.

In chickens, the genes for TCRY can be found on chromosome
2, for TCRB on chromosome 1, and for TCRo. and TCRS on
chromosome 27 (4-9), where the § genes are nested between the
TCRoa genes (10). In chickens and mammals, some variable (V) o
gene segments can be joined with diversity (D) and joining (J) genes
of the & locus, which further increases the combinatorial diversity
(4, 10-12). Additionally, a second TCRS locus on chromosome 10
with a single set of V, D, J, and constant (C) genes has been
described in chickens (13).

Chicken T cells can be identified at the protein level by
monoclonal antibody clones TCR1, TCR2, and TCR3, which bind
Y9, VB1 afd, and VB2 ofy T cells, respectively (14-16).

The functions and effector mechanisms of o3 T cells have been
well-characterized in many species. Most o8 T cells recognize
peptides presented by MHCI or MHCII molecules on the surface
of antigen-presenting cells. There are two main subsets: CD4" T
helper o T cells that recognize peptides presented by MHCII and
CD8" cytotoxic 0§ T cells that recognize peptides presented by
MHCI (17, 18). On the other hand, 8 T cells are not restricted to
peptides presented by MHCI or MHCII molecules; instead, they can
also directly recognize soluble or unprocessed antigens and
nonpeptide antigens, such as glycoproteins. Human Vy9V32* T
cells are activated by phosphoantigens (19-21). In addition, 3 T
cells recognize stress-induced ligands that are upregulated in cells in
response to infection and stress, leading to different effector
functions such as the orchestration of pathogen clearance (17,
22). In vitro studies have further shown that some Y0 T cells have
cytotoxic effector functions (23) and that they can also present
antigens to B cells (24).

YO T cells with innate cell-like features frequently participate in
innate immune responses (25-28) and play an important role in
tumor surveillance, tissue healing, and protection against intra- and
extracellular pathogens (17). Human, mouse, and rat are the so-
called Y0 low species that are characterized by a ¥3 T cell frequency
of 1%-10% of all T lymphocytes in peripheral blood (29-31). Pigs
(32), cattle, sheep (33, 34), goats (35), and chickens, on the other
hand, are considered Y5 high species. Up to 50% of all circulating T
lymphocytes in chicken blood are ¥d T cells (16), and a large y8 T
cell population is found in different tissues, including the intestine
and spleen, particularly in the red pulp (36, 37). Y0 T cells are the
first T cells generated in the chicken thymus during embryonic
development (16).

In chickens, Y8 T cell frequencies are influenced by the sex and
age of the animals. Male chickens, for example, show androgen-
induced expansion of Y0 T cells in the peripheral blood and spleen
between 4 months and 6 months of age (38). Despite the overall
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high frequency of ¥d T cells in chickens, little is known about their
functions. Previous studies have shown that Y3 T cells can produce a
range of cytokines and interferons, such as IL-10 and IFN-y (39),
and exert cytotoxic effector functions (40). yd T cells of MDV-
vaccinated chickens exhibit high cytotoxic activities ex vivo (41),
and chicks infected with Salmonella typhimurium, for example,
show an expansion of CD8ctot positive ¥d T cell subsets in the blood
and different organs (42, 43).

A high percentage of chicken Y3 T cells express CD8 on their
surfaces in the spleen but only a small percentage in the blood (14, 37).
In addition to functioning as a coreceptor for TCR antigen recognition
(44), CD8 supports T cell activation through interaction with an
intracellular tyrosine protein kinase (45, 46). Previous studies have
shown that splenic chicken ¥ T cells can be stimulated by either IL-2
and Concanavalin A (47) or by a combination of receptor ligation and
cytokine-containing tissue culture supernatants when cultured together
with o8 T cells (37). The responding Y3 T cells express CD8 on their
surface. IL-2 mainly promotes the proliferation of CD8" cells (48). In
mice, CD8 expression in 0 T cells seems to occur due to activation
with IL-2 and Concanavalin A only in the presence of o3 T cells (49).

Investigating the repertoire of gamma and delta TCRs in
chickens and their behavior in cell culture will contribute to a
better understanding of this important cell type. In-depth
characterization of (clonal) Y3 T cell populations requires TCR
repertoire analyses for both yand § chains, which has previously not
been possible due to an incomplete annotation of the § locus in the
chicken genome.

Previous repertoire analyses of y chains in chickens revealed
that the TCRY repertoire is largely composed of highly public CDR3
sequences formed by a wide range of V segments, with a higher
proportion of private sequences in tissues, such as the spleen and
thymus (8, 50). On the other hand, ¥0 T cells often exhibit tissue
specificity in their expression of invariant TCRs, for example,
Vy5V31 TCR in the skin of mice (17).

In this paper, we describe long-term IL-2 and IL-12 driven
culture of chicken splenic Y8 T cells, characterization of cultured
cells, and TCR repertoire analyses at different time points during
cell culture.

2 Materials and methods
2.1 Ethics statement

All animal research projects were sanctioned by the Government
of Upper Bavaria (identification code: 55.2-1-54-2532.0-60-2015;
June 2019). All animal procedures were performed in accordance
with the regulations and guidelines established by the Committee and
the International Standards for Animal Welfare.

2.2 Animals

Fertilized eggs from the chicken line M11 (B*/B?) were obtained
either from S. Weigend (Federal Research Institute for Animal
Health, Mariensee, Germany) or from our own breeding. They were
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hatched and maintained under conventional conditions at the
Institute for Animal Physiology, LMU Munich (Germany).
Animals received food and water ad libitum. Experiments were
performed at the age of 6 weeks—41 weeks in both female and
male animals.

2.3 Cytokines

Chicken recombinant IL-2 cytokine was produced as previously
described (40). Recombinant chicken IL-12 was produced in a stable
IL-12 producing HEK293 cell line. Chicken IL-12p35 and IL-12p40
sequences fused by a glycine-serine linker (40, 51), were cloned into a
pcDNA3.1 vector together with an HA-signal peptide and an N-
terminal FLAG epitope, and the plasmid was used for the stable
transfection of HEK 293 cells using Metafectene® (Biontex).
Transfected cells were incubated at 37°C and 5% CO2 for 24 h and
selected as stable transfectants with G418 at a concentration of 800 pg/
ml. The supernatant of stable transfectants was tested using sandwich
ELISA for the presence of FLAG-tagged recombinant chicken IL-12.
Finally, IL-12 producing cells were cultured in a bioreactor (Wheaton®
Celline™ Bioreactors: Celline 1000 Adherent). The biological activity
and optimal dilution for both cytokines were evaluated using
bromodesoxyuridin (BrdU) proliferation assay (Cell Proliferation
ELISA, BrdU (chemiluminescence); Roche) with chicken splenocytes
(freshly isolated and cryopreserved).

2.4 Cell preparation and cell culture

Splenocytes were obtained by passing the chicken spleen
through a stainless-steel mesh, followed by density gradient
centrifugation of the single-cell suspension using Ficoll
Histopaque®—1077 (Sigma-Aldrich GmbH). Freshly isolated cells
were either used directly for RNA isolation and flow cytometry
staining or cultivated at a density of 1 x 10° cells per well in flat-
bottomed 96 well plates with RPMI cell culture medium containing
8% Fetal Bovine Serum (FBS), 2% chicken serum (ChS), and 1%
penicillin/streptomycin (P/S), stimulated with recombinant IL-2
and IL-12, at 40°C and 5% CO2. Cells were treated by demi-
depletion every two to three days with fresh cell culture medium
and fresh cytokines.

2.5 Antibodies for flow cytometry and
fluorescence activated cell sorting

Chicken splenocytes were stained with the Fixable Viability Dye
eFluor 780 (eBioscience " Fixable Viability Dye e Fluor' " 780;
Invitrogen) to distinguish between live and dead cells. For staining
of CD8 positive and yd TCR positive cells, anti CD8-PE (clone CT-
8, Phycoerythrin conjugate, mouse IgGlk) and anti TCR1-FITC
(clone TCR-1, fluorescein isothiocyanate conjugate, mouse IgG1k)
(16) antibodies were obtained from Southern Biotechnology
Associates (SBA). The cells were analyzed using a FACS Canto II
instrument, 10.000 Events (single cells) were collected in every
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experiment. The gating strategy is shown in the Supplementary
Material (Supplementary Figure 1). Fluorescence-activated cell
sorting was performed with a FACSAria III instrument (BD)
using an 80 um nozzle. The measurements were analyzed using
Flow]oTM v10.8.1 Software (BD Life Sciences) (52). Sort-purified
cells were counted using a hemocytometer and cultured at 6 x 10°
cells per well with IL-2 and IL-12, and their proliferation was
measured using a BrdU proliferation assay.

2.6 BrdU proliferation assay

BrdU proliferation assay is a non-radioactive DNA assay for the
quantification of cell proliferation. Splenocytes, either freshly
isolated, cryopreserved, or sort-purified Y0 T cells, were cultivated
in black 96-well plates with a clear bottom (ViewPlateTM—% FTC,
PerkinElmer) for 72 h with or without IL-2 and IL-12. Next, the
cells were labeled with BrdU labeling reagent for another 16 h at
40°C and 5% CO2, during which BrdU was incorporated into the
cellular DNA during DNA synthesis in replicating cells. The plates
were then dried at 60°C, followed by denaturation and fixation,
incubation with anti-BrdU-POD working solution for 90 min, and
labeling of the cells with a fluorescent dye. The 96-well plates were
measured using a luminometer (Glomax, Promega), and raw
measurements in rlu/s (relative light units/s) were analyzed using
Excel. The proliferation index (PI) was calculated by dividing the
measured fluorescence of stimulated cells by the fluorescence of the
unstimulated control cells. Standard deviations were calculated
using the Excel software.

2.7 RNA isolation, cDNA synthesis, and
semi-nested PCRs

To investigate the repertoire of Y0 T cells, a next-generation
sequencing method for the whole Y3 V region was devised (53, 54)
(Schematic explanation of the NGS approach is shown in
Supplementary Figure 2). RNA was extracted from 1 x 107 cells
per condition on day 0 and on day 21 (RNeasy® Mini Kit and
RNase-Free DNase Set; Qiagen). The quality and quantity of the
isolated RNA were measured using a Bioanalyzer 2100 Expert
(Agilent) and a NanoDrop ND-1000 (PeqLab). Only RNA
samples with RIN values above 9 and 260/280 and 260/230 ratios
greater than 1.8 were used for further processing. Reverse
transcription and TCR amplicon generation were performed
following chicken-specific adaptation of the approach described
by Mamedov et al. (53). In brief, between 350 ng and 400 ng of RNA
were reverse transcribed to cDNA by 5’RACE with a SMARTScribe
Reverse Transcriptase (Takara) using reverse primers specific to the
constant C-region of the gamma and the delta chain in one reaction
and a Template Switch Oligonucleotide containing a Unique
Molecular Identifier (UMI) (Supplementary Table 1). All primers
used are listed in the Supplemental Materials (Supplementary
Figure 2, Supplementary Table 2). The barcoding of cDNA
allowed us to filter out PCR duplicates in silico, leading to more
precise quantitative analysis.
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1 ul of ¥ cDNA was amplified in two semi-nested PCRs using
an Advantage2 Polymerase (Takara) and gene-specific reverse
primers (Primers in Supplementary Table 2, PCR conditions in
Supplementary Table 3). Amplification of gamma and delta chains
was conducted in one PCR reaction and the PCR products were
purified with magnetic beads (Beckman Coulter ™ Agencourt
AMPure XP Beads) using a ratio of 1:0.65 (DNA: beads) and
eluted in 25 pl nuclease-free water. The second PCR was
performed in separate reactions for y and d. 1yl of purified
product from the first PCR was used as a template for the second
PCR and the amplicons were separated by electrophoresis on an
agarose gel (1% agarose low EEO (Agarose Standard) [Applichem
Pancreac] in 1 x TBE buffer) and gel-purified using the Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega).The purified samples
with attached Universal Adapters were sent to Eurofins for paired-
end Ilumina sequencing with a read length of 2 x 300 bp and a
guaranteed output of 60,000 paired-end reads per sample. Data
were delivered as fastq-files.

2.8 Bioinformatic analysis

The fastq-files were further analyzed with a bioinformatic
pipeline using FastQC 0.12.0 (55) for quality control, MiXCR
v4.3.2 (56, 57), for the alignment and Immunarch 1.0.0 (58) in R
v4.2.2 (59) for the graphical representation. The bioinformatic
pipeline and annotation of the Huxu chicken genome (60) for the
alpha, beta, gamma, and delta V gene segments were established by
S. Frith (manuscript in preparation). The raw data (fastq-files) were
uploaded to the SRA database and are accessible via the following
accession number: PRJNA1054968.

2.9 Statistics

Statistical analyses were performed using R v4.2.2. To compare
the differences between the two dependent conditions, paired
Student’s t-test was performed (used in Supplementary Figure 9).
Unpaired Student’s t-test was performed to compare the differences
between two independent conditions (used in Supplementary
Figure 10). To compare differences between more than two
dependent conditions, one-way repeated measures ANOVA with
Tukey’s HSD test as a post-hoc test was performed (used in
Supplementary Figures 3, 4). Statistical significance was set at
P <0.05.

3 Results

3.1y T cells proliferate in vitro after IL-2/
IL-12 stimulation of splenocytes

Initially, we tested the cytokines IL-2 and IL-12 for their
potential to induce the proliferation of freshly isolated
splenocytes. Different seeding densities in a flat-bottomed 96-well
plate, cell culture media, and concentrations of IL-2 and IL-12 were
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tested. IL-2 alone induced strong splenocyte proliferation, as
measured in a BrdU assay, with the highest proliferation (PI: 2)
observed at a dilution of 1:800 (Supplementary Figure 3A). In
contrast, the proliferation of splenocytes induced by IL-12 alone
was lower (PI between 1 and 0.9 at dilutions of 1:10 to 1:160), with
the highest proliferation observed at a 1:80 dilution (Supplementary
Figure 3B). Next, we tested whether a combination of these
cytokines could further increase proliferation. IL-2 was used at an
optimal dilution of 1:800, and IL-12 was added at various dilutions
to determine whether proliferation could be further enhanced
(Supplementary Figure 3C). In this assay, the proliferation of
splenocytes was more than twice as high as that of IL-2 or IL-12
alone, reaching PI values of almost 5, when IL-2 at 1:800 was
combined with IL-12 at 1:80 (Figure 1). These cytokine
concentrations were used throughout the study, employing the
same batch of cytokine preparations.

We also compared different cell densities ranging from 2.5 x 10°
cells per well and 5 x 10 cells per well to 1 x 10° cells per well, with
the best results obtained at 1 x 10° cells per well (Supplementary
Figure 4A). In addition, three cell culture media (IMDM + 8%FBS +
2%ChS + 1%P/S, RPMI + 8%FBS + 2%ChS + 1%P/S, and RPMI +
10%FBS + 1%P/S) were tested using a BrdU proliferation assay, and
the highest proliferation indices were observed in RPMI + 8%FBS +
2%ChS + 1%P/S (Supplementary Figure 4B).

In the next set of experiments, we attempted to extend the
culture time of proliferating cells by propagating the cells at an
optimal cell density and feeding with fresh medium containing new
cytokines every two to three days. These cultures were maintained
for up to 3 weeks, with cell viability slightly decreasing towards day
21 (Supplementary Figure 5). Notably, after 21 days of culture, most
cells were ¥ T cells, reaching frequencies up to 90%. Double
staining of cells cultured for different time periods using the
TCR1 mAb in combination with anti-CD8 demonstrated that the
frequency of double-positive cells significantly increased in all
tested animals of different sexes and reached values of up to 86%
(Figures 2A, B).

These data suggest that the combination of IL-2 and IL-12 in
splenocyte cultures favors the selective outgrowth of ¥ T cells that
predominantly express CD8.

3.2 Different yd T cell populations respond
to cytokine stimulation

In previous experiments, splenocytes were used for in vitro
culture. Thus, it cannot be excluded that the cytokines, rather than
directly affecting y8 T cells, had an indirect effect on bystander cells.
Therefore, the splenocytes of the three male animals were sorted
according to their TCR1/CD8 profiles into three distinct subsets.
CD8 ¥3 T cells can be further divided into TCR1'*" and TCR1"&"
subsets. In addition, the TCR1*CD8" subset was sorted, and these
three populations, together with unsorted cells, were subsequently
cultivated with IL-2 and IL-12 (Figure 3A). The purity of the sort-
purified cells was higher than 95% for all populations (Figure 3A).

A BrdU proliferation assay was performed on different sort-
purified populations and unsorted cells as a control (Figure 3B).
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Proliferation of splenocytes upon cytokine stimulation. BrdU assay
of splenocytes stimulated with IL-2 alone (1:800), IL-12 alone (1:80)
and of a combination of both (IL-2 1:800 and IL-12 1:80); animals =
3. Mean + SD. p-values as indicated, *p <0.05, **p <0.01.

Cells from each population were divided into two groups: one group
was stimulated with IL-2 and IL-12 and the other was left
unstimulated as a negative control. The negative controls
proliferated less effectively than the stimulated cells and exhibited
low rlu/s. For the three sort-purified populations and unsorted
control cells, the assay showed equally high proliferation indices in
the animals tested (Figure 3B). Stimulated cells proliferated better
than unstimulated controls, while the proliferation capacities of
sorted and unsorted stimulated cells were not significantly different.

The cells were reanalyzed by staining and flow cytometry using
TCRI1 and CT8 mAbs after one week of stimulation with IL-2 and
IL-12. Unsorted cells were predominantly TCR1/CD8 double-
positive and sorted TCR17CD8" cells retained their double-
positive phenotype (Figure 3C). Interestingly, on average, about
one-third of the TCRI™"CD8™ cells started to express the CD8
antigen, whereas only a small fraction of the TCR1'YCDS8™ cells
expressed CD8 after stimulation (Figures 3C, D).

In conclusion, IL-2 and IL-12 appear to have a direct effect on
YO T cell proliferation. Different y8 T cell subsets based on TCR Y3
and CD8 expression equally react to stimulation with cell
proliferation without bystander activation. CD8™ subsets start to
express CD8 upon cytokine stimulation to varying degrees in the
three animals.

3.3 Cytokine stimulation of yd T cells leads
to a restricted TCR repertoire

As a next step, we wanted to characterize the Y6 TCR repertoire
of IL-2/IL-12 stimulated total splenocytes to determine whether
specific subsets were preferentially responding. Thus, we analyzed
the TCR repertoire before stimulation and after three weeks of cell
culture. We used 5’RACE and PCRs to selectively amplify the
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expressed TCRYJ repertoire of three animals of different sexes at
days 0 and 21 of cell culture. Amplicons were sequenced on the
Mumina platform and the sequences obtained were annotated by
alignment to the chicken germline V(D)] genes using MiXCR
v4.3.2. Using this approach, more than 90% of the gamma chain
sequences and 80% of the delta chain sequences aligned successfully
to the reference (Supplementary Figure 6).

Gamma and delta chain repertoires changed drastically during
stimulation over the course of 21 days. Overall, long-term culture
led to fewer expressed V-regions (Figure 4). Approximately 11,000
unique y-chain clonotypes were expressed on day 0, which reduced
to 1,200 on day 21. Of the approximately 10,000 unique & chain
clonotypes on day 0, only 1,300 remained on day 21. The numbers
of gamma and delta chain clonotypes were correlated, as the
animals with a more restricted gamma repertoire also had a more
restricted delta repertoire and vice versa (Supplementary Figure 7).

Most of the V regions expressed on day 21 appeared at a higher
frequency than those on day 0 (Figure 5A). This was clearly
recognizable in animals 1 and 2, where more than 75% of the y
repertoire was occupied by clonotypes with more than 100 counts
(Figure 5A). The same trend, albeit less pronounced, was also
observed in the third animal and delta-chain clonotypes (Figure 5A).

The CDR3 clonotype distribution plotted by CDR3 length
(spectratype) was approximately normally distributed at day 0 but
strongly skewed on day 21 for both Y and § chains (Figure 5B). The
most prevalent CDR3 length on day 0 was 15 amino acids (aa) for y
chains and 16 aa for § chains in all animals. After stimulation, the
most common 7y chain CDR3 length was 17 aa in two animals and
11 aa in the third, whereas for delta, the CDR3 length either did not
change (two animals) or shifted to 15 aa in the third animal
(Figure 5B). Importantly, the highly skewed spectratype towards a
particular CDR3 amino acid length was caused by a single V7 gene
in all animals and, to a lesser degree, in 8 chains. The dominant Vy
clonotypes were found in all three animals on day 0, but this overlap
diminished by day 21 (Supplementary Figure 8).

Next, we analyzed the gene usage of the Vy and V3 segments
(Figure 6). On day 0, the dominant Vv sequences were TRGV2-26,
TRGV3-5, and TRGV3-6. However, by day 21, TRGV3-5 usage was
predominant (Figure 6A). The gene usage pattern in the & chains
was different. TRDV1-2 was the predominant V gene by day 0, but
not on day 21, where a different V& was overrepresented in every
animal (TRDV1-17, TRDV1-9, and TRDV1-37) (Figure 6B).

On days 0 and 21, the most prevalent Jy gene was TRGJ3,
followed by TRGJ2 and TRGJ1. TRDJ1 was preferentially used in &
chains at both time points (Supplementary Figure 9).

Collectively, these data indicate that the y8 T cell repertoire is
narrowed during culture with IL-2 and IL-12 because of the
preferential expansion of T cells originating from the specific Vy
and V3 genes. Notably, the predominant V genes and clonotypes on
day 21 varied among the different animals.

4 Discussion

Chickens belong to yd high T cell species; hence, a decent
fraction of peripheral T cells in various organs bear the ¥ TCR;
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Phenotype of IL-2/IL-12 stimulated splenocytes. Splenocytes were stained with TCR1 and CT8 mAbs before culture and on days 7, 14, and 21 (dO,
d7, d14, and d21) following repetitive cytokine stimulation. (A) Frequency of cell populations as a percentage of live single cells is indicated. Data
from one female chicken representative of three experiments are shown. (B) Frequency of TCR1"CD8" cells over time in cultured splenocytes from

three different animals. Mean + SD; p-values as indicated, *p <0.05.

however, the function of these cells is largely unknown. One reason
for this lack of knowledge is the inability to culture these cells ex
vivo under defined conditions. In this paper, we describe a system
that can overcome this problem.

To establish selective outgrowth of chicken ¥d T cells derived
from total splenocyte preparations in cell culture, we used the
cytokines IL-2 and IL-12. Our decision for the indicated dilutions
was made following the titration of IL-2 and IL-12 alone or in
combination. The highest proliferation indices were observed with a

Frontiers in Immunology

1:800 dilution of IL-2 combined with a 1:80 dilution of IL-12.
Consequently, this combination was used for cytokine stimulation
of cells in all experiments. Freshly isolated and cryopreserved cells
were used to determine the optimal culture conditions. The fact that
both cell conditions yielded the same results confirmed the
robustness of the system.

We have indicated cytokine dilutions in this manuscript
because there are no adequate systems for quantifying chicken IL-
2 and IL-12.
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stimulated sorted and unsorted populations showed no significant differences in their proliferation capacities (p >0.05 = ns). (C) Frequency of IL-2/
IL-12 stimulated sort-purified and unpurified populations stained after 7 days in cell culture using TCR1 and CT8 mAbs. One representative of three
experiments is shown. (D) Frequency of TCR1*CD8" cells in the three sorted subpopulations on day 0 and after 7 days in cell culture with IL-2 and

IL-12. n = 3 male animals. Mean + SD.

To repeat the stimulation protocol, other laboratories must
establish proliferation systems to identify optimal cytokine
concentrations. Commercially available chicken IL-2 and IL-12p40
exist, but we were not convinced of their effects in the different assays
tested. The combination of IL-2 and IL-12 has already been
successfully used in our laboratory to stimulate chicken yd T cells
in different experiments (40, 61, 62). Selective outgrowth of Y8 T cells
has also been demonstrated by different stimulation protocols in
humans and chickens (37, 63, 64), and Ueta et al. demonstrated that
IL-12 has a stimulating effect on Y0 T cells but not on o T cells in
humans (65). Moreover, Yang et al. observed that IL-12 leads to the
expansion of a specific Y0 T-cell subset (66). The combination of these
two cytokines stimulates NK cells in humans and mice (67-70). IL-2
and IL-12 enhance the cytolytic effects of activated T cells in
mammals (71), and it has been shown that a combination of IL-2
and IL-12 has a synergistic effect on chicken y8 T cells compared to
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IL-2 or IL-12 alone. IL-12 alone was not able to induce the cytolytic
ability of Y8 T cells, but the combination of IL-2 and IL-12 strongly
induced cytotoxic effector functions (40). The results of BrdU
proliferation assays (Figure 1) demonstrated that IL-12 alone barely
promoted proliferation, whereas IL-2 boosted proliferation capacity.
In previous experiments, we showed that IL-2 preferentially
stimulated CD8" cells in a 6-day culture system, whereas IL-18
induced outgrowth of CD4" cells (48). However, the TCR
phenotype of the cells was not analyzed further. The first attempts
to cultivate ¥ T cells were performed by Kasahara et al. (37), who
demonstrated that proliferation was induced only by receptor ligation
and cytokine-containing tissue culture supernatant. Moreover,
stimulation was only observed in large CD8" 8 T cells, as opposed
to smaller CD8™ yd T cells, as measured by forward scatter. Choi et al.
(47) described a culture system for ¥y T cells using IL-2 in
combination with Concanavalin A (ConA) stimulation. Together,
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Number of unique clonotypes in TCR y and & repertoires of cultured splenocytes. Barplot showing the number of unique clonotypes before and
after IL-2/IL-12 stimulation of splenocytes on days 0 and 21. n = 3 biological replicates; p-values as indicated, ** = p <0.01.

these studies argue in favor of a dual stimulation requirement, either
by TCR crosslinking in combination with cytokine or dual cytokine
stimulation, as demonstrated here. Lectin stimulation in splenocyte
cultures most likely induces bystander cells to secrete IL-12. We
propose that IL-2 or TCR crosslinking is important for upregulating
the IL-12 receptor on ¥d T cells; however, owing to the lack of
reagents to detect the chicken IL-12 receptor, this could not be tested.
Berndt et al. (72) introduced a PBL culture system using IL-2 in
combination with PMA, which induced the proliferation of ¥ T cells.
We were not able to induce proliferation of blood Y T cells or IEL by
co-stimulation with IL-2 and IL-12. These differences may be
explained by either the use of different chicken lines or PMA
versus IL-12 stimulation used in these studies. As part of future
studies, it would be interesting to investigate whether chicken yd T
cells in IL-2 and IL-12 culture systems produce cytokines, such as
IFN-y. This effector function has been described in other species,
including pigs (73) and bovines (74), where ¥d T cells stimulated with
IL-2 and IL-12 (among other factors) produce IFN-y. Different
studies have also shown that chicken Y0 T cells produce IFN-y after
infection with MDV (39, 75). It is particularly important to determine
whether cytokine production and CD8 expression in chickens
are related.

During the establishment of the in vitro culture system, we
encountered several variables that influenced the outcome of the
cultures. Splenocyte preparation on day 0 showed a range of 15%-
60% TCR1" cells. This is partially consistent with earlier studies,
where a range of 20%-30% was observed (16, 37). The percentage of
TCR1" cells differed between female and male animals with 15% to
25% in females and 30 to 60% TCR1" cells in males, respectively
(Supplementary Figure 10A). An androgen-induced expansion of
Y0 T cells in the blood and spleen of male chickens of 4 months-6
months has been reported previously (38). The proliferation
capacities of the male- and female-derived splenocytes were
identical. The age of the donor chickens had an effect on culture
outcomes. Splenocytes of animals older than 4 months started to
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proliferate 2 days—4 days earlier and more reliably than those of
animals younger than 4 months (Supplementary Figure 10B).

In the flow cytometry measurements of splenocytes, we
observed a distinct behavior of the different subpopulations over
time: the double negative cells (TCR1 CD8") were diminished, the
TCR1-CD8" cells decreased, and the TCR17CD8" cells remained in
the same range, whereas the number of double-positive cells
(TCR1'CD8") increased (Figure 2A).

To further characterize the IL-2/IL-12 responsive cells
(TCR1'CD8" and TCR1'CDS8") in the splenocyte preparation, we
performed sorting experiments of three populations based on Y TCR
and CD8 expression. With these experiments, we intended to address
the following questions. First, is the proliferation dependent on
bystander cells? Second, does only one of the phenotypes determine
proliferation capacity? Third, do the different phenotypes remain stable
in cell culture? We hypothesized that only CD8" cells would proliferate.
However, our experiments revealed that all of these populations
showed vigorous proliferation with no difference between CD8™ and
CD8" cells in all animals tested, indicating that there is no need for
other cells in culture that either secrete cytokines or are stimulated by
cell-cell contact. In addition, the different TCR subsets proliferated,
thus excluding the possibility of a subset that is solely reactive to
cytokines. The phenotype, as judged by CD8 expression, was unstable
during proliferation. On average, about one-third of TCR1"¢"CD8"
cells upregulated CDS after 7 days, and a fraction of the TCR1'®" CD8"
cells expressed CD8 following stimulation, whereas the phenotype of
TCR1CD8" cells remained stable. Thus, we conclude that stimulation
leads to the expression of CD8 and that TCR density may be indicative
of a previous activation. Interestingly, in experiments performed by
Kasahara et al. (37) using negative-sort purified cells, TCR1*CD8" cells
responded well in the presence of ConA or anti-CD3 in combination
with exogenous growth factors, whereas CD8  cells did not. The
differences in CD8™ cell proliferation observed in our study may be
the result of different stimulation protocols. Studies on Salmonella
typhimurium by Berndt et al. (42, 43), for example, showed an increase
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V gene usage in the yand & chain repertoires of cultured splenocytes. (A) Gene usage of the different Vy segments is shown for the three animals on
days 0 and 21 of cell culture. (B) Gene usage of the different V& segments is shown for the three animals on days 0 and 21 of cell culture. The most

prevalent Vy and V& segments are shown in red.

in CD8"TCRI1" cells after infection. These findings are consistent with
our results, but we cannot conclude that there was a change in the CD8
phenotype of the expanding cells, as we lacked information regarding
their initial CD8 status.

In the next step of our analyses, we took advantage of a recently
developed protocol for TCR profiling in our laboratory (Friih et al. in
preparation). This is based on 5° RACE with a primer specific to the
constant C region and a template switch oligo, including a unique
molecular identifier at the 5 end. TCR variable region amplicons were
then generated by two successive rounds of semi-nested PCRs
performed on the cDNA, followed by Illumina sequencing. These
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experiments on mRNA derived from days 0 to 21 of culture were
performed to analyze whether only specific clonotypes for gamma and
delta were preferentially stimulated by IL-2 and IL-12 among the
examined animals and would therefore be responsible for the long-
living cells in the culture, or alternatively, whether dominant clonotypes
were an individual outcome after stimulation. For example, in humans,
IL-12 causes expansion and differentiation of a specific Y0 T cell
subpopulation, namely Vy2V32 T cells (66).

Changes in the y and 8 repertoires were recognized in different
aspects. Long-term culture led to a smaller number of expressed V
regions for gamma and delta chains; the expressed V regions
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appeared at a higher frequency on day 21, and the dominant
clonotypes differed between days 0 and 21. Cell proliferation
appears to be independent of the frequency of clonotypes present
on day 0, as the most prevalent clonotypes on day 21 do not align
with those observed as the most prevalent on day 0 and vary between
animals. Thus, the individual outcomes of different cultures may be
the result of previous in vivo activation and in vitro expansion of cells.
This was less pronounced in animal 3, in which the repertoire after
stimulation was less restricted. Interestingly, this animal showed the
highest proliferation capacity after three weeks of culture. Notably,
three weeks after stimulation, the most frequently used V7y gene
family was identical in all animals.

So far, only a few analyses of the TCR repertoire have been
conducted in chickens. In a study by Dixon et al, a single
TRGV gene, TRGV3.3, was dominant in all tissues analyzed.
This gene comprises 30%-40% of the entire TCR gamma
repertoire (8). In contrast, we were unable to identify a single
dominant TRGV gene on day 0. This difference may be due to
the different chicken genome sequences and lines used for
the analyses.

In conclusion, our data demonstrated that chicken Y3 T cells
can be stimulated for extended periods with IL-2 and IL-12 in cell
culture. In this culture, there is a shift to a more restricted
repertoire. This culture system will be very useful for
characterizing y§ T cell function in future experiments and for
obtaining more information regarding Y5 TCR ligands.
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Suppl. Fig. 1: Gating strategy for flow cytometry analysis.

Splenocytes were isolated by density-gradient centrifugation and stained with TCR1 and CT8 mAbs,
and a Fixable Viability Dye. Percentages of the different cell populations are indicated.
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Suppl. Fig. 2

NGS of the variable gamma and delta regions ‘
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CCC“ C-specific primer
Template Switch Oligo with UMI ‘

M AAGCAGTGGTATCAACGCAGAG CTTrGrGrGrG cDNA

Nested Primer 1

LM AAGCAGUGGTAUCAACGCAGAG

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAG CTTrGrGrGrG
CACTCTATCCGACAAGCAGTGGTATCAACGCAG (Primer specific to SmartNNNNa)
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Suppl. Fig. 2: Amplification of TCR y0 variable regions.

Schematic overview of cDNA synthesis and semi-nested PCR amplification of TCR variable regions
with Primers used in each step.

Suppl. Fig. 3
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Suppl. Fig. 3: Titrations of IL-2 and IL-12.

(A) BrdU assay of splenocytes stimulated with IL-2 at various dilutions (initial dilution 1:400, 2-fold
dilutions). (B) BrdU assay of splenocytes stimulated with IL-12 at various dilutions (initial dilution
1:10, 2-fold dilutions). (C) BrdU assay of splenocytes stimulated with a combination of IL-2 (1:800)
and IL-12 at various dilutions (initial dilution 1:10, 2-fold dilutions).

For (A), (B) and (C), animals = 3. Mean + SD; p-values in (A), (B) and (C) p > 0.05 = not significant.
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Suppl. Fig. 4
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Suppl. Fig. 4: Comparison of proliferation with varying seeding densities and different cell culture
media.

(A) BrdU assay of splenocytes stimulated with IL-2 (1:800) and IL-12 (1:80). Proliferation indices of
splenocytes at different seeding densities (2,5x10"5, 5x10"5 and 1x1076 cells/well). (B) BrdU assay
of splenocytes stimulated with IL-2 (1:800) and IL-12 (1:80). Proliferation indices of cells in
different culture media (IMDM 8%FBS, 2%ChS and 1%P/S, RPMI 10%FBS and 1%P/S and RPMI
8%FBS, 2%ChS and 1%P/S). For (A) and (B), animals = 3. Mean + SD; p-values in (A) and (B) p >
0.05 = not significant, unless indicated otherwise: ** =p < 0.01.
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Suppl. Fig. 5: Cell viability of splenocytes stimulated with IL-2 and IL-12 over time.

Cell viability (% of lymphocytes) of splenocytes stimulated with IL-2 and IL-12 was determined by
staining with a Fixable Viability Dye and flow cytometry analysis on day 0, day 7, day 14 and day
21. Animals = 3; Mean + SD.
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Suppl. Fig. 6: Alignment rate of raw sequences using MiXCR and a custom V(D)J reference gene
library.

Successfully aligned sequences (green) are shown for y (top) and d (bottom) chain amplicons from
three animals at day 0 and day 21.
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Suppl. Fig. 7: Number of unique clonotypes in y and 6 chain repertoires on day 0 and day 21 of cell
culture.

For each animal the number of unique clonotypes on day 0 and day 21 (Animall day0,
Animall_day21, Animal2_day0, Animal2 day21, Animal3_day0, Animal3 day21) is indicated for y
and d chains.
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Suppl. Fig. 8
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Suppl. Fig. 8: Clonotype tracking of the most abundant clonotypes on day 0 and day 21 for y chain

TCR sequences.

The most abundant y chain CDR3 clonotypes (see legend) across animals were compared on day 0 and

day 21. Red box indicates a clonotype that was among the most frequent clonotypes on day 0 and day
21 of cell culture. Animals = 3.
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Suppl. Fig. 9

y chains 8 chains

1.00 1000 1,

0.75 0.75

day

B

Frequency
o
(6]

o
Frequency
o
(9]

o

0.25 0.25

B

0.00 0.00
— N fae) — o~
3 3 3 3 3
4 X 4 @ 74
[= [= [= [ [=

Suppl. Fig. 9: Jy and Jo gene usage on day 0 and day 21.

J gene usage of the different Jy and J6 segments is shown for three animals on day 0 and day 21 (see
legend). p-values as indicated, * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** =p < 0.001, **** =p < 0.0001. All
other comparisons: p > 0.05 = not significant.
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Suppl. Fig. 10: Impact of sex and age on yd T cell frequency and proliferation.

(A) yd TCR frequencies in freshly isolated splenocytes on day 0 depicted separately for female and
male animals (each = 3) (% of live lymphocytes). (B) The start of proliferation comparing animals
younger than 4 months with animals older than 4 months (each = 3). (A) and (B): Mean + SD; p-values
as indicated, * = p < 0.05.
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Supplementary Material

Suppl. Table 1: cDNA-synthesis for gamma and delta.

Primer Annealing | 72°C for 3min Mix1 (4,5ul): specific primers (0,5uM each) and RNA
42°C for 2min
Reverse 42°C for Mix2 (5,5ul): reverse transcriptase (10U), buffer (1x), ANTPs (1mM each),
Transcription 90min DTT (2,5mM), oligonucleotide with UMI (1uM), RNase inhibitor (1U)
70°C for Mix2 to Mix1 (10pl)
10min Ligation of 5’ oligonucleotide
Digest of unbound | 37°C for Add 5ul USER® Enzyme per reaction (Uracil DNA glycosylase, NEB)
UMI 60min
Storage -20°C - Storage temperature

Suppl. Table 2: List of used primers for cDNA synthesis, first and second PCR.

cDNA
synthesis

Oligonucleotide
with integrated
UMI

forward

SmartNNNNa

AAGCAGUGGTAUCAACGCAGAGUNNNNUNNNNUNNNNUCTTrGrGrGrG

Specific primer
to C region
gamma

Treverse

CHTCRg_1

CATCGGTCCATTTCACCCGA

Specific primer
to C region
delta

reverse

CHTCRd_1

TCATTAGAGGACATCTCCAAA

First
PCR

Primer specific
to
SmartNNNNa

forward

Smart20

CACTCTATCCGACAAGCAGTGGTATCAACGCAG

Nested primer
C-region
gamma

reverse

CHTCRg 2

TCATGTTCCTCCTGCATGATTTC

Nested primer
C-region delta

reverse

CHTCRd 2

TGATTTCATCACAATGACCTCTGG

Second
PCR

Primer specific
to Smart20 with
Universal
Adapter gamma

forward

Step 1 g

(ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT)CACTCTATCCGACAAG
CAGT

Primer specific
to Smart20 with
Universal
Adapter delta
and a barcode

forward

Step 1 d

(ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT)CGCAACACTCTATCCG
ACAAGCAGT

Nested primer
C-region with
Universal
Adapter gamma

reverse

CHTCRg_3

(GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT)CTGGTGCTGAACTTCCT
TTGTC

Nested primer
C-region with
Universal

Adapter delta
and a barcode

reverse

CHTCRd 3

(GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT)GCTGCGAATAGAATCTC
TCTGCTCCC
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Suppl. Table 3: PCR cycling conditions for the first and second PCR.

First PCR Second PCR
Initial Denaturation | 95°C for 1min 95°C for 1min
Denaturation 95°C for 20sec 95°C for 20sec
Annealing 65°C for 20sec 65°C for 20sec
Elongation 72°C for 50sec 72°C for 50sec
Final Elongation 72°C for 2min 72°C for 5min

Number of cycles

For gamma + delta: 18

For gamma 12,
for delta 15
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6 DISKUSSION

Obwohl Hiihner, zusammen mit Schweinen, Rindern, Schafen und Ziegen (8,171,173,174,268),
zu den Spezies mit einem hohen y6 T-Zell-Anteil gehoren, also eine groRe Zahl der peripheren
T-Zellen in verschiedenen Organen den y6 TCR auf der Oberflache tragt, ist nur wenig zu ihrer
Funktion bekannt. Ihr hohes Vorkommen impliziert aber durchaus eine gewisse Relevanz
dieses Zelltyps fur das Immunsystem. Daher ist es wichtig, einen genaueren Blick auf die y6 T-
Zellen des Huhns zu werfen.

6.1 y& T-Zellen proliferieren in vitro nach IL-2- und IL-12-Stimulation von Milzzellen

Einer der Griinde, weshalb man bisher wenig Uber diese Zellen weil}, ist, dass y& T-Zellen
bislang ex vivo nur schwer zu kultivieren waren. Hier beschreiben wir ein Kultursystem, das
dieses Problem I6st und somit zu weiteren Erkenntnissen beitragen kann.

Um ein selektives Wachstum von Hihner-y T-Zellen aus der Gesamtheit aller Milzzellen in
Zellkultur zu erreichen, haben wir die beiden Zytokine IL-2 und IL-12 verwendet. Bei Sdugern
und Huhn wird IL-2 von T-Zellen produziert und dient der Proliferation und Differenzierung
derselbigen (247). IL-12 wird hingegen von Makrophagen und dendritischen Zellen produziert
und dient beim Menschen unter anderem der Aktivierung von NK-Zellen (239). Die
Abwesenheit von IL-12 flihrt sowohl beim Menschen als auch beim Huhn zu einer Stérung der
IFN-y-Produktion (297,335). Beide Zytokine binden an ihre spezifischen Rezeptoren auf der
Zelloberflache und I6sen dadurch in ihrer Zielzelle die jeweilige Signaltransduktion aus. Beim
Huhn findet man den IL-2-Rezeptor (IL-2R) auf Makrophagen, Thrombozyten und T-Zellen, er
dient als Marker fir die T-Zell-Aktivierung (63,67,336).

Die fur unser Kultursystem genutzten Zytokin-Verdiinnungen wurden mithilfe von BrdU-
Proliferationsassays durch Titrationen des IL-2 und des IL-12 bestimmt, wobei die beiden
Zytokine jeweils alleine oder auch in Kombination getestet wurden. Die hdchsten
Proliferationsindices zeigten sich bei der Kombination der Zytokine, mit einer 1:800-
Verdiinnung des IL-2 und einer 1:80-Verdiinnung des IL-12. Somit wurde diese Kombination
in allen weiteren Experimenten fir die y6 T-Zell-Stimulation eingesetzt. Sowohl frisch isolierte
als auch aufgetaute kryokonservierte Milzzellen wurden fiir die Ermittlung der optimalen
Verdiinnung genutzt und zeigten interessanterweise dieselben Ergebnisse. Wir hatten eher
erwartet, dass die aufgetauten Zellen aufgrund der Lagerung weniger gut auf die Stimulation
ansprechen wiirden. Dass dieses Kultursystem bei solch unterschiedlich behandelten Zellen
jedoch gleich gut funktioniert, spricht fiir seine Robustheit.

Hihner-IL-2 und Hihner-IL-12p40 sind zwar kommerziell erhaltlich, waren aber in
verschiedenen in unserem Labor getesteten Assays nicht liberzeugend, daher entschieden wir
uns fiir die Herstellung unseres eigenen IL-2 und IL-12. Der Vergleich der kommerziell
erhaltlichen Zytokine mit den selbst hergestellten ergab, dass die Kommerziellen zu weniger
guten Ergebnissen in BrdU-Proliferationsassays flihrten, also eine geringere Proliferation der
mit ihnen stimulierten Milzzellen erreichten.
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Wir haben in dieser Arbeit die von uns eingesetzten Zytokin-Verdiinnungen angegeben, da es
kein adaquates System gibt, die Konzentration von Hiihner-IL-2 und -IL-12 zu bestimmen. Die
bei Sdugern haufig genutzte Methode eines indirekten Sandwich-ELISAs (337) ist beim Huhn
aufgrund des Mangels an notwendigen Reagenzien, wie einem passenden Zytokin-Standard
fir das jeweilige Zytokin zur Erstellung von Standardkurven, aktuell noch nicht anwendbar.
Spezifische Antikorper gegen Hiihner-IL-12p40 (338) und gegen Hihner-IL-2 (339,340) wurden
zwar generiert, aber nicht fir die Quantifizierung des Zytokins etabliert. Somit sollten andere
Laboratorien, wenn sie dieses Stimulationsprotokoll reproduzieren wollen, die optimale
Verdinnung ihrer Zytokine ebenso mit Proliferationsassays, wie dem BrdU-ELISA, bestimmen.
Ein weiterer Punkt, der daflrspricht, ist die Tatsache, dass nicht jedes Labor dieselbe
Hlhnerlinie fir ihre Versuche nutzt und es durchaus moglich ist, dass die Milzzellen dieser
anderen Linien sensitiver oder weniger sensitiv auf die Zytokine reagieren. Somit wiirden die
Angaben einer genauen Konzentration nur als Anhaltspunkt dienen, aber die optimale
Verdiinnung misste dennoch, bestenfalls durch einen Proliferationsassay, bestimmt werden.

Die Kombination aus IL-2 und IL-12 wurde auch zuvor schon erfolgreich in unserem Labor fiir
verschiedene Experimente eingesetzt, um Hihner-yd T-Zellen zu stimulieren. Fenzl et al. (281)
fihrten mithilfe dieses Stimulationsprotokolls Zytotoxizitatsassays mit y& T-Zellen durch,
Huhle et al. (293) nutzten es, um die Expression eines neuen CD45-spezifischen mAK auf yé T-
Zellen zu testen, und Scherer et al. (294) charakterisierten OX40 und OX40L, ein wichtiges
costimulatorisches Molekll der T-Zellen (341), unter anderem auf mit IL-2 und IL-12
stimulierten yb T-Zellen.

Aufgrund des Nutzens eines solchen Kultursystems entschieden wir uns, es ausfiihrlicher zu
testen und zu optimieren, um bestmogliche Proliferationsergebnisse zu erzielen und dadurch
zu ermoglichen, Hihner-y6 T-Zellen basierend darauf weiter zu erforschen.

In Menschen und Mdusen hingegen wird die Kombination aus IL-2 und IL-12 haufig genutzt,
um NK-Zellen zu stimulieren (238-240). Basierend darauf konnten weitere Versuche mit
diesem Zelltyp gemacht werden, wie der Untersuchung des Effekts der beiden Zytokine auf
die CXCR3-Expression von NK-Zellen (342), oder der IL-2/IL-12-induzierten Aktivierung
invarianter NK T-Zellen zur Sekretion verschiedener Zytokine und Hochregulation der Perforin-
Expression (343).

Betrachtet man die Zytokine IL-2 und IL-12 jeweils alleine und vergleichend mit ihrer
Kombination, fallt auf, dass sie im richtigen Verhaltnis zueinander einen starkeren Effekt
ausiben als alleine. So beobachteten Ueta et al. (189), dass eine zusétzliche Gabe von IL-2 den
Effekt des IL-12 auf die y6 T-Zell-Proliferation verstarkte. Gately et al. (242) demonstrierten,
dass IL-12 alleine zu einer Proliferation aktivierter T-Zellen fihrte, aber nur in einem
geringeren Ausmal$ als IL-2 alleine. In einer anderen Studie flhrte IL-12 in allen Dosen zu
Proliferation und zytotoxischer Aktivitat aktivierter humaner CD8* T-Zellen, isoliert aus Blut.
In Kombination mit niedrigen Dosen IL-2, beide zusammen an Tag 1 zu den Zellen gegeben,
wurde dieser Effekt verstarkt, in Kombination mit héheren Dosen IL-2 jedoch gehemmt (241).
Auch andere Forschungen ergaben einen moglichen konzentrationsabhdngigen hemmenden
Effekt des IL-12 auf die Proliferation von NK-Zellen (344) oder y6 T-Zellen und NK-Zellen (345),
wenn diese zusatzlich mit IL-2 stimuliert wurden. Dies spricht wiederum fiir die unbedingte
Notwendigkeit der Ermittlung optimaler Verdiinnungen von IL-2 und IL-12, um nicht den
gegenteiligen Effekt zu erreichen als eigentlich gewiinscht.

Beim Huhn wurde ebenfalls gezeigt, dass diese Zytokin-Kombination einen synergistischen
Effekt auf y6 T-Zellen hat, im Vergleich zu IL-2 oder IL-12 alleine. IL-12 selbst war ndmlich nicht
in der Lage, die zytotoxische Fahigkeit der y& T-Zellen zu induzieren, die Kombination der
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beiden jedoch schon. Sie fiihrte zu starken zytotoxischen Effektorfunktionen (281). Auch
unsere BrdU-Proliferationsassay-Ergebnisse zeigten einen verstarkten Effekt der beiden
Zytokine zusammen auf die Proliferationskapazitdt von Hiihner-yd T-Zellen. IL-12 alleine
forderte die Proliferation nur schwach, IL-2 alleine erhohte sie schon deutlich, die
Kombination der beiden flihrte schlielich zum grofSten Effekt auf die Proliferationskapazitat.
Betrachtet man Figure 1 (346), sieht man die Effekte der Zytokine in ihrer jeweiligen
Verdinnung auf die yd T-Zell-Proliferation anhand der gemessenen Proliferationsindices im
BrdU-Proliferationsassay.

Warum fihrt die Kombination aus den beiden Zytokinen IL-2 und IL-12 beim Huhn zum
selektiven Wachstum von y& T-Zellen und nicht zu dem von af T-Zellen? IL-2 alleine stimuliert
als T-Zell-Wachstumsfaktor sowohl yé als auch af T-Zellen. Bei IL-12 verhalt sich das jedoch
anders. Ueta et al. (189) haben gezeigt, dass IL-12 im Menschen zwar einen stimulierenden
Effekt auf yo T-Zellen aus dem Blut hatte, aber nicht auf aB T-Zellen. Gemessen wurde die
Aktivierung der y6 T-Zellen anhand der Oberflaichenexpression von CD25. Sie stellten die
Vermutung an, dass y6 T-Zellen eine hohere Zahl an funktionalem IL-12R auf ihrer Oberflache
exprimieren als aB T-Zellen. Yang et al. (197) stellten fest, dass sowohl IL-12 als auch IL-2
zusammen mit HMBPP zur Expansion eines spezifischen y6 T-Zell-Subtyps flihrten, namlich
Vy2Vé2 (eigentlich Vy9Vd2 genannt).

Kasahara et al. (127) beobachteten bei anderen Zellkultursystemen mit Hihnerzellen, dass a3
T-Zellen im Lauf der Stimulation von den proliferierenden yé T-Zellen tiberwachsen wurden.
Auch in diesen Systemen wurde unter anderem IL-2 zur Stimulation genutzt. Aber auch
bezliglich der Wirkung von IL-2 auf Hiihner-T-Zellen konnten Choi et al. (282) nach der
Injektion von IL-2-DNA in junge Hihner einen deutlicheren Effekt auf CD8* y& T-Zellen
feststellen als auf ap T-Zellen, namlich anhand einer gestiegenen Prozentzahl von yé T-Zellen
in der Milz. In vorherigen Experimenten konnten wir zeigen, dass IL-2 vorzugshalber CD8*
Zellen in 6-Tages-Kulturen stimulierte, wahrend IL-18 das Wachstum von CD4* Zellen férderte
(292), der TCR-Phanotyp dieser Zellen wurde jedoch nicht weiter analysiert. Dahingehend
kann man also nur Vermutungen anstellen, ob die durch IL-2 bevorzugt stimulierten CD8*
Zellen zu einem groReren Teil den y6 T-Zellen angehérten oder nicht.

Ein selektives Wachstum von yd T-Zellen wurde auch schon in verschiedenen anderen
Stimulationsprotokollen von Menschen, Mausen, Schweinen und auch Hiihnern gezeigt.
Rajasekar et al. (235) beobachteten eine Proliferation von y& T-Zellen durch hohe Dosen
lonomycin. Behr et al. (214) stimulierten eine spezifische y6 T-Zell-Subpopulation (Vy9Vé2) in
Blut-Lymphozyten mit Bestandteilen von Plasmodium falciparum, dem Erreger von Malaria
tropica, Domae et al. (234) konnten diese Subpopulation ebenfalls stimulieren, und zwar
mithilfe von IL-12 und IL-18, aber erst nach ihrer Aktivierung durch IL-2 und Zoledronsaure.
Lynch et al. (236) folgerten aus verschiedenen Stimulationsversuchen, dass y6 T-Zellen der
Maus sowohl auf eine Kombination aus Zytokinen wie IL-2 + IL-7 oder IL-2 + IL-1 mit
Proliferation reagierten als auch auf eine Kombination aus TCR-Crosslinking und Zytokinen,
aber nicht auf TCR-Crosslinking alleine. Sedlak et al. (237) stellten fest, dass Schweine-y6 T-
Zellen im Blut durch die Kombination aus verschiedenen Zytokinen wie IL-2, IL-12 oder IL-18
mit ConA proliferierten.

Kasahara et al. (127) fiihrten die ersten Versuche durch, Hiihner-yd T-Zellen zu stimulieren,
woflr unter anderem mit einer Kombination aus dem Lektin ConA und |8slichen exogenen
Wachstumsfaktoren, gewonnen aus dem Uberstand von mit ConA stimulierten Milzzellen,
oder mit der Kombination aus anti-CD3 Antikérpern und dem ConA-Uberstand gearbeitet
wurde. Alleine mit ConA oder anti-CD3 proliferierten sie nur schwach. Damit wurde gezeigt,



DISKUSSION 54

dass y6 T-Zell-Proliferation durch eine Kombination aus Rezeptorligation und Zytokin-
enthaltendem Zellkulturiiberstand erreicht werden kann, diese Zellen also nicht alleine
proliferieren kénnen, sondern die Hilfe anderer Zellen, vermutlich der aff T-Zellen brauchen.
Zusatzlich konnte durch die Nutzung eines anti-IL-2R-Antikorpers und der infolgedessen
ausbleibenden Proliferation nachgewiesen werden, dass ein wichtiger im Zellkulturiiberstand
enthaltener exogener Wachstumsfaktor fir die yd T-Zellen IL-2 sein musste.

Choi et al. (282) beschrieben ein Kultursystem fiir Hiihner-yd T-Zellen, dass mithilfe einer
Kombination aus IL-2 und ConA betrieben wurde.

Diese Studien sprechen alle zusammen fiir die Notwendigkeit einer dualen Stimulation von yb
T-Zellen entweder durch TCR-Crosslinking in Kombination mit einem Zytokin oder durch zwei
Zytokine, wie auch in dieser Arbeit gezeigt wird.

Moglicherweise induziert die Lektinstimulation in der Milzzell-Kultur Bystander-Zellen dazu,
IL-12 zu sezernieren. Mogliche Bystander-Zellen waren die a3 T-Zellen, deren Aktivierung zur
Produktion von IL-2 fihren kdnnte. Van der Heyde et al. (243) entdeckten eine Abhadngigkeit
der Expansion von y& T-Zellen nach Malaria-Infektion bei Mausen von CD4* aff T-Zellen,
Pechhold et al. (215) sahen, dass Blut-yd T-Zellen CD4* aff T-Zellen des Tul-Typs fir die
Proliferation nach Aktivierung durch M. tubercolis bendtigten.

Wir vermuten, dass IL-2 oder TCR-Crosslinking fiir die Hochregulation des IL-12-Rezeptors auf
v6 T-Zellen essenziell sind. Aufgrund des Mangels an einem Reagenz, um den Hihner-IL-12-
Rezeptor zu detektieren, konnten wir dies leider nicht untersuchen. Diese Annahme bekraftigt
die Studie von Wang et al. (240) bezliglich NK-Zellen des Menschen. Hier flihrte eine
Stimulation von NK-Zellen mit IL-2 zu einer Hochregulation der IL-12R-Expression und auch
der Hochregulation und Aufrechterhaltung der Expression von STAT4, wichtig fir das IL-12-
Signaling in NK-Zellen, was beides zu einem besseren Ansprechen der Zellen auf IL-12 flhrte.
Ueta et al. (189) zeigten, dass humane y& T-Zellen, nach Stimulation mit IL-12, CD25, also den
IL-2R, exprimierten und daraufhin nach IL-2-Zugabe sehr gut proliferierten.

Also flhren die beiden Zytokine moglicherweise gegenseitig zu einer Hochregulation ihrer
Rezeptoren, was fiir ihren synergistischen Effekt sprechen wiirde. Ein solches Zusammenspiel
wurde schon bei anderen Zytokin-Kombinationen entdeckt, wie bei IL-4 und IL-12 (347).

Die Tatsache, dass y& T-Zellen auch Antigen-unabhangig, also rein durch Zytokine, aktiviert
werden kdnnen und proliferieren, weist wiederum auf die Annahme hin, dass yé T-Zellen nicht
nur Rollen im adaptiven Immunsystem, sondern auch im angeborenen Immunsystem
innehaben, wie es auch Ribeiro et al. (185) beziglich des Vy9Vvé2* T-Zell-Subtyps des
Menschen darstellten. Auch die Beobachtungen von Ueta et al. (189) zeigten die Rolle der y6
T-Zellen im angeborenen Immunsystem auf, und zwar konnten y& T-Zellen Antigen-
unspezifisch durch l6sliche Faktoren aktiviert werden, wie IL-12 und TNF-a, die beide von
Phagozyten als Reaktion auf Mykobakterien gebildet wurden. Das heif’t, yd T-Zellen kénnen
vermutlich ohne TCR-Bindung durch Zytokine aktiviert werden und proliferieren, wodurch sie
dann schneller auf Pathogene reagieren.

Interessanterweise stellten Berndt et al. (295) ein PBL-Kultursystem vor, in welchem IL-2 in
Kombination mit PMA fiir die y6 T-Zell-Proliferation beim Huhn genutzt wurde. PMA wird
h&ufig zusammen mit lonomycin fir die T-Zell-Stimulation angewandt (348,349), so auch beim
Schwein zur y6 T-Zell-Stimulation (184). PMA fiihrt zur Aktivierung der Proteinkinase C, einem
Enzym mit Schlisselrolle im Signaling der Immunzellen (350).

Wir hingegen konnten keine Proliferation von Blut-y® T-Zellen oder IELs durch die IL-2-/1L-12-
Costimulation erreichen. Diese Differenzen kénnten entweder in der Nutzung verschiedener
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Hihnerlinien oder vermutlich eher in der PMA versus IL-12 Stimulation begriindet sein.
Moglicherweise konnen Hithner-yd T-Zellen in Blut oder Darm nur eine geringere Dichte an IL-
12-Rezeptoren auf der Zelloberflache aufweisen, verglichen mit yé T-Zellen der Milz, was fir
diese mangelnde Proliferation sprechen kénnte. Auch hierfiir ware ein Reagenz zur Detektion
des Hihner-IL-12-Rezeptors hilfreich. Im Vergleich dazu sprechen Blut-yd T-Zellen des
Menschen durchaus auf eine IL-2-/IL-12-Costimulation an (189) und es scheint auf jeden Fall
PBMCs mit einem funktionalen IL-12R zu geben (351).

Als Bestandteil zukiinftiger Studien ware es interessant zu untersuchen, ob Hiihner-y6 T-Zellen
unter der IL-2-/IL-12-Costimulation Zytokine produzieren, wie beispielsweise IFN-y. Diese
Effektorfunktion wurde in anderen Spezies, wie Schwein (237) und Rind (249), beschrieben, in
welchen mit unter anderem IL-2-/IL-12-stimulierte y6 T-Zellen IFN-y produzierten. Namlich
zeigten Sedlak et al. (237), dass aufgereinigte y& T-Zellen des Schweins nach Stimulation mit
IL-2 und IL-12 IFN-y produzierten, aber nur maRige Proliferation zeigten. Die Produktion des
IFN-y konnte durch Zugabe von IL-18 noch erhéht werden. Price et al. (249) beschrieben, dass
y6 T-Zellen im Rind nach Stimulation mit IL-12 und IL-18 IFN-y produzierten. So auch yb T-
Zellen und NK-Zellen der Maus, die durch die resultierende IFN-y Produktion vor einer
Infektion mit Cryptococcus neoformans geschitzt wurden (221). y6 T-Zellen und NK-Zellen aus
humanem Blut produzierten nach Stimulation mit IL-12, unter anderem zusammen mit IL-2,
IFN-y (198), und auch Chan et al. (250) zeigten, dass IL-12 zur IFN-y Produktion humaner PBLs
und von Mduse-Milzzellen beitrug.

Zusatzlich zur IFN-y Produktion sezernierten aktivierte yd T-Zellen aus menschlichem Blut,
nach Stimulation mit IL-2 und IL-12 oder IL-2 und IL-12 und IL-18, TNF-a. und IL-17 (251). Auch
die mit HMBPP + IL-12 stimulierbaren Vy2V62* T-Zellen, wie von Yang et al. (197)
demonstriert, produzierten neben IFN-y unter anderem TNF-a und GM-CSF. Beziiglich dieser
v6 T-Zell-Subpopulation bei Menschen zeigten auch Domae et al. (234) eine Antigen-
unabhangige IFN-y Produktion durch Stimulation mit IL-12 und IL-18. Eine Stimulation mit IL-
12 und IL-2 flihrte auch zur IFN-y Produktion, jedoch in deutlich geringerem AusmalR als mit
IL-12 und IL-18.

Das beim Sauger fur die IFN-y Produktion wichtige Zytokin, das IL-18 (IFN-y inducing factor),
ist auch beim Huhn schon bekannt und kann beispielsweise in primaren Milzzell-Kulturen die
IFN-y Produktion anregen (298), oder zur Proliferation und IFN-y-Sekretion von CD4* T-Zellen
aus der Milz fihren (292).

Somit bleibt herauszufinden, wie sich die y& T-Zellen des Huhns verhalten, auch beim
Vergleich einer IL-2/IL-12-Costimulation mit einer zusatzlichen Gabe von IL-18. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass Hiihner-yb T-Zellen aus dem Blut nach einer MDV-Infektion oder
MDV-Vakzinierung ebenfalls IFN-y produzieren kénnen (274,283). Man weil3, dass yd T-Zellen
unter einer anderen Stimulation IFN-y produzieren kénnen, wie mit TCR1-mAK stimulierte
PBMCs (283) oder CD8* y& T-Zellen nach Infektion mit Salmonella Typhimurium (284).
Zusatzlich dazu wiére es auch wichtig zu Gberpriifen, ob die mit IL-2/IL-12 stimulierten y6 T-
Zellen des Huhns, sofern sie Zytokine produzieren, dies auch tiber den gesamten Zeitraum der
Stimulation tun, also bis zu 21 Tage, oder nur begrenzt. Wang et al. (240) demonstrierten
namlich, dass NK-Zellen unter der Stimulation von IL-2 und IL-12 vermehrt IFN-y produzierten,
aber nur zu Beginn der Stimulation, und zwar hauptsachlich in den ersten 24 Stunden in Kultur.

Waéhrend der Etablierung des in vitro-Kultursystems haben wir Variablen entdeckt, die die
Entwicklung der Zellen in Kultur beeinflussen. Durchflusszytometrische Messungen der
praparierten totalen Milzzellen zeigten an Tag O eine Spanne von 15-60% an TCR1* Zellen bei
Tieren unterschiedlichen Geschlechts und Alters. Dies stimmt zum Teil mit friilheren Studien
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Uberein, welche eine Spanne zwischen 20 und 30% beobachteten (8,127). Die Prozentzahl an
TCR1* Zellen an Tag 0O variierte zwischen mannlichen und weiblichen Tieren mit 15 bis 25% in
Weibchen und 30 bis 60% in Mdnnchen (Supplemental Figure 10A) (346). Von einer Androgen-
induzierten Expansion der y& T-Zellen in Blut und Milz mannlicher Tiere in einem Alter
zwischen 4 und 6 Monaten wurde schon berichtet, bei Weibchen war ein solcher Anstieg im
Alter nicht zu sehen (269). Auch bei unseren Daten zeigten weibliche Tiere eine deutlich
geringere yb T-Zell-Frequenz in der Milz als mannliche Tiere. Aber wir beobachteten teilweise
nur einen geringen Anstieg der y6 T-Zell-Frequenz beim Vergleich jlingerer und alterer
mannlicher Tiere.

Die Proliferationskapazitaten der von mannlichen und weiblichen Tieren abstammenden
Milzzellen waren identisch, beide proliferierten bis zu 21 Tage lang und konnten in dieser Zeit
gleichermalien flir Versuche genutzt werden. Das Alter der untersuchten Hiihner hatte jedoch
einen Effekt auf das Ergebnis der Kultur. Milzzellen von Tieren alter als 4 Monate starteten 2-
4 Tage friiher mit der Proliferation (Supplemental Figure 10B) (346), und auch zuverlassiger,
als Milzzellen jlingerer Tiere. Dies konnte zum einen mit der zum Teil hoheren y& T-Zell-
Frequenz in der Milz dlterer Tiere, zumindest bei Mdannchen, zusammenhangen oder auch mit
der Reaktivitat der Zellen auf die Zytokine IL-2 und IL-12, vielleicht bezliglich einer starkeren
Hochregulation des IL-2R und IL-12R im Alter.

6.2 Verschiedene yb T-Zell-Populationen reagieren auf Zytokinstimulation

Durchflusszytometrische Messungen der mit IL-2 und IL-12 costimulierten Hihner-Milzzellen
mit einem y& TCR-Antikdrper und einem CD8-Antikérper zeigten ein unterschiedliches
Verhalten der einzelnen Subpopulationen (iber die Zeit von Tag 0 bis Tag 21 auf (Figure 2A)
(346): die TCR1CD8 Zellen verschwanden fast komplett, die Zahl der TCR1'CD8* Zellen nahm
ab und die TCR1*CD8 Zellen blieben im selben Frequenzbereich erhalten, wahrend die
Frequenz der TCR1*CD8* Zellen anstieg. Die TCR1*CD8" Zellen konnte man zusatzlich anhand
der Expressionsstarke ihres yd TCRs in zwei Subpopulationen einteilen. Die CD8-Expression
schauten wir uns an, da y6 T-Zellen in der Milz zu einem grof3en Teil, bis zu 80%, CD8* waren,
was implizierte, dass es essenziell fiir die Funktion der yd T-Zellen beim Huhn ist. Dies stimmt
mit alteren Studien Uberein, die zudem beobachteten, dass die CD8-Expression im Blut
deutlich geringer ist (127). Beim Mensch exprimieren fast 50% der y6 T-Zellen in der Milz CDS,
im Blut nur bis zu 30% (124). CD8 dient zum einen als Corezeptor des TCRs bezliglich der
Antigenerkennung (122), zum anderen unterstitzt es die T-Zellaktivierung (129,130).

Um die IL-2- und IL-12-responsiven Zellen weiter zu charakterisieren, flihrten wir Sort-
Experimente dreier Subpopulationen (TCR1*CD8*, TCR1M&"CD8, TCR1"%“CD8’) durch,
basierend auf y6 TCR- und CD8-Expression (Figure 3A) (346). Mit diesen Experimenten wollten
wir folgende Fragen beantworten: Erstens, ist die Proliferation abhangig von Bystander-
Zellen? Zweitens, bestimmt nur einer der Phanotypen die Proliferationskapazitdt? Und
drittens, bleiben die verschiedenen Phanotypen in Zellkultur stabil? Da wir zuvor totale
Milzzellen fir unsere Versuche genutzt haben, konnten wir nicht ausschlieRen, dass
zusatzliche Faktoren, wie die co-kultivierten Zellen, Einfluss auf die Proliferation der y6 T-
Zellen haben. Unsere Hypothese fiir die gesorteten Subpopulationen war, dass nur die CD8*
Zellen proliferieren werden, und dass die TCR1"&8"CD8" Zellen auf die Stimulation mit einer
Hochregulation von CD8 reagieren kdnnten. Ahnliches beobachteten ndmlich Kasahara et al.
(127). Negativ-gesortete CD8* Hiihner-yd T-Zellen, im Forward Scatter groRer als die CD8 yé
T-Zellen, reagierten mit deutlicher Proliferation auf eine Stimulation mit anti-CD3 in
Kombination mit exogenen Wachstumsfaktoren, sehr wahrscheinlich IL-2, CD8 Hiihner-y6 T-
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Zellen reagierten jedoch nicht. Zusatzlich stellten sie fest, dass nahezu alle proliferierenden y6
T-Zellen nach ein paar Tagen in Kultur CD8* waren.

Auch die Versuche von Pieper et al. (284) zeigten die Tendenz, dass nach Infektion mit
Salmonella Typhimurium nur die CD8* y6 T-Zellen stimuliert wurden, aber nicht die CD8".

Unsere Experimente zeigten jedoch, dass alle drei Subpopulationen in den getesteten Tieren
deutlich proliferierten, und zwar mit keinem Unterschied zwischen CD8 und CD8* Zellen.
Diese Beobachtung weist darauf hin, dass keine anderen Zellen in Kultur benétigt werden,
weder fir zusatzliche Zytokinsekretion noch fiir Stimulation durch Zell-Zell-Kontakt. Da alle
TCR-Subpopulationen proliferierten (Figure 3B) (346), konnte auch die zweite Frage Uber die
Limitierung der Proliferationskapazitat durch die Reaktivitat nur eines Subtyps auf die beiden
Zytokine verneint werden. Der Phanotyp beziiglich der CD8-Expression blieb liber die Zeit der
Proliferation nicht stabil; im Durchschnitt regulierte ein Drittel der TCR1"8"CD8" Zellen CD8
nach 7 Tagen hoch, bei den TCR1'°"CD8 Zellen war dies auch sichtbar, aber in deutlich
geringerem Ausmalfd (im Durchschnitt 8%). Der Phanotyp der doppeltpositiven Zellen blieb
hingegen stabil (Figure 3C und D) (346).

Der Unterschied zu Kasahara et al. (127), bei dem nur die CD8* y6 T-Zellen reagierten, kénnte
im anderen Stimulationsprotokoll begriindet liegen, namlich der Kombination aus anti-CD3
und IL-2. Aufgrund dieses yb TCR-Crosslinking tiber anti-CD3 wird vermutlich auch der TCR-
Corezeptor CD8 angesprochen, der dann tber die Verkniipfung mit der Tyrosinkinase Lck die
Signaltransduktion unterstiitzt.

Wir hingegen nutzten eine Kombination aus IL- 2 und IL-12, arbeiteten also nicht tGber TCR-
Crosslinking, und erreichten eventuell deswegen eine zuerst von CD8 unabhangige
Proliferation der yb T-Zellen.

Allgemein schlieBen wir aus unseren Beobachtungen, dass die y6 T-Zell-Stimulation mit IL-2
und IL-12 zur Expression von CD8 fiihrte, und dass die TCR-Dichte moglicherweise ein Zeichen
fiir die vorherige Aktivierung ist, weshalb vor allem die Subpopulationen mit einer héheren
TCR-Dichte, also die TCR1*CD8* und die TCR1"8"CD8" Zellen, im Lauf der Stimulation vermehrt
CD8 exprimierten bzw. hochregulierten. Daher ware es besonders wichtig zu untersuchen, ob
wirklich ein Zusammenhang zwischen Zytokinproduktion, wie hier IL-2 und IL-12, oder auch
anderer Zytokine, und der CD8-Expression in Hiihnern besteht.

Es ist schon bekannt, dass die Stimulation mit IL-2 beim Huhn hauptsachlich zur Stimulation
CD8* Zellen fiihrt (292). Auch beim Menschen ist IL-2 essenziell fir die Expansion aktivierter
CD8* T-Zellen (246). MacDonald et al. zeigten eine Expansion CD3*CD8* Thymozyten der Maus
nach Stimulation mit IL-2 und ConA (352) und ein paar Jahre spéter, dass ein Teil der
doppeltnegativen yé T-Zellen nach dieser Stimulation CD8 exprimierte (244). Spetz et al. (353)
bestatigten dies, bei Mausen fiihrte die Stimulation doppeltnegativer Thymozyten mit ConA
oder anti-CD3 und IL-2 in vitro zur Differenzierung in CD8*yb T-Zellen. Dies trat aber nur ein,
sofern af T-Zellen in der initialen Population enthalten waren. Cron et al. (245) zeigten eine
Hochregulation von CD8 auf doppeltnegativen Mduse-yd T-Zellen aus der Milz nach 7-tagiger
Stimulation mit anti-CD3 und IL-2. Auch beim Schwein vermuteten Sinkora et al. (354) eine
stimulationsbedingte Expression von CD8 auf y6 T-Zellen, und Laursen et al. (274) konnten
einen Anstieg CD8* y6 T-Zellen in der Hihnermilz nach Infektion mit MDV feststellen.

Aufgrund dieses in unseren Studien beobachteten CD8-Verhaltens ware es interessant
herauszufinden, ob nur bestimmte y6 T-Zell-Subtypen CD8 exprimieren konnen. Dies kénnte
man moglicherweise durch Next Generation Sequencing gesorteter CD8* und CD8 y6 T-Zellen
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und einem erneuten Sort und der Sequenzierung der CD8" Zellen, die nach 7 Tagen in Kultur
mit IL-2 und IL-12 CD8" geworden sind, herausfinden, und zwar anhand von
Ubereinstimmungen in den genutzten Vy- und V5-Sequenzen.

Auch Infektionen fiihrten zu einem Anstieg CD8* y6 T-Zellen beim Huhn. So zeigten Studien
mit Salmonella typhimurium von Berndt et al. (275,276) einen Anstieg der CD8*TCR1* Zellen.
Dies stimmt mit unseren Beobachtungen bezlglich der Expansion CD8* y& T-Zellen nach
Aktivierung Giberein. Da wir aber keine Informationen zum initialen CD8-Status dieser Zellen
haben, kénnen wir daraus keine Schliisse iiber eine Anderung des CD8-Phinotyps der
expandierenden Zellen ziehen. Einen Hinweis lieferte aber die geringere Zahl CD8 yé T-Zellen
nach Infektion in der Peripherie, eine mogliche Erklarung konnte die Hochregulation der CD8-
Expression sein, aber auch eine Abwanderung dieser Zellen zu Infektionsherden in Geweben
(275).

6.3 Zytokinstimulation von yb T-Zellen fuhrt zu einem eingeschrankten TCR-
Repertoire

Im nachsten Schritt unserer Studie nutzten wir den Vorteil eines kirzlich in unserem Labor
entwickelten Protokolls flir TCR-Profiling (15). Dieses basiert auf 5° RACE (355) mit einem
Primer spezifisch fiir die konstante C-Region, in unserer Arbeit fir y und 6, und einem
Template-switch Oligonukleotid, einschlieBlich Unique Molecular Identifier (UMI), am 5‘ Ende.
Amplikons variabler Regionen der TCRs werden durch zwei erfolgreiche Runden von semi-
nested PCRs generiert, die auf der cDNA durchgefihrt werden, und zwar mithilfe von Primern
spezifisch fir das Template-switch Oligonukleotid und fir die konstante C-Region
(Supplemental Figure 2 und Suppl. Tables 1-3) (346). Die Produkte werden schlielich durch
Illumina-Sequenzierung analysiert. Dadurch kann die gesamte Diversitat der variablen Region
vervielfaltigt werden. Angelehnt wurde das Protokoll an zwei etablierte Systeme fiir das TCR-
Profiling, einmal flir den Menschen (300) und einmal fir die Rételmaus (301), und schlieRlich
fiir das Huhn angepasst. Mamedov et al. (300) nutzten ein spezifisches Oligonukleotid fir die
cDNA-Synthese, das durch Template-Switching einen Adapter am 5‘ Ende erzeugt und einen
Barcode, wie das UMI, enthilt. Die anschlieRende PCR war eine Kombination aus step-out PCR
am 5 Ende (355) und nested PCR am 3‘ Ende (356,357). Dieses Protokoll ist unter anderem
auf eine anschlieRende Illumina-Sequenzierung ausgelegt, die auch bei uns in Anspruch
genommen wurde. Migalska et al. (301) orientierten sich auch an dem von Mamedov et al.
(300) etablierten Protokoll und adaptierten es fiir das TCR-Profiling der ap T-Zellen von der
Rotelmaus. Auch fiir das Schwein wurde ein auf NGS basierendes TCR-Profiling-Protokoll mit
5’ RACE fiir y6 T-Zellen entwickelt (302).

Warum bieten UMlIs Vorteile? Es handelt sich um Barcodes bestehend aus Random
Oligonukleotiden, in unserem Fall aus 12 Nukleotiden. Durch UMIs kann unterschieden
werden, ob identische Sequenzen von verschiedenen Molekiilen abstammen oder durch PCR-
Amplifikation desselben Molekiils entstanden, also PCR-Duplikate sind (358). Aird et al. (359)
beschrieben das Problem, dass eine Verzerrung in der PCR-Amplifikation zur
Uberreprisentation bestimmter Sequenzen fiihren kann. Sims et al. (360) schlugen vor, dies
durch Entfernen der Reads mit identischen Sequenzen zu verhindern, um somit Fehler in der
Quantifizierung zu vermeiden. Das macht fiir die Daten, bei denen zwei unterschiedliche
Molekiile mit gleichem Alignment nicht erwartet werden, durchaus Sinn. Auch die
Sequenziertiefe nimmt Einfluss auf diese Verzerrung. Bei unseren Daten ware das allerdings
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wenig sinnvoll, da wir davon ausgingen, dass das Vorkommen identischer Sequenzen
physiologisch ist. Das Einflihren von UMlIs hingegen ermoglichte durch den Einbau an jeweils
die gleiche Stelle in jedem Molekil wahrend der cDNA-Synthese, also noch vor den PCR-
Zyklen, die wirklichen PCR-Duplikate auszusortieren, da sie die gleichen UMIs zeigten. Sie
konnten dadurch schon haufig erfolgreich fir NGS genutzt werden (305,306) und der
effizienten Korrektur von PCR- und Sequenzierungs-Fehlern dienen (307).

Unsere Experimente wurden mit mRNA, welche an Tag 0 aus der Zellkultur unstimulierter
Milzzellen und an Tag 21 aus stimulierten Milzzellen isoliert wurde, durchgefiihrt. Sie dienten
dem Vergleich des genutzten Repertoires zwischen den untersuchten Tieren, und der Analyse,
ob vorzugshalber nur ein spezifischer Klonotyp fiir y und fiir § von IL-2 und IL-12 stimuliert
wird und somit verantwortlich fur die langlebigen Zellen in Kultur ist, oder ob potenzielle am
Ende vorhandene dominante Klonotypen eine individuelle Entwicklung nach Stimulation
darstellen. In Menschen z.B. fiihrt IL-12 zur Expansion und Differenzierung einer spezifischen
aktivierten yé T-Zell-Subpopulation, den Vy2V62* Zellen (eigentlich Vy9V62) (197). Dies wurde
auch mithilfe einer Kombination aus IL-12 und IL-18 gezeigt (234). Beim Schwein tragt IL-12 in
Kombination mit ConA zwar auch zur Proliferation bei, hier wurden aber keine
Untersuchungen zum Repertoire angestellt (237).

Eine Anderung des y und & Repertoires des Huhns wurde in unserer Arbeit beziiglich
verschiedener Aspekte beobachtet. Die Langzeitkultur flihrte zu einer kleineren Anzahl an
exprimierten V-Regionen fir y- und 6-Ketten (Figure 4) (346). An Tag 0 wurden im TCRy-
Repertoire im Schnitt 11.000 verschiedene Klonotypen exprimiert, an Tag 21 hingegen nur
noch 1.200, und beim TCR&-Repertoire wandelte es sich von 10.000 zu 1.300 verschiedenen
Klonotypen. Die exprimierten V-Regionen erschienen an Tag 21 in einer hoheren Frequenz,
bei den Tieren 1 und 2 nahmen y-Klonotypen, die jeweils Gber 100-mal gezadhlt wurden, 75%
des Repertoires ein. An Tag 0 waren solch frequente Klonotypen kaum vorhanden (Figure 5A)
(346).

Die Verteilung der CDR3-Klonotypen bezlglich ihrer Ldnge in Aminosduren (AS) zeigte an Tag
0 eine Normalverteilung, an Tag 21 zeigten sie eine verschobene Verteilung. Beim TCRy-
Repertoire wurde diese vom gleichen Vy-Gen in allen untersuchten Tieren verursacht, dem
TRGV3-5 Gen. Beim TCR&-Repertoire hingegen war dafiir bei jedem Tier ein anderes V6-Gen
verantwortlich. Die im Schnitt am haufigsten genutzten CDR3-Langen variierten zwischen 11
und 17 AS (Figure 5B) (346). Die 5 dominanten CDR3-Klonotypen zeigten grofRe Parallelen
zwischen den Tieren an Tag O fir y (Supplemental Figure 8) (346), aber nicht an Tag 21, und
nicht flr 6. Die dominanten CDR3-Klonotypen an Tag 21 unterschieden sich von denen an Tag
0 (Supplemental Figure 8, dargestellt fir gamma) (346).

Die Proliferation in Zellkultur schien also unabhangig von der Frequenz der Klonotypen an Tag
0 zu sein, da die haufigsten Klonotypen an Tag 21 nicht mit denen an Tag O lbereinstimmten
und zwischen den Tieren variierten. Die individuelle Entwicklung verschiedener Kulturen
konnte demnach das Ergebnis einer vorherigen in vivo-Aktivierung, moglicherweise durch
unterschiedliche Antigene, und in vitro-Expansion der Zellen durch IL-2 und IL-12 sein. Im
Gegensatz zu den anderen war das Repertoire bei Tier 3 nach Stimulation weniger restriktiv.
Dieses Tier zeigte interessanterweise die hochste Proliferationskapazitat nach drei Wochen in
Zellkultur, moglicherweise hatte sich bei diesem der dominante Klon noch nicht vollstandig
durchgesetzt, oder es gab eine in vivo-Aktivierung verschiedener Klonotypen.
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Nach Betrachtung der genutzten TRGV- und TRDV-Gene konnten wir feststellen, dass in allen
drei Tieren an Tag O drei Vy-Segmente zusammen am haufigsten genutzt wurden (TRGV2-26,
TRGV3-5 und TRGV3-6), sie nahmen zusammen (ber 40% des Repertoires ein, TRGV2-26
besetzte um die 18%. Das haufigste Vy-Gensegment drei Wochen nach Stimulation war
allerdings in allen Tieren das gleiche (TRGV3-5), es beanspruchte 30-70% des Repertoires
(Figure 6A) (346). Bei 6 sah das anders aus, an Tag 0 wurde namlich TRDV1-2 von allen Tieren
hauptsachlich genutzt und nahm bis zu ca. 18% des Repertoires ein, an Tag 21 zeigte jedes Tier
ein anderes TRDV-Gen am haufigsten (TRDV1-17, TRDV1-9, TRDV1-37), die Beanspruchung
des Repertoires variierte zwischen 15 und 55% (Figure 6B) (346). Bezliglich der TRGJ- und
TRDJ-Gene waren TRGJ3 und TRDJ1 die meist genutzten (Supplemental Figure 9) (346).

Bisher gibt es nur wenige Analysen des TCR-Repertoires im Huhn, und zwar nur zwei zum TCRy.
Dixon et al (12) nutzten in ihrer Studie als Referenzgenom das von Liu et al. (82) veroffentlichte
Genom des Red Jungle Fowl und bauten diese Annotation weiter aus. Auch sie nutzten 5’RACE
zur Vervielfaltigung ihrer Proben aus mehreren Geweben, und beobachteten, dass das TCRy-
Repertoire des Huhns aus vielen, zwischen den Tieren geteilten, offentlichen, aber
Uberwiegend aus privaten CDR3-Sequenzen besteht, 80-100% waren namlich nur in einzelnen
Individuen zu sehen. Die hochste Diversitdat fanden sie im Thymus. Die Nutzung der TRGV-
Gene war aber allgemein in Thymus, Milz und Darm sehr dhnlich. Das TRGV3.3-Gen wies ein
hoch diverses privates CDR3-Repertoire auf. Nur ca. 10% des Repertoires waren offentlich.
Dieses Gen dominierte jedes untersuchte Gewebe in allen Hiihnern, es nahm 30-40% des
gesamten Repertoires ein, und kam damit mindestens doppelt so haufig vor wie das am
zweithdufigsten genutzte Gen.

Im Gegensatz dazu konnten wir kein solch dominantes TRGV-Gen an Tag O identifizieren, bei
uns nahmen 3 TRGV-Gene zusammen um die 40% des Repertoires ein.

So wie auch wir bei unseren Daten sehen konnten, stellten Dixon et al. (12) fest, dass die bei
mehreren Tieren vorkommenden identischen CDR3-Klonotypen verschiedene TRGV-Gene
nutzten. Die variable Nutzung der TRGV-Gene in verschiedenen Geweben unterscheidet sich
von der Verteilung der TRGV-Gene im Sauger, wie Mensch und Maus, bei denen diese Gene
oft gewebespezifisch vorkommen.

Allgemein wurden neben TRGV3.3 alle Gene aus der TRGV3-Gruppe haufiger genutzt, die
Gene aus der TRGV1 und -2 Gruppe zeigten jeweils nur ein Mitglied, das deutlich héher
exprimiert wurde.

Unsere Daten zeigten auch eine hauptsachliche Nutzung der Gene aus der TRGV3-Familie,
aber auller dem sehr haufig genutzten TRGV2-26 Gen aus der TRGV2-Familie nahm sonst kein
Gen deutlich mehr Platz ein als die anderen.

Zhang et al. (13) untersuchten das TCRy-Repertoire im Thymus mithilfe von NGS. Die Proben
vervielfaltigten sie ebenfalls mit 5’RACE und als Referenzgenom nutzten sie das zu diesem
Zeitpunkt aktuellste Red Jungle Fowl-Genom GRCG6a. Die untersuchten Hiihner zeigten ein
ahnliches TCRy-Repertoire, 4 Vy-Gene und 6 Vyly-Paarungen wurden hauptsachlich genutzt.
Vy3.7 nahm dabei 20,58% des exprimierten Vy-Repertoires ein, dicht gefolgt von Vy2.13 und
Vy1.6, und die 6 haufigsten Paare beanspruchten 44% des gesamten Repertoires.

Dies ahnelt unseren Daten in der Milz. Betrachten wir die 4 haufigsten Vy-Gene, nahmen diese
um die 50% des Repertoires ein, das haufigste (TRGV2-26) beanspruchte um die 18%.

Die CDR3y-Sequenz zeigte bei Zhang et al. (13) im Durchschnitt eine Lange von 12,9 AS, langer
als die von Maus und Mensch (328,361), bei uns lag die am haufigsten vorkommende CDR3-
Ldnge an Tag 0 bei 15 AS fir y.
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Allgemein stellten sie fest, dass TCRy hoher in Thymus und Milz exprimiert wird als in unter
anderem der Lunge.

Somit konnten wir einige Ubereinstimmungen zwischen unseren TCRy-Analysen und denen
von Dixon et al. (12) und Zhang et al. (13) feststellen, die Unterschiede kdonnten darin
begriindet sein, dass unterschiedliche Protokolle, Hiihnergenomsequenzen und Hiihnerlinien
fir die Analysen genutzt wurden (14,346).

Zusatzlich zum Huhn wurde das y& TCR-Repertoire der weiflen Pekingente (108) untersucht.
Ergebnisse von qPCRs ergaben, dass TCRy und TCR61 stark in Thymus und Milz, aber nur wenig
in Dickdarm, Lunge und Bursa exprimiert wurden. TCR62 wurde am starksten in der Lunge
exprimiert, in anderen Geweben nur schwach. Das J61-Segment nahm, dhnlich wie beim
Huhn, 2/3 des J& Repertoires ein, die CDR36-Lange betrug im Schnitt 11,5 AS. Vy1.6 und Vy3.4
trugen beide zu je 20% zum exprimierten Vy-Repertoire bei, scheinen also auch mehrere
TRGV-Gene haufiger zu nutzen, die CDR3y-Ldnge lag im Schnitt bei 8 AS. Die CDR3-Langen sind
somit kiirzer als beim Huhn, mit CDR36 von 16 AS und CDR3y von 15 AS.

Nun widmen wir uns der Betrachtung des y6 TCR-Repertoires von Saugern.

Bei Mausen ist bekannt, dass die Lokalisation der y6 T-Zellen in verschiedenen Geweben und
auch ihre Effektorfunktionen von einer bestimmten Vy-Kette gepragt sind, im Gegensatz zu
den Beobachtungen im Huhn. In der Epidermis der Haut befinden sich vor allem Vy5* T-Zellen
in Kombination mit V&1 (123,151,152,315), im Darm Vy7* T-Zellen, in der Peripherie Vy1* T-
Zellen und in Dermis, Gehirn, Gelenken und Reproduktionstrakt Vy4* und Vy6* T-Zellen
(140,143,146,154,156,316,362,363).

Auch beim Menschen kénnen y6 T-Zellen nach Nutzung ihrer V-Gene eingeteilt werden (316).
VyoV62* T-Zellen befinden sich in der Peripherie im Blut und gelten als die Haupt-
Subpopulation im Menschen (317,318,323), die durch Bindung von Phosphoantigenen
expandieren (364,365), nicht-Vy9V62* T-Zellen reprasentieren hingegen die dominante y6 T-
Zell-Subpopulation in Geweben.

Die fetalen Vy9Vvd2* T-Zellen zeigen offentliche CDR3y-Sequenzen, die in ihrer Lange
eingeschrankt sind, so auch die CDR6-Sequenzen, diese stimmen aber nur zum Teil zwischen
verschiedenen Probanden lberein, die anderen sind privat (166).

Adulte Vy9V62* T-Zellen zeigen vor allem private CDR36-Sequenzen, und weisen eine
Veranderung in den am meisten genutzten J6-Genen, namlich von J63 zu J61, auf. Beide
nutzen hauptsachlich TRGJP (166,317,323,366,367). Vy4* Zellen befinden sich im intestinalen
Epithel, zeigen offentliche Vy4-, aber private V61-Ketten (320,368,369). V61* Zellen
expandieren haufig nach Infektionen, wie CMV, diese Zellen sind auch die haufigsten im
postnatalen Thymus und praferieren TRGJ1 (321,323,327,328,370).

Bezliglich TRDV werden beim Menschen am haufigsten TRDV1-3 Gene genutzt (92,316,371),
beim Huhn vor allem TRDV1-Gene. In der Lunge treten vermehrt V62* T-Zellen auf, nach
Infektion mit Tuberkulose hingegen V&1* T-Zellen mit verschobenem Repertoire (326).

Parallelen zwischen dem Hiihner-yd TCR-Repertoire und dem der Sduger sind zum einen die
vermehrt 6ffentliche TRGV-Nutzung im Gegensatz zur eher privaten TRDV-Nutzung und einer
allgemein hoheren &-Diversitdt, und zum anderen die Verschiebung des Repertoires nach
Infektion bzw. Aktivierung.

Schlussfolgernd kann zu den Daten gesagt werden, dass Hiihner-y6 T-Zellen fir ausgedehnte
Perioden in Kultur mit IL-2 und IL-12 stimuliert werden kénnen, und dass wahrend dieser
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Kultur ein Shift Richtung eines eingeschriankteren Repertoires erfolgt. Die dominanten
Klonotypen an Tag 21 scheinen dabei das Ergebnis einer individuellen in vitro-Expansion zu
sein, moglicherweise abhangig von einer vorherigen in vivo-Aktivierung.

Dieses Kultursystem wird in zuklnftigen Experimenten fiir eine Charakterisierung der y6 T-
Zell-Funktion und auch fir die Entdeckung potenzieller y6 TCR-Liganden sehr nitzlich sein.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Einfluss von Interleukin-2 und Interleukin-12 auf yé T-Zellen im Haushuhn

Diese Arbeit zeigt die Etablierung eines Langzeitkultursystems fir yb T-Zellen aus der
HUhnermilz, stimuliert mit den beiden Zytokinen IL-2 und IL-12. Die Milzzellen wurden durch
Dichtegradientenzentrifugation tber Ficoll gewonnen. Die bestmoglichen Verdinnungen fiir
die Zytokine wurden durch BrdU-Proliferationsassays ermittelt, die sowohl mit frisch isolierten
Milzzellen als auch mit aufgetauten kryokonservierten Milzzellen durchgefiihrt wurden. Die
Ergebnisse flr beide Zell-Zustande zeigten dasselbe, namlich eine deutlich verbesserte
Proliferation bei der Kombination der Zytokine mit einer 1:800-Verdiinnung flr IL-2 und einer
1:80-Verdiinnung fiir IL-12. Diese Verdiinnungen wurden dann in allen weiteren Experimenten
fiir die y6 T-Zell-Stimulation verwendet.

Durchflusszytometrische Messungen der isolierten Milzzellen mit einem TCR1-mAK
demonstrierten einen geschlechterabhangigen Unterschied der y6 T-Zell-Frequenz.
Mannliche Tiere wiesen Frequenzen zwischen 30 und 60% auf, weibliche Tiere zwischen 15
und 25%. Das Verhalten in Zellkultur nach Stimulation ergab altersabhangige Unterschiede.
Tiere alter als 4 Monate starteten 2-3 Tage friiher mit der Proliferation als jingere Tiere und
proliferierten zuverlassiger. Messungen mit TCR1- und CT8-mAKs vor und nach dem
Kultivieren (Tag 0, Tag 7, Tag 14 und Tag 21) zeigten einen deutlichen Anstieg der
doppeltpositiven Population, die Frequenz der TCR1*CD8" Zellpopulation blieb lber die Zeit
mehr oder weniger gleich, die TCR1'CD8" Population nahm ab und die doppeltnegative
Population verschwand fast vollstandig.

Eine Charakterisierung der doppeltpositiven Population und der TCR1*CD8 Population,
unterteilt in TCR1"8"CD8 und TCR1'°“CD8 Zellen, mittels Sort-Versuchen und anschlieRendem
Kultivieren, Durchfiihren von BrdU-Proliferationsassays und durchflusszytometrischen
Messungen ergab folgende Ergebnisse liber das Verhalten dieser Populationen in Kultur: alle
drei Populationen proliferierten nach Stimulation mit IL-2 und IL-12 im gleichen Ausmal3, keine
der Populationen bestimmte also die Proliferationskapazitat der y6 T-Zellen, und die Zellen
bendtigten keine Bystander-Zellen fiir die Proliferation. Die durchflusszytometrischen
Messungen nach 7 Tagen in Kultur zeigten einen stabilen Phanotyp fiir die doppeltpositive
Population, aber eine Anderung im Phinotyp der TCR1*CD8 Zellen. Durchschnittlich ein
Drittel der TCR1M&"CD8" Zellen und nur ein geringer Teil der TCR1'°“CD8" Zellen zeigten ndmlich
einen Shift zu einem CD8* Phanotyp.

SchlielRlich wurden TCR-Repertoireanalysen fiir die y- und 6- Ketten durchgefiihrt, ermoglicht
durch die kiirzlich in unserem Labor von Friih et al. (15) erstellte bioinformatische Pipeline und
Annotation des Huxu-Hihnergenoms fiir a, B, vy und & V-Gensegmente. Die durch NGS
erhaltenen Fastg-Files wurden mithilfe der Programme FastQC fir die Qualitatskontrolle,
MiXCR fir das Downsampling und Alignment der Proben, und Immunarch in R fiir die
graphische Darstellung ausgewertet. Der Vergleich des Repertoires fir y und & an Tag 0 und
Tag 21 ergab ein deutlich eingeschrankteres Repertoire an Tag 21 fiir beide Ketten, die
vorhandenen Klonotypen an Tag 21 traten dafiir in einer sehr viel héheren Frequenz auf als
die an Tag 0. Interessant war, dass die frequentesten Klonotypen an Tag O des y-Repertoires
zwischen den verschiedenen Tieren sehr dhnlich waren, was an Tag 21 nicht mehr der Fall war.
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Das an Tag 21 am héaufigsten genutzte TRGV-Gen war allerdings das gleiche bei allen Tieren,
namlich TRGV3-5. Dies war anders an Tag 0, hier gehdrten mehrere Gene zu den am
frequentesten genutzten (TRGV2-26, TRGV3-5 und TRGV3-6). Bei 6 gab es weder an Tag 0
noch an Tag 21 Ubereinstimmungen zwischen den frequentesten Klonotypen der
verschiedenen Tiere. Auch das Nutzungsbild der Gene war anders als bei y. TRDV1-2 wurde
von allen Tieren an Tag 0 am haufigsten genutzt, an Tag 21 zeigte jedes Tier ein anderes
frequentes Gensegment.

Alle Versuche wurden mit jeweils drei Tieren verschiedenen Alters und Geschlechts
durchgeflihrt. Standardabweichungen wurden berechnet und statistische Tests angewandt,
wenn angemessen.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass Hihner-y6 T-Zellen mithilfe von IL-2 und IL-12
in einem Langzeitkultursystem gut proliferieren und Gberwiegend CD8 exprimieren. Diese
Kulturen kénnten somit flir zukiinftige Experimente genutzt werden, die das Verhalten der y6
T-Zellen, auch beziiglich Infektionen, und ihre Liganden ermitteln. IL-2 und IL-12 scheinen die
v6 T-Zellen direkt zu stimulieren, und ihre Proliferation scheint nicht von der CD8-Expression
abhangig zu sein. Die Ergebnisse der TCR-Repertoireanalyse zeigen einen Shift zu einem
restriktiveren Repertoire an Tag 21 und deuten auf eine eventuelle in vivo-Aktivierung und in
vitro-Expansion individueller Klonotypen hin.
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8 SUMMARY

Effect of Interleukin-2 and Interleukin-12 on chicken yé T cells

This work shows the establishment of a long-time culture system for y& T cells out of chicken
spleens, stimulated with the two cytokines IL-2 and IL-12. The splenocytes were received
through density gradient centrifugation with Ficoll. The optimal cytokine dilutions were
determined with the help of BrdU proliferation assays, that were performed with freshly
isolated splenocytes and thawed cryopreserved splenocytes. The results showed the same for
both conditions, the combination of the two cytokines led to a clearly improved proliferation
with a 1:800 IL-2 dilution and a 1:80 IL-12 dilution. These dilutions were used for all further
experiments to stimulate yé T cells.

Flow cytometry measurements of the isolated splenocytes with a TCR1 mAb showed a gender-
dependent difference in the y6 T cell frequency. Male animals had a frequency between 30
and 60%, female animals between 15 and 25%. Their behavior in cell culture after stimulation
showed age-dependent differences. Animals older than 4 months started to proliferate 2-3
days earlier than younger animals and proliferated more reliably. Measurements with TCR1
and CT8 mAb before and after cultivation (day O, day 7, day 14 and day 21) demonstrated a
clear increase of the double-positive population, the frequency of the TCR1*CD8 population
stayed the same over time, the TCR1'CD8* population decreased, and the double-negative
population nearly disappeared.

A characterization of the double-positive population and the TCR1*CD8 population, classified
in TCR1"e"CD8" and TCR1'°“CD8§" cells, with the help of sorting experiments, cultivation, BrdU
proliferation assays, and flow cytometry measurements showed following results with regard
to their behavior in cell culture: all three populations proliferated after stimulation with IL-2
and IL-12, none of them determined the proliferation capacity of y6 T cells and the cells did
not need bystander cells to proliferate. The flow cytometry measurements after 7 days in cell
culture demonstrated a stable phenotype for the double-positive population, but a change in
the phenotype of the TCR1*CD8 cells. There was a shift towards a CD8* phenotype of in
average a third of the TCR1"8"CD8" cells, and of some TCR1'°“CDS" cells.

Finally, TCR repertoire analyses for y and & chains were performed. This was possible with the
bioinformatic pipeline recently established in our laboratory and the annotation of the Huxu
genome for a, B, y and 8 V gene segments (15). Fastq files, received from NGS, were analyzed
with FastQC for quality control, MiXCR for downsampling and alignment of the samples, and
Immunarch in R for the graphical representation. Comparison of the y and & repertoire on day
0 and day 7 revealed a clearly restricted repertoire on day 21 for both chains, clonotypes on
day 21 were present in a much higher frequency compared to day 0. Interestingly, the most
frequent clonotypes of the y repertoire on day 0 were very similar between animals, this was
not the case on day 21. However, the most frequently used TRGV gene on day 21 was the
same in all animals, TRGV3-5. This was different on day 0O, three genes were the most frequent
ones (TRGV2-26, TRGV3-5, TRGV3-6). 6 did not show similarities on day O or on day 21
between the most frequent clonotypes of the animals. The usage of genes was different toy,
as well. TRDV1-2 was used most frequently by all animals on day 0, on day 21 every animal
showed a different most frequent gene segment.
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Every experiment was performed with three animals of different age and gender. Standard
deviations were calculated, and statistical tests were performed as appropriate.

In summary, based on these data, chicken yé T cells proliferate well with the help of IL-2 and
IL-12 in a long-time culture system, and most of them express CD8. These cultures could be
used for future experiments that study the behavior of y& T cells and their ligands, for example
in context of infections. IL-2 and IL-12 seem to stimulate y6 T cells directly, and their
proliferation does not seem to be dependent on the CD8 surface expression. The results of
the TCR repertoire analysis show a shift towards a restricted repertoire on day 21 and indicate
a possible in vivo activation and in vitro expansion of individual clonotypes.
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