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1 EINLEITUNG 
 
Das Immunsystem dient der Bekämpfung jeglicher Art von Infektionen durch Pathogene, 
denen der Körper ausgesetzt ist. Die Erforschung der Abwehrmechanismen des Körpers ist 
dahingehend wichtig, dass durch ihr Verständnis verschiedene Möglichkeiten eröffnet 
werden, die einzelnen Vorgänge zu beeinflussen, zu unterstützen oder auch zu unterbinden.  
Bei Wirbeltieren werden angeborene und adaptive Immunantworten unterschieden, wobei 
der adaptive Ast des Immunsystems aus humoralen und zellulären Antworten besteht. 
Humorale Antworten werden durch Antikörper (AK), produziert von B-Zellen, ausgeführt und 
zelluläre Antworten durch T-Zellen. Letztere können nochmals aufgrund ihres T-Zellrezeptors 
(TCR) in αβ und γδ T-Zellen (1-3) unterteilt werden, die ihre Variabilität durch somatische 
Rekombination erhalten. 
 
Gerade Hühner (Gallus gallus domesticus) waren und sind wichtige Modell-Versuchstiere für 
die Immunologie. Schon vor über 100 Jahren führten sie zu wichtigen immunologischen 
Erkenntnissen bezüglich der Relevanz von Lymphozyten, unter anderem beim Schutz vor 
Infektionen und der Tumorabwehr (4-6). Durch Experimente mit Hühnern 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 für die Untersuchung der γδ T-Zellen bieten sich Hühner an, da bis zu 50% der T-
Zellen in der Peripherie diesen TCR tragen (8).  
Zur Funktion von γδ T-Zellen ist, im Gegensatz zu den B-Zellen und den αβ T-Zellen, noch nicht 
viel bekannt, was eventuell auch darin begründet liegt, dass viele Erkenntnisse durch die 
Erforschung von Mäuse-, Ratten- oder Menschen-γδ T-Zellen gewonnen wurden, welche zu 
den Spezies mit einer niedrigen γδ T-Zell-Frequenz gehören (9-11). Da beim Huhn die Anzahl 
an γδ T-Zellen so hoch ist, ist anzunehmen, dass diesen Zellen durchaus eine tragende Rolle 
im Immunsystem zukommt, was eine weitere Erforschung unabdingbar macht.  
 
Um γδ T-Zellen ausreichend untersuchen zu können, wäre die Etablierung eines 
Langzeitkultursystems von Nutzen, das dann für ein besseres Verständnis der Hühner-γδ T-
Zellen durch Untersuchen ihres Verhaltens in Kultur, zur Liganden-Suche und für 
Infektionsversuche genutzt werden könnte.  
Auch die Analyse des Repertoires von γ und δ T-Zellrezeptoren in Hühnern würde zu einem 
besseren Verständnis dieses wichtigen Zelltyps beitragen. Aufgrund einer unvollständigen 
Annotation des δ-Locus im Hühnergenom war eine Charakterisierung des γδ TCR-Repertoires 
für die δ-Kette zuvor aber nicht möglich, weshalb es bisher nur Studien zur γ-Kette gibt (12,13). 
 
Diese Arbeit beschreibt die Etablierung einer Langzeitkultur von γδ T-Zellen aus der 
Hühnermilz 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-Hühnergenoms (14) für die α, β, γ und δ V-Gensegmente in unserem Labor ermöglicht 
(15). 
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2 LITERATURÜBERSICHT 
 
2.1 Bedeutung von Hühnern für Bevölkerung und Wirtschaft 
 
Die Haltung von Hühnern begann schon vor mehreren tausend Jahren. Unser heutiges 
Haushuhn (Gallus gallus domesticus) wurde aus dem Bankivahuhn (Gallus gallus) gezüchtet 
(16-18). Anfangs als Haustier gehalten und teils sogar als Orakel verehrt, wandelte sich seine 
Bedeutung im Römischen Reich Richtung Nutztier: das Huhn und seine Eier dienten nun auch 
der Ernährung (19). 
 
Heute sind Hühner auf der ganzen Welt die häufigsten 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 Geflügelfleischkonsum (Huhn, Ente, Gans, Perlhuhn, 
Pute/Truthahn), Stand 2022, pro Kopf und Jahr 12,7 kg, wovon über 70% Hühnerfleisch 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 Hühnern gibt es auch einige Hobbyhaltungen für den 
Eigenkonsum, und Liebhaberhaltungen vom Haushuhn oder besonderer Haushuhn-Rassen, 
wie dem Seidenhuhn und dem Holländer Haubenhuhn. 
 
Durch diese Bedeutung von Hühnern für die Wirtschaft und auch die Bevölkerung stellen 
Krankheiten und Zoonosen, wie unter anderem Campylobacter spp. und Salmonella 
Enteritidis, übertragen durch unzulängliche Küchenhygiene im Umgang mit Fleisch und Eiern, 
eine stetige Gefahr dar. Gerade Campylobacter spp., vor allem C. jejuni auf Hühnerfleisch, 
zählt seit Jahren zu den häufigsten Auslösern einer Magen-Darm-Erkrankung in Deutschland 
(23).  
Zudem führen die wiederkehrenden Ausbrüche der aviären Influenza mit dem HPAIV H5N1 
immer wieder zu hohen Verlusten in der Geflügelhaltung und zu massiven Einschränkungen, 
worunter auch die Wirtschaft leidet. 2023 gab es allein in Deutschland über 1000 Fälle bei 
Wildvögeln und 65 Ausbrüche von H5N1 in Geflügelhaltungen. Dies führte zu Keulungen von 
fast 200.000 Tieren nur im Dezember 2023. Auch aktuell, im Jahr 2024, werden immer wieder 
Ausbrüche angezeigt (24). 
 
Aufgrund dieser Risiken und der Relevanz von Hühnern für Ernährung und dadurch Wirtschaft 
ist es umso wichtiger, das Haushuhn und sein Immunsystem zu erforschen, um die 
bestmögliche Tiergesundheit zu gewährleisten und die Belastung durch Zoonosen auf ein 
Minimum zu reduzieren. 
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2.2 Hühner in der Immunologie ʹ damals bis heute 
 
Hühner und Säuger stammen von einem gemeinsamen reptilienartigen Vorfahren ab, aus 
welchem sie sich vor über 250 Millionen Jahren entwickelten. Daher stimmen sie in vielen, 
unter anderem auch immunologischen, Aspekten überein.  
Durch die leichte Zugänglichkeit zu adulten Tieren und auch zu jeglichen embryonalen Stadien, 
seine geringe Körpergröße, und die Verfügbarkeit 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) schützte (25), 
wodurch er das Zeitalter der Impfungen einläutete (26,27), konnte Louis Pasteur ein 
Jahrhundert später, 1878, an diesen Entdeckungen Jenners͚ anknüpfen. Er traf bei der 
Erforschung von Geflügelcholera (Pasteurella multocida) an Hühnern 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 Übertragung von Rattentumoren auf 
Hühner und Hühnerembryonen und darauffolgendes Tumorwachstum oder dessen 
Abstoßung. 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 
Murphys͚ Beobachtungen auf (30-32), sie erhielten Relevanz bezüglich 
Knochenmarkstransplantationen (33-37). 
 
Die Existenz einer humoralen und einer zellulären Antwort war zwar bekannt, aber niemand 
konnte sich erklären, wie derselbe Lymphozyt beides bewerkstelligen kann (38).  
1960 fanden dann Glick und Chang et al. (7) eher per Zufall heraus, dass für die humoralen 
und zellulären Antworten des adaptiven Immunsystems nicht nur ein Lymphozyt 
verantwortlich sein kann, sondern es zwei verschiedene geben muss, die aus 
unterschiedlichen Organen stammen. Glick führte Bursektomie-Versuche an Hühnern durch, 
um den potenziellen Effekt der Bursa auf das Wachstum zu untersuchen und Chang machte 
Versuche mit Salmonellen zur Antikörperproduktion. Als letzterer dann aber bursektomierte 
Hühner stimulierte, konnte er keine Antikörper mehr finden.  
In der Bursa mussten sich also Zellen befinden, essenziell für die AK-Produktion. Ihren Namen 
erhielt die Bursa Fabricii aufgrund ihres Entdeckers, dem Vater der Embryologie, Hieronymus 
Fabricius d͛Aquapendente im 17. Jahrhundert, obgleich ihm ihr Nutzen unbekannt blieb (39). 
Die Entdeckung von Glick und Chang et al. schuf Grundlage für das Wissen, dass es B- und T-
Zellen gibt, ͣB͞ wegen Bursa-abstammend und ͣT͞ wegen Thymus-abstammend (40). Die 
Bursa war folglich essenziell für die Antikörper-mediierte Immunität und der Thymus für die 
Zell-mediierte Immunität (41-44). Cooper et al. (45) veröffentlichten schließlich 1965 ihre 
Arbeit zur Charakterisierung des B- und T-Zellsystems und stellten die These auf, dass Säuger 
aufgrund ihrer Ähnlichkeiten zum Huhn in Lymph- und Immunsystem eine Alternative zur 
Bursa für die Entwicklung von B-Zellen haben müssten. Später konnte man dieser Aufgabe das 
Knochenmark zuordnen (46,47).  
 
Auch die für angeborene Immunantworten wichtigen Interferone wurden erstmals im Huhn 
entdeckt (48). 
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Gerade in der heutigen Zeit ist die Erforschung des Hühner-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 schützen. Eine Impfung gegen das Marek͚s Disease Virus (MDV) in den 1970ern 
stellte den ersten Impfstoff gegen eine natürliche Tumorerkrankung dar, musste aber 
aufgrund von Impfdurchbrüchen durch Evolution des Virus zu stärkerer 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 möglichen 
Schädigung 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 geschützt werden können 
(53,54). Die genauen Mechanismen dahinter müssen jedoch noch geklärt werden. 
  
Zusätzlich zur Weiterentwicklung von Impfstoffen gibt es heutzutage auch durch die 
Aufschlüsselung des Hühnergenoms (55) und neue molekularbiologische Methoden viele 
Möglichkeiten, 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 Möglichkeit, Hühner mit modifizierter Keimbahn zu erschaffen, und somit 
unter anderem ein besseres Verständnis für physiologische Funktionen und Abläufe zu 
schaffen.  
Die Entwicklung von Knockout-Hühnern ermöglicht es ebenfalls, beispielsweise verschiedene 
T-Zellarten besser zu untersuchen und somit auch besser zu verstehen (60,61).  
TCR-Repertoireanalysen der αβ und γδ T-Zellen können einen tieferen Einblick in dessen 
Verteilung in verschiedenen Geweben und auch vergleichend zwischen Individuen geben 
(12,13,62).  
 
Nützliche Methoden, um die Hühner-Immunologie besser erforschen zu können, wären die 
Etablierung von Infektionsmodellen, von in vitro-Kultursystemen, z.B. für γδ T-Zellen, oder 
auch die Entwicklung monoklonaler Antikörper (mAK) gegen regulatorische T-Zellen (63).  
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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 bekämpfen (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, nämlich innerhalb von Minuten bis 
Stunden, wobei sie nicht antigenspezifisch vorgehen, sondern eine begrenzte Zahl an 
Rezeptoren nutzen, um zwischen körpereigen und körperfremd zu unterscheiden (68-70).  
Im Gegensatz dazu benötigt das adaptive Immunsystem deutlich mehr Zeit für seine Reaktion, 
nämlich mehrere Tage.  
 
Adaptive Mechanismen greifen, wenn das angeborene Immunsystem überwunden wurde. 
Das adaptive Immunsystem arbeitet mit Lymphozyten, deren antigenspezifische Rezeptoren 
diese Art der Bekämpfung weitaus effektiver machen, indem die verschiedenen Pathogene 
gezielt angegriffen werden können.  
Bis die Lymphozyten auf ihr passendes Antigen treffen, zeigen sie nur eine geringe Aktivität, 
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 Vorläuferzellen im Knochenmark 
gebildet werden: die B- und die T-Zellen, welche über verschiedene antigenspezifische 
Rezeptoren verfügen. B-Zellen besitzen den B-Zellrezeptor (BCR) auf ihrer Oberfläche, der 
sowohl in membrangebundener als auch sezernierter Form (Antikörper) vorliegt. T-Zellen 
besitzen hingegen den T-Zellrezeptor (TCR) auf ihrer Oberfläche, der nur membrangebunden 
vorliegt (67).  
 
Diese beiden Arten von Lymphozyten haben verschiedene Funktionen im Immunsystem inne. 
B-Zellen, die beim Säuger 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 Antikörper produzieren. Sie bilden den humoralen Ast der adaptiven 
Immunantwort.  
T-Zellen, die bei Säuger und Vogel im Thymus reifen, bilden den zellulären Ast der adaptiven 
Immunantwort und können nach Aktivierung durch ihr spezifisches Antigen drei verschiedene 
Arten von Effektorfunktionen generieren. Zytotoxische T-Zellen zerstören infizierte Zellen. T-
Helferzellen unterstützen andere Immunzellen in ihren Effektorfunktionen, wie B-Zellen und 
Makrophagen, meist mithilfe von Zytokinen, und können drei verschiedenen Untergruppen 
zugeordnet werden (TH1-, TH2- und TH17-Zellen). Regulatorische T-Zellen unterdrücken andere 
Lymphozyten und regulieren dadurch die Immunantwort (72-74).  
Nach ihrer Reifung treten naive B- und T-Zellen ins Blut über und zirkulieren durch die 
sekundären lymphatischen Gewebe, in denen sie auf Antigene stoßen. 
 
Im Gegensatz zum BCR und zu Antikörpern, die im Serum und im Extrazellularraum Antigene 
mehr oder weniger jeglicher Art bezüglich chemischer Strukturen erkennen können, binden 



LITERATURÜBERSICHT    7 

TCRs meist nur Proteinantigene eines Pathogens, deren Bruchstücke als Peptidfragmente von 
MHC-Transmembran-Glykoproteinen (Major Histocompatibility Complex) auf der 
Zelloberfläche präsentiert werden. Der TCR unterliegt dadurch in den meisten Fällen einer 
MHC-Restriktion, da er sowohl Teile des Antigens als auch Teile des MHC-Moleküls erkennen 
muss, um daran binden zu können (67,75,76).  
MHC-Moleküle 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 möglich wäre, ist die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses nach 
einer Infektion durch Differenzierung eines Teils der aktivierten Lymphozyten zu 
Gedächtniszellen. Diese ermöglicht bei erneuter Infektion mit demselben Pathogen 
(Sekundärinfektion) eine schnellere und effizientere Immunantwort (67,78,79). 
 
2.3.2 Aufbau der αβ und γδ T-Zellen  
 
T-Zellen der Säuger und der Vögel können, zusätzlich zu ihrer oben beschriebenen 
funktionalen Differenzierung, in αβ und γδ T-Zellen eingeteilt werden, die sich durch den 
jeweiligen TCR auf ihren Oberflächen unterscheiden. Dieser Rezeptor ist ein Heterodimer aus 
zwei Polypeptidketten, verknüpft über eine Disulfidbrücke zwischen den Cystein-Resten 
seiner kurzen Stielregion, und besteht bei αβ T-Zellen aus einer α- und einer β-Kette und bei 
γδ T-Zellen aus einer γ- und einer δ-Kette (1-3). Er besitzt nur eine Antigen-Bindungsstelle (67). 
Alle Kiefermäuler weisen diese 4 Ketten auf (63), mit Ausnahme der Reptilien, genauer der 
Ordnung der Schuppenkriechtiere, bei welcher keine γδ T-Zellen vorhanden sind (80).  
 
2.3.2.1 Aufbau der TCR-Ketten und ihre Diversität  
 
Die α- und γ-Ketten sind kürzer als die β- und δ-Ketten (63). Jede der Ketten besteht aus zwei 
Immunglobulin-Superfamilien, und zwar einer konstanten und einer aminoterminalen 
variablen Region. Letztere wird bei Säuger und Huhn während der T-Zell-Reifung im Thymus 
durch somatische DNA-Rekombination von V- (Variable), (D-) (Diversity) und J- (Joining) Genen 
gebildet und ist einzigartig. Zusätzlich können während der Rekombination noch einzelne 
Nukleotide an den Verknüpfungsstellen zwischen den Gensegmenten eingefügt oder entfernt 
werden, und zwar mittels Basen-Deletionen durch Exonuklease-Aktivität oder kurze 
palindromische P- (template) bzw. nicht codierte N- (non-template) Nukleotid-Additionen, 
was die Diversität des Rezeptors weiter erhöht, genannt junktionale Diversität (67). Die 
Terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) ist ein essenzielles Enzym für diese 
Addition von Nukleotiden während der V(D)J-Rekombination (81). Die beiden Ketten auf der 
Zelloberfläche werden ebenfalls zufällig kombiniert, wodurch sie zur Diversität beitragen. 
Diese Diversität ist dann nach der Reifung im Thymus abgeschlossen und ändert sich auch 
nach Antigen-Erkennung nicht.  
Zusammenfassend kann zur Diversität des TCR-Repertoires also gesagt werden, dass drei 
Mechanismen zu ihrer Erhaltung und Steigerung beitragen, nämlich die Rekombination, die 
Modifikation der Verknüpfungsstellen, und die Paarung der Ketten (63).  
 
Die variable Region von α- und γ-Ketten besteht aus V- und J-Segmenten und die variable 
Region von β- und δ-Ketten aus V-, D- und J-Segmenten. Das Einfügen eines D-Segments 
zwischen V und J erhöht die Diversität des Rezeptorrepertoires der β- und der δ-Kette (82). 
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Bei α und γ bindet ein V- an ein J-Segment, bei β und δ bindet erst ein D- an ein J-Segment und 
dann ein V- an das DJ-Segment. Beim Huhn konnte man aber bei β zum selben Zeitpunkt VD- 
und DJ-Rearrangements finden, dies scheint dort also offenbar nicht so strikt abzulaufen wie 
beim Säuger (63,83). Nach Kombination von V(D)J 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 Nähe jedes V-, D- und 
J-Gens liegen. Während 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 ϱ͚ V-
Gensegmenten, gefolgt von D- und J-Gensegmenten͕ und schließlich einem oder mehreren ϯ͚ 
C-Gensegmenten. Bei Säugern findet man ein konserviertes Vδ-Gen in reverser Orientierung, 
also Downstream vom Cδ-Gen, ein solches Vδ-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 für die Bindung an den Peptid:MHC-Komplex, und CDR3 wird 
von den V(D)J-Verknüpfungsstellen gebildet (88). Die CDR3-Region des γδ TCR ist länger als 
die des αβ TCR, was vermutlich einen Effekt auf die Art der erkannten Antigene hat. 
Womöglich interagiert die CDR3-Region des γδ TCR direkt mit den Liganden (67). 
CDR3 ist verantwortlich für die hohe Antigenspezifität des TCRs (89), und zeigt eine hohe, 
durch somatische Rekombination generierte, Sequenz-Diversität (90), sowie eine im Vergleich 
zu CDR1 und CDR2 erhöhte Variabilität durch zufällige Basen-Inserts und Basen-Deletionen.  
Die konstante Region des TCRs verankert den Rezeptor über eine hydrophobe 
Transmembrandomäne in der Zellmembran und nimmt an der Signaltransduktion teil (88). 
Der TCR gibt der Zelle nämlich nach der Bindung des spezifischen Peptids das Signal zur 
Aktivierung, er steht intrazellulär mit Signaltransduktions-Komplexen in Verbindung. Das 
Signaling wird aber vom CD3-Komplex durchgeführt, da die Ketten des TCR nur kurze 
zytoplasmatische Regionen aufweisen, somit also nicht selbst das Signaling einleiten können 
(63).  
 
2.3.2.2 Chromosomen der αβ und γδ TCR-Loci  
 
Die Gene der TCR-Ketten liegen auf verschiedenen Chromosomen. Nur α- und δ-Gene liegen 
sowohl beim Huhn (91) als auch beim Säuger (92-96) zusammen auf einem Chromosom. 
Hierbei befinden sich die δ-Gene eingebettet zwischen den Vα- und Jα-Genen. Die 
Rekombination des TCRα-Locus führt zur Exzision des δ-Clusters (91). Manche der Vα-
Gensegmente können aber auch mit einem, beiden oder keinem Dδ- und einem Jδ-Gen 
verknüpft werden, was wiederum die kombinatorische Diversität erhöht (82,93). 
 
Beim Menschen liegen die Gene für TCRγ auf Chromosom 7 (97,98), für TCRβ ebenfalls auf 
Chromosom 7 (99) und für TCRα und TCRδ zusammen auf Chromosom 14 (100-103).  
Beim Huhn liegen die Gene für TCRγ auf Chromosom 2 (82,104), für TCRβ auf Chromosom 1 
(82,105) und für TCRα und TCRδ zusammen auf Chromosom 27 (82,106).  Zusätzlich existiert 
bei galliformen Vögeln ein zweiter TCRδ-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 Vδ-Gen ist näher verwandt 
mit IgH V-Segmenten der Antikörper als mit einem anderen TCR V-Segment, deshalb wird es 
als VH-Segment bezeichnet. Der Nutzen dieses zweiten δ-Locus ist bisher nicht bekannt, 
vermutet werden ein Mitwirken in der Liganden-Erkennung oder in einer bestimmten γδ T-
Zell-Funktion (63).   
Bei anderen Vögeln sind die TCR-Loci noch nicht bekannt, außer bei der weißen Pekingente 
und dem Zebrafink (107,108). Die meisten Loci der Pekingente gleichen dem Haushuhn, nur 
der TCRβ weicht ab, er enthält zwei Cβ-Gensegmente und zeigt eine umgekehrte Abfolge der 
Segmente von ϯ͚ nach ϱ͚͘ Beim Zebrafink gibt es zwei Cδ-Gene, sein VHδ-Segment liegt 
zusammen mit dem TCRα/δ-Cluster auf Chromosom 27.  
 
2.3.2.3 Der CD3-Komplex der Säuger und des Haushuhns 
 
CD3 ist ein unentbehrlicher Bestandteil des TCR-Komplexes und hat drei wichtige Funktionen. 
Es ist nötig für die Assemblierung des TCR-Komplexes, kontrolliert dessen 
Oberflächenexpression, und löst die Signaltransduktion nach TCR-Ligation aus (109).  
 
CD3 des Menschen besteht bei αβ und bei γδ T-Zellen aus einem Komplex aus CD3γ-, CD3δ-, 
CD3ɸ-Genen und einem ɺɺ-Homodimer. Seine Ketten formen dafür vor der Assemblierung mit 
dem TCR zwei Dimere, einmal das CD3γ-CD3ɸ-Heterodimer und einmal das CD3δ-CD3ɸ-
Heterodimer. Vermutlich sind die drei CD3-Gene infolge einer schrittweisen Evolution aus nur 
einem Gen entstanden (110,111).  
CD3 im γδ TCR-Komplex der Maus zeigt nur CD3γ- und CD3ɸ-Gene, aus denen für den Komplex 
zwei Heterodimere gebildet werden, aber kein CD3δ-Gen (112).   
 
CD3 des Huhns weist zwei Gene auf, ein CD3ɸ-Homolog und ein CD3γ/δ-Gen (113-115), die 
für den Komplex zwei Heterodimere bilden. Diese Gene sind wahrscheinlich aus einem 
Vorfahren durch Genduplikation entstanden. Das heißt, der CD3-Vorfahr wurde dupliziert, es 
entstanden CD3γ/δ- und CD3ɸ-Gene in Fischen, Amphibien und Hühnern (116-118), im Säuger 
erfolgte dann, wie schon beschrieben, die zweite Duplikation, in deren Folge CD3γ- und CD3δ-
Gene entstanden.  
Sowohl CD3γ/δ- als auch CD3ɸ-Gene können ein ɺɺ-Homodimer binden (119), welches, wie 
auch beim Säuger, ein essenzieller Bestandteil des Hühner-TCR ist. Es ist ein konserviertes 
Adaptor-Molekül, das sogar mit dem Säuger-TCR assoziieren kann (120).  
 
2.3.2.4 CD4 und CD8 in Säuger und Haushuhn 
 
Mögliche Corezeptoren auf den Oberflächen der αβ und γδ T-Zellen sind CD4 und CD8 
(121,122). Diese sind beide wichtig für die Funktion der T-Zellen, da sie an der Erkennung der 
Antigene mitwirken, indem sie an MHC-Moleküle binden und die Wechselwirkung mit 
anderen Zellen beeinflussen. Dabei erkennen CD4+ T-Zellen, auch T-Helferzellen genannt, 
MHC-II-Moleküle, die von den meisten Antigen-präsentierenden Zellen (Makrophagen, B-
Zellen, dendritische Zellen) exprimiert werden. CD8+ T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen 
genannt, erkennen MHC-I-Moleküle, die von fast allen kernhaltigen Körperzellen exprimiert 
werden (88,123). Zusätzlich 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 Säuger ist ein einzelkettiges Molekül bestehend aus vier 
Immunglobulin-ähnlichen Domänen, er bindet gleichzeitig mit dem TCR an denselben 
Peptid:MHC-Komplex. Durch CD4 wird die Empfindlichkeit der Zelle für ihr Antigen erhöht, da 
dieser Corezeptor mit der zytoplasmatischen Tyrosinkinase Lck verbunden ist, die die 
Aktivierung einer Signalkaskade nach Antigenerkennung unterstützt (67). 
 
Beim Huhn ist der CD4-Corezeptor ebenfalls ein einzelkettiges Molekül mit 4 extrazellulären 
Immunglobulin-ähnlichen Domänen und einer zytoplasmatischen Domäne mit konservierter 
Lck-Bindungsstelle (63).  
 
2.3.2.4.2 CD8-Rezeptor  
 
Der CD8-Corezeptor der Säuger ist ein Dimer aus zwei verschiedenen Ketten, α und β, die über 
Disulfidbrücken verbunden sind und jeweils eine Immunglobulin-ähnliche Domäne enthalten. 
Die CD8α-Ketten können Homodimere bilden, dies kommt aber eher selten vor. Naive T-Zellen 
weisen CD8αβ auf ihrer Oberfläche auf, CD8αα kann von T-Effektorzellen und T-
Gedächtniszellen exprimiert werden (67). Der TCR und CD8 interagieren gleichzeitig mit dem 
MHC-I-Molekül, dabei steht CD8 über den zytoplasmatischen Schwanz seiner α-Kette mit der 
Lck-Kinase in Verbindung und erhöht dadurch die Empfindlichkeit der T-Zellen für das Antigen 
bis um das 100-fache. Circa 50% der γδ T-Zellen in der Milz des Menschen exprimieren CD8 
auf ihren Oberflächen, und nur bis zu 30% im Blut (124).  
 
Der CD8-Corezeptor des Huhns ähnelt ebenfalls dem der Säuger, er besteht aus zwei Ketten, 
α und β, die αα- und αβ-Dimere bilden (125). Beide Ketten enthalten eine extrazelluläre V-
ähnliche Immunglobulin-Domäne. CD8α enthält eine Lck-Bindungsstelle, CD8β besitzt nur 
eine kurze zytoplasmatische Domäne. Die meisten T-Zellen tragen CD8αβ auf ihren 
Oberflächen, bei jungen Hühnern trägt allerdings eine γδ T-Zell-Population CD8αα auf ihrer 
Oberfläche, vor allem in Milz und Darm. Im Darm gibt es eine CD8αβ-tragende γδ T-Zell-
Population, die im Säuger nicht gefunden wurde (63). Die meisten Hühnerlinien exprimieren 
CD4+ oder CD8+ T-Zellen in der Peripherie, manche Hühnerlinien zeigen eine Co-Expression 
von CD4 und CD8αα auf einem Großteil ihrer peripheren T-Zellen (126). γδ T-Zellen tragen im 
Darm vor allem CD8 auf ihren Oberflächen, 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 Säuger und des Haushuhns 
 
Das TCR-Signaling bei Huhn und Säuger läuft vermutlich ähnlich ab. Das Signal wird durch 10 
zytoplasmatische ITAMs verstärkt, die in den zytoplasmatischen Domänen der verschiedenen 
CD3-Ketten und des ɺɺ-Homodimers liegen. Eine erste Reaktion erfolgt nach Bindung des 
Liganden, und zwar durch die Lck-Kinase (129,130). Sie wird über ihre Bindung an den CD4- 
bzw. den CD8-Corezeptor in die Nähe der ITAMs gebracht, und führt schließlich zu ihrer 
Phosphorylierung. Die phosphorylierten ITAMs binden dann an die Tyrosinkinase ZAP-70, 
welche daraufhin ebenfalls durch Lck phosphoryliert wird, was zu einer erhöhten 
katalytischen Aktivität führt (63,131).  
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Im Gegensatz zu den αβ T-Zellen, deren Funktionen und Effektormechanismen in vielen 
Spezies charakterisiert wurden (89,132-134), ist die Funktion der γδ T-Zellen noch nicht so 
genau bekannt. Auf den aktuellen Stand wird in den folgenden Kapiteln eingegangen. 
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2.4 γδ T-Zellen beim Säuger 
 
2.4.1 Entwicklung der γδ T-Zellen 
 
Die Entwicklung der γδ T-Zellen findet während der Embryonalentwicklung und in der frühen 
Neonatalphase im Thymus statt, sie wurde vor allem in Mäusen erforscht (135,136). Die T-
Zell-Vorläufer befinden sich bei jungen Säugern im Stroma des Thymus (67).  
γδ T-Zellen sind die ersten T-Zellen, die sich im Thymus, noch vor den αβ T-Zellen, aus ihrem 
gemeinsamen CD4- und CD8-doppeltnegativen Vorläufer entwickeln (137,138). Sie verlassen 
den Thymus in Wellen, welche mit bestimmten Vγ-Segmenten zusammenhängen, zum Teil 
einen invarianten TCR besitzen, und in bestimmte Gewebe wandern (139-144). γδ T-Zellen 
bleiben zum größten Teil CD4-CD8- und durchlaufen kein, nicht wie αβ 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 γδ T-Zellen der Maus zum Teil schon dort ihre 
Funktionen, wie die Produktion von IFN-γ oder IL-17 (143,147), αβ T-Zellen hingegen verlassen 
den Thymus in naiver Form. Der Teil der γδ T-Zellen, der schon während der Entwicklung im 
Thymus seine Funktion erhält, kann eher der angeborenen Immunantwort zugeteilt werden 
(148,149).  
An Embryonaltag ET 13 wird der fetale Thymus von fetalen Leber-Vorläufern besiedelt und 
generiert schließlich die γδ T-Zell-Wellen.  
Als erstes verlassen Vγ5Vδ1+ DETCs (dendritic epidermal γδ T cells) nach ET 13 bis ungefähr ET 
17 den Thymus und wandern in die Epidermis. Dies scheint abhängig von Skint-1 zu sein, 
einem Protein mit Immunglobulin-ähnlicher Domäne (150-153). 
Vγ6Vδ1+ γδ 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 gehören zu 
den IL-17-bildenden Tγδ-17-Zellen (155).  
Vγ1+ und Vγ4+ T-Zellen, gepaart mit verschiedenen Vδ-Genen, dadurch weniger invariant, 
verlassen den Thymus dann ab ET 16. Beide gehören ebenfalls zu den Tγδ-17-Zellen 
(143,156,157), und können sich nicht nur fetal, sondern auch neonatal oder adult entwickeln. 
Die Vγ4+ Zellen wandern in Dermis, Darmepithel und alle lymphatischen Organe (140,154). 
Prinz et al. (143) teilte die γδ T-Zell-Entwicklung der Mäuse zusätzlich in funktionelle Wellen 
ein. Als erstes entstehen die DETCs, dann die Tγδ-17-Zellen und in der letzten Welle schließlich 
die γδ NKT-Zellen (158,159).  
Vγ7+ T-Zellen, die sich im Dünndarmepithel aufhalten, werden erst später außerhalb des 
Thymus gebildet (160).  
 
Auch beim Menschen sind γδ T-Zellen die ersten funktionalen T-Zellen in der Peripherie 
(143,161). Sanchez et al. (144) vermuteten aufgrund verschiedener Beobachtungen auch hier 
die γδ T-Zellentwicklung in Wellen. Die bisher bekannte erste prä-thymische γδ T-Zell-Welle 
wird in der 5.-6. Schwangerschaftswoche (SSW) von den Vγ9Vδ2+ T-Zellen, die einen semi-
invarianten TCR tragen, in der fetalen Leber bestimmt (162).  
Über ihre thymale Entwicklung ist noch nicht viel bekannt, Studien von 1990 und 1991 fanden 
die ersten γδ T-Zellen im Thymus in der 10.-11. SSW (163,164), auch eine aktuelle Studie von 
2020 fand γδ T-Zellen im Thymus um diesen Zeitraum (165).  
Zwischen der 8. und 22. SSW fand man eine Welle Vδ2+ T-Zellen im fetalen Thymus. Ebenso 
gibt es eine fetale thymale Vδ1+ T-Zell-Welle, so wie eine postnatale Welle (144).  
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Von den Vγ9Vδ2+ T-Zellen wurde auch nach der Geburt eine thymale Welle entdeckt (166).  
Ähnlich der Maus scheinen sich auch bei manchen γδ T-Zellen des Menschen schon im fetalen 
Thymus Effektorfunktionen zu entwickeln. Es gibt drei Cluster, die den drei Typen der 
Immunität entsprechen. Die erste Welle trägt γδ T-Zellen zugehörig zu Typ 3, die IL-17 
produzieren. Die zweite Welle trägt γδ 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 γδ T-Zellen schon sehr früh, es 
gibt bereits vor der Geburt ein diverses Repertoire (167-169).  
 
2.4.2 Vorkommen der γδ T-Zellen  
 
Bisher konnten γδ T-Zellen in allen untersuchten Säugern entdeckt werden (138,170). Säuger 
können bezüglich ihrer Frequenz an peripheren γδ T-Zellen in zwei Gruppen eingeteilt werden: 
die mit einem hohen Anteil, über 10%, und die mit einem geringen Anteil, unter 10%, dieser 
Zellen an den peripheren T-Zellen im Blut. Mensch, Maus, Ratte und Hund gehören zu den 
Spezies mit geringem Anteil (9-11). Schwein (171), Rind, Schaf (172,173), Ziege (174),  und 
Hase (175) gehören zu den Spezies mit hohem Anteil.  
Bei Mensch und Maus nehmen die peripheren γδ 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) γδ T-Zellen anteilig im Blut. Ähnlich dem Schwein verändert sich die γδ T-Zell-
Frequenz beim Schaf altersabhängig, 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 verändert 
sich mit dem Alter (174). 
 
αβ T-Zellen wandern aus dem Thymus in Lymphknoten und Milz, genauer die T-Zellzonen der 
weißen Pulpa. Ein Teil der γδ 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-Homöostase aufrechtzuerhalten (181). γδ T-Zellen kann man in der Milz nicht nur 
in der weißen Pulpa finden, sondern auch in der roten Pulpa (124). 
Der Großteil der residenten γδ T-Zellen entsteht in der späteren Embryonalphase und der 
frühen Neonatalphase. Sie bestehen aus Vγ1- und Vδ6-Ketten und bilden zwei Gruppen, die 
sich in ihrer Zytokinproduktion und ihrem Vorkommen unterscheiden. Die erste Gruppe bildet 
IFN-γ und IL-4, sie befindet sich in der Leber und verschiedenen lymphatischen Organen. Die 
zweite Gruppe bildet nur IFN-γ, sie befindet sich in allen lymphatischen Organen (67). 
 
Beim Menschen besteht die Hauptpopulation der γδ T-Zellen im Blut aus den Vγ9Vδ2+ Zellen, 
die Zahl dieser variiert zwischen Individuen, verschiedene Faktoren wie Alter und Geschlecht 
beeinflussen ihr Vorkommen (182).  
Fetale γδ 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 γδ T-Zellen zu geben, aber dafür T-
Zellen, die sowohl den αβ TCR als auch den γδ TCR auf der Oberfläche tragen (183). 
Bei der Maus wandern γδ T-Zellen mit zum Teil invarianten TCRs in bestimmte Gewebe. Wie 
Vγ5+ DETCs in die Epidermis, oder Tγδ-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- γδ T-Zellen vor allem in Blut und Leber vor, CD2+ γδ T-Zellen vor 
allem in Milz und Thymus (184). 
Beim Rind kann man einige γδ T-Zellen in Lymphknoten, Haut- und Darmepithel finden (172), 
auch beim Schaf kommen sie gehäuft in Haut und Darm vor (180). 
 
2.4.3 Funktionen der γδ T-Zellen 
 
γδ T-Zellen besitzen neben den adaptiven Eigenschaften auch angeborene (185-188). Es gibt 
zum einen die γδ T-Zellen, die in lymphales Gewebe wandern und dort nach Antigenkontakt 
klonal expandieren, somit also dem adaptiven Immunsystem angehören. Zum anderen aber 
gibt es auch solche, die direkt ins Gewebe wandern und aufgrund eines invarianten TCRs, den 
mehrere γδ T-Zellen tragen, schnell und in größerer Zahl auf das Antigen reagieren können, 
was dem angeborenen Immunsystem zuzuordnen ist. Intraepitheliale γδ T-Zellen erkennen 
Moleküle, die in Folge einer Infektion entstanden sind und nicht Bestandteile des Pathogens 
selbst, auch diese Gegebenheit macht sie dem angeborenen Immunsystem zugehörig, und 
wird als transitionale Immunität bezeichnet (67), beispielsweise reagieren sie auf unlösliche 
Faktoren wie IL-12 und TNF-α, beide werden von Phagozyten als Reaktion auf Mykobakterien 
gebildet (189). 
Allgemein spielen γδ T-Zellen eine wichtige Rolle in der Tumorüberwachung (190), dem Schutz 
vor intra- und extrazellulären Pathogenen, der Modulation angeborener und adaptiver 
Immunantworten, Gewebeheilung und Erhaltung der Epithelzellen durch KGF1, KGF2 und 
EGF1 (191,192). Diese Rolle der γδ T-Zellen in vielen physiopathologischen Prozessen beruht 
auf der Kombination von Antigen-Spezifität, Gewebeverteilung und funktionellen 
Eigenschaften (123).  
 
γδ T-Zellen sind nicht darauf beschränkt, nur Peptide zu erkennen, die von MHC-I- und MHC-
II-Molekülen präsentiert werden, wie die αβ T-Zellen, sondern können auch direkt lösliche 
Antigene und nicht-Peptid-Antigene erkennen, wie z.B. Glykoproteine oder Lipid-Antigene der 
Mykobakterien. Die menschlichen Vγ9Vδ2+ T-Zellen beispielsweise werden durch 
Phosphoantigene aktiviert (193,194), dabei sind sie sensibler für die von Mikroorganismen 
produzierten Phosphoantigene als für die vom Körper selbst produzierten, wodurch eine 
Reaktion auf körpereigene Zellen verhindert wird (123). 
Ähnlich wie NK-Zell-Rezeptoren erkennen γδ T-Zellen auch durch Stress oder Zellschäden 
induzierte Liganden, wie ULBP4 oder EPCR (67). Dies führt zu verschiedenen 
Effektorfunktionen, wie der Beseitigung von Pathogenen, Inflammation, oder Regulation der 
Gewebe-Homöostase (195). Sie reagieren auf die Stimulation mit PAMPs und produzieren 
Zytokine (196), wie IFN-γ oder TNF-α gegen Viren und intrazelluläre Pathogene, IL-17 gegen 
extrazelluläre Bakterien und Pilze, IL-4, IL-5 und IL-13 gegen extrazelluläre Parasiten, oder GM-
CSF (184,197,198). Sie können aber auch immunsuppressive Zytokine, TGF-β und IL-10, 
produzieren (199).  
 
Durch NKG2D-Rezeptoren können γδ T-Zellen auf Tumorzellen und infizierte Zellen reagieren 
(200). Sie töten 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). Weitläufig können γδ T-Zellen in 
zwei Gruppen eingeteilt werden, IL-17A-produzierend oder IFN-γ-produzierend, wobei die 
jeweilige Entstehung vermutlich im Thymus festgelegt wird, abhängig von der Stärke 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-Molekülen 
präsentiert werden, wie z.B. T22, oder Hitzeschockproteine.  
Zusätzlich bei der Maus bekannte Liganden sind Phycoerythrin aus Algen und Cardiolipin aus 
der inneren Mitochondrienmembran (67).  
 
In vitro-Studien haben gezeigt, dass γδ T-Zellen zum Teil auch zytotoxische Effektorfunktionen 
ausführen (207), und dass sie B-Zellen Antigene präsentieren können (208). Funktionelle 
Unterschiede werden bei der Maus von bestimmten Vγ-Regionen, beim Menschen von 
bestimmten Vδ-Regionen bestimmt, und sind meist in bestimmten Geweben dominant. 
Vδ2+ Zellen des Menschen sind zytotoxisch, sie produzieren IFN-γ und TNF. Die Vδ1+ Zellen 
sind weniger zytotoxisch, sie produzieren mehr Zytokine, wie IL-4 und IL-17 (209). 
 
Die Vγ5+ DETCs der Mäuse reagieren vor allem auf Verletzungen und Infektionen, sie üben 
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 Diversität und 
ihren invarianten Rezeptor, erkennen sie nur ein Antigen oder zumindest nur wenige 
verschiedene Antigene, wodurch dann bei Präsenz dieses Antigens direkt mehrere γδ T-Zellen 
reagieren können, ohne vorherige klonale Expansion (210). Die Vγ6+ γδ T-Zellen der Mäuse in 
den mucosalen Epithelien produzieren nach ihrer Stimulation IL-17, vor allem bei 
Lungeninfekten (211), die Vγ7+ T-Zellen produzieren IFN-γ, die Vγ1+ Zellen in der Leber IL-4 
und IFN-γ (212). Die γδ T-Zellen junger Mäuse erzeugen eine protektive Immunität, bisher gibt 
es aber keinen Nachweis über die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses (213).  
 
γδ 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 schützen sie sich durch Produktion von IFN-γ 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 Mäuse-γδ T-Zellen 
unterschiedliche Zytokine, abhängig von der Art der Infektion (223), nämlich IFN-γ nach 
Infektion mit intrazellulären Bakterien, oder IL-4 nach Infektion mit einem extrazellulären 
Parasiten.  
Beim Rind sieht man ebenfalls einen solchen Anstieg der γδ T-Zellen im Blut nach Infektion 
mit dem Bovinen Herpesvirus Typ I (224).  
 
Vγ9Vδ2+ Zellen des Menschen haben vermutlich eine wichtige Funktion im Alter inne, da sie 
nicht anfällig sind für Seneszenz (225). Vor allem aber sind γδ T-Zellen wichtig in der frühen 
Immunität (226). Es wurde ein Mitwirken am Schutz vor Clostridium difficile in Kindern durch 
IL-17A produzierende γδ T-Zellen nachgewiesen (227), sowie eine in utero Antwort von γδ T-
Zellen auf mikrobielle Angriffe. Vγ9Vδ2+ T-Zellen zeigen beispielsweise eine erhöhte 
Zytotoxizität bei kongenitaler Toxoplasmose-Infektion (228), nicht-Vγ9Vδ2 T-Zellen reagieren 
auf kongenitale CMV-Infektionen (229). Eventuell sind γδ T-Zellen auch wichtig für die 
Antikörper-Produktion während des ersten Trimesters einer Schwangerschaft, indem sie B-
Zellen unterstützen, sich zu Plasmazellen zu differenzieren (230). 
 
Eine weitere wichtige Funktion der γδ T-Zellen ist das Mitwirken an der Erzeugung des 
richtigen Milieus für die Aktivierung einer TH1-Antwort (217). Vγ9Vδ2+ Zellen können Antigene 
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an CD4+ und CD8+ T-Zellen präsentieren (208), und können über die Produktion von CXCL13 
die Organisation von B-Zellen in Lymphfollikeln regulieren (231). 
γδ T-Zellen scheinen auch bei Autoimmunerkrankungen durch Produktion von IL-17 und IFN-
γ eine Rolle zu spielen (123). 
Aktuell gibt es Studien an γδ T-Zellen als Targetzellen in der Krebstherapie, da ihre MHC-
unabhängige Aktivierung gegenüber αβ T-Zellen Vorteile bietet (232,233). 
 
2.4.4 In vitro-Verhalten von γδ T-Zellen 
 
Ein selektives Wachstum von γδ T-Zellen wurde schon in verschiedenen 
Stimulationsprotokollen von Menschen, Mäusen, und Schweinen gezeigt. 
Durch Bestandteile des Erregers Plasmodium falciparum proliferieren humane γδ T-Zellen 
(214). Dabei wird eine bestimmte γδ T-Zell-Subpopulation, die Vγ9Vδ2+ Zellen, im Blut 
stimuliert. Diese Subpopulation kann auch, nach vorheriger Aktivierung mit IL-2 und 
Zoledronsäure, mit IL-12 und IL-18 stimuliert werden (234), und durch die Kombination aus 
HMBPP mit IL-2 oder IL-12 (197).  
Bei Mäusen können γδ T-Zellen durch hohe Dosen Ionomycin 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). 
γδ T-Zellen aus Schweineblut können durch eine Kombination von ConcanavalinA (ConA) mit 
verschiedenen Zytokinen, wie IL-2, IL-12 oder IL-18, proliferieren (237), oder durch Ionomycin 
zusammen mit PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) (184). 
Die häufig zur Stimulation von NK-Zellen (238-240) eingesetzte Kombination aus IL-2 und IL-
12 führt auch bei humanen γδ T-Zellen aus dem Blut zur Proliferation (189). 
Mehrere Studien beobachteten, dass die Zugabe von IL-2 zu mit IL-12 stimulierten γδ T-Zellen 
dessen proliferierenden Effekt verstärkt (189,241). Auch IL-2 alleine hat eine stimulierende 
Wirkung auf γδ T-Zellen (242).   
 
γδ T-Zellen zeigen bezüglich Infektionen eine Abhängigkeit von αβ T-Zellen, wie nach Malaria-
Infektion (243), oder bei Tuberkulose (215). 
Humane γδ 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 γδ T-Zellen in der Maus mit IL-2 und ConA führt, zusätzlich 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, ähnlich 
dem Huhn, zur Expansion aktivierter CD8+ Zellen führt (246). CD8 ist ein Corezeptor des TCR, 
wichtig für Antigenerkennung (122) und T-Zellaktivierung (129,130), er wird beim Menschen 
von ca. 50% der γδ 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 γδ T-Zellen in der Milz CD8 (88).  
 
Das häufig 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-
2Rα- (CD25), der IL-2Rβ- (CD122) und der IL-2Rγc-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-12β, p40, und IL-12α, p35. 
Sein Rezeptor besteht aus IL-12Rβ1- und IL-12Rβ2-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 TH1-ähnlichen Zellen. Ein Knockout von IL-
12 führt zu einer gestörten IFN-γ-Produktion und gestörten TH1-Reaktionen (67,248). 
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Unter anderem mit IL-2 und IL-12 stimulierte γδ T-Zellen des Schweins produzieren in 
Zellkultur IFN-γ, durch zusätzliche Gabe von IL-18 wurde diese Produktion erhöht (237). Auch 
die γδ T-Zellen des Rindes produzieren infolge einer Stimulation mit IL-12 und IL-18 IFN-γ 
(249). Dies konnte auch bei Mäusen beobachtet werden, das produzierte IFN-γ schützte 
anschließend vor einer Infektion mit Cryptococcus neoformans (221). Eine IFN-γ-Produktion 
durch humane γδ T-Zellen kann durch IL-12, auch zusammen mit IL-2, erreicht werden 
(198,250). Humane γδ T-Zellen produzieren in Kultur nicht nur IFN-γ, sondern auch TNF-α und 
IL-17, ebenfalls durch Stimulation mit IL-2, IL-12 und IL-18 (251), nach HMBPP- und IL-12-
Stimulation konnten IFN-γ, TNF-α und GM-CSF nachgewiesen werden (197).   
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2.5 γδ T-Zellen beim Huhn  
 
2.5.1 Entwicklung der γδ T-Zellen 
 
Die Entwicklung der γδ T-Zellen beim Huhn ist strikt Thymus-abhängig (252) und unterscheidet 
sich in vielen Aspekten von der αβ T-Zell-Entwicklung. 
Die Besiedlung des Thymus durch T-Zellvorläufer läuft 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-Zellvorläufer-Peak im Blut gekoppelt 
(257). An ET 12 beginnen die T-Zellen TdT zu exprimieren. Aufgrund dessen kann es als früher 
T-Zellmarker genutzt werden (258,259). Die Vγ-Gene fangen an ET 10 an, sich zu rearrangieren 
(104).  
Die γδ T-Zellen erscheinen drei Tage vor den αβ T-Zellen in jeder Welle, an ET 12 exprimieren 
die ersten T-Zellen den γδ TCR-CD3-Komplex auf ihrer Oberfläche (8). Ihren Peak erreichen sie 
mit 30% zwischen ET 12 und ET 15 (260).  
αβ T-Zellen, die Vβ1 exprimieren, erscheinen an ET 15 und stellen an ET 17-18 die 
dominierenden Thymozyten dar (128). αβ T-Zellen, die Vβ2 exprimieren erscheinen an ET 18 
(261).  
Die γδ T-Zellen der 1. und 3. Welle tragen Vγ1-, Vγ2-, und Vγ3-Gene gleichermaßen, die der 2. 
Welle vor allem Vγ2-Gene, Vγ1 und Vγ3 kommen nur in geringer Zahl vor (253). 
Im Gegensatz zu den γδ T-Zellen zeigen αβ T-Zellen, ähnlich dem Säuger, eine 
Doppelexpression von CD4 und CD8 auf ihren Oberflächen, 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 γδ Τ-Zellen, gefolgt von Vβ1- und Vβ2-αβ T-Zellen, jeweils 2-3 Tage später. 
Während der 1. Welle werden an ET 15-17 γδ T-Zellen in die Peripherie exportiert, an ET 18-
20 αβ T-Zellen. Während der 2. Welle werden γδ T-Zellen um die Zeit des Schlupfes, αβ T-
Zellen 2-4 Tage nach Schlupf exportiert, und während der 3. Welle werden γδ T-Zellen dann 
6-8 Tage nach Schlupf und αβ T-Zellen ca. 2 Tage später exportiert. 
γδ T-Zellen gelangen an ET 15 in die Milz, Vβ1-αβ T-Zellen an ET 19 und 2 Tage nach Schlupf 
Vβ2-αβ T-Zellen (263). Die T-Zellen zeigen verschiedene Homing-Muster in der Milz, γδ T-
Zellen wandern in sinusoidale Areale der roten Pulpa, Vβ1- und Vβ2-αβ T-Zellen in 
periarterioläre lymphatische Scheiden. Ab ET 15 findet man γδ T-Zellen nicht nur in der Milz, 
sondern auch im intestinalen Epithel (2).  
 
Identifizieren kann man die verschiedenen T-Zellen durch eine Färbung ihrer TCRs mit 
monoklonalen Antikörpern. TCR1 färbt γδ T-Zellen an, TCR2 und TCR3 färben Vβ1- und Vβ2-
αβ T-Zellen an (3,8,128,264-267), zu den eher selten vorkommenden Vβ3-αβ T-Zellen ist 
jedoch noch nicht viel bekannt (105). 
 
2.5.2 Vorkommen der γδ T-Zellen      
 
Entdeckt wurden die γδ T-Zellen des Haushuhns erstmals von Sowder et al. (8).  
Hühner gehören zu den Spezies mit einem hohen Anteil der γδ T-Zellen an den peripheren T-
Zellen im Blut, nämlich 15 bis 50% der zirkulierenden T-Lymphozyten im Hühnerblut sind γδ 
T-Zellen. Eine große γδ T-Zell-Population befindet sich auch in verschiedenen Geweben, 
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einschließlich Intestinum und Milz, hier vor allem in der roten Pulpa (127,268). Es sind die 
ersten Zellen, die im Hühnerthymus während der Embryonalentwicklung entstehen. 10% der 
Thymozyten, 15% der zirkulierenden T-Zellen, und 25% der Milzzellen in adulten Tieren sind 
γδ T-Zellen (8,121). 
 
Untersuchungen zum TCRγ 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 TCRγ weiterhin häufig in Thymus und Milz exprimiert, und auch vermehrt in Lunge 
und Darm (13). Im Darm findet man γδ T-Zellen vor allem im Epithel, wie auch beim Säuger, 
in der Haut konnten bisher aber keine γδ T-Zellen gefunden werden (268). 
 
Die γδ T-Zell-Frequenz wird von Geschlecht und Alter der Tiere beeinflusst. Männliche Hühner 
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 γδ T-Zellen in Milz, Ovar, Infundibulum und 
Magnum auf (270).  
 
2.5.3 Funktionen der γδ T-Zellen 
 
Trotz der hohen Frequenz an γδ T-Zellen im Haushuhn ist bisher nicht viel über ihre Funktion 
bekannt.  
Im Huhn weiß man nicht, ob γδ T-Zellen klassische Peptid:MHC-Komplexe erkennen oder, wie 
im Säuger, zusätzlich alternative Liganden haben. Sie scheinen aber auch durch 
Hitzeschockproteine aktiviert werden zu können (271). 
Durch ihre Expression von TLR können Hühner-γδ T-Zellen zur ͣFirst line of defense͞ gezählt 
werden (272). 
 
Ihre Funktion wurde in ein paar für Hühner und auch Menschen relevanten Infektionen 
untersucht, wie MDV-, Salmonella- und Eimeria-Infektionen. 
MDV-vakzinierte Hühner zeigen eine hohe zytotoxische Aktivität ihrer γδ T-Zellen ex vivo 
(273), auch ihre Frequenz steigt nach MDV-Infektion (274), und Küken infiziert mit Salmonella 
typhimurium zeigen eine Expansion bestimmter γδ T-Zell-Subgruppen, nämlich von CD8αα 
positiven γδ T-Zellen, in Blut und anderen Organen (275,276). γδ T-Zellen entwickeln einen 
protektiven Effekt gegen Eimeria-Infektionen (213,277), dies ist vor allem wichtig bei den 
anfälligeren jungen Tieren. Die Zahl der γδ-IELs ist bei Infektionen erhöht, deren Rolle wurde 
aber bisher nicht geklärt (278). Bei der Initiation einer protektiven Antwort auf eine 
systemische und gastrointestinale Salmonella Enteritidis-Infektion spielen γδ T-Zellen eine 
Schlüsselrolle (275). 
 
γδ T-Zellen aus dem Darm produzieren in vitro Zytokine, und zeigen zytotoxische Aktivität 
(279), sie könnten auch immunregulatorische Fähigkeiten besitzen (280).  
Allgemein produzieren γδ T-Zellen eine Vielzahl an Zytokinen, wie IL-10 und IFN-γ (274) und 
können zytotoxische Effektorfunktionen ausüben (281). Auch reagieren sie auf Infektionen 
(282) oder auf Änderungen im Hormonspiegel (269). IFN-γ produzieren sie beispielsweise als 
Reaktion auf MDV (274,283) oder Salmonellen (284), vermutlich als inflammatorische Antwort 
auf die frühe Phase der Infektion. Bei MDV-Infektion produzieren sie auch TGF-β (273), im 
weiteren Verlauf der Infektion zusätzlich 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 CD8-
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Expression. CD8+ γδ T-Zellen sind essenziell für die Beseitigung von Pathogenen durch Töten 
infizierter Zellen (276). 
Die CD8+ γδ T-Zellen zeigen nach der Infektion mit Salmonellen zwar die IFN-γ-Expression, aber 
keine IL-4-Expression, was der erwarteten TH1-Antwort entspricht (287).  
 
Vermutlich können γδ T-Zellen aufgrund der verschiedenen Zytokin-Expressionen die 
Differenzierung der CD4+ αβ T-Zellen in Richtung TH1- oder TH2-Zellen beeinflussen (288). 
Eine weitere Funktion ist ihre Mitwirkung an Graft versus Host-Reaktionen (289). 
 
2.5.4 In vitro-Verhalten von γδ T-Zellen  
 
Für die Stimulation der γδ T-Zellen im Haushuhn wurden bisher verschiedene Methoden 
angewandt, unter anderem der Einsatz von Zytokinen.  
 
Zytokine sind regulatorische Peptide, sie fungieren als extrazelluläre Signale zwischen Zellen, 
werden von verschiedenen Zelltypen sezerniert, meist als Antwort auf einen Stimulus, und 
binden an spezifische Zelloberflächenrezeptoren, die dann die Signaltransduktion in den 
Zielzellen auslösen. Die Interleukine haben funktionelle Aktivitäten, auch bezüglich 
Lymphozyten. Ein T-Zell-proliferatives Interleukin des Huhns ist z.B. das IL-2 (63). Es hat 
ähnliche Eigenschaften wie das Säuger-IL-2 und wird unter anderem von aktivierten T-Zellen, 
vor allem von T-Helferzellen, produziert (290). Es ist wichtig für die Differenzierung und 
Proliferation von Effektor- und Gedächtnis-T-Zellen. Der IL-2-Rezeptor besteht aus 3 
Untereinheiten, der IL-2Rα-Kette (CD25), der IL-2Rβ-Kette (CD122), und der IL-2Rγ-Kette 
(CD132). CD25 wird auf der Oberfläche von Makrophagen, Thrombozyten, CD4+ und CD8+ T-
Zellen exprimiert (247).  
Hühner-IL12 besteht aus ChIL-12α (p35) und ChIL-12β (p40). Sein Rezeptor besteht aus 2 
Ketten, der IL-12Rβ1- und der IL-12Rβ2-Kette (291). 
 
Erste Studien nutzten eine Kombination aus ConA oder anti-CD3 und löslichen exogenen 
Wachstumsfaktoren, wie IL-2, zur γδ T-Zell-Proliferation (127). Durch diese konnte gezeigt 
werden, dass Hühner-γδ T-Zellen in Kultur durch eine Kombination aus Rezeptorligation und 
Zytokinen stimuliert werden können. Sie können also nicht von alleine proliferieren, sondern 
benötigen die Hilfe anderer Zellen, wie z.B. der αβ T-Zellen. Die reagierenden γδ T-Zellen 
exprimieren CD8 auf ihren Oberflächen, in einer späteren Studie wurde dann auch gezeigt, 
dass IL-2 vor allem die Proliferation von CD8+ Zellen fördert (292). CD8 ist ein Corezeptor des 
TCR, γδ T-Zellen in der Hühnermilz zeigen eine hohe CD8-Expression, deutlich mehr als die im 
Blut (127). Aufgrund der verschiedenen Beobachtungen bezüglich γδ T-Zell-Proliferation und 
CD8 wird vermutet, dass hauptsächlich die CD8+ γδ T-Zellen stimuliert werden können 
(127,284). 
Andere Studien zeigten, dass, wie beim Säuger, neben der dualen Stimulation durch TCR-
Crosslinking plus Zytokine auch eine Kombination aus zwei Zytokinen für die γδ T-Zell-
Proliferation ausreicht. Sie nutzten eine Kombination aus IL-2 und IL-12 für verschiedene 
Untersuchungen an diesen Zellen aus der Milz, wie Zytotoxizitätsassays (281), Tests eines 
monoklonalen CD48-Antikörpers (293), oder der Charakterisierung von OX40 und OX40L 
(294).  
Zur Stimulation wurde ebenfalls eine Kombination aus ConA und IL-2 genutzt (282), für γδ T-
Zellen aus dem Blut eine Kombination aus PMA und IL-2 (295). 
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Wie auch beim Säuger konnte beim Huhn beobachtet werden, dass die Kombination der 
beiden Zytokine, IL-2 und IL-12, einen verstärkenden Effekt auf γδ T-Zellen bzw. auf das 
Ausüben ihrer Zytotoxizität hat, als es jeweils alleine hätte (281).  
Bei der Kultivierung zusammen mit αβ T-Zellen konnte bei bestimmten Stimulationen 
beobachtet werden, dass γδ T-Zellen letztere überwuchern (127). 
Man weiß, dass beim Huhn durch IL-12 und IL-18 TH1-Antworten aktiviert werden, sie 
bestimmen somit die T-Zell-Effektorfunktion (296). Bei Abwesenheit von IL-12 wird von T-
Zellen deutlich weniger IFN-γ produziert (297). 
 
Primäre Milzzellen des Huhns produzieren in Kultur nach Stimulation mit IL-18 IFN-γ (298), das 
Verhalten der γδ T-Zellen unter Einfluss verschiedener Zytokine muss aber noch ausführlich 
untersucht werden. Andere Stimulationen, wie mit dem TCR1-mAK (283), oder Infektionen, 
wie mit MDV (274,283) oder mit Salmonella Typhimurium (284), führen durchaus zur IFN-γ-
Produktion. Auch die Produktion von IL-10 (274) und IL-17A nach Stimulation mit PMA und 
Ionomycin wurde beobachtet (299). 
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2.6 Repertoireanalysen des T-Zellrezeptors 
 
Die vollständige Entschlüsselung verschiedener Säugergenome, wie von Mensch und Maus, 
und schließlich auch die des Hühnergenoms (55) und später des Huxu-Hühnergenoms (14) hat 
viele Möglichkeiten eröffnet. T-Zellrezeptor-Repertoireanalysen können zur Erforschung der 
αβ und γδ T-Zellen genutzt werden, wofür die TCR-Loci annotiert werden mussten. Auch die 
Erstellung von CDR3-Profilen anhand ihrer Länge, ermittelt mithilfe von CDR3-
Spektratypisierung oder durch Sequenzierung, tragen zur Untersuchung des TCR-Repertoires 
bei. 
Dazu wurden schon in verschiedenen Bereichen Protokolle etabliert, wie für den Menschen 
(300), die Rötelmaus (301), das Schwein (302), den Zebrafisch (303), den Rhesusaffen (304), 
oder auch das Huhn (12,13,15) und die weiße Pekingente (108). Sie nutzten vor allem das 
Prinzip der ϱ͚ RACE-PCR und Next Generation Sequencing (NGS). Zum Teil wurden auch Unique 
Molecular Identifiers (UMIs) eingesetzt, welche durch das Markieren einzelner cDNA-
Moleküle ermöglichen, PCR-Duplikate vor der bioinformatischen Analyse herauszufiltern und 
somit eine bessere Quantifizierung der Daten vorzunehmen. Diese Technik wurde schon 
häufig erfolgreich für NGS angewandt (305-307). 
 
2.6.1 γδ TCR-Repertoire des Säugers 
 
Der TCRγ-Locus des Menschen beinhaltet 6 funktionale Vγ-, 5 Jγ-, und 2 Cγ-Gensegmente, der 
TCRδ-Locus 8 funktionale Vδ-, 3 Dδ-, 4 Jδ-Gensegmente und 1 Cδ-Gensegment (308).  
Bei der Maus besteht der TCRγ-Locus aus 4 Clustern bzw. Genkassetten. Der γ1-Cluster setzt 
sich aus 4 Vγ-Segmenten, 1 Jγ- und 1 Cγ-Segment zusammen, der γ2-Cluster aus jeweils einem 
Vγ-, Jγ- und Cγ-Segment, so auch der γ3- und der γ4-Cluster (309). Der TCRδ-Locus besteht aus 
6 Vδ-, 2 Dδ-, 2 Jδ-Segmenten und 1 Cδ-Segment (94), später wurden 16 Vδ-Segmente 
entdeckt, eingeteilt in 12 Untergruppen, die aber 10 Vα/δ-Segmente enthalten (310,311). 
Beim Schwein fand man für den TCRγ-Locus 8 Vγ-, 6 Jγ- und 4 Cγ-Gensegmente (312), für den 
TCRδ-Locus 28 Vδ-, 6 Dδ-, 4 Jδ-Gensegmente und 1 Cδ-Gensegment (313,314). 
 
γδ TCR-Repertoireanalysen bei Mensch und Maus haben gezeigt, dass γδ T-Zellen meist eine 
Gewebespezifität aufweisen, sie exprimieren in diesen Organen einen invarianten TCR und 
zeigen zum Teil nur eine eingeschränkte Diversität (140).  
 
Die Lokalisation der γδ T-Zellen bei Mäusen wird von der Vγ-Kette geprägt, z.B. findet man in 
der Epidermis Vγ5Vδ1+ T-Zellen (151,152,315), diese Vδ1-Ketten findet man auch in Epithelien 
der Vagina, des Uterus und der Zunge (154). Im Darm sitzen Vγ7+, in der Peripherie Vγ1+, und 
in Dermis, Gehirn, Gelenken und Reproduktionstrakt Vγ4+ und Vγ6+ T-Zellen (154,156,316). 
Die γδ TCRs in Haut und Uterus der Maus weisen dabei eine nur sehr geringe Diversität auf 
(123).  
 
Beim Menschen wird die Lokalisation der γδ T-Zellen auch durch V-Gensegmente bestimmt, 
aber mehr von Vδ-Segmenten (316). Im Blut findet man die Hauptpopulation der γδ T-Zellen 
des Menschen, nämlich die Vγ9Vδ2+ T-Zellen, die dort bis zu 80% der γδ T-Zellen ausmachen  
(316-318), in Geweben dominieren allerdings die nicht-Vγ9Vδ2+ T-Zellen.  
Die CDR3γ-Sequenzen der fetalen Vγ9Vδ2+ T-Zellen sind vor allem öffentlich, werden also von 
verschiedenen Individuen geteilt, die CDR3δ-Sequenzen sind eher privat und kommen somit 
nur individuell vor (166). Die CDR3δ-Sequenzen der adulten Vγ9Vδ2+ T-Zellen sind auch 
hauptsächlich privat, CDR3γ-Sequenzen der Vγ9-Ketten sind normalerweise um die 14 AS lang 
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(319). Sowohl die fetalen als auch die adulten Vγ9Vδ2+ Zellen sind häufig mit TRGJP 
rekombiniert, die Nutzung der Jδ-Segmente wandelt sich allerdings von Jδ3 zu Jδ1 (166).  
Im intestinalen Epithel des Menschen befinden sich Vγ4Vδ1+ T-Zellen, die aus öffentlichen 
Vγ4-, aber privaten Vδ1-Ketten bestehen (320). Im postnatalen Thymus findet man vor allem 
Vδ1+ T-Zellen (321), so auch in der Leber, in der Lunge hingegen vermehrt Vδ2+ T-Zellen (123).  
 
Vγ9Vδ2+ T-Zellen kommen auch beim Alpaka häufig im Blut vor, Vγ9 rearrangiert dabei vor 
allem mit TRGJP-Varianten, Vδ2 vor allem mit TRDJ4 (322). 
 
Beim Menschen konnte festgestellt werden, dass das γδ TCR-Repertoire für mindestens 90 
Tage stabil bleibt, eine Änderung könnte daher eher mit z.B. Infektionen zusammenhängen 
(323). So konnte eine Expansion bestimmter Vδ2+ Zellen bei Infektion mit Tuberkulose 
(324,325) und auch Lepra (216) beobachtet werden, bei Tuberkulose wurde in späteren 
Studien eine vermehrte Repräsentation Vδ1+ T-Zellen mit verschobenem Repertoire gesehen 
(326). Eine CMV-Infektion führt zu klonaler Expansion von nicht-Vγ9Vδ2+ Zellen, vor allem 
Vδ1+ T-Zellen (323,327). Betroffene zeigen ein verschobenes Vδ1-Repertoire (328). Auch bei 
HIV-Infektion kommt es zur Vδ1-Expansion (329,330).  
Zusätzlich scheint es altersabhängige Änderungen des Repertoires zu geben, wie eine klonale 
Expansion bestimmter nicht-Vγ9Vδ2+ T-Zellen (331,332).  
 
Schweine zeigen im Blut CD2+ und CD2- γδ T-Zellen mit zwei verschiedenen Klonotypen, 
Vγ11JγP1 und Vγ10JγP1. Je ein Drittel dieser Zellen ist mit Vδ1 in Kombination mit Jδ1 oder 
Jδ4 rearrangiert, das Dδ-Segment blieb in einigen Fällen jedoch unidentifiziert. Bei den CD2+ 
Zellen nehmen 4 Vδ-Segmente ca. 70% des gesamten Repertoires ein, bei den CD2- Zellen 
nehmen 3 Vδ-Segmente 50% ein (302).  
 
2.6.2 γδ TCR-Repertoire des Haushuhns 
 
Es gibt schone einige frühe Studien, die sich mit der Annotation der α/δ-, β- und γ-Loci des 
Haushuhns beschäftigten (91,104,106,265,266,333,334). Das Genom des Huhns besitzt nach 
Kubota et al. (91) für den α/δ-Locus 1 Vδ-Familie mit 20-30 Elementen, 2 Dδ-, 2 Jδ-Segmente, 
1 Cδ-Segment, und nach Six et al. (104) für den γ-Locus 3 Vγ-Familien mit jeweils über 10 
Elementen, 3 Jγ-Elemente und 1 Cγ-Element. Liu et al. (82) zeigten später für den α/δ-Locus 
31 Vδ-Segmente unterteilt in 4 Subgruppen, 2 Dδ-, 2 Jδ-Segmente und 1 Cδ-Segment. Für den 
γ-Locus fanden sie 37 V-Segmente unterteilt in 11 Subgruppen, 3 Jγ-Segmente und 1 Cγ-
Segment. Andere Annotationen, wie die des TCRγ-Locus von Zhang et al. (13), zeigten davon 
leichte Abweichungen bezüglich der Vγ-Gensegmente, sie fanden 44 Gensegmente eingeteilt 
in 6 Untergruppen à 6, 19, 9, 4, 3 und 3 Mitgliedern, Dixon et al. (12) fanden 40 Vγ-
Gensegmente eingeteilt in 4 Familien à 6, 22, 7 und 5 Mitgliedern.  
Kürzlich wurde dann das Genom des Huxu-Huhns von Früh et al. (15) annotiert, für den TCRγ-
Locus fanden sie 4 V-Familien mit insgesamt 53 V-Genen à 8, 27, 10 und 8 Mitgliedern, 3 Jγ-
Gene und 1 Cγ-Gen, für den TCRδ-Locus 5 V-Familien mit 41, 3, 1, 9, und 3 Mitgliedern, 2 Dδ-
, 2 Jδ-Gene und 1 Cδ-Gen. 
Es wird vermutet, dass die beobachtete hohe Zahl an Vδ-Gensegmenten typisch für Spezies 
mit hohem γδ T-Zell-Anteil ist, Tiere mit geringem Anteil weisen weniger Vδ-Segmente auf 
(108). 
 
Beim Huhn gibt es noch nicht viele Daten bezüglich ihres γδ TCR-Repertoires.  
Zwei Studien beschreiben das γ-Repertoire (12,13), zu δ gibt es jedoch kaum vorherige Daten. 
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Dixon et al. (12) beobachteten in verschiedenen Organen, dass die meisten γ-Segmente zwar 
exprimiert werden, aber ihr Beitrag zum Repertoire in Thymus und peripheren Geweben 
variiert, obwohl es sich, verglichen mit Menschen und Mäusen, in den verschiedenen 
Geweben durchaus ähnelt. Das TCRγ-Repertoire besteht aus einigen öffentlichen, zwischen 
verschiedenen Tieren geteilten, CDR3 Sequenzen. Diese werden aus einer großen Spanne an 
V-Segmenten gebildet. Aber der Großteil des Repertoires wird nur privat genutzt, genauer 80-
100% aller CDR3-Sequenzen. Die größte Diversität sahen sie im Thymus. Eine Familie, TRGV3, 
wird besonders häufig genutzt, und aus dieser nimmt das TRGV3.3-Gen 30-40% des gesamten 
Repertoires ein, trägt 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 häufiger vor. 
 
Zhang et al. (13) untersuchten das γ-Repertoire im Thymus, wobei sie einige Ähnlichkeiten 
zwischen den verschiedenen Tieren feststellten. 4 der V-Gene nehmen zusammen über 60% 
des gesamten Repertoires ein, das am häufigsten genutzte Vγ3.7 beansprucht z.B. 20,58%, 6 
der VγJγ-Paare nehmen 44% des gesamten Repertoires ein. Sie bestimmten auch die 
durchschnittliche CDR3-Länge, diese beträgt 12,9 AS. 
 
Für den TCRβ z.B. wurde der Einfluss der Darm-Mikroflora auf sein Repertoire erforscht (62), 
was auch noch eine interessante Studie für den γδ TCR wäre, da dieser T-Zelltyp im Darm 
durchaus vertreten ist. 
Zum TCRδ-Repertoire weiß man, dass alle Jδ-Gene in den embryonalen γδ T-Zellen zu gleichen 
Teilen genutzt zu werden scheinen, in adulten γδ T-Zellen gibt es eine Tendenz Richtung Jδ1 
(91). 
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3 ZIELSETZUNG 
 
Über Hühner-γδ T-Zellen und ihre Funktion ist bisher nicht viel bekannt, obwohl diese Tiere 
eine hohe Zahl dieser Zellen besitzen. Auch über ihr Verhalten in Zellkultur über einen 
längeren Zeitraum und somit den Einfluss bestimmter Stimulationsfaktoren weiß man nicht 
viel. Eine umfassende Charakterisierung des TCR-Repertoires konnte bisher auch nur zum Teil 
für γ-Ketten durchgeführt werden, aber nicht für δ-Ketten, da keine vollständige Annotation 
des δ-Locus im Hühnergenom existierte. Somit wurde auch der Einfluss eines 
Langzeitkultursystems auf das TCR-Repertoire nicht untersucht.  
Ziel dieser Arbeit war es daher, ein Langzeitkultursystem für γδ T-Zellen aus der Hühnermilz 
zu etablieren, und zwar mithilfe der Stimulation durch die beiden Zytokine IL-2 und IL-12. Die 
Ermittlung der bestmöglichen Verdünnung 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 über 
längere Zeit durchgeführt werden können.  
Eine genauere Charakterisierung der γδ T-Zell-Subpopulationen sollte durch Sort-Versuche 
dreier Subpopulationen (TCR1+CD8+, TCR1highCD8- und TCR1lowCD8-) aus der Hühnermilz 
erfolgen, mit anschließendem Kultivieren, Durchführen von BrdU-Proliferationsassays und 
durchflusszytometrischen Messungen. Die TCR-Repertoireanalysen der γ- und der δ-Ketten in 
Kultur sollten zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgen, um etwaige Veränderungen des 
Repertoires zwischen diesen Zeitpunkten durch das Kultivieren mit IL-2 und IL-12 zu ermitteln, 
und um zu prüfen, ob nur ein bestimmter γδ 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, γδ T-
Zellen und ihr Verhalten in Kultur besser zu verstehen.  
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4 PUBLIKATION 
 
Die Publikation ͣChicken γδ T cells proliferate upon IL-2 and IL-12 treatment and show a 
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5 SUPPLEMENTARY MATERIAL 
 
Im Folgenden ist das Supplementary Material zur Publikation ͣChicken γδ T cells proliferate 
upon IL-2 and IL-ϭϮ treatment and show a restricted receptor repertoire in cell culture͟, 
erschienen in Frontiers in Immunology, Volume 15, ISSN 1664-3224, 
doi:10.3389/fimmu.2024.132502, wiedergegeben. 
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Suppl. Fig. 1  

 

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 

 
Suppl. Fig. 2: Amplification of TCR γδ 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 

(A)                                   (B)                                                       (C) 

 

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 

(A)                                            (B) 

 

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 1x10^6 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. 

 

Suppl. Fig. 5 

 

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 

 
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 γ (top) and δ (bottom) chain amplicons from 
three animals at day 0 and day 21.  
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Suppl. Fig. 7 

 

Suppl. Fig. 7: Number of unique clonotypes in γ and δ 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 (Animal1_day0, 
Animal1_day21, Animal2_day0, Animal2_day21, Animal3_day0, Animal3_day21) is indicated for γ 
and δ chains.  
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Suppl. Fig. 8 

 

Suppl. Fig. 8: Clonotype tracking of the most abundant clonotypes on day 0 and day 21 for γ chain 
TCR sequences. 

The most abundant γ 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 

 

Suppl. Fig. 9: Jγ and Jδ gene usage on day 0 and day 21.  

J gene usage of the different Jγ and Jδ 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.  

 

Suppl. Fig. 10 

(A)                                                      (B) 

 

Suppl. Fig. 10: Impact of sex and age on γδ T cell frequency and proliferation. 

(A) γδ 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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Suppl. Table 1: cDNA-synthesis for gamma and delta. 

Primer Annealing  72°C for 3min  
42°C for 2min 

- Mix1 (4,5�l): specific primers (0,5�M each) and RNA  

Reverse 
Transcription  

42°C for 
90min 
70°C for 
10min 

- Mix2 (5,5�l): reverse transcriptase (10U), buffer (1x), dNTPs (1mM each), 
DTT (2,5mM), oligonucleotide with UMI (1�M), RNase inhibitor (1U) 

- Mix2 to Mix1 (10�l) 
- Ligation of 5¶ oligonucleotide 

Digest of unbound 
UMI  

37°C for 
60min 

- Add 5�l USER® Enzyme per reaction (Uracil DNA glycosylase, NEB) 

Storage  -20°C  - Storage temperature 

 

 

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

  Oligonucleotide 
with integrated 
UMI 

forward SmartNNNNa AAGCAGUGGTAUCAACGCAGAGUNNNNUNNNNUNNNNUCTTrGrGrGrG 

cDNA 
synthesis 

Specific primer 
to C region 
gamma 

reverse CHTCRg_1 CATCGGTCCATTTCACCCGA 

  Specific primer 
to C region 
delta 

reverse CHTCRd_1 TCATTAGAGGACATCTCCAAA 

  Primer specific 
to 
SmartNNNNa 

forward Smart20 CACTCTATCCGACAAGCAGTGGTATCAACGCAG 

First 
PCR 

Nested primer 
C-region 
gamma 

reverse CHTCRg_2 TCATGTTCCTCCTGCATGATTTC 

  Nested primer 
C-region delta 

reverse CHTCRd_2 TGATTTCATCACAATGACCTCTGG 

  Primer specific 
to Smart20 with 
Universal 
Adapter gamma 

forward Step_1_g (ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT)CACTCTATCCGACAAG
CAGT 

Second 
PCR 

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 
Annealing 
Elongation 

95°C for 20sec 
65°C for 20sec 
72°C for 50sec 

95°C for 20sec 
65°C for 20sec 
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 Hühner, zusammen mit Schweinen, Rindern, Schafen und Ziegen (8,171,173,174,268), 
zu den Spezies mit einem hohen γδ T-Zell-Anteil gehören, also eine große Zahl der peripheren 
T-Zellen in verschiedenen Organen den γδ TCR auf der Oberfläche trägt, ist nur wenig zu ihrer 
Funktion bekannt. Ihr hohes Vorkommen impliziert aber durchaus eine gewisse Relevanz 
dieses Zelltyps für das Immunsystem. Daher ist es wichtig, einen genaueren Blick auf die γδ T-
Zellen des Huhns zu werfen.  
 
6.1 γδ T-Zellen proliferieren in vitro nach IL-2- und IL-12-Stimulation von Milzzellen 
 
Einer der Gründe, weshalb man bisher wenig über diese Zellen weiß, ist, dass γδ T-Zellen 
bislang ex vivo nur schwer zu kultivieren waren. Hier beschreiben wir ein Kultursystem, das 
dieses Problem löst und somit zu weiteren Erkenntnissen beitragen kann.  

 
Um ein selektives Wachstum von Hühner-γδ T-Zellen aus der Gesamtheit aller Milzzellen in 
Zellkultur zu erreichen, haben wir die beiden Zytokine IL-2 und IL-12 verwendet. Bei Säugern 
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 führt sowohl beim Menschen als auch beim Huhn zu einer Störung der 
IFN-γ-Produktion (297,335). Beide Zytokine binden an ihre spezifischen Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche und lösen 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 für die T-Zell-Aktivierung (63,67,336). 

 
Die für unser Kultursystem genutzten Zytokin-Verdünnungen 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 höchsten 
Proliferationsindices zeigten sich bei der Kombination der Zytokine, mit einer 1:800-
Verdünnung des IL-2 und einer 1:80-Verdünnung des IL-12. Somit wurde diese Kombination 
in allen weiteren Experimenten für die γδ T-Zell-Stimulation eingesetzt. Sowohl frisch isolierte 
als auch aufgetaute kryokonservierte Milzzellen wurden für die Ermittlung der optimalen 
Verdünnung genutzt und zeigten interessanterweise dieselben Ergebnisse. Wir hatten eher 
erwartet, dass die aufgetauten Zellen aufgrund der Lagerung weniger gut auf die Stimulation 
ansprechen würden. Dass dieses Kultursystem bei solch unterschiedlich behandelten Zellen 
jedoch gleich gut funktioniert, spricht für seine Robustheit.  

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

 
Die Kombination aus IL-2 und IL-12 wurde auch zuvor schon erfolgreich in unserem Labor für 
verschiedene Experimente eingesetzt, um Hühner-γδ T-Zellen zu stimulieren. Fenzl et al. (281) 
führten mithilfe dieses Stimulationsprotokolls Zytotoxizitätsassays mit γδ T-Zellen durch, 
Huhle et al. (293) nutzten es, um die Expression eines neuen CD45-spezifischen mAK auf γδ T-
Zellen zu testen, und Scherer et al. (294) charakterisierten OX40 und OX40L, ein wichtiges 
costimulatorisches Molekül der T-Zellen (341), unter anderem auf mit IL-2 und IL-12 
stimulierten γδ T-Zellen.  
Aufgrund des Nutzens eines solchen Kultursystems entschieden wir uns, es ausführlicher zu 
testen und zu optimieren, um bestmögliche Proliferationsergebnisse zu erzielen und dadurch 
zu ermöglichen, Hühner-γδ T-Zellen basierend darauf weiter zu erforschen.  
In Menschen und Mäusen hingegen wird die Kombination aus IL-2 und IL-12 häufig 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, fällt auf, dass sie im richtigen Verhältnis zueinander einen stärkeren Effekt 
ausüben als alleine. So beobachteten Ueta et al. (189), dass eine zusätzliche Gabe von IL-2 den 
Effekt des IL-12 auf die γδ T-Zell-Proliferation verstärkte. Gately et al. (242) demonstrierten, 
dass IL-12 alleine zu einer Proliferation aktivierter T-Zellen führte, aber nur in einem 
geringeren Ausmaß als IL-2 alleine. In einer anderen Studie führte IL-12 in allen Dosen zu 
Proliferation und zytotoxischer Aktivität 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 verstärkt, in Kombination mit höheren Dosen IL-2 jedoch gehemmt (241). 
Auch andere Forschungen ergaben einen möglichen konzentrationsabhängigen hemmenden 
Effekt des IL-12 auf die Proliferation von NK-Zellen (344) oder γδ T-Zellen und NK-Zellen (345), 
wenn diese zusätzlich mit IL-2 stimuliert wurden. Dies spricht wiederum für die unbedingte 
Notwendigkeit der Ermittlung optimaler Verdünnungen von IL-2 und IL-12, um nicht den 
gegenteiligen Effekt zu erreichen als eigentlich gewünscht.  
Beim Huhn wurde ebenfalls gezeigt, dass diese Zytokin-Kombination einen synergistischen 
Effekt auf γδ T-Zellen hat, im Vergleich zu IL-2 oder IL-12 alleine. IL-12 selbst war nämlich nicht 
in der Lage, die zytotoxische Fähigkeit der γδ T-Zellen zu induzieren, die Kombination der 
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beiden jedoch schon. Sie führte zu starken zytotoxischen Effektorfunktionen (281). Auch 
unsere BrdU-Proliferationsassay-Ergebnisse zeigten einen verstärkten Effekt der beiden 
Zytokine zusammen auf die Proliferationskapazität von Hühner-γδ T-Zellen. IL-12 alleine 
förderte die Proliferation nur schwach, IL-2 alleine erhöhte sie schon deutlich, die 
Kombination der beiden führte schließlich zum größten Effekt auf die Proliferationskapazität. 
Betrachtet man Figure 1 (346), sieht man die Effekte der Zytokine in ihrer jeweiligen 
Verdünnung auf die γδ T-Zell-Proliferation anhand der gemessenen Proliferationsindices im 
BrdU-Proliferationsassay. 

 
Warum führt die Kombination aus den beiden Zytokinen IL-2 und IL-12 beim Huhn zum 
selektiven Wachstum von γδ T-Zellen und nicht zu dem von αβ T-Zellen? IL-2 alleine stimuliert 
als T-Zell-Wachstumsfaktor sowohl γδ als auch αβ T-Zellen. Bei IL-12 verhält sich das jedoch 
anders. Ueta et al. (189) haben gezeigt, dass IL-12 im Menschen zwar einen stimulierenden 
Effekt auf γδ T-Zellen aus dem Blut hatte, aber nicht auf αβ T-Zellen. Gemessen wurde die 
Aktivierung der γδ T-Zellen anhand der Oberflächenexpression von CD25. Sie stellten die 
Vermutung an, dass γδ T-Zellen eine höhere Zahl an funktionalem IL-12R auf ihrer Oberfläche 
exprimieren als αβ T-Zellen. Yang et al. (197) stellten fest, dass sowohl IL-12 als auch IL-2 
zusammen mit HMBPP zur Expansion eines spezifischen γδ T-Zell-Subtyps führten, nämlich 
Vγ2Vδ2 (eigentlich Vγ9Vδ2 genannt).  
Kasahara et al. (127) beobachteten bei anderen Zellkultursystemen mit Hühnerzellen, dass αβ 
T-Zellen im Lauf der Stimulation von den proliferierenden γδ T-Zellen überwachsen wurden. 
Auch in diesen Systemen wurde unter anderem IL-2 zur Stimulation genutzt. Aber auch 
bezüglich der Wirkung von IL-2 auf Hühner-T-Zellen konnten Choi et al. (282) nach der 
Injektion von IL-2-DNA in junge Hühner einen deutlicheren Effekt auf CD8+ γδ T-Zellen 
feststellen als auf αβ T-Zellen, nämlich anhand einer gestiegenen Prozentzahl von γδ T-Zellen 
in der Milz. In vorherigen Experimenten konnten wir zeigen, dass IL-2 vorzugshalber CD8+ 
Zellen in 6-Tages-Kulturen stimulierte, während IL-18 das Wachstum von CD4+ Zellen förderte 
(292), der TCR-Phänotyp 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 größeren Teil den γδ T-Zellen angehörten oder nicht.   

 
Ein selektives Wachstum von γδ T-Zellen wurde auch schon in verschiedenen anderen 
Stimulationsprotokollen von Menschen, Mäusen, Schweinen und auch Hühnern gezeigt. 
Rajasekar et al. (235) beobachteten eine Proliferation von γδ T-Zellen durch hohe Dosen 
Ionomycin. Behr et al. (214) stimulierten eine spezifische γδ T-Zell-Subpopulation (Vγ9Vδ2) 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 Zoledronsäure. 
Lynch et al. (236) folgerten aus verschiedenen Stimulationsversuchen, dass γδ 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-γδ 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) führten die ersten Versuche durch, Hühner-γδ T-Zellen zu stimulieren, 
wofür unter anderem mit einer Kombination aus dem Lektin ConA und löslichen exogenen 
Wachstumsfaktoren, gewonnen aus dem Überstand von mit ConA stimulierten Milzzellen, 
oder mit der Kombination aus anti-CD3 Antikörpern und dem ConA-Überstand gearbeitet 
wurde. Alleine mit ConA oder anti-CD3 proliferierten sie nur schwach. Damit wurde gezeigt, 
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dass γδ T-Zell-Proliferation durch eine Kombination aus Rezeptorligation und Zytokin-
enthaltendem Zellkulturüberstand erreicht werden kann, diese Zellen also nicht alleine 
proliferieren können, sondern die Hilfe anderer Zellen, vermutlich der αβ T-Zellen brauchen. 
Zusätzlich konnte durch die Nutzung eines anti-IL-2R-Antikörpers und der infolgedessen 
ausbleibenden Proliferation nachgewiesen werden, dass ein wichtiger im Zellkulturüberstand 
enthaltener exogener Wachstumsfaktor für die γδ T-Zellen IL-2 sein musste.  
Choi et al. (282) beschrieben ein Kultursystem für Hühner-γδ T-Zellen, dass mithilfe einer 
Kombination aus IL-2 und ConA betrieben wurde.   

                                                                          
Diese Studien sprechen alle zusammen für die Notwendigkeit einer dualen Stimulation von γδ 
T-Zellen entweder durch TCR-Crosslinking in Kombination mit einem Zytokin oder durch zwei 
Zytokine, wie auch in dieser Arbeit gezeigt wird.  
Möglicherweise induziert die Lektinstimulation in der Milzzell-Kultur Bystander-Zellen dazu, 
IL-12 zu sezernieren. Mögliche Bystander-Zellen wären die αβ T-Zellen, deren Aktivierung zur 
Produktion von IL-2 führen könnte. Van der Heyde et al. (243) entdeckten eine Abhängigkeit 
der Expansion von γδ T-Zellen nach Malaria-Infektion bei Mäusen von CD4+ αβ T-Zellen, 
Pechhold et al. (215) sahen, dass Blut-γδ T-Zellen CD4+ αβ T-Zellen des TH1-Typs für die 
Proliferation nach Aktivierung durch M. tubercolis benötigten.  
Wir vermuten, dass IL-2 oder TCR-Crosslinking für die Hochregulation des IL-12-Rezeptors auf 
γδ T-Zellen essenziell sind. Aufgrund des Mangels an einem Reagenz, um den Hühner-IL-12-
Rezeptor zu detektieren, konnten wir dies leider nicht untersuchen. Diese Annahme bekräftigt 
die Studie von Wang et al. (240) bezüglich NK-Zellen des Menschen. Hier führte 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 für das IL-12-
Signaling in NK-Zellen, was beides zu einem besseren Ansprechen der Zellen auf IL-12 führte. 
Ueta et al. (189) zeigten, dass humane γδ T-Zellen, nach Stimulation mit IL-12, CD25, also den 
IL-2R, exprimierten und daraufhin nach IL-2-Zugabe sehr gut proliferierten.  
Also führen die beiden Zytokine möglicherweise gegenseitig zu einer Hochregulation ihrer 
Rezeptoren, was für ihren synergistischen Effekt sprechen würde. Ein solches Zusammenspiel 
wurde schon bei anderen Zytokin-Kombinationen entdeckt, wie bei IL-4 und IL-12 (347).  
 
Die Tatsache, dass γδ T-Zellen auch Antigen-unabhängig, also rein durch Zytokine, aktiviert 
werden können und proliferieren, weist wiederum auf die Annahme hin, dass γδ T-Zellen nicht 
nur Rollen im adaptiven Immunsystem, sondern auch im angeborenen Immunsystem 
innehaben, wie es auch Ribeiro et al. (185) bezüglich des Vγ9Vδ2+ T-Zell-Subtyps des 
Menschen darstellten. Auch die Beobachtungen von Ueta et al. (189) zeigten die Rolle der γδ 
T-Zellen im angeborenen Immunsystem auf, und zwar konnten γδ T-Zellen Antigen-
unspezifisch durch lösliche Faktoren aktiviert werden, wie IL-12 und TNF-α, die beide von 
Phagozyten als Reaktion auf Mykobakterien gebildet wurden. Das heißt, γδ T-Zellen können 
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 für die γδ T-Zell-Proliferation beim Huhn genutzt wurde. PMA wird 
häufig zusammen mit Ionomycin für die T-Zell-Stimulation angewandt (348,349), so auch beim 
Schwein zur γδ T-Zell-Stimulation (184). PMA führt zur Aktivierung der Proteinkinase C, einem 
Enzym mit Schlüsselrolle im Signaling der Immunzellen (350).  
Wir hingegen konnten keine Proliferation von Blut-γδ T-Zellen oder IELs durch die IL-2-/IL-12-
Costimulation erreichen. Diese Differenzen könnten entweder in der Nutzung verschiedener 
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Hühnerlinien oder vermutlich eher in der PMA versus IL-12 Stimulation begründet sein. 
Möglicherweise können Hühner-γδ T-Zellen in Blut oder Darm nur eine geringere Dichte an IL-
12-Rezeptoren auf der Zelloberfläche aufweisen, verglichen mit γδ T-Zellen der Milz, was für 
diese mangelnde Proliferation sprechen könnte. Auch hierfür wäre ein Reagenz zur Detektion 
des Hühner-IL-12-Rezeptors hilfreich. Im Vergleich dazu sprechen Blut-γδ 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 zukünftiger Studien wäre es interessant zu untersuchen, ob Hühner-γδ T-Zellen 
unter der IL-2-/IL-12-Costimulation Zytokine produzieren, wie beispielsweise IFN-γ. Diese 
Effektorfunktion wurde in anderen Spezies, wie Schwein (237) und Rind (249), beschrieben, in 
welchen mit unter anderem IL-2-/IL-12-stimulierte γδ T-Zellen IFN-γ produzierten. Nämlich 
zeigten Sedlak et al. (237), dass aufgereinigte γδ T-Zellen des Schweins nach Stimulation mit 
IL-2 und IL-12 IFN-γ produzierten, aber nur mäßige Proliferation zeigten. Die Produktion des 
IFN-γ konnte durch Zugabe von IL-18 noch erhöht werden. Price et al. (249) beschrieben, dass 
γδ T-Zellen im Rind nach Stimulation mit IL-12 und IL-18 IFN-γ produzierten. So auch γδ T-
Zellen und NK-Zellen der Maus, die durch die resultierende IFN-γ Produktion vor einer 
Infektion mit Cryptococcus neoformans geschützt wurden (221). γδ T-Zellen und NK-Zellen aus 
humanem Blut produzierten nach Stimulation mit IL-12, unter anderem zusammen mit IL-2, 
IFN-γ (198), und auch Chan et al. (250) zeigten, dass IL-12 zur IFN-γ Produktion humaner PBLs 
und von Mäuse-Milzzellen beitrug.  
Zusätzlich zur IFN-γ Produktion sezernierten aktivierte γδ T-Zellen aus menschlichem Blut, 
nach Stimulation mit IL-2 und IL-12 oder IL-2 und IL-12 und IL-18, TNF-α und IL-17 (251). Auch 
die mit HMBPP + IL-12 stimulierbaren Vγ2Vδ2+ T-Zellen, wie von Yang et al. (197) 
demonstriert, produzierten neben IFN-γ unter anderem TNF-α und GM-CSF. Bezüglich dieser 
γδ T-Zell-Subpopulation bei Menschen zeigten auch Domae et al. (234) eine Antigen-
unabhängige IFN-γ Produktion durch Stimulation mit IL-12 und IL-18. Eine Stimulation mit IL-
12 und IL-2 führte auch zur IFN-γ Produktion, jedoch in deutlich geringerem Ausmaß als mit 
IL-12 und IL-18.  
Das beim Säuger für die IFN-γ Produktion wichtige Zytokin, das IL-18 (IFN-γ inducing factor), 
ist auch beim Huhn schon bekannt und kann beispielsweise in primären Milzzell-Kulturen die 
IFN-γ Produktion anregen (298), oder zur Proliferation und IFN-γ-Sekretion von CD4+ T-Zellen 
aus der Milz führen (292).  
Somit bleibt herauszufinden, wie sich die γδ T-Zellen des Huhns verhalten, auch beim 
Vergleich einer IL-2/IL-12-Costimulation mit einer zusätzlichen Gabe von IL-18. Verschiedene 
Studien haben gezeigt, dass Hühner-γδ T-Zellen aus dem Blut nach einer MDV-Infektion oder 
MDV-Vakzinierung ebenfalls IFN-γ produzieren können (274,283). Man weiß, dass γδ T-Zellen 
unter einer anderen Stimulation IFN-γ produzieren können, wie mit TCR1-mAK stimulierte 
PBMCs (283) oder CD8+ γδ T-Zellen nach Infektion mit Salmonella Typhimurium (284). 
Zusätzlich dazu wäre es auch wichtig zu überprüfen, ob die mit IL-2/IL-12 stimulierten γδ T-
Zellen des Huhns, sofern sie Zytokine produzieren, dies auch über den gesamten Zeitraum der 
Stimulation tun, also bis zu 21 Tage, oder nur begrenzt. Wang et al. (240) demonstrierten 
nämlich, dass NK-Zellen unter der Stimulation von IL-2 und IL-12 vermehrt IFN-γ produzierten, 
aber nur zu Beginn der Stimulation, und zwar hauptsächlich in den ersten 24 Stunden in Kultur. 

 
Während der Etablierung des in vitro-Kultursystems haben wir Variablen entdeckt, die die 
Entwicklung der Zellen in Kultur beeinflussen. Durchflusszytometrische Messungen der 
präparierten totalen Milzzellen zeigten an Tag 0 eine Spanne von 15-60% an TCR1+ Zellen bei 
Tieren unterschiedlichen Geschlechts und Alters. Dies stimmt zum Teil mit früheren Studien 
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überein, welche eine Spanne zwischen 20 und 30% beobachteten (8,127). Die Prozentzahl an 
TCR1+ Zellen an Tag 0 variierte zwischen männlichen und weiblichen Tieren mit 15 bis 25% in 
Weibchen und 30 bis 60% in Männchen (Supplemental Figure 10A) (346). Von einer Androgen-
induzierten Expansion der γδ T-Zellen in Blut und Milz männlicher 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 γδ T-Zell-Frequenz in der Milz als männliche Tiere. Aber wir beobachteten teilweise 
nur einen geringen Anstieg der γδ T-Zell-Frequenz beim Vergleich jüngerer und älterer 
männlicher Tiere.  
Die Proliferationskapazitäten der von männlichen und weiblichen Tieren abstammenden 
Milzzellen waren identisch, beide proliferierten bis zu 21 Tage lang und konnten in dieser Zeit 
gleichermaßen für Versuche genutzt werden. Das Alter der untersuchten Hühner hatte jedoch 
einen Effekt auf das Ergebnis der Kultur. Milzzellen von Tieren älter als 4 Monate starteten 2-
4 Tage früher mit der Proliferation (Supplemental Figure 10B) (346), und auch zuverlässiger, 
als Milzzellen jüngerer Tiere. Dies könnte zum einen mit der zum Teil höheren γδ T-Zell-
Frequenz in der Milz älterer Tiere, zumindest bei Männchen, zusammenhängen oder auch mit 
der Reaktivität der Zellen auf die Zytokine IL-2 und IL-12, vielleicht bezüglich einer stärkeren 
Hochregulation des IL-2R und IL-12R im Alter.    
 
6.2 Verschiedene γδ T-Zell-Populationen reagieren auf Zytokinstimulation 
 
Durchflusszytometrische Messungen der mit IL-2 und IL-12 costimulierten Hühner-Milzzellen 
mit einem γδ TCR-Antikörper und einem CD8-Antikörper zeigten ein unterschiedliches 
Verhalten der einzelnen Subpopulationen über die Zeit von Tag 0 bis Tag 21 auf (Figure 2A) 
(346): die TCR1-CD8- Zellen verschwanden fast komplett, die Zahl der TCR1-CD8+ Zellen nahm 
ab und die TCR1+CD8- Zellen blieben im selben Frequenzbereich erhalten, während die 
Frequenz der TCR1+CD8+ Zellen anstieg. Die TCR1+CD8- Zellen konnte man zusätzlich anhand 
der Expressionsstärke ihres γδ TCRs in zwei Subpopulationen einteilen. Die CD8-Expression 
schauten wir uns an, da γδ T-Zellen in der Milz zu einem großen Teil, bis zu 80%, CD8+ waren, 
was implizierte, dass es essenziell für die Funktion der γδ T-Zellen beim Huhn ist. Dies stimmt 
mit älteren Studien überein, die zudem beobachteten, dass die CD8-Expression im Blut 
deutlich geringer ist (127). Beim Mensch exprimieren fast 50% der γδ T-Zellen in der Milz CD8, 
im Blut nur bis zu 30% (124). CD8 dient zum einen als Corezeptor des TCRs bezüglich der 
Antigenerkennung (122), zum anderen unterstützt es die T-Zellaktivierung (129,130). 
 
Um die IL-2- und IL-12-responsiven Zellen weiter zu charakterisieren, führten wir Sort-
Experimente dreier Subpopulationen (TCR1+CD8+, TCR1highCD8-, TCR1lowCD8-) durch, 
basierend auf γδ TCR- und CD8-Expression (Figure 3A) (346). Mit diesen Experimenten wollten 
wir folgende Fragen beantworten: Erstens, ist die Proliferation abhängig von Bystander-
Zellen? Zweitens, bestimmt nur einer der Phänotypen die Proliferationskapazität? Und 
drittens, bleiben die verschiedenen Phänotypen in Zellkultur stabil? Da wir zuvor totale 
Milzzellen für unsere Versuche genutzt haben, konnten wir nicht ausschließen, dass 
zusätzliche Faktoren, wie die co-kultivierten Zellen, Einfluss auf die Proliferation der γδ T-
Zellen haben. Unsere Hypothese für die gesorteten Subpopulationen war, dass nur die CD8+ 
Zellen proliferieren werden, und dass die TCR1highCD8- Zellen auf die Stimulation mit einer 
Hochregulation von CD8 reagieren könnten. Ähnliches beobachteten nämlich Kasahara et al. 
(127). Negativ-gesortete CD8+ Hühner-γδ T-Zellen, im Forward Scatter größer als die CD8- γδ 
T-Zellen, reagierten mit deutlicher Proliferation auf eine Stimulation mit anti-CD3 in 
Kombination mit exogenen Wachstumsfaktoren, sehr wahrscheinlich IL-2, CD8- Hühner-γδ T-
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Zellen reagierten jedoch nicht. Zusätzlich stellten sie fest, dass nahezu alle proliferierenden γδ 
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+ γδ 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 benötigt werden, 
weder für zusätzliche Zytokinsekretion noch für Stimulation durch Zell-Zell-Kontakt. Da alle 
TCR-Subpopulationen proliferierten (Figure 3B) (346), konnte auch die zweite Frage über die 
Limitierung der Proliferationskapazität durch die Reaktivität nur eines Subtyps auf die beiden 
Zytokine verneint werden. Der Phänotyp bezüglich der CD8-Expression blieb über die Zeit der 
Proliferation nicht stabil; im Durchschnitt regulierte ein Drittel der TCR1highCD8- Zellen CD8 
nach 7 Tagen hoch, bei den TCR1lowCD8- Zellen war dies auch sichtbar, aber in deutlich 
geringerem Ausmaß (im Durchschnitt 8%). Der Phänotyp der doppeltpositiven Zellen blieb 
hingegen stabil (Figure 3C und D) (346).  

 
Der Unterschied zu Kasahara et al. (127), bei dem nur die CD8+ γδ T-Zellen reagierten, könnte 
im anderen Stimulationsprotokoll begründet liegen, nämlich der Kombination aus anti-CD3 
und IL-2. Aufgrund dieses γδ TCR-Crosslinking über anti-CD3 wird vermutlich auch der TCR-
Corezeptor CD8 angesprochen, der dann über die Verknüpfung mit der Tyrosinkinase Lck die 
Signaltransduktion unterstützt.  
Wir hingegen nutzten eine Kombination aus IL- 2 und IL-12, arbeiteten also nicht über TCR-
Crosslinking, und erreichten eventuell deswegen eine zuerst von CD8 unabhängige 
Proliferation der γδ T-Zellen.  
 
Allgemein schließen wir aus unseren Beobachtungen, dass die γδ T-Zell-Stimulation mit IL-2 
und IL-12 zur Expression von CD8 führte, und dass die TCR-Dichte möglicherweise ein Zeichen 
für die vorherige Aktivierung ist, weshalb vor allem die Subpopulationen mit einer höheren 
TCR-Dichte, also die TCR1+CD8+ und die TCR1highCD8- Zellen, im Lauf der Stimulation vermehrt 
CD8 exprimierten bzw. hochregulierten. Daher wäre 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 Hühnern besteht.  
Es ist schon bekannt, dass die Stimulation mit IL-2 beim Huhn hauptsächlich zur Stimulation 
CD8+ Zellen führt (292). Auch beim Menschen ist IL-2 essenziell für 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 später, dass ein Teil der 
doppeltnegativen γδ T-Zellen nach dieser Stimulation CD8 exprimierte (244). Spetz et al. (353) 
bestätigten dies, bei Mäusen führte die Stimulation doppeltnegativer Thymozyten mit ConA 
oder anti-CD3 und IL-2 in vitro zur Differenzierung in CD8+ γδ T-Zellen. Dies trat aber nur ein, 
sofern αβ T-Zellen in der initialen Population enthalten waren. Cron et al. (245) zeigten eine 
Hochregulation von CD8 auf doppeltnegativen Mäuse-γδ T-Zellen aus der Milz nach 7-tägiger 
Stimulation mit anti-CD3 und IL-2. Auch beim Schwein vermuteten Sinkora et al. (354) eine 
stimulationsbedingte Expression von CD8 auf γδ T-Zellen, und Laursen et al. (274) konnten 
einen Anstieg CD8+ γδ T-Zellen in der Hühnermilz nach Infektion mit MDV feststellen. 
 
Aufgrund dieses in unseren Studien beobachteten CD8-Verhaltens wäre es interessant 
herauszufinden, ob nur bestimmte γδ T-Zell-Subtypen CD8 exprimieren können. Dies könnte 
man möglicherweise durch Next Generation Sequencing gesorteter CD8+ und CD8- γδ 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 
Übereinstimmungen in den genutzten Vγ- und Vδ-Sequenzen.  

 
Auch Infektionen führten zu einem Anstieg CD8+ γδ 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 bezüglich der Expansion CD8+ γδ T-Zellen nach 
Aktivierung überein. Da wir aber keine Informationen zum initialen CD8-Status dieser Zellen 
haben, können wir daraus keine Schlüsse über eine Änderung des CD8-Phänotyps der 
expandierenden Zellen ziehen. Einen Hinweis lieferte aber die geringere Zahl CD8- γδ T-Zellen 
nach Infektion in der Peripherie, eine mögliche Erklärung könnte die Hochregulation der CD8-
Expression sein, aber auch eine Abwanderung dieser Zellen zu Infektionsherden in Geweben 
(275). 
 
6.3 Zytokinstimulation von γδ T-Zellen führt zu einem eingeschränkten TCR-

Repertoire 
 
Im nächsten Schritt unserer Studie nutzten wir den Vorteil eines kürzlich in unserem Labor 
entwickelten Protokolls für TCR-Profiling (15)͘ Dieses basiert auf ϱ͚ RACE (355) mit einem 
Primer spezifisch für die konstante C-Region, in unserer Arbeit für γ und δ, und einem 
Template-switch Oligonukleotid͕ einschließlich Unique Molecular Identifier ;UMIͿ͕ am ϱ͚ Ende͘ 
Amplikons variabler Regionen der TCRs werden durch zwei erfolgreiche Runden von semi-
nested PCRs generiert, die auf der cDNA durchgeführt werden, und zwar mithilfe von Primern 
spezifisch für das Template-switch Oligonukleotid und für die konstante C-Region 
(Supplemental Figure 2 und Suppl. Tables 1-3) (346). Die Produkte werden schließlich durch 
Illumina-Sequenzierung analysiert. Dadurch kann die gesamte Diversität der variablen Region 
vervielfältigt werden. Angelehnt wurde das Protokoll an zwei etablierte Systeme für das TCR-
Profiling, einmal für den Menschen (300) und einmal für die Rötelmaus (301), und schließlich 
für das Huhn angepasst. Mamedov et al.  (300) nutzten ein spezifisches Oligonukleotid für die 
cDNA-Synthese, das durch Template-Switching einen Adapter am ϱ͚ Ende erzeugt und einen 
Barcode, wie das UMI, enthält. Die anschließende PCR war eine Kombination aus step-out PCR 
am ϱ͚ Ende (355) und nested PCR am ϯ͚ Ende (356,357). Dieses Protokoll ist unter anderem 
auf eine anschließende 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 für das TCR-Profiling der αβ T-Zellen von der 
Rötelmaus. Auch für das Schwein wurde ein auf NGS basierendes TCR-Profiling-Protokoll mit 
ϱ͛ RACE für γδ T-Zellen entwickelt (302). 

 
Warum bieten UMIs 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 Molekülen abstammen oder durch PCR-
Amplifikation desselben Moleküls entstanden, also PCR-Duplikate sind (358). Aird et al. (359) 
beschrieben das Problem, dass eine Verzerrung in der PCR-Amplifikation zur 
Überrepräsentation bestimmter Sequenzen führen 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 für die Daten, bei denen zwei unterschiedliche 
Moleküle mit gleichem Alignment nicht erwartet werden, durchaus Sinn. Auch die 
Sequenziertiefe nimmt Einfluss auf diese Verzerrung. Bei unseren Daten wäre das allerdings 
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wenig sinnvoll, da wir davon ausgingen, dass das Vorkommen identischer Sequenzen 
physiologisch ist. Das Einführen von UMIs hingegen ermöglichte durch den Einbau an jeweils 
die gleiche Stelle in jedem Molekül während der cDNA-Synthese, also noch vor den PCR-
Zyklen, die wirklichen PCR-Duplikate auszusortieren, da sie die gleichen UMIs zeigten. Sie 
konnten dadurch schon häufig erfolgreich für 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, durchgeführt. Sie dienten 
dem Vergleich des genutzten Repertoires zwischen den untersuchten Tieren, und der Analyse, 
ob vorzugshalber nur ein spezifischer Klonotyp für γ und für δ von IL-2 und IL-12 stimuliert 
wird und somit verantwortlich für die langlebigen Zellen in Kultur ist, oder ob potenzielle am 
Ende vorhandene dominante Klonotypen eine individuelle Entwicklung nach Stimulation 
darstellen. In Menschen z.B. führt IL-12 zur Expansion und Differenzierung einer spezifischen 
aktivierten γδ T-Zell-Subpopulation, den Vγ2Vδ2+ Zellen (eigentlich Vγ9Vδ2) (197). Dies wurde 
auch mithilfe einer Kombination aus IL-12 und IL-18 gezeigt (234). Beim Schwein trägt IL-12 in 
Kombination mit ConA zwar auch zur Proliferation bei, hier wurden aber keine 
Untersuchungen zum Repertoire angestellt (237).  

 
Eine Änderung des γ und δ Repertoires des Huhns wurde in unserer Arbeit bezüglich 
verschiedener Aspekte beobachtet. Die Langzeitkultur führte zu einer kleineren Anzahl an 
exprimierten V-Regionen für γ- und δ-Ketten (Figure 4) (346). An Tag 0 wurden im TCRγ-
Repertoire im Schnitt 11.000 verschiedene Klonotypen exprimiert, an Tag 21 hingegen nur 
noch 1.200, und beim TCRδ-Repertoire wandelte es sich von 10.000 zu 1.300 verschiedenen 
Klonotypen. Die exprimierten V-Regionen erschienen an Tag 21 in einer höheren Frequenz, 
bei den Tieren 1 und 2 nahmen γ-Klonotypen, die jeweils über 100-mal gezählt wurden, 75% 
des Repertoires ein. An Tag 0 waren solch frequente Klonotypen kaum vorhanden (Figure 5A) 
(346).  
Die Verteilung der CDR3-Klonotypen bezüglich ihrer Länge in Aminosäuren (AS) zeigte an Tag 
0 eine Normalverteilung, an Tag 21 zeigten sie eine verschobene Verteilung. Beim TCRγ-
Repertoire wurde diese vom gleichen Vγ-Gen in allen untersuchten Tieren verursacht, dem 
TRGV3-5 Gen. Beim TCRδ-Repertoire hingegen war dafür bei jedem Tier ein anderes Vδ-Gen 
verantwortlich. Die im Schnitt am häufigsten genutzten CDR3-Längen variierten zwischen 11 
und 17 AS (Figure 5B) (346). Die 5 dominanten CDR3-Klonotypen zeigten große Parallelen 
zwischen den Tieren an Tag 0 für γ (Supplemental Figure 8) (346), aber nicht an Tag 21, und 
nicht für δ. Die dominanten CDR3-Klonotypen an Tag 21 unterschieden sich von denen an Tag 
0 (Supplemental Figure 8, dargestellt für gamma) (346).  
 
Die Proliferation in Zellkultur schien also unabhängig von der Frequenz der Klonotypen an Tag 
0 zu sein, da die häufigsten Klonotypen an Tag 21 nicht mit denen an Tag 0 übereinstimmten 
und zwischen den Tieren variierten. Die individuelle Entwicklung verschiedener Kulturen 
könnte demnach das Ergebnis einer vorherigen in vivo-Aktivierung, möglicherweise 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 höchste Proliferationskapazität nach drei Wochen in 
Zellkultur, möglicherweise hatte sich bei diesem der dominante Klon noch nicht vollständig 
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 0 drei Vγ-Segmente zusammen am häufigsten genutzt wurden (TRGV2-26, 
TRGV3-5 und TRGV3-6), sie nahmen zusammen über 40% des Repertoires ein, TRGV2-26 
besetzte um die 18%. Das häufigste Vγ-Gensegment drei Wochen nach Stimulation war 
allerdings in allen Tieren das gleiche (TRGV3-5), es beanspruchte 30-70% des Repertoires 
(Figure 6A) (346). Bei δ sah das anders aus, an Tag 0 wurde nämlich TRDV1-2 von allen Tieren 
hauptsächlich genutzt und nahm bis zu ca. 18% des Repertoires ein, an Tag 21 zeigte jedes Tier 
ein anderes TRDV-Gen am häufigsten (TRDV1-17, TRDV1-9, TRDV1-37), die Beanspruchung 
des Repertoires variierte zwischen 15 und 55% (Figure 6B) (346). Bezüglich 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 TCRγ. 
Dixon et al (12) nutzten in ihrer Studie als Referenzgenom das von Liu et al. (82) veröffentlichte 
Genom des Red Jungle Fowl und bauten diese Annotation weiter aus͘ Auch sie nutzten ϱ͛RACE 
zur Vervielfältigung ihrer Proben aus mehreren Geweben, und beobachteten, dass das TCRγ-
Repertoire des Huhns aus vielen, zwischen den Tieren geteilten, öffentlichen, aber 
überwiegend aus privaten CDR3-Sequenzen besteht, 80-100% waren nämlich nur in einzelnen 
Individuen zu sehen. Die höchste Diversität fanden sie im Thymus. Die Nutzung der TRGV-
Gene war aber allgemein in Thymus, Milz und Darm sehr ähnlich. Das TRGV3.3-Gen wies ein 
hoch diverses privates CDR3-Repertoire auf. Nur ca. 10% des Repertoires waren öffentlich. 
Dieses Gen dominierte jedes untersuchte Gewebe in allen Hühnern, es nahm 30-40% des 
gesamten Repertoires ein, und kam damit mindestens doppelt so häufig vor wie das am 
zweithäufigsten genutzte Gen.  
Im Gegensatz dazu konnten wir kein solch dominantes TRGV-Gen an Tag 0 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 Säuger, wie Mensch und Maus, bei denen diese Gene 
oft gewebespezifisch vorkommen.  
Allgemein wurden neben TRGV3.3 alle Gene aus der TRGV3-Gruppe häufiger genutzt, die 
Gene aus der TRGV1 und -2 Gruppe zeigten jeweils nur ein Mitglied, das deutlich höher 
exprimiert wurde.  
Unsere Daten zeigten auch eine hauptsächliche Nutzung der Gene aus der TRGV3-Familie, 
aber außer dem sehr häufig 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 TCRγ-Repertoire im Thymus mithilfe von NGS. Die Proben 
vervielfältigten sie ebenfalls mit ϱ͛RACE und als Referenzgenom nutzten sie das zu diesem 
Zeitpunkt aktuellste Red Jungle Fowl-Genom GRCG6a. Die untersuchten Hühner zeigten ein 
ähnliches TCRγ-Repertoire, 4 Vγ-Gene und 6 VγJγ-Paarungen wurden hauptsächlich genutzt. 
Vγ3.7 nahm dabei 20,58% des exprimierten Vγ-Repertoires ein, dicht gefolgt von Vγ2.13 und 
Vγ1.6, und die 6 häufigsten Paare beanspruchten 44% des gesamten Repertoires.  
Dies ähnelt unseren Daten in der Milz. Betrachten wir die 4 häufigsten Vγ-Gene, nahmen diese 
um die 50% des Repertoires ein, das häufigste (TRGV2-26) beanspruchte um die 18%.  
Die CDR3γ-Sequenz zeigte bei Zhang et al. (13) im Durchschnitt eine Länge von 12,9 AS, länger 
als die von Maus und Mensch (328,361), bei uns lag die am häufigsten vorkommende CDR3-
Länge an Tag 0 bei 15 AS für γ.  
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Allgemein stellten sie fest, dass TCRγ höher in Thymus und Milz exprimiert wird als in unter 
anderem der Lunge.  
Somit konnten wir einige Übereinstimmungen zwischen unseren TCRγ-Analysen und denen 
von Dixon et al. (12) und Zhang et al. (13) feststellen, die Unterschiede könnten darin 
begründet sein, dass unterschiedliche Protokolle, Hühnergenomsequenzen und Hühnerlinien 
für die Analysen genutzt wurden (14,346). 

 
Zusätzlich zum Huhn wurde das γδ TCR-Repertoire der weißen Pekingente (108) untersucht. 
Ergebnisse von qPCRs ergaben, dass TCRγ und TCRδ1 stark in Thymus und Milz, aber nur wenig 
in Dickdarm, Lunge und Bursa exprimiert wurden. TCRδ2 wurde am stärksten in der Lunge 
exprimiert, in anderen Geweben nur schwach. Das Jδ1-Segment nahm, ähnlich wie beim 
Huhn, 2/3 des Jδ Repertoires ein, die CDR3δ-Länge betrug im Schnitt 11,5 AS. Vγ1.6 und Vγ3.4 
trugen beide zu je 20% zum exprimierten Vγ-Repertoire bei, scheinen also auch mehrere 
TRGV-Gene häufiger zu nutzen, die CDR3γ-Länge lag im Schnitt bei 8 AS. Die CDR3-Längen sind 
somit kürzer als beim Huhn, mit CDR3δ von 16 AS und CDR3γ von 15 AS.  

 
Nun widmen wir uns der Betrachtung des γδ TCR-Repertoires von Säugern.  
Bei Mäusen ist bekannt, dass die Lokalisation der γδ T-Zellen in verschiedenen Geweben und 
auch ihre Effektorfunktionen von einer bestimmten Vγ-Kette geprägt sind, im Gegensatz zu 
den Beobachtungen im Huhn. In der Epidermis der Haut befinden sich vor allem Vγ5+ T-Zellen 
in Kombination mit Vδ1 (123,151,152,315), im Darm Vγ7+ T-Zellen, in der Peripherie Vγ1+ T-
Zellen und in Dermis, Gehirn, Gelenken und Reproduktionstrakt Vγ4+ und Vγ6+ T-Zellen 
(140,143,146,154,156,316,362,363).  
 
Auch beim Menschen können γδ T-Zellen nach Nutzung ihrer V-Gene eingeteilt werden (316). 
Vγ9Vδ2+ 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-Vγ9Vδ2+ T-Zellen repräsentieren hingegen die dominante γδ T-
Zell-Subpopulation in Geweben.  
Die fetalen Vγ9Vδ2+ T-Zellen zeigen öffentliche CDR3γ-Sequenzen, die in ihrer Länge 
eingeschränkt sind, so auch die CDRδ-Sequenzen, diese stimmen aber nur zum Teil zwischen 
verschiedenen Probanden überein, die anderen sind privat (166).  
Adulte Vγ9Vδ2+ T-Zellen zeigen vor allem private CDR3δ-Sequenzen, und weisen eine 
Veränderung in den am meisten genutzten Jδ-Genen, nämlich von Jδ3 zu Jδ1, auf. Beide 
nutzen hauptsächlich TRGJP (166,317,323,366,367). Vγ4+ Zellen befinden sich im intestinalen 
Epithel, zeigen öffentliche Vγ4-, aber private Vδ1-Ketten (320,368,369). Vδ1+ Zellen 
expandieren häufig nach Infektionen, wie CMV, diese Zellen sind auch die häufigsten im 
postnatalen Thymus und präferieren TRGJ1 (321,323,327,328,370).  
Bezüglich TRDV werden beim Menschen am häufigsten TRDV1-3 Gene genutzt (92,316,371), 
beim Huhn vor allem TRDV1-Gene. In der Lunge treten vermehrt Vδ2+ T-Zellen auf, nach 
Infektion mit Tuberkulose hingegen Vδ1+ T-Zellen mit verschobenem Repertoire (326).  
 
Parallelen zwischen dem Hühner-γδ TCR-Repertoire und dem der Säuger sind zum einen die 
vermehrt öffentliche TRGV-Nutzung im Gegensatz zur eher privaten TRDV-Nutzung und einer 
allgemein höheren δ-Diversität, und zum anderen die Verschiebung des Repertoires nach 
Infektion bzw. Aktivierung.   

 
Schlussfolgernd kann zu den Daten gesagt werden, dass Hühner-γδ T-Zellen für ausgedehnte 
Perioden in Kultur mit IL-2 und IL-12 stimuliert werden können, und dass während dieser 
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Kultur ein Shift Richtung eines eingeschränkteren Repertoires erfolgt. Die dominanten 
Klonotypen an Tag 21 scheinen dabei das Ergebnis einer individuellen in vitro-Expansion zu 
sein, möglicherweise abhängig von einer vorherigen in vivo-Aktivierung. 
Dieses Kultursystem wird in zukünftigen Experimenten für eine Charakterisierung der γδ T-
Zell-Funktion und auch für die Entdeckung potenzieller γδ TCR-Liganden sehr nützlich sein.  
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7 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Einfluss von Interleukin-2 und Interleukin-12 auf γδ T-Zellen im Haushuhn 
 
Diese Arbeit zeigt die Etablierung eines Langzeitkultursystems für γδ T-Zellen aus der 
Hühnermilz, stimuliert mit den beiden Zytokinen IL-2 und IL-12. Die Milzzellen wurden durch 
Dichtegradientenzentrifugation über Ficoll gewonnen. Die bestmöglichen Verdünnungen für 
die Zytokine wurden durch BrdU-Proliferationsassays ermittelt, die sowohl mit frisch isolierten 
Milzzellen als auch mit aufgetauten kryokonservierten Milzzellen durchgeführt wurden. Die 
Ergebnisse für beide Zell-Zustände zeigten dasselbe, nämlich eine deutlich verbesserte 
Proliferation bei der Kombination der Zytokine mit einer 1:800-Verdünnung für IL-2 und einer 
1:80-Verdünnung für IL-12. Diese Verdünnungen wurden dann in allen weiteren Experimenten 
für die γδ T-Zell-Stimulation verwendet.  
 
Durchflusszytometrische Messungen der isolierten Milzzellen mit einem TCR1-mAK 
demonstrierten einen geschlechterabhängigen Unterschied der γδ T-Zell-Frequenz. 
Männliche Tiere wiesen Frequenzen zwischen 30 und 60% auf, weibliche Tiere zwischen 15 
und 25%. Das Verhalten in Zellkultur nach Stimulation ergab altersabhängige Unterschiede. 
Tiere älter als 4 Monate starteten 2-3 Tage früher mit der Proliferation als jüngere Tiere und 
proliferierten zuverlässiger. 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 über die Zeit 
mehr oder weniger gleich, die TCR1-CD8+ Population nahm ab und die doppeltnegative 
Population verschwand fast vollständig.  
 
Eine Charakterisierung der doppeltpositiven Population und der TCR1+CD8- Population, 
unterteilt in TCR1highCD8- und TCR1lowCD8- Zellen, mittels Sort-Versuchen und anschließendem 
Kultivieren, Durchführen von BrdU-Proliferationsassays und durchflusszytometrischen 
Messungen ergab folgende Ergebnisse über das Verhalten dieser Populationen in Kultur: alle 
drei Populationen proliferierten nach Stimulation mit IL-2 und IL-12 im gleichen Ausmaß, keine 
der Populationen bestimmte also die Proliferationskapazität der γδ T-Zellen, und die Zellen 
benötigten keine Bystander-Zellen für die Proliferation. Die durchflusszytometrischen 
Messungen nach 7 Tagen in Kultur zeigten einen stabilen Phänotyp für die doppeltpositive 
Population, aber eine Änderung im Phänotyp der TCR1+CD8- Zellen. Durchschnittlich ein 
Drittel der TCR1highCD8- Zellen und nur ein geringer Teil der TCR1lowCD8- Zellen zeigten nämlich 
einen Shift zu einem CD8+ Phänotyp.  
 
Schließlich wurden TCR-Repertoireanalysen für die γ- und δ- Ketten durchgeführt, ermöglicht 
durch die kürzlich in unserem Labor von Früh et al. (15) erstellte bioinformatische Pipeline und 
Annotation des Huxu-Hühnergenoms für α, β, γ und δ V-Gensegmente. Die durch NGS 
erhaltenen Fastq-Files wurden mithilfe der Programme FastQC für die Qualitätskontrolle, 
MiXCR für das Downsampling und Alignment der Proben, und Immunarch in R für die 
graphische Darstellung ausgewertet. Der Vergleich des Repertoires für γ und δ an Tag 0 und 
Tag 21 ergab ein deutlich eingeschränkteres Repertoire an Tag 21 für beide Ketten, die 
vorhandenen Klonotypen an Tag 21 traten dafür in einer sehr viel höheren Frequenz auf als 
die an Tag 0. Interessant war, dass die frequentesten Klonotypen an Tag 0 des γ-Repertoires 
zwischen den verschiedenen Tieren sehr ähnlich waren, was an Tag 21 nicht mehr der Fall war. 
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Das an Tag 21 am häufigsten genutzte TRGV-Gen war allerdings das gleiche bei allen Tieren, 
nämlich TRGV3-5. Dies war anders an Tag 0, hier gehörten mehrere Gene zu den am 
frequentesten genutzten (TRGV2-26, TRGV3-5 und TRGV3-6). Bei δ gab es weder an Tag 0 
noch an Tag 21 Übereinstimmungen zwischen den frequentesten Klonotypen der 
verschiedenen Tiere. Auch das Nutzungsbild der Gene war anders als bei γ. TRDV1-2 wurde 
von allen Tieren an Tag 0 am häufigsten genutzt, an Tag 21 zeigte jedes Tier ein anderes 
frequentes Gensegment.  
 
Alle Versuche wurden mit jeweils drei Tieren verschiedenen Alters und Geschlechts 
durchgeführt. Standardabweichungen wurden berechnet und statistische Tests angewandt, 
wenn angemessen.  
 
Zusammenfassend kann man also sagen, dass Hühner-γδ T-Zellen mithilfe von IL-2 und IL-12 
in einem Langzeitkultursystem gut proliferieren und überwiegend CD8 exprimieren. Diese 
Kulturen könnten somit für zukünftige Experimente genutzt werden, die das Verhalten der γδ 
T-Zellen, auch bezüglich Infektionen, und ihre Liganden ermitteln. IL-2 und IL-12 scheinen die 
γδ T-Zellen direkt zu stimulieren, und ihre Proliferation scheint nicht von der CD8-Expression 
abhängig 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 γδ T cells 
 
This work shows the establishment of a long-time culture system for γδ 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 γδ T cells.  
 
Flow cytometry measurements of the isolated splenocytes with a TCR1 mAb showed a gender-
dependent difference in the γδ 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 0, 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 TCR1highCD8- and TCR1lowCD8- 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 γδ 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 TCR1highCD8- cells, and of some TCR1lowCD8- cells.  
 
Finally, TCR repertoire analyses for γ and δ chains were performed. This was possible with the 
bioinformatic pipeline recently established in our laboratory  and the annotation of the Huxu 
genome for α, β, γ and δ 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 γ and δ 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 γ 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 0, three genes were the most frequent 
ones (TRGV2-26, TRGV3-5, TRGV3-6). δ did not show similarities on day 0 or on day 21 
between the most frequent clonotypes of the animals. The usage of genes was different to γ, 
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 γδ 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 γδ T cells and their ligands, for example 
in context of infections. IL-2 and IL-12 seem to stimulate γδ 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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