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1. EINLEITUNG 

Die Immunsysteme von Säugetieren und Vögeln sind sehr ähnlich. Bei beiden 

Wirbeltierklassen wird das Immunsystem in eine angeborene und eine erworbene (adaptive) 

Immunantwort unterteilt. Während die angeborene Immunantwort als erste 

Verteidigungslinie gegen Krankheitserreger fungiert, spielen B- und T-Lymphozyten eine 

zentrale Rolle bei der adaptiven Immunabwehr. T-Lymphozyten können zudem basierend auf 

der Expression ihres T-Zell-Rezeptors (T cell receptor, TCR) in αβ- und γδ-T-Zellen differenziert 

werden (1, 2). Jede der vier TCR-Ketten, α-, β-, γ- und δ-Kette, besteht aus einer konstanten 

und einer variablen Region, wobei innerhalb der variablen Region die somatische 

Rekombination von verschiedenen V- (variable), D- (diversity; nur für TCRβ und TCRδ) und        

J- (joining) Genen eine große Vielfalt an αβ-T-Zellen und γδ-T-Zellen entstehen lässt (3, 4).  

Im Vergleich zu B-Lymphozyten und αβ-T-Zellen sind γδ-T-Zellen bisher unzureichend 

charakterisiert. Diese Wissenslücke lässt sich unter anderem dadurch erklären, dass 

hauptsächlich T-Zellen von Menschen, Mäusen und Ratten erforscht werden, die aber nur eine 

geringe Anzahl an γδ-T-Zellen im peripheren Blut aufweisen (5, 6). Hühner (Gallus gallus 

domesticus) hingegen gehören zu den Spezies mit einer hohen Frequenz an γδ-T-Zellen in der 

Peripherie, sie können bei ihnen bis zu 50% der gesamten T-Zell-Population in der Zirkulation 

ausmachen (7, 8). Deshalb bieten sich Hühner für die Erforschung der γδ-T-Zellen an. 

Hühner haben sich längst als unentbehrliche Modelle in der Forschung etabliert. Bereits zu 

Beginn des 20. Jahrhunderts wurden durch Experimente mit Hühnern grundlegende 

Erkenntnisse über Lymphozyten gewonnen, die zeigten, dass diese Zellen sowohl bei der 

Tumorabwehr als auch beim Schutz vor Infektionen wichtig sind (9, 10). 

Angesichts der hohen Anzahl an γδ-T-Zellen in Hühnern ist davon auszugehen, dass diese 

Zellen im Immunsystem eine wesentliche Rolle spielen. Die spezifischen Funktionen dieser 

Zellen sind jedoch bisher weitgehend unbekannt, und auch eine bessere Charakterisierung 

potentieller Subtypen erfordert weitere Forschung. Hierfür sind allerdings spezifische              

γδ-T-Zell-Marker nötig. Bisher gibt es nur einen γδ-T-Zell-Marker für Hühner, den Klon TCR1, 

welcher alle γδ-T-Zellen zu erkennen scheint (11). Es wäre jedoch von Vorteil, weitere Marker 

zu etablieren, die nur bestimmte Vγ- oder Vδ-Familien erkennen, um die Verteilung der 

verschiedenen Subtypen in unterschiedlichen Organen untersuchen zu können und zudem die 

Veränderungen dieser Subtypen während Infektionen zu beurteilen. 

In dieser Arbeit wird ein neuer hühnerspezifischer γδ-T-Zell-Marker beschrieben, der einen 

bestimmten TCR und somit nur eine Subpopulation von γδ-T-Zellen erkennt. Mit diesem 

Marker konnte auch die Expression dieses TCR in verschiedenen Geweben untersucht werden. 
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Eine kürzlich von Früh et al. (12) publizierte Annotation des Huxu-Hühnergenoms (13) 

ermöglichte durch eine Repertoire-Analyse von gesorteten Milzzellen die Identifikation des 

spezifischen TCR. 
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2. LITERATURÜBERSICHT 

2.1 Die Bedeutung von Hühnern in der Immunologie-Forschung 

2.1.1 Die Historie der Immunologie-Forschung an Hühnern 

Vögel und Säugetiere haben sich vor über 250 Millionen Jahren aus einem gemeinsamen 

reptilienartigen Vorfahren entwickelt, weshalb verschiedene auch das Immunsystem 

betreffende Eigenschaften identisch sind. Die Forschung arbeitet hauptsächlich mit Nager-

Modellen, allerdings sind mittlerweile auch Haushühner (Gallus gallus domesticus) als Modell 

unabdingbar, weil diese einige Vorteile gegenüber Nagern bieten. Insbesondere sind die 

unterschiedlichen Embryonalstadien im Ei leicht zugänglich und die Embryos ausreichend groß 

für Manipulationen. 

Das Huhn hat bezüglich der Immunologie-Forschung historischen Wert. Durch Experimente 

mit Hühnern und Hühnerembryonen wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts 

grundlegende Erkenntnisse über das Immunsystem erlangt (9, 14, 15). James Murphy fand 

schon damals heraus, dass Lymphozyten eine zentrale Rolle bei Immunantworten spielen, 

sowohl beim Schutz vor Infektionen als auch bei der Abstoßung von Gewebetransplantaten. 

Dieses Wissen blieb jedoch viele Jahre weitgehend unbeachtet, bis die Funktion der 

Lymphozyten Mitte des 20. Jahrhunderts durch Experimente mit anderen Spezies zu einem 

aktiven Forschungsthema wurde (10, 16-18). In dieser Zeit erkannte man auch, dass sich die 

Lymphozyten in zwei Zelltypen einteilen lassen, die in verschiedenen Organen reifen und 

unterschiedliche Funktionen haben (19-21). Den Thymus-abhängigen Geweben                             

(T-Lymphozyten) wurden die zellulären und den Bursa-abhängigen Geweben                                   

(B-Lymphozyten) die humoralen Immunantworten zugeschrieben. Den entscheidenden 

Hinweis lieferten 1956 Glick et al. (22), die durch Experimente mit bursektomierten Hühnern 

und Infektionsversuchen mit Salmonella typhimurium eher zufällig entdeckten, dass die Bursa 

an der Antikörper-vermittelten Immunität beteiligt ist. 

Die Bursa Fabricii wurde bereits im 17. Jahrhundert von Hieronymus Fabricius entdeckt, der 

jedoch zu der Zeit noch keine Aussage über ihre Funktion treffen konnte (23). Heute weiß 

man, dass die Bursa für die Entwicklung der antikörperproduzierenden B-Zellen notwendig ist. 

Im Säuger existiert dieses Organ zwar nicht, aber aufgrund der Ähnlichkeiten der 

lymphatischen Gewebe und Immunsysteme von Säugern und Hühnern war schnell klar, dass 

ein funktionales Äquivalent vorhanden sein muss (24), das später im Knochenmark gefunden 

wurde (25). 
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Auch bei der Entwicklung von Impfungen haben Hühner früher bereits eine bedeutende Rolle 

gespielt. Im 18. Jahrhundert begründete Edward Jenner die Ära der Impfungen, indem er 

entdeckte, dass eine Infektion mit dem Cowpox-Virus vor dem humanen Pockenvirus schützt 

und etablierte daraufhin die ersten Lebendimpfstoff-Vakzinationen (26). Louis Pasteur baute 

im 19. Jahrhundert dann auf diesem Wissen auf und stieß während seiner Forschungsarbeiten 

zur Geflügelcholera (Pasteurella multocida) auf den Effekt der attenuierten Impfstoffe (27). In 

den 1970er Jahren wurde für das Marek´s disease virus (MDV) erstmals ein Impfstoff gegen 

ein natürliches tumorerregendes Virus beim Huhn entwickelt (28). Auch bei der Entwicklung 

neuer Vakzine oder der Weiterentwicklung von bestehenden Impfstoffen wird immer wieder 

auf das Huhn zurückgegriffen, da die verschiedenen embryonalen Stadien gut zugänglich sind. 

So zeigten Sharma et al. in den 1990er Jahren, dass es möglich ist, Kükenembryonen zwischen 

dem 17. und 18. Bruttag durch eine in ovo-Impfung gegen MDV zu schützen (29, 30).  

 

2.1.2 Hühner in der heutigen Immunologie-Forschung 

Das Haushuhn ist aus der Immunologie-Forschung nicht mehr wegzudenken. Die 

Beschäftigung mit seinem Immunsystem führte in den letzten Jahren zu vielversprechenden 

Ergebnissen: Es wurde zum Beispiel vor 20 Jahren erstmals das komplette Hühnergenom 

sequenziert (31), es existieren mittlerweile einige TCR-Repertoire-Analysen, sowohl zu dem  

αβ-TCR als auch dem γδ-TCR (12, 32-34), und die ersten T-Zell-Knockout-Hühner wurden vor 

kurzem etabliert (35).  

Diese Erkenntnisse ermöglichen weitere Untersuchungen der Hühner-Gene, insbesondere 

können auch die einzelnen T-Zell-Populationen näher charakterisiert und bezüglich ihrer 

Verteilung in den verschiedenen Geweben untersucht werden. Vor kurzem wurde zudem ein 

in vitro Langzeit-Kultursystem für γδ-T-Zellen veröffentlicht (34), was die weitere Erforschung 

dieser Zellen in Zukunft vereinfachen wird. 
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2.2 Das adaptive Immunsystem 

2.2.1 Abgrenzung des adaptiven vom angeborenen Immunsystem 

Das Immunsystem lässt sich in zwei Äste unterteilen, den Ast des angeborenen und den des 

erworbenen (adaptiven) Immunsystems. Beide verfolgen das gleiche Ziel, den Körper vor 

Pathogenen, also Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten, zu schützen (36, 37). Dies wird durch 

verschiedene Komponenten erreicht. Primär werden Pathogene durch die anatomischen 

Barrieren Haut und Schleimhaut abgewehrt. Sollte ein Erreger diese jedoch durchdringen, 

verfügt das angeborene Immunsystem über weitere Abwehrmechanismen. Hierzu gehören 

das Komplementsystem, antimikrobielle Peptide und die angeborenen Immunzellen, wozu 

Makrophagen, Granulozyten und natürliche Killerzellen (NK) zählen. Das angeborene 

Immunsystem reagiert nicht antigenspezifisch, kann dafür aber einen sehr schnellen Schutz 

bieten, indem es innerhalb von wenigen Minuten aktiviert wird und zwischen körpereigen und 

körperfremd unterscheiden kann (38-41).  

Das adaptive Immunsystem kommt zum Einsatz, sobald das angeborene überwunden wurde, 

und basiert auf einem fein abgestimmten Zusammenspiel zwischen antigenpräsentierenden 

Zellen (antigen presenting cell, APC), wozu Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritische 

Zellen zählen, sowie antigenspezifischen Lymphozyten. Dadurch wird eine gezieltere 

Bekämpfung verschiedener Pathogene ermöglicht. Diese Mechanismen benötigen allerdings 

auch mehr Zeit als die angeborenen, nämlich einige Stunden bis hin zu mehreren Tagen (39, 

40, 42). 

Innerhalb des adaptiven Immunsystems unterscheidet man zwei Arten von Lymphozyten,       

B- und T-Lymphozyten, die sich anhand ihrer antigenspezifischen Rezeptoren unterscheiden. 

B-Lymphozyten tragen B-Zell-Rezeptoren (B cell receptor, BCR) auf ihrer Oberfläche,                    

T-Lymphozyten T-Zell-Rezeptoren (T cell receptor, TCR). Beide Rezeptoren kommen in 

membrangebundener, der BCR jedoch auch in sezernierter Form, den Antikörpern, vor. Die 

Entwicklung von Lymphozyten beginnt in den primären lymphatischen Organen. Im 

Knochenmark werden Vorläuferzellen gebildet, die dann im Falle der B-Zellen der Säuger auch 

hier reifen, B-Zellen der Vögel hingegen wandern in die Bursa Fabricii und reifen dort. Die         

T-Zellen der Säuger und Vögel gelangen vom Knochenmark in den Thymus, um dort ihre 

Reifung zu vollziehen. Die ausgereiften, zu dieser Zeit noch naiven Lymphozyten erreichen 

dann über die Blutlaufbahn die sekundären lymphatischen Organe und zirkulieren durch das 

Lymphsystem, bis sie auf ihr spezifisches Antigen treffen. Nach dem ersten Antigenkontakt 

spricht man dann nicht mehr von naiven, sondern von Effektor-Lymphozyten (37, 43). 
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T-Lymphozyten sind verantwortlich für die zelluläre Immunantwort des adaptiven 

Immunsystems und lassen sich anhand ihrer Effektorfunktionen oder ihres TCR weiter 

einteilen (44), worauf im nächsten Unterkapitel eingegangen wird. B-Lymphozyten hingegen 

stellen die humorale Immunantwort des adaptiven Immunsystems dar. Sobald eine 

ausgereifte B-Zelle Kontakt zu ihrem spezifischen Antigen hat, entwickeln sich Plasmazellen, 

die Antikörper spezifisch gegen dieses Antigen produzieren und sezernieren (45). Der BCR und 

die sezernierten Antikörper sind in der Lage, eine Vielzahl unterschiedlicher chemischer 

Strukturen zu erkennen und können direkt an Antigene wie Proteine, Glykoproteine oder 

Polysaccharide binden. Im Gegensatz dazu ist der TCR bei seiner Antigen-Erkennung 

spezifischer, da er im Wesentlichen nur Proteinantigene erkennt, die auf Molekülen des 

Haupthistokompatibilitätskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) präsentiert 

werden, und somit überwiegend einer MHC-Restriktion unterliegt. Der MHC präsentiert auf 

der Zelloberfläche Bestandteile des Pathogens, und der TCR muss meist sowohl das 

präsentierte Antigen als auch Teile des MHC-Moleküls erkennen (1, 46).  

Ein weiteres zentrales Merkmal der adaptiven Immunität ist die Bildung immunologischer 

Gedächtniszellen. Nach einem ersten Kontakt mit einem Antigen, also einer Infektion mit 

einem bestimmten Erreger, wird ein Teil der aktivierten Lymphozyten zu langlebigen T- und 

B-Gedächtniszellen differenziert. Bei erneuter Exposition gegenüber diesem Pathogen können 

die Gedächtniszellen schnell aktiviert werden, was zu einer rascheren und effizienteren 

Schutzreaktion führt (37, 47). 

 

2.2.2 Die T-Lymphozyten und ihre Bestandteile 

2.2.2.1 Einteilung der T-Lymphozyten 

T-Lymphozyten können anhand ihrer Effektorfunktionen in drei verschiedene Gruppen 

unterteilt werden, die T-Helfer-Zellen (T helper cell, TH), die zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic 

T lymphocyte, CTL) und die regulatorischen T-Zellen (regulatory T cell, Treg). TH regulieren 

durch die Freisetzung von Zytokinen die Reaktion anderer Effektorzellen, wie Makrophagen 

und B-Zellen. Man unterscheidet drei Arten: TH1-, TH2- und TH17-Zellen, welche 

unterschiedliche Zytokine ausschütten und von verschiedenen Transkriptionsfaktoren 

abhängig sind. CTL können mithilfe ihrer zytotoxischen Granula infizierte Zellen abtöten, Treg 

unterdrücken überschießende Immunantworten und verhindern somit beispielsweise 

Autoimmunreaktionen (48-50). 

T-Lymphozyten können neben der funktionellen Einteilung auch anhand ihres Rezeptors in 

αβ- und γδ-T-Zellen unterschieden werden. Der TCR ist ein membrangebundener 

Proteinkomplex, der sich aus zwei Polypeptidketten zusammensetzt und entweder den 
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Rezeptor der αβ- oder der γδ-T-Zellen bildet, je nachdem, ob der TCR aus einer alpha- (TCRα) 

und einer beta- (TCRβ) Kette zusammengesetzt ist, oder aber aus einer gamma- (TCRγ) und 

einer delta- (TCRδ) Kette (1, 2, 51, 52). Während die Funktionen der αβ-T-Zellen schon 

weitgehend bekannt sind, ist das Wissen über die γδ-T-Zellen aktuell noch sehr beschränkt.  

 

2.2.2.2   Die Struktur und Diversität der αβ- und γδ-T-Zell-Rezeptoren 

Der TCR ist dem Fab-Fragment (fragment antigen-binding) eines Immunglobulins (Ig) 

strukturell sehr ähnlich, unterscheidet sich aber in der Anzahl der Antigenbindungsstellen und 

der vorliegenden Form. Während der BCR zwei Antigenbindungsstellen aufweist und auch 

sezerniert vorliegt, hat der TCR nur eine Antigenbindungsstelle und liegt ausschließlich 

membrangebunden vor. Die Strukturen der beiden T-Zell-Rezeptoren sind sehr ähnlich, wobei 

der γδ-TCR insgesamt kleiner ist als der Rezeptor der αβ-T-Zellen. Die CDR3-Schleife des          

γδ-TCR ist jedoch länger und kann somit vermutlich direkt mit dem Liganden interagieren und 

erhöht zusätzlich die Diversität des Rezeptors (37, 43). 

Der TCR beider T-Zelltypen stellt ein Heterodimer dar, welches aus zwei Transmembran-

glykoproteinketten, TCRα und TCRβ oder TCRγ und TCRδ, besteht, die über eine Disulfidbrücke 

miteinander verbunden sind. In Abbildung 1 ist links der schematische Aufbau des humanen 

αβ-TCR (grün) und rechts der des galliformen γδ-TCR (blau) dargestellt. Jede der vier Ketten 

beinhaltet eine Transmembrandomäne, die die Verankerung in der Zellmembran sicherstellt. 

Intrazellulär schließt sich eine kurze C-terminale zytoplasmatische Region an, während sich 

die extrazelluläre Domäne in zwei funktionelle Regionen unterteilen lässt: die membrannahe 

konstante (C-) Region, die strukturelle Stabilität bietet, sowie die membranferne variable (V-) 

Region, die an der Antigenerkennung beteiligt ist (53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Aufbau des humanen αβ- und des galliformen γδ-TCR-CD3-Komplexes 
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Die V-Region setzt sich aus den V- (variable), D- (diversity) und J- (joining) Genen zusammen, 

wobei die V- und J-Segmente in allen TCR-Loci enthalten sind, die D-Segmente hingegen 

ausschließlich in den β- und δ-Loci. Die Antigenbindungsstelle liegt innerhalb der variablen 

Region und setzt sich aus drei hypervariablen Schleifen (complementary determining region, 

CDR) zusammen: CDR1, CDR2 und CDR3. CDR3 wird von den Verknüpfungsstellen der         

V(D)J-Gene gebildet und zeigt dadurch eine enorme Variabilität; aus diesem Grund können 

die TCR eine große Bandbreite von Antigenen erkennen (54). 

Während der Entwicklung der T-Lymphozyten im Thymus werden die V(D)J-Gensegmente der 

Rezeptoren antigenunabhängig angeordnet und kombiniert, um so einzigartige und 

hochdiverse V-Regionen und dementsprechend verschiedene spezifische funktionelle 

Antigenrezeptoren zu erzeugen. Dieser Prozess wird als somatische Rekombination oder 

V(D)J-Rekombination bezeichnet und ist von dem Enzymkomplex V(D)J-Rekombinase 

abhängig, welcher aus den Proteinen besteht, die von den rekombinationsaktivierenden 

Genen 1 und 2 (recombination-activating gene 1 and 2, RAG1 und RAG2) kodiert werden (55). 

Die beiden RAG wurden auch schon beim Huhn beschrieben (56). Um die Vielfalt des              

TCR-Repertoires zu erlangen, gibt es neben der bereits beschriebenen kombinatorischen 

Diversität auch eine junktionale Diversität. Diese entsteht während des 

Rekombinationsvorgangs durch das Hinzufügen und Entfernen von Nukleotiden an den 

Verknüpfungsstellen zwischen den verschiedenen Gensegmenten. Das Enzym, das für diesen 

Prozess notwendig ist, ist die terminale Desoxyribonucleotidyltransferase (TdT), die ebenfalls 

Teil des Rekombinasekomplexes ist und beim Huhn bereits charakterisiert wurde (57). Nach 

erfolgter V(D)J-Rekombination wird schließlich noch ein C-Gen integriert. Neben der 

kombinatorischen und junktionalen Diversität führt auch das zufällige Zusammenfügen der 

unterschiedlichen α- und β- oder γ- und δ-Ketten auf der Zelloberfläche zu einer TCR-Vielfalt. 

Die Modifizierung des TCR ist mit der Reifung des T-Lymphozyten im Thymus abgeschlossen 

(37, 43). 

Die Gene der verschiedenen TCR-Ketten sind auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert, 

wobei die V-Gensegmente am 5´-Ende und die C-Gensegmente am 3´-Ende liegen, dazwischen 

befinden sich die D- und J-Gensegmente. Beim Huhn sind die TCRγ-VJ-Gene auf Chromosom 

2 (58, 59), die TCRβ-VDJ-Gene auf Chromosom 1 (59, 60) und die TCRα/δ-Gene gemeinsam 

auf Chromosom 27. Außerdem wurde bei galliformen Vögeln ein weiterer TCRδ-Locus auf 

Chromosom 10 entdeckt, der aus einem einzelnen Satz von VDJC-Genen besteht (61). Die 

humanen TCRγ- und TCRβ-Gene befinden sich auf Chromosom 7, während die TCRα/δ-Gene 

auf Chromosom 14 lokalisiert sind (62-64). 
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Nachdem die TCRα/δ-Gene bei Säuger und Huhn auf einem Chromosom liegen, und sich die 

δ-Gene innerhalb der TCRα-Genregion befinden, wird die Expression von einem αβ-TCR oder 

γδ-TCR darüber reguliert, ob es während der Gen-Umlagerung zur Deletion der δ-Gene kommt 

oder nicht (65). Bei einer initialen Rekombination von δ-Genen bleibt die α-Genregion zwar 

erhalten, die T-Zelle wird aber letztendlich einen γδ-T-Zell-Rezeptor exprimieren. Im 

Gegensatz dazu kommt es während der Rekombination der α-Gene meist zu einer Deletion 

des TCRδ-Locus, und es entsteht eine T-Zelle, die einen αβ-TCR exprimiert. Einige Vα-Gene 

können allerdings nicht nur mit Jα-, sondern auch mit einem, beiden oder keinem                        

Dδ-Gensegment, und mit einem der beiden Jδ-Genen kombiniert werden, wodurch die 

Rekombinationsmöglichkeiten und damit auch die Diversität des TCR erhöht wird. Dieses 

Phänomen ist sowohl beim Menschen (66-68) als auch beim Huhn (69, 70) bekannt. 

 

2.2.2.3   Der CD3-Komplex bei Säuger und Haushuhn 

Aufgrund des kurzen zytoplasmatischen Bereichs des TCR, der keine enzymatische Aktivität 

aufweist, ist dieser allein nicht in der Lage, die Signalübertragung ins Zellinnere effektiv zu 

vermitteln. Deshalb liegt dieser Rezeptor immer zusammen mit einem CD3-Komplex vor          

(s. Abbildung 1), der sicherstellt, dass die Antigenbindung des TCR eine effektive Signal-

transduktion auslöst, die zur Aktivierung der Zelle führt. Folglich tragen alle T-Zellen diesen 

Komplex assoziiert mit dem TCR auf ihrer Oberfläche und sind dementsprechend als              

CD3-positiv charakterisiert (71). Dem CD3-Komplex werden somit drei wichtige Funktionen 

zugeschrieben: Erst durch seine Anlagerung an den TCR wird dieser funktionsfähig, er reguliert 

die Oberflächenexpression dieses Rezeptors und ist zuständig für die Signalweiterleitung, 

sobald ein Antigen erkannt wurde (72, 73). 

Der humane CD3-Komplex ist zusammen mit dem αβ-TCR in Abbildung 1 (linker Komplex) 

schematisch dargestellt. Es gibt vier CD3-Ketten, die durch die gamma- (γ-), delta- (δ-),  

epsilon- (ε-) und zeta- (ζ-) Gene codiert werden, wobei die ζ-Ketten immer ζζ-Homodimere 

darstellen. Zusätzlich zu diesem Homodimer entstehen zwei weitere Dimere, welche durch 

Zusammensetzen der unterschiedlichen CD3-Ketten gebildet werden: CD3γε- und CD3δε-

Heterodimere (72, 74, 75). Bei der Entstehung eines αβ-TCR-CD3-Komplexes lagert sich ein   

ζζ-Homodimer gemeinsam mit einem CD3γε- und einem CD3δε-Heterodimer an den αβ-TCR 

an. Dagegen enthalten die γδ-TCR-CD3-Komplexe des Säugers (nicht abgebildet) fast 

ausschließlich eine Kombination von ζζ-Homodimeren und CD3γε-Heterodimeren, aber kaum 

CD3δε-Heterodimere (76, 77). Die CD3-Dimere sind nicht-kovalent mit dem TCR auf der T-Zell-

Oberfläche verbunden. Während der Transmembranbereich des CD3-Komplexes für die 

Anordnung des TCR wichtig ist, beinhaltet die intrazelluläre Domäne Immunrezeptor-Tyrosin-

basierte Aktivierungsmotive (immunreceptor tyrosine-based activation motiv, ITAM), welche 
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essenziell für die Signal-transduktion vom TCR in die Zelle sind und so zur T-Zell-Aktivierung 

führen (37). Die γ-, δ- und ε-Ketten weisen jeweils nur ein ITAM auf, während in jeder ζ-Kette 

drei ITAM vorhanden sind. Nach der Stimulation des TCR durch ein Antigen werden die 

Tyrosinreste in den ITAM durch Tyrosinkinasen phosphoryliert, wodurch eine Signalkaskade 

ausgelöst wird, die zur Aktivierung des T-Lymphozyten führt (78). 

Beim Huhn existieren im Gegensatz zum Säuger nur zwei CD3-Gene: ein CD3ε- und ein 

CD3γ/δ-Gen, die große Ähnlichkeiten zu ihren Säuger-Pendants aufweisen (79-81) und im     

γδ-TCR-CD3-Komplex (wie auch im αβ-TCR-CD3-Komplex) zwei Heterodimere bilden                   

(s. Abbildung 1, rechter Komplex). Ein weiterer wichtiger Bestandteil dieses Komplexes ist 

ebenfalls das ζζ-Homodimer, ein Adaptor-Molekül, das von den CD3-Genen gebunden wird 

(82). Der zytoplasmatische Bereich dieses Homodimers enthält drei ITAM, die während der 

Zellaktivierung phosphoryliert werden und somit weiterführende Signale vermitteln. Das        

ζζ-Homodimer des Huhns ist sogar in der Lage, sich mit dem Säuger-TCR zu verbinden und 

dessen Funktion wiederherzustellen (83). 

Es wird vermutet, dass die unterschiedlichen CD3-Gene durch eine schrittweise Evolution aus 

einer gemeinsamen Vorläuferform entstanden sind (84, 85). Das ursprüngliche CD3-Gen 

wurde demnach dupliziert und formte dadurch die Gene CD3γ/δ und CD3ε, die in Fischen (86, 

87), Amphibien (88) und Hühnern vorhanden sind. Beim Säuger fand daraufhin vermutlich 

noch eine weitere Duplikation statt, die CD3γ und CD3δ entstehen ließ (89).  

 

2.2.2.4   Die Corezeptoren CD4 und CD8 bei Säuger und Haushuhn 

CD4 und CD8 sind wesentliche Bestandteile eines funktionellen TCR-Komplexes, da diese 

beiden Corezeptoren durch Bindung an die MHC-Moleküle die Lymphozyten-spezifische 

Protein-Tyrosinkinase (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase, Lck) in die Nähe des ITAM 

bringen. Dieses Enzym ist an die zytoplasmatischen Domänen der CD4- und CD8-Moleküle 

gebunden und entscheidend für die Phosphorylierung des ITAM, was wiederum notwendig 

für die weitere Signalkaskade ist (37). Diese beiden Corezeptoren auf der Oberfläche von          

T-Zellen wurden sowohl beim Säuger als auch beim Huhn nachgewiesen (90) und zeigen 

bezüglich Struktur und Funktion große Ähnlichkeiten (91, 92). CD4 wird von T-Helferzellen und 

regulatorischen T-Zellen exprimiert und bindet an MHC-II-Moleküle, die von den meisten APC 

exprimiert werden. Dagegen wird CD8 von zytotoxischen T-Zellen exprimiert und erkennt 

MHC-I-Moleküle, die auf nahezu allen kernhaltigen Zellen zu finden sind (43, 93).   

Der CD4-Corezeptor ist bei Säugern ein einkettiges Molekül, das aus vier 

immunglobulinähnlichen Domänen besteht, wobei die MHC-bindende Region auf der              

D1-Domäne liegt. Sowohl das CD4-Molekül als auch der TCR binden gleichzeitig an denselben 
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Peptid:MHC-II-Komplex; dabei wird durch CD4 die Empfindlichkeit einer T-Zelle für das 

Antigen erhöht. Der intrazelluläre Teil von CD4 bindet an die zytoplasmatische Tyrosinkinase 

Lck, die eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Signalkaskade nach einer 

Antigenerkennung spielt (37). 

Beim Huhn besteht der CD4-Corezeptor ebenfalls aus nur einer Kette, die vier extrazelluläre 

immunglobulinähnliche Domänen und eine zytoplasmatische Domäne mit der Bindungsstelle 

für Lck enthält (43). 

Der CD8-Corezeptor ist bei Säugern ein Dimer mit zwei unterschiedlichen Ketten (α und β), 

die über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind. Beide Ketten enthalten je eine 

immunglobulinähnliche Domäne. Es existieren CD8αα-Homodimere und CD8αβ-

Heterodimere, wobei die Homodimere seltener vorkommen. Auch das CD8-Molekül bindet 

zusammen mit TCR1 denselben Peptid:MHC-I-Komplex und erhöht durch seine Bindung an die 

Lck die Empfindlichkeit der T-Zellen für Antigene, die von MHC-I-Molekülen präsentiert 

werden (37). CD8 exprimierende γδ-T-Zellen wurden in verschiedenen Geweben 

nachgewiesen. Beim Menschen tragen diesen Corezeptor in der Milz etwa 50% der                     

γδ-T-Zellen, im Blut aber nur bis zu 30% (94). Bei der Maus wurden CD8-positive γδ-T-Zellen 

zusätzlich im Darmepithel nachgewiesen (95). Auch zum Schwein gibt es bereits Studien, die 

zeigen, dass sowohl CD8-positive als auch CD8-negative γδ-T-Zellen existieren (96).  

Wie beim Säuger stellt sich beim Huhn der CD8-Corezeptor als Dimer dar, bestehend aus der 

α- und der β-Kette, die jeweils eine V-ähnliche Immunglobulin-Domäne enthalten; allerdings 

weist nur die CD8α-Kette eine Lck-Bindungsstelle auf. Die Ketten können zwei verschiedene 

Isoformen bilden: CD8αα-Homodimere und CD8αβ-Heterodimere (97). Grundsätzlich finden 

sich nur wenige CD8-positive γδ-T-Zellen im Blut von Hühnern, in Milz und Darm hingegen 

exprimiert die Mehrheit der γδ-T-Zellen CD8 (11, 34, 98). Ähnlich wie beim Säuger tragen die 

meisten T-Lymphozyten von Hühnern das CD8αβ-Heterodimer auf ihrer Oberfläche. Bei 

jungen Hühnern gibt es jedoch in der Milz und im Darm auch eine Population von γδ-T-Zellen, 

die CD8αα-Homodimere exprimieren (37). Während die meisten Hühnerlinien in der 

Peripherie entweder nur CD4 oder CD8 auf der T-Zell-Oberfläche exprimieren, gibt es 

Hinweise darauf, dass in einigen Hühnerlinien eine Koexpression beider Moleküle auf einem 

erheblichen Teil der peripheren T-Zellen vorkommt (99). 
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2.3 γδ-T-Zellen des Säugers 

2.3.1 Entwicklung der γδ-T-Zellen des Säugers 

T-Lymphozyten entstehen im Thymus aus multipotenten hämatopoetischen Stammzellen, die 

ursprünglich aus dem Knochenmark stammen. Während ihrer Entwicklung im Thymus werden 

sie als Thymozyten bezeichnet. Beim Menschen ist die Entwicklung des Thymus mit der Geburt 

abgeschlossen, bei der Maus hingegen erst nach einigen Lebenswochen (37). Ein 

entscheidender Schritt bei der Differenzierung von T-Zellen ist die Interaktion mit dem 

Notch1-Rezeptor, der auf den Thymusepithelzellen exprimiert wird. Dadurch wird die 

Vorläuferzelle auf die T-Zell-Entwicklung festgelegt und eine alternative Differenzierung, wie 

beispielsweise zur B-Zelle, verhindert. Die Signalübertragung über Notch1 führt zur Expression 

T-Zell-spezifischer Transkriptionsfaktoren, wie des T-Zell-Faktors 1 (T cell factor 1, TCF-1), 

GATA-3 (100) und des IL-7-Rezeptors (101). γδ-T-Zellen entwickeln sich bereits vor den            

αβ-T-Zellen aus einer gemeinsamen Vorläuferzelle, die primär CD4- und CD8-negativ ist, und 

daher als doppelt negative Vorläuferzelle bezeichnet wird. Während sich αβ-T-Zellen über ein 

doppelt-positives Stadium zu den finalen CD4- oder CD8-einfach-positiven Zellen entwickeln, 

bleiben die γδ-T-Zellen größtenteils doppelt negativ (102-104). Wie bereits in Kapitel 2.2.2.4 

beschrieben, existieren jedoch auch einige CD8-positive γδ-T-Zellen bei den unterschiedlichen 

Spezies. 

Es ist bekannt, dass sich die einzelnen Ketten der γδ-TCR aus unterschiedlichen Gensegmenten 

zusammensetzen: Die γ-Ketten bestehen aus verschiedenen V- und J-Segmenten, die δ-Ketten 

zusätzlich aus einem D-Segment. Die diversen γδ-T-Zell-Subtypen entstehen in bestimmten 

Entwicklungsphasen der Schwangerschaft bzw. Trächtigkeit und sind vor allem durch die 

Expression charakteristischer Vγ- und Vδ-Gensegmente definiert. Sie verlassen den Thymus 

zu bestimmten Zeitpunkten, um in ihre jeweiligen Zielgewebe einzuwandern (105-109). 

Sowohl beim Menschen als auch bei der Maus sind γδ-T-Zellen die ersten T-Zellen, die in der 

Peripherie zu finden sind. Die Subtypen reifer γδ-T-Zellen werden beim Menschen bevorzugt 

über ihre δ-Ketten, bei der Maus überwiegend anhand ihrer γ-Ketten differenziert. 

Über die unterschiedlichen Differenzierungswellen und die Lokalisation der einzelnen 

Zellpopulationen bei der Maus ist Folgendes bekannt: Vγ5+ Zellen sind die ersten, die während 

der Embryonalphase gebildet werden und den Thymus ab dem 13. Trächtigkeitstag verlassen. 

Diese Zellen wandern in die Epidermis ein, wo sie lebenslang bleiben und sich lokal vermehren, 

und werden als DETC (dendritic epidermal T cell) bezeichnet (110, 111). In einer zweiten Welle 

findet im frühen fetalen Thymus die Entwicklung der Vγ6+ Zellen statt, sie beginnt ab dem 14. 

Trächtigkeitstag, und die Auswanderung dauert bis zur Geburt an; diese Zellen reichern sich 

vor allem in den Epithelien von Uterus, Vagina, Zunge (112) und Lunge an (113). Vγ1+ und Vγ4+ 
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γδ-T-Zellen verlassen den Thymus dann in der dritten Welle ab dem 16. Trächtigkeitstag. 

Erstere wandern vor allem in die Leber und die Milz ein (114), letztere wurden in allen 

lymphatischen Organen gefunden (112). Während Vγ5+ und Vγ6+ Zellen ausschließlich vom 

fetalen Thymus gebildet werden, entwickeln sich Vγ1+ und Vγ4+ Zellen auch im adulten 

Thymus. Vγ7+ Zellen finden sich in adulten Mäusen vor allem im Dünndarm-Epithel und 

entstehen vermutlich außerhalb des Thymus (109, 115). Bezüglich der verwendeten 

Nomenklaturen bestehen Unterschiede: Während in den meisten Publikationen, wie auch in 

diesem Abschnitt, die Nomenklatur von Heilig und Tonegawa (116) verwendet wird, greifen 

beispielsweise Xiong und Raulet (105) auf die Nomenklatur von Garman et al. (117) zurück. 

Nach dieser werden Vγ5+ Zellen als Vγ3+, Vγ6+ Zellen als Vγ4+, und Vγ7+ Zellen als Vγ5+ 

bezeichnet. 

Die humanen γδ-T-Zellen lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen, die Vγ9+Vδ2+ und die 

Vγ9+Vδ2- Zellen, welche sich unter anderem in den Zeitpunkten ihrer Entwicklung und ihrer 

finalen Gewebelokalisation unterscheiden. Vγ9+Vδ2+ Zellen entwickeln sich primär etwa fünf 

bis acht Wochen nach der Befruchtung in der fetalen Leber und werden im weiteren Verlauf 

der Schwangerschaft im Thymus generiert (118, 119). Zudem wurde eine postnatale 

Entstehungswelle dieser Zellen im Thymus entdeckt (120). Vγ9+Vδ2+ Zellen machen im adulten 

Menschen den überwiegenden Anteil der γδ-T-Zellen im Blut aus (120). Über Vγ9+Vδ2- Zellen 

ist beispielsweise bekannt, dass Vδ1+ Zellen ab Mitte der Schwangerschaft die dominierende 

Thymozytenpopulation darstellen, sie werden auch nach der Geburt bis ins frühe 

Erwachsenenalter im Thymus gebildet (121). 

Die in der frühen fetalen Phase entstehenden murinen Vγ5+ und Vγ6+ und die humanen 

Vγ9+Vδ2+ Zellen sind im Gegensatz zu den adulten T-Zellen durch einen invarianten TCR 

gekennzeichnet (106, 120). Dies hängt wahrscheinlich damit zusammen, dass die TdT in 

Thymozyten erst im Laufe der Embryonalzeit exprimiert wird, und die Expression postnatal 

kontinuierlich zunimmt (121). 

 

2.3.2 Lokalisation der γδ-T-Zellen des Säugers 

Neben αβ-T-Zellen kommen auch γδ-T-Zellen in den sekundären lymphatischen Geweben aller 

Vertebraten vor, jedoch befinden sie sich hauptsächlich in den Epithelien verschiedener 

Gewebe, wie der Haut, dem weiblichen Genitaltrakt und dem Intestinum, wo sie als erste 

Verteidigungslinie, der „first line of defense“, fungieren (5, 122). Die Diversität des γδ-TCR der 

Zellen, die diese Bereiche besiedeln, ist viel eingeschränkter als die der Rezeptoren der            

γδ-T-Zellen, die sich in den sekundären lymphatischen Organen befinden. Diese Repertoire-



LITERATURÜBERSICHT  14 

Einschränkung scheint es der T-Zelle zu ermöglichen, spezielle Liganden dieser Bereiche zu 

erkennen (123), worauf im nächsten Kapitel eingegangen wird. 

γδ-T-Zellen wurden bereits bei vielen Säugern beschrieben, wobei man zwei Gruppen 

unterscheidet: Spezies mit einer hohen und einer niedrigen Frequenz an γδ-T-Zellen. Die 

Grenze wird dabei bei einem Anteil von 10% der gesamten T-Zellzahl im peripheren Blut 

gezogen. Zu den Spezies mit einem geringen Anteil an γδ-T-Zellen zählen Mensch, Maus (5, 6) 

und Hund (124). Dagegen gehören Ziege (125), Rind, Schaf (126, 127), Schwein (128) und Hase 

(129) zu den Spezies mit einem hohen Anteil an γδ-T-Zellen.  

Tabelle 1 zeigt eine Übersicht der Frequenzen der γδ-T-Zellen im Blut verschiedener Spezies. 

Beim Menschen wurden 0,5-10% γδ-T-Zellen im Blut gefunden, wobei der Durchschnitt bei 

etwa 3% liegt (130). Bei der Maus sind es 1-4% im Blut, in den verschiedenen Geweben wurden 

allerdings vermehrt γδ-T-Zellen identifiziert (103): So exprimieren im Reproduktionstrakt      

10-20% und in den intestinalen Epithelien 20-40% der T-Zellen einen γδ-TCR. In der Haut der 

Maus befinden sich 50-70% γδ-T-Zellen, wobei diese hauptsächlich als DETC beschrieben sind, 

die alle einen identischen Rezeptor tragen (111). DETC-ähnliche γδ-T-Zellen wurden auch bei 

Ratten beschrieben, jedoch sonst bei keiner anderen Tierart. Beim Hund können die                  

γδ-T-Zellen  im Blut knapp 5% ausmachen (124). Bei den Tierarten mit einem hohen Anteil an 

γδ-T-Zellen kann die Frequenz je nach Alter variieren. Die Altersabhängigkeit wurde zum 

Beispiel bei Schwein und Schaf beschrieben, wobei der Anteil der γδ-T-Zellen bei beiden 

Tierarten bis zu 50% der peripheren T-Zellen betragen kann (127, 131, 132). Bei der Ziege 

wurden 4-20% der T-Zellen im peripheren Blut als γδ-T-Zellen identifiziert (125), beim Rind  

20-40% (126) und beim Hasen etwa 20% (129). 

  

Spezies Frequenz der γδ-T-Zellen Referenz 

Mensch 0,5 – 10 % Lanier und Weiss (130) 

Maus 1 – 4 % Chien et al. (103) 

Hund 0,5 – 5 % Faldyna et al. (124) 

Ziege 4 – 20 % Caro et al. (125) 

Rind 20 – 40 % Mackay und Hein (126) 

Schaf 15 – 50 % Hein und Mackay (131) 

Schwein 12 – 49 % Hirt et al. (132) 

Hase ca. 20 % Su et al. (129) 

Huhn 15 – 50 % Sowder et al. (7) 
Cihak et al. (8) 

Tabelle 1: Frequenzen der γδ-T-Zellen im Blut verschiedener Spezies 
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Es ist bekannt, dass αβ-T-Zellen nach Verlassen des Thymus in die sekundären lymphatischen 

Organe wandern. Für γδ-T-Zellen trifft das nur teilweise zu. Die Mehrheit dieser Zellen gelangt 

direkt in Barrieregewebe. Beim Menschen sind sie daher nach der Geburt nur in geringer Zahl 

im peripheren Blut, im Thymus, in der Milz und den Lymphknoten vertreten, während sie im 

Hautepithel sowie in den Schleimhäuten des Verdauungs- und Reproduktionstraktes häufiger 

vorkommen (133). Beim Schwein lassen sich γδ-T-Zellen in CD2-positive und CD2-negative 

Zellen unterteilen, wobei CD2-negative vorrangig im Blut und CD2-positive in verschiedenen 

Organen zu finden sind (134). Im Gegensatz dazu gibt es bei Mensch und Maus keine Hinweise 

auf eine CD2-negative Population im Blut. Beim Rind sind γδ-T-Zellen vor allem in den 

Epithelien von Haut und Darm angesiedelt, in geringerer Anzahl auch in Lymphknoten (126). 

Beim Schaf befinden sich γδ-T-Zellen überwiegend im Darmepithel und, wie bei der Ziege 

auch, in der Haut, interessanterweise vor allem an wollarmen Körperstellen (131). 

Bei Mensch und Maus konnte außerdem bereits gezeigt werden, dass bestimmte 

Subpopulationen von γδ-T-Zellen bevorzugt in bestimmten Organen und Geweben 

vorkommen (135). Ihre spezifische Verteilung deutet darauf hin, dass sie dort spezifische 

Funktionen übernehmen. Die γδ-T-Zellen im menschlichen peripheren Blut exprimieren vor 

allem Vγ9- und Vδ2-Ketten (120). γδ-T-Zellen, die andere Ketten als Vγ9 und Vδ2 exprimieren, 

werden als nicht-Vγ9Vδ2+ T-Zellen bezeichnet und sind bevorzugt in den verschiedenen 

soliden Organen lokalisiert. Hierzu zählen unter anderem die Vγ9-Vδ2+ T-Zellen, die vermehrt 

in der humanen Leber gefunden wurden (136), und die Vδ1+ T-Zellen, die beim Menschen in 

der Milz, Leber, Haut und auch im Darmepithel vertreten sind (133). Bei der Maus dominieren 

im peripheren Blut Vγ1+ Zellen, im Darmepithel wurden vor allem Vγ7+ Zellen und in der 

Epidermis Vγ5+ Zellen gefunden (135). Die Vγ4+ und Vγ6+ Zellen sind vor allem in den Epithelien 

des weiblichen Reproduktionstrakts lokalisiert (112, 133). 

 

2.3.3 Funktionen der γδ-T-Zellen des Säugers 

Neben einer im Blut und in den sekundären lymphatischen Organen zirkulierenden γδ-T-Zell-

Population, welche hauptsächlich der adaptiven Immunität zugeordnet werden kann, 

wandern die meisten γδ-T-Zellen direkt ins Gewebe. Sie sind vorrangig in epithelialen 

Geweben wie der Haut, dem Darm und dem weiblichen Reproduktionstrakt lokalisiert, und 

weichen funktionell stark von den zirkulierenden Zellen ab, indem sie bei der „first line of 

defense“ mitwirken und somit dem angeborenen Immunsystem zugeteilt werden können (5, 

122). Zusätzlich zu dem γδ-TCR tragen einige γδ-T-Zellen auch Rezeptoren vom angeborenen 

Typ, wie verschiedene Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptor, PRR), die 

wahrscheinlich zu ihrer fein abgestimmten Wahrnehmung der Gewebemikroumgebung 

beitragen. Sie exprimieren Toll-like Rezeptoren (TLR); in Wiederkäuern und Schweinen wurde 
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auch der Rezeptor workshop cluster-1 (WC1) nachgewiesen, der ausschließlich auf einer 

Subpopulation von γδ-T-Zellen exprimiert wird (137, 138). 

γδ-T-Zellen sind an vielen Prozessen und Reaktionen beteiligt, wie bei der Wundheilung, der 

Tumorüberwachung, der Antigenpräsentation und der Gewebehomöostase (133, 139, 140); 

außerdem spielen sie eine wichtige Rolle bei Infektionskrankheiten, und sie können gestresste 

Zellen direkt eliminieren (141). γδ-T-Zellen werden im Allgemeinen zwei wichtige Aufgaben 

zugeschrieben, die direkte Zytotoxizität und die Produktion von Zytokinen. Auch αβ-T-Zellen 

besitzen zytotoxisches Potential, jedoch können γδ-T-Zellen im Gegensatz zu diesen 

unabhängig von MHC-Molekülen agieren (142). Die zytotoxische Aktivität der γδ-T-Zellen 

wurde bereits bei Mensch (143, 144), Maus (145) und Schaf beschrieben (146). γδ-T-Zellen 

exprimieren verschiedene Zytokine, wodurch sie weitere Immunzellen rekrutieren können. 

Vor allem proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise IFN-γ, TNF-α (147) und IL-17 

(148), aber auch immunsuppressive Zytokine, wie TGFβ und IL-10 (149) können von ihnen 

sezerniert werden. 

Im Gegensatz zu αβ-T-Zellen, die nur Peptide binden können, die von den MHC-Molekülen 

präsentiert werden, sind γδ-T-Zellen nicht auf die Antigenpräsentation durch diese Moleküle 

beschränkt. Sie erkennen offensichtlich ihre Zielantigene auch direkt und haben somit die 

Möglichkeit, spezifische Nicht-Peptid-Liganden zu binden (37, 150). Nachdem γδ-T-Zellen 

nicht MHC-restringiert sind, ist ihre Antigen-Erkennung auch nicht von den Corezeptoren CD4 

und CD8 abhängig. Trotzdem existieren bei allen bisher untersuchten Säugern γδ-T-Zellen, die 

einen CD8-Rezeptor tragen (vgl. Kap. 2.2.2.4).  

Bisher sind nur wenige Liganden für γδ-T-Zellen bekannt. Die bereits identifizierten Liganden 

deuten jedoch darauf hin, dass γδ-T-Zellen sowohl an der angeborenen, als auch an der 

adaptiven Immunantwort beteiligt sind (103). Humane Vγ9+Vδ2+ T-Zellen erkennen 

beispielsweise Phosphoantigene (151), weshalb diese Art von γδ-T-Zellen eher dem 

angeborenen Immunsystem zugeordnet werden kann (136). Vγ9-Vδ2+ T-Zellen reagieren 

hingegen nicht mit Phosphoantigenen, was auf ein adaptives Verhalten hindeutet (136). 

Neben den humanen Vδ2+ T-Zellen existieren vorrangig Vδ1+ Zellen, in geringerer Anzahl auch 

Vδ3+ oder Vδ5+ T-Zellen, welche alle eher dem adaptiven Immunsystem zugeteilt werden 

(152). Murine Vγ5+ DETC sezernieren vor allem den Keratinozytenwachstumsfaktor 

(keratinocyte growth factor, KGF) sowie IFN-γ und sind an der Wundheilung der Haut beteiligt 

(153, 154). Vγ7+ γδ-T-Zellen setzen überwiegend IFN-γ frei; Vγ1+ γδ-T-Zellen sezernieren IL-4, 

Vγ6+ und Vγ4+ γδ-T-Zellen IL-17 (37).  

γδ-T-Zellen können außerdem Antigene erkennen, welche von nicht-klassischen MHC-

Molekülen präsentiert werden, wie den murinen Stressindikatoren T10, T22 oder dem 
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humanen Stressindikator MICA (155). Ein weiterer bekannter Ligand der γδ-T-Zellen ist das 

Hitzeschockprotein 60 (HSP60) (156). 

γδ-T-Zellen spielen bei der Bekämpfung verschiedenster Infektionserreger sowie bei der 

Tumorabwehr eine wichtige Rolle. Bei einigen Säugern ist bekannt, dass diese Zellen                 

NK-ähnliche Rezeptoren exprimieren. Beim Menschen konnte nachgewiesen werden, dass sie 

dadurch an antitumoralen Reaktionen teilnehmen (157, 158). Des Weiteren wurde durch 

Infektionsversuche nachgewiesen, dass γδ-T-Zellen an der Kontrolle und Beseitigung von 

unterschiedlichen Erregern beteiligt sind. Beispielsweise führt eine Infektion mit Listeria 

monocytogenes beim Menschen zur Aktivierung und Proliferation von γδ-T-Zellen (159). Bei 

γδ-T-Zellen-defizienten Mäusen kommt es bei einer derartigen Infektion zu einer erhöhten 

Bakterienlast (160). Bei der Bekämpfung von Salmonella enterica serovar Typhimurium sind 

bei der Maus CD8-positive γδ-T-Zellen involviert (161), und auch beim Rind konnten bei einer 

Salmonellen-Enterocolitis aktivierte γδ-T-Zellen nachgewiesen werden (162). Darüber hinaus 

spielen humane Vγ9+Vδ2+ T-Zellen bei der Immunantwort gegen Mycobacterium tuberculosis 

(163) und eine Untergruppe von γδ-T-Zellen des Rindes bei der Bekämpfung von 

Mycobacterium bovis eine große Rolle (164). Neben ihrer wichtigen Funktion bei bakteriellen 

Infektionen sind γδ-T-Zellen zudem bedeutend für die Abwehr von viralen und parasitären 

Infektionen, wie beispielsweise durch Herpes-simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) (165) und 

Plasmodium falciparum (166).  
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2.4 γδ-T-Zellen des Huhns 

2.4.1 Entwicklung der γδ-T-Zellen des Huhns 

Die T-Zellentwicklung beim Huhn ist der T-Zellentwicklung des Säugers sehr ähnlich, zeigt 

jedoch einige Besonderheiten. 

Die T-Zell-Vorläuferzellen besiedeln das Thymusepithel des Hühnerembryos in drei Wellen 

(167, 168): Die erste beginnt am sechsten Embryonaltag (ET6), die zweite am ET12. Diese 

beiden Besiedlungsphasen dauern jeweils etwa ein bis zwei Tage an. Die dritte Welle startet 

am ET18 und setzt sich bis kurz nach dem Schlüpfen fort. Die Vorläuferzellen der ersten Welle 

stammen aus dem paraaortalen Bereich (169), die der zweiten und dritten Welle hingegen aus 

dem Knochenmark (170). Jede dieser drei Besiedlungswellen ist mit einem Peak der Vorläufer-

T-Zellen im Blut korreliert (168). Ab dem ET12 beginnen die Thymozyten das Enzym TdT zu 

exprimieren, welches für die Addition von N-Nucleotiden während der V(D)J-Rekombination 

verantwortlich ist. Dieses Enzym kann dementsprechend als früher Marker für T-Zellen 

angesehen werden (171). Schon am ET11 exprimiert eine Subpopulation der Thymozyten den 

γδ-TCR-CD3-Komplex auf ihrer Oberfläche, und der Peak dieser Zellen wird mit 30% an ET15 

erreicht (7). αβ-T-Zellen sind erst später nachweisbar, Vβ1 exprimierende ab ET14 (11) und 

Vβ2 exprimierende ab ET17 (172). 

Im TCRγ-Repertoire der ersten und dritten Welle sind Vy1-, Vy2- und Vy3-Gene zu gleichen 

Teilen vorhanden, während der γδ-TCR der T-Zellen der zweiten Welle hauptsächlich ein     

Vy2-Gen trägt (173). 

Wie beim Säuger entwickeln sich die αβ-T-Zellen der Hühner über ein CD4-CD8-doppelt-

positives Stadium zu den finalen CD4- oder CD8-einfach-positiven αβ-T-Zellen, folglich tragen 

die meisten Thymozyten beide Corezeptoren, während die αβ-T-Zellen in der Peripherie nur 

einen davon exprimieren. Die γδ-T-Zellen hingegen exprimieren im peripheren Blut in der 

Regel keinen der beiden Corezeptoren (11, 172), tragen in einigen Geweben jedoch den      

CD8-Corezeptor (vgl. Kap. 2.2.2.4). 

Die T-Lymphozyten besiedeln die sekundären lymphatischen Organe nach Verlassen des 

Thymus ebenfalls in Wellen (173). γδ-T-Zellen wandern als erste aus, sie sind bereits an ET15 

in der Milz und im intestinalen Epithel nachweisbar. Vβ1 exprimierende αβ-T-Zellen wandern 

ab ET19, Vβ2 exprimierende erst zwei Tage nach dem Schlupf in die Milz ein (92).   
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2.4.2 Lokalisation der γδ-T-Zellen des Huhns 

Bei Hühnern können γδ-T-Zellen bis zu 50% der peripheren Lymphozyten ausmachen                  

(s. Tabelle 1). Hühner werden deshalb zu den Spezies mit einem hohen Anteil an  γδ-T-Zellen 

gezählt (8). γδ-T-Zellen beim Huhn wurden bereits 1988 von Sowder et al. (7) beschrieben, sie 

fanden sich in verschiedenen Geweben, wobei sie bei adulten Hühnern etwa 10% der 

Thymozyten, 15% der zirkulierenden Lymphozyten, 25% der Milzzellen und weniger als 1% der 

Zellen in Bursa und Knochenmark ausmachten.  

Die Verteilungen der αβ-T-Zellen und γδ-T-Zellen in peripheren Geweben unterscheiden sich 

erheblich (174). In der Milz befinden sich γδ-T-Zellen hauptsächlich in den sinusoidalen 

Bereichen, während die αβ-T-Zellen eher in den periarteriolären lymphatischen Scheiden 

lokalisiert sind. Auch im Darmepithel des Huhns dominieren die γδ-T-Zellen, αβ-T-Zellen sind 

dagegen vor allem in der Lamina propria vorhanden. Sowohl in der Milz als auch im Darm sind 

die meisten γδ-T-Zellen CD8-positiv, während die αβ-T-Zellen in diesen beiden Organen 

vorwiegend den CD4-Corezeptor tragen (11, 95). Im Gegensatz zu den bekannten DETC bei 

der Maus wurden beim Huhn bisher noch keine γδ-T-Zellen im epidermalen Gewebe 

nachgewiesen. Auch bezüglich unterschiedlicher Subpopulationen in verschiedenen Geweben 

kann, im Gegensatz zu Mensch und Maus, beim Huhn noch keine Aussage getroffen werden. 

Es gibt Hinweise, dass sowohl Geschlechtshormone als auch das Alter der Tiere einen Einfluss 

auf die Frequenz der γδ-T-Zellen haben. Ältere Tiere weisen generell einen höheren Anteil 

dieser Zellen auf, und bei Hähnen im Alter von 4 bis 6 Monaten wurde ein Androgen-

induzierter Anstieg von γδ-T-Zellen in der Milz und im peripheren Blut beobachtet (175).  

 

2.4.3 Funktionen der γδ-T-Zellen des Huhns 

Wie die γδ-T-Zellen der Säuger exprimieren auch die der Hühner verschiedene TLR (176) und 

werden dementsprechend nicht nur dem adaptiven, sondern auch dem angeborenen 

Immunsystem zugeordnet, weil sie auch zur „first line of defense“ beitragen. 

Nachdem γδ-T-Zellen im Blut und in verschiedenen Geweben des Huhns sehr prominent sind, 

geht man davon aus, dass diese Zellen eine wichtige Rolle bei der Immunantwort spielen. 

Allerdings ist die Funktion von γδ-T-Zellen im Huhn bisher noch nicht ausreichend 

charakterisiert, und auch zu den spezifischen Liganden dieser Zellen gibt es noch keine finalen 

Erkenntnisse. γδ-T-Zellen können aber offenbar neben der Erkennung von klassischen 

Peptid:MHC-Komplexen auch MHC-unabhängig agieren. Fenzl et al. (177) zeigten, dass            

γδ-T-Zellen des Huhns durch MHC-unabhängige Interaktionen aktiviert werden können. 
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Bei Hühnern werden wie bei Säugern den γδ-T-Zellen zwei wichtige Funktionen 

zugeschrieben: Die Zytotoxizität (177) und die Produktion von unterschiedlichen Zytokinen, 

vor allem IFN-γ und IL-10 (178-180). Es konnte außerdem durch einige Studien belegt werden, 

dass die Anzahl der γδ-T-Zellen im Huhn nach verschiedenen Infektionen und Vakzinationen 

ansteigt. γδ-T-Zellen sind offenbar beispielsweise an der Immunantwort auf MDV beteiligt. Es 

wurde sowohl eine erhöhte Frequenz an γδ-T-Zellen in der Milz als auch eine zytotoxische 

Aktivität dieser Zellen nach Immunisierung sowie nach Infektion nachgewiesen (178, 179). 

Diese Zellen produzieren im Falle einer Infektion vor allem IFN-γ, IL-10 (178, 181) und auch 

TGF-β (179). Nach einer Infektion und Immunisierung mit Salmonella enterica serovar 

Typhimurium nimmt der Anteil an CD8-positiven γδ-T-Zellen im peripheren Blut, im Intestinum 

und in der Milz zu (182). Eine Expansion von CD8αα-positiven γδ-T-Zellen im Blut, der Milz und 

dem Intestinum (vor allem im Caecum) ist auch nach einer Immunisierung gegen Salmonella 

enterica serovar Enteritidis zu beobachten (183). γδ-T-Zellen produzieren im Falle einer 

Infektion mit Salmonellen vor allem IFN-γ (180). Des Weiteren wurden nach einer 

Immunisierung gegen das Newcastle disease virus (NDV) aktivierte γδ-T-Zellen im peripheren 

Blut nachgewiesen (184). Hühner-γδ-T-Zellen reagieren außerdem auf Eimeria-Infektionen, 

indem vor allem im Darmepithel ihr Anteil zunimmt (185). 

Außerdem ist bekannt, dass γδ-T-Zellen zwar allein nicht in der Lage sind, Graft-versus-Host-

Reaktionen auszulösen, allerdings ist es möglich, dass sie eine sekundäre Rolle bei derartigen 

immunologischen Vorgängen spielen (186). 

 

2.4.4 γδ-TCR-Repertoire des Haushuhns im Vergleich zum Menschen 

Das T-Zell-Rezeptor-Repertoire bildet die Gesamtheit aller TCR, die von den T-Zellen eines 

Individuums gebildet werden, und kann sich während Infektionen verändern (135). In den 

vergangenen Jahrzehnten bediente man sich PCR-Strategien, um sich einen Überblick über 

das Repertoire zu verschaffen. Den Durchbruch bezüglich der TCR-Repertoire-Analysen 

lieferten vor einigen Jahren Methoden auf Basis des Next-Generation-Sequencing (NGS). In 

Kombination mit den bereits annotierten TCR-Loci verschiedener Säuger konnten Protokolle 

zu TCR-Repertoire-Analysen etabliert werden: beispielsweise für den Menschen (187), die 

Rötelmaus (188) und das Schwein (189).  

Der humane TRG-Locus enthält laut ImMunoGeneTics-Informationssystem sechs funktionale 

Vγ-Gensegmente (TRGV2, TRGV3, TRGV4, TRGV5, TRGV8 und TRGV9), fünf Jγ-Gensegmente 

(TRGJ1, J2, JP, JP1 und JP2) und zwei konstante Genregionen (TRGC1 und TRGC2) (190). Der 

humane TRD-Locus setzt sich aus acht Vδ-, drei Dδ-, vier Jδ-Gensegmenten und einem             

Cδ-Gensegment (107) zusammen. Das TCRγ-Gen besitzt eine begrenzte Diversität und somit 

ist auch das Repertoire des humanen γδ-TCR eingeschränkt, γδ-T-Zellen exprimieren also 
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tendenziell einen invarianten TCR (135). Diese eingeschränkte Diversität kann aber durch die 

Nutzung der Dδ-Gensegmente und der Addition von N-Nucleotiden vervielfältigt werden. 

Einige Studien bezüglich des γδ-TCR-Repertoires des Menschen und der Maus machten bereits 

deutlich, dass die verschiedenen γδ-T-Zell-Subpopulationen gewebespezifisch sind (112, 120, 

133, 135, 136), was in Kapitel 2.3.2 beschrieben wurde. 

Anfang des 21. Jahrhunderts wurde auch das Hühnergenom (31) und 2023 zudem das Huxu-

Hühnergenom (13) vollständig sequenziert. Bezüglich der Annotation der TCRγ- und            

TCRδ-Gene des Haushuhns gibt es mittlerweile beispielsweise folgende Studien.  

Six et al. (58) beschrieben bereits 1996 den TCRγ-Locus mit drei Vγ-Familien, die jeweils              

8-10 Mitglieder beinhalten, mit drei Jγ-Gensegmenten und mit einer einzelnen Cγ-Region. 

Auch Liu et al. (59) fanden drei Jγ-Gene und ein Cγ-Gen; die Vγ-Region beschrieben sie mit     

37 Genen, die in 11 Untergruppen eingeteilt wurden. Die Anzahlen der Jγ- und Cγ-Gene 

stimmen ebenfalls mit den Ergebnissen von aktuelleren Studien (12, 32, 33) überein. Bezüglich 

der Vγ-Familien und der Anzahl ihrer Mitglieder unterscheiden sich diese Studien jedoch 

untereinander und von den früheren Arbeiten. Dixon et al. (32) und Früh et al. (12) benennen 

vier Vγ-Familien, Zhang et al. (33) hingegen sechs Untergruppen der Vγ-Gensegmente. Dixon 

et al. (32) beschreiben die vier Gruppen mit je 6, 22, 7 und 5 Mitgliedern, insgesamt also           

40 Segmenten, wovon 13 Pseudogene zu sein scheinen. Eine ähnliche Anzahl an                            

Vγ-Gensegmenten fanden auch Zhang et al. (33), sie beschreiben 44 Segmente, wobei die 

sechs Gruppen jeweils 6, 19, 9, 4, 3 und 3 Mitglieder beinhalten. In einer aktuellen Studie von 

Früh et al. (12) wurde das Huxu-Hühnergenom annotiert, sie fanden in dem TCRγ-Locus vier 

Vγ-Familien (TRGV1-4) mit jeweils 8, 27, 10 und 8 Genen. Den TCRα/δ-Locus betreffend 

identifizierten 1999 Kubota et al. (70) eine Vδ-Familie mit ungefähr 30 Mitgliedern, zwei Dδ-, 

zwei Jδ-Gensegmente und ein einzelnes Cδ-Gen. Parra und Miller (191) sowie Liu et al. (59) 

bestätigten diese Anzahl der Cδ-, Dδ- und der Jδ-Segmente ebenso wie die Existenz von nur 

einer Vδ-Familie. Parra und Miller identifizierten in dieser Familie 36 Vδ-Gene, von denen       

32 funktionell waren. Liu et al. fanden 31 Vδ-Gene. In der aktuellen Studie von Früh et al. (12) 

wurden deutlich mehr Vδ-Gene gefunden. Sie identifizierten fünf Vδ-Familien (TRDV1-5), die 

jeweils 41, 3, 1, 9 und 3, insgesamt also 57 Mitglieder enthielten, zwei TRDD Gene, zwei TRDJ 

Gene und ein TRDC Gen. 

In den letzten Jahren wurden mehrere Analysen des TCR-Repertoires bei Hühnern 

durchgeführt, die neue Informationen über die Expression der verschiedenen TRG- und TRD-

Familien in unterschiedlichen Geweben geliefert haben (12, 32-34).  

Dixon et al. (32) beschäftigten sich mit dem TCRγ-Repertoire im Thymus, in der Milz und im 

Darm, wobei in all diesen Geweben die TRGV3-Familie dominierte. Es wurde in allen 

getesteten Geweben ein einzelnes Gen, TRGV3.3, als das häufigste Gen beschrieben. Es nahm 
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30-40% des gesamten Vγ-Repertoires ein und wies hochdiverse private CDR3-Sequenzen auf. 

Private Sequenzen sind für jedes Individuum einzigartig, sie dominierten in dieser Studie in 

den meisten TRGV-Genen mit 80-100%. Dementsprechend machten öffentliche Gene, die sich 

verschiedene Individuen teilen, einen geringeren Anteil aus. 

Zhang et al. (33) bestimmten das TCRγ-Repertoire im Thymus. Die vier untersuchten Tiere 

exprimierten mehrere Gene aus verschiedenen Familien, die vier häufigsten Gene waren 

Vγ3.7, Vγ2.13, Vγ1.6 und Vγ1.3. Dabei dominierte die Vγ3-Familie im Thymus mit 43,98%, und 

das häufigste Gen Vγ3.7 nahm 20,58% des Vγ-Repertoires ein. 

Früh et al. (12) untersuchten das TCRγ-Repertoire in der Milz. Hierbei fielen drei sehr häufig 

vorkommende Vγ-Gene auf, TRGV2-26, TRGV3-5 und TRGV3-6. Als dominierendes Vδ-Gen 

wurde TRDV1-25 beschrieben. Die häufigsten Jγ- und Jδ-Gene in der Milz waren in dieser 

Studie TRGJ3 und TRDJ1. 

Linti et al. (34) verglichen das TCRγ-Repertoire von unstimulierten Milzzellen mit IL-2 und        

IL-12 stimulierten Milzzellen. Wie bei Früh et al. (12) wurden TRGJ3 und TRDJ1 als die 

häufigsten Jγ- und Jδ-Gene identifiziert. Auch die vorherrschenden Vγ-Gene, die in den 

unstimulierten Milzzellen genutzt wurden, deckten sich mit denen, die von Früh et al. (12) in 

der Milz beschrieben worden sind. Als dominierendes Vδ-Gen wurde TRDV1-2 benannt. In den 

proliferierenden γδ-T-Zellen änderte sich sowohl das TCRγ- als auch das TCRδ-Repertoire. Es 

überwog nur noch ein Vγ-Gen, nämlich TRGV3-5. Bei den Vδ-Genen hingegen fand sich bei 

jedem Tier ein anderes dominierendes Gen. 

 

 

 

  



LITERATURÜBERSICHT  23 

2.5 Monoklonale Antikörper gegen T-Zellen 

2.5.1 Herstellung monoklonaler Antikörper 

Monoklonale Antikörper haben eine Affinität und Spezifität gegenüber einem bestimmten 

Epitop eines ausgewählten Antigens und stammen von einem einzelnen B-Zell-Klon (192). Sie 

sind für die Immunologie-Forschung unabdingbar und finden auch in der Klinik Anwendung. 

Mithilfe dieser Antikörper können bestimmte Immunzellen hervorgehoben, aber auch 

Pathogene detektiert und gegebenfalls bekämpft werden (193). Zudem finden sie mittlerweile 

in der Krebstherapie Anwendung (194). 

Monoklonale Antikörper (mAk) können technisch durch die Kultivierung sogenannter 

Hybridome produziert werden. Hybridome sind Hybrid-Zellen, bestehend aus malignen 

Myelom-Zellen und bestimmten B-Lymphozyten, die nur eine bestimmte Art von Antikörpern 

synthetisieren. Die Hybridom-Technik wurde erstmals 1975 von Köhler und Milstein (195, 196) 

beschrieben; 1984 erhielten sie gemeinsam mit Niels Jerne für die Entwicklung dieser Technik 

den „Nobelpreis für Physiologie oder Medizin“. Inzwischen gibt es einige Publikationen, die 

sich mit der Hybridom-Technik beschäftigen und Modifikationen des ursprünglichen 

Protokolls beschreiben (197-199). Kurz zusammengefasst wird für die Herstellung muriner 

Hybridome primär eine Maus mit einem bestimmten Antigen immunisiert, woraufhin die         

B-Lymphozyten beginnen, Antikörper gegen dieses Antigen zu produzieren. Die aus der Milz 

gewonnenen B-Lymphozyten werden dann mit malignen Myelom-Zellen fusioniert und in 

einem geeigneten Medium selektiert. Daraus resultiert eine stabile Zelllinie, die 

Charakteristika beider Zellarten aufweist: Die Krebszellen verleihen ihr Langlebigkeit und 

stetiges Proliferieren in vitro, während die B-Lymphozyten einen spezifischen Antikörper 

sezernieren, der nur das gewünschte Antigen erkennt. Zhang (198) veröffentlichte ein 

ausführliches Protokoll zur Handhabung von Hybridomen. Die Hybridom-Technik ermöglicht 

heutzutage eine bequeme, kostengünstige und nahezu unbegrenzte Produktion von mAk 

(200).  

Wie bereits erwähnt, finden mAk in der Immunologie-Forschung vor allem deshalb 

Anwendung, weil man mit ihrer Hilfe bestimmte Immunzellen im Körper ansprechen 

(„markieren“) und deren Verteilung in unterschiedlichen Geweben untersuchen kann. So 

existieren neben anderen Immunzell-Markern verschiedene T-Zell-Marker für 

unterschiedliche Spezies, von denen in Tabelle 2 eine Auswahl aufgeführt ist.  
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Spezies Antigen Klon Referenz 

Mensch CD3 UCHT1 Beverley und Callard (201) 

  OKT1 Kung et al. (202) 
Reinherz und Schlossman (203) 

  OKT3 Kung et al. (202) 
Reinherz und Schlossman (203) 

  CD3-12 Jones et al. (204) 
Mitra et al. (205) 

 TCR αβ beta F1 Brenner et al. (206) 

 TCR γδ 5A6.E9 Band et al. (207) 

 TCR γδ (Vδ1) A13 Ferrini et al. (208) 
Miossec et al. (209) 

 TCR γδ (Vδ2) anti-TiVδ2 Miossec et al. (209) 

 TCR γδ (Vγ9) anti-TiγA Jitsukawa et al. (210) 

 CD4 OKT4 Reinherz und Schlossman (203) 
Reinherz et al. (211) 

 CD8 OKT8 Reinherz und Schlossman (203) 

Maus CD3 145-2C11 Leo et al. (212) 

 TCR αβ H57-597 Kubo et al. (213) 

 TCR γδ UC7-13D5 Houlden et al. (214) 

 TCR γδ (Vγ5) 536 Havran et al. (215) 

 TCR γδ (Vγ6) 1C10-1F7 Hatano et al. (216) 

 CD4 GK1.5 Dialynas et al. (217) 

 CD8 53-6.7 Ledbetter und Herzenberg (218) 

Schwein CD3 PPT3 Kirkham et al. (219) 

  PC3.88A Yang et al. (220) 

 CD4 74-12-4 Pescovitz et al. (221) 

 CD8α 76-2-11 Pescovitz et al. (221) 

 CD8β 11/295/33 Jonijć und Koszinowski (222) 
Lunney (223) 

  11/122/28 Jonijć und Koszinowski (222) 
Lunney (223) 

Huhn CD3 CT-3 Chen et al. (81) 

 TCR αβ (Vβ1) TCR2 Chen et al. (11) 

 TCR αβ (Vβ2) TCR3 Chen et al. (224) 

 TCR γδ TCR1 Sowder et al. (7) 
Chen et al. (11) 

 CD4 CT-4 Chan et al. (90) 

 CD8α CT-8 Chan et al. (90) 

 CD8β EP42 Chan et al. (90) 
Tregaskes et al. (97) 

Tabelle 2: Auswahl an T-Zell-Markern verschiedener Spezies 
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2.5.2 T-Zell Marker des Säugers 

Humane T-Lymphozyten-Marker, die einen extrazellulären Teil des CD3 Moleküls erkennen, 

sind die Klone UCHT1 (201), OKT1 und OKT3 (202, 203) sowie der Klon CD3-12 (204), der ein 

kommerziell erhältlicher anti-human CD3ε-Marker ist. Letzterer zeigte bei intrazellulären 

Färbungen Kreuzreaktionen mit dem Hühner-CD3 und kann somit auch bei Hühnerzellen 

angewendet werden (205). Ein muriner Marker für CD3 ist der Klon 145-2C11 (212).                   

αβ-T-Zellen lassen sich bei Mäusen mit dem Klon H57-597 (213) identifizieren und beim 

Menschen mit dem Klon beta F1, der allerdings kein Oberflächenmolekül erkennt, sondern 

nur die Plasmamembran-Form des TCR (206). Die humanen γδ-T-Zellen werden beispielsweise 

von dem Klon 5A6.E9 (207) erkannt und lassen sich weiter unterteilen in Vδ1- und                    

Vδ2-spezifische γδ-T-Zellen, für die es bereits Marker gibt. Für Vδ1-spezifische T-Zellen gibt es 

zum Beispiel den Klon A13 (208, 209) und für Vδ2-spezifische T-Zellen den Klon anti-TiVδ2 

(209). Zusätzlich existiert ein mAk für die Vγ9-spezifischen γδ-T-Zellen (Klon anti-TiγA) (210). 

Alle murinen γδ-T-Zellen werden vom Klon UC7-13D5 erkannt (214), während es auch 

spezifische mAk gegen beispielsweise Vγ5+ (Klon 536) (215) oder Vγ6+ (Klon 1C10-1F7) (216) 

γδ-T-Zellen gibt. Für T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen existieren Marker für Mensch 

und Maus. Das humane CD4-Molekül wird vom Klon OKT4 (203, 211) und das CD8α-Molekül 

vom Klon OKT8 (203) erkannt. Murine T-Helferzellen können vom Klon GK1.5 (217) und 

zytotoxische T-Zellen vom Klon 53-6.7 (218) identifiziert werden.  

Auch für Schweine gibt es einige T-Zellmarker, wie beispielsweise den anti-CD3 mAk PPT3 

(219) oder PC3.88A (220). Für T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen wurden ebenfalls schon 

mAk entwickelt, beispielsweise der Klon 74-12-4 gegen das CD4-Epitop (221), der Klon             

76-2-11 gegen das CD8α-Epitop (221), sowie zwei anti-CD8β mAk, die Klone 11/295/33 und 

11/122/28 (222, 223). 

 

2.5.3 T-Zell Marker des Huhns 

Wie auch beim Säuger exprimieren alle T-Lymphozyten des Huhns, die den Thymus verlassen 

haben, den T-Zellmarker CD3. Es existiert bereits ein kommerziell erhältlicher mAk gegen das 

Hühner-CD3, der Klon CT-3 (81). Wie zuvor beschrieben, lassen sich T-Zellen anhand ihres TCR 

weiter in αβ- und γδ-T-Zellen einteilen. Der mAk TCR1 stellt einen Marker für γδ-T-Zellen dar 

(7, 11), er bindet an den γδ-TCR und erkennt dementsprechend alle γδ-T-Zellen. Welches 

Epitop er genau innerhalb des γδ-TCR erkennt, ist bisher allerdings noch nicht geklärt. 

Während es bei Hühnern noch keine weiteren mAk gegen γδ-T-Zellen gibt, lassen sich              

αβ-T-Zellen bereits anhand der variablen Regionen der β-Kette mithilfe der Klone TCR2 (11) 

und TCR3 (224) in Vβ1- bzw. Vβ2-spezifische αβ-T-Zellen unterteilen. Auch die CD4- und      
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CD8-Corezeptoren wurden im Huhn identifiziert (90) und mAk gegen diese generiert. So 

existiert neben anderen der Klon CT-4 gegen CD4, CT-8 gegen CD8α sowie ein mAk (Klon EP42) 

gegen CD8β (90, 97).  
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3. ZIELSETZUNG 

Hühner zählen zu den Spezies mit einem hohen Anteil an γδ-T-Zellen in verschiedenen 

Geweben. Trotzdem ist bisher wenig über diese Zellen bekannt, was unter anderem daran 

liegt, dass es bisher nur einen spezifischen Marker (Klon TCR1) für diese Zellgruppe gibt und 

keinerlei Marker für γδ-T-Zell-Untergruppen. 

Das Ziel dieser Arbeit war es, neue mAk gegen γδ-T-Zell-Oberflächenantigene zu 

charakterisieren, um γδ-T-Zellen insgesamt besser zu verstehen und um verschiedene 

Untergruppen der γδ-T-Zellen von Hühnern unterscheiden zu können. 

Hierfür sollte zunächst ein Durchflusszytometrie-Screening mit zuvor in unserem Labor 

generierten mAk (225) auf einer γδ-T-Zelllinie durchgeführt werden, um potentielle γδ-T-Zell-

Marker zu identifizieren. Durchflusszytometrische Färbungen auf unterschiedlichen                  

Vγ-Zelllinien und Geweben, wie Milzleukozyten, peripheren Blutlymphozyten (peripheral 

blood lymphocytes; PBL) und intraepithelialen Lymphozyten (intraepithelial lymphocytes; IEL) 

des Ileums können bereits einige Informationen über die Liganden der neuen mAk liefern.  

Ob die Liganden der neuen mAk und der Ligand des bereits etablierten TCR1 koexprimiert 

werden, lässt sich durch Doppelfärbungen untersuchen. Durch Sort-Experimente und           

TCR-Repertoire-Analysen sollte abschließend herausgefunden werden, ob, und wenn ja, 

welche   γδ-T-Zell-Subpopulationen durch einen neuen mAk erkannt werden. 

Die Charakterisierung neuer mAk, welche bestimmte Subpopulationen von γδ-T-Zellen 

erkennen, kann dazu dienen, die Verteilung dieser spezifischen γδ-T-Zellen in verschiedenen 

Organen und zudem die Veränderungen dieser Subpopulationen während Infektionen zu 

untersuchen. 
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4. PUBLIKATION 

Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit wurden 2024 mit der Publikation „Characterization of 

a novel chicken γδ TCR-specific marker“ in dem Journal „Developmental and Comparative 

Immunology“ veröffentlicht (DOI: 10.1016/j.dci.2024.105250) und mit Genehmigung des 

Journals im Rahmen der Creative Commons Attribution License (CC BY 4.0) in diese Arbeit 

integriert. 
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5. SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Die ergänzenden Unterlagen zu der Publikation „Characterization of a novel chicken γδ        

TCR-specific marker“, die 2024 in dem Journal „Developmental and Comparative 

Immunology“ veröffentlicht wurden (DOI: 10.1016/j.dci.2024.105250), sind auf den 

folgenden Seiten zu finden.  
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Characterization of a novel chicken γδ TCR-specific marker 

Veronika E.M. Drexela, Thomas W. Göbela, Simon P. Früha, b 

aDepartment of Veterinary Immunology, LMU Munich, Lena-Christ-Straße 48, 82152 Planegg-Martinsried, Germany 

bDepartment of Veterinary Medicine, Institute of Virology, FU Berlin, Robert-von-Ostertag-Straße 7, 14163 Berlin, Germany 

Supplementary materials 

Supplementary Figure 1 

 

Suppl. Fig. 1: Gating strategy for flow cytometry analysis. 

Gating strategy for the staining of IEL with frequencies indicated as a percentage. Staining of 
splenocytes and PBL was performed similarly, except that the anti-CD45 mAb was omitted. 
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Supplementary Figure 2 

 

Suppl. Fig. 2: Map of the plasmid used to express the chicken γδ TCR complex. 

The plasmid included the whole TCR/CD3 complex, with the specific TCR under the control of 
an EF1a Promotor, and an ampicillin and puromycin resistance. 
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Supplementary Figure 3 

 

Suppl. Fig. 3: Double staining of the γδ T cell line D4 with mAb TCR1 and 8D2. 

Flow cytometry staining of the γδ T cell line D4 with TCR1 and 8D2 mAb after 7 days in culture. 
Live single cells are shown with the percentage of cells indicated. 
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Supplementary Figure 4 

 

Suppl. Fig. 4: Negative controls for flow cytometry analysis. 

Negative controls for the flow cytometry stainings of primary chicken cells with anti-TCRγδ 
(clone TCR1), anti-CD8 (clone CT8) and the mAb 8D2. The percentages of live single CD3+ cells 
(splenocytes and PBL, top and middle panel), or of live single CD45+CD3+ cells (IEL, bottom 
panel) are indicated. 

  



SUPPLEMENTARY MATERIAL   48 

Supplementary Figure 5 

 

Suppl. Fig. 5: Gene frequencies of Jγ, Jδ and Dδ genes expressed in γδ T cell subsets of two 
chickens (A1, A2). 

(A) Frequencies of the different Jγ genes expressed in sorted TCR1+8D2-, TCR1+8D2+ and TCR1-

8D2+ cells. (B) Frequencies of the different Jδ genes expressed in sorted TCR1+8D2-, TCR1+8D2+ 
and TCR1-8D2+ cells. (C) Frequencies of the different Dδ genes expressed in sorted      
TCR1+8D2-, TCR1+8D2+ and TCR1-8D2+ cells. NA = no D gene detected.  
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Supplementary Figure 6 

 

Suppl. Fig. 6: Frequencies of Vγ genes expressed in sorted γδ T cell subsets from two chickens 
(A1, A2). 

Frequencies of the different Vγ genes expressed in (A) TCR1+8D2- cells, (B) TCR1+8D2+ cells and 
(C) TCR1-8D2+ cells. 
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Supplementary Figure 7 

 

Suppl. Fig. 7: Frequencies of Vδ genes expressed in sorted γδ T cell subsets from two chickens 
(A1, A2). 

Frequencies of the different Vδ genes expressed in (A) TCR1+8D2- cells, (B) TCR1+8D2+ cells 
and (C) TCR1-8D2+ cells. 
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Supplementary Table 1: Antibody clones and dilutions used for flow cytometry. 

Marker Clone Fluorochrome Vendor #Cat Dilution 

Viability 
 

eFluor506 eBioscience 65-0866-18 1:1000 

Viability 
 

eFluor780 eBioscience 65-0865-14 1:1000 

 
8D2 unlabeled selfmade 

 
1:100 

chTCRγδ TCR1 unlabeled SBA 0230-01 1:200 

chTCRγδ TCR1 FITC SBA 8230-02 1:200 

chTCRγδ TCR1 PE SBA 8230-09 1:200 

chCD3 CT3 Pacific blue SBA 8200-26 1:100 

chCD8 CT8 PerCP-Cy5.5 

(self labeled) 

SBA 8220-01 1:1000 

chCD45 16-6 unlabeled selfmade 
 

1:400 

msIgG1 gt-anti-msIgG1 APC SBA 1070-11 1:500 

msIgG2a gt-anti-msIgG2a FITC SBA 1080-02 1:400 

Normal mouse 

serum 

  
Jackson JIM-015-000-120 1:20 
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6. DISKUSSION 

Hühner γδ-T-Zellen wurden bereits im Jahre 1988 erstmals von Sowder et al. beschrieben (7). 

In den letzten Jahrzehnten beschäftigte sich die Forschung allerdings mehr mit αβ-T-Zellen. 

Ein Grund dafür ist, dass Mensch, Maus und Ratte hauptsächlich diese Art von T-Zellen 

aufweisen und zu den Spezies gehören, die nur eine geringe Anzahl an γδ-T-Zellen besitzen (5, 

6). Hühner (7) zählen jedoch zusammen mit Ziegen (125), Rindern, Schafen (126, 127), 

Schweinen (128) und auch Kaninchen (129) zu den Spezies mit einer hohen Frequenz an          

γδ-T-Zellen. Eine hohe γδ-T-Zell-Frequenz ist definiert als eine γδ-T-Zell-Anzahl von über 10% 

im peripheren Blut. Bei Hühnern können γδ-T-Zellen sogar bis zu 50% der Lymphozyten im 

peripheren Blut ausmachen (8). Trotzdem ist bisher nur wenig über die Funktion dieser Zellen 

und auch über die Verteilung der verschiedenen Subpopulationen von γδ-T-Zellen in diesen 

Tieren bekannt. Dies liegt unter anderem daran, dass derzeit nur ein einziger 

hühnerspezifischer γδ-T-Zell-Marker (Klon TCR1) vorhanden ist (11). Dieser mAk scheint alle 

γδ-T-Zellen zu erkennen. Bisher gab es allerdings noch keine mAk, die spezifisch für 

verschiedene γδ-T-Zell-Untergruppen sind, mit deren Hilfe man diese in den diversen Organen 

besser charakterisieren und deren Veränderungen während Infektionen untersuchen könnte. 

In unserem Labor wurden im Vorfeld Hybridome hergestellt, die neue γδ-T-Zell-spezifische 

mAk produzieren sollten (225), und zunächst nur die Überstände gescreent. Von einem sehr 

interessanten mAk, Klon 8D2, wurde anschließend der Überstand aufgereinigt und dieser mAk 

charakterisiert. 

Der neue Klon 8D2 und der schon lange etablierte γδ-T-Zell-Marker TCR1 wurden zunächst in 

Einzelfärbungen auf der γδ-T-Zelllinie D4 getestet (Drexel et al., Figure 1) (226). Diese Zelllinie 

ist eine Vγ3-Zelllinie, die in unserem Labor in Anlehnung an die Beschreibung von Marmor et 

al. (227) durch retrovirale Transformation von in vitro kultivierten γδ-T-Zellen generiert 

wurde. Es ist bekannt, dass einige Oberflächenmoleküle einer solchen Zelllinie über längere 

Zeit aufgrund von genomischer Instabilität in vitro verloren gehen können. So wurde auch bei 

dieser Zelllinie beobachtet, dass die Expression des γδ-TCR im Laufe der Kulturzeit abnahm, 

mit der Zeit also immer weniger Zellen mit dem mAk TCR1 interagierten. Genauso verhielt es 

sich mit dem mAk 8D2, auch hier hat die Frequenz der 8D2-positiven Zellen mit der Zeit 

abgenommen, auch dieses Epitop ging also mit der Zeit verloren. Interessant war aber, dass 

die Epitope, an die 8D2 und TCR1 binden, zu jedem Zeitpunkt zu einem nahezu gleichen 

Prozentsatz exprimiert waren. Das spricht dafür, dass entweder die beiden Epitope 

gemeinsam reguliert werden, oder die beiden mAk an dasselbe Epitop binden. Nachdem 

jedoch keine Blockierungseffekte bei Doppelfärbungen zu sehen waren, und alle Zellen 

entweder doppelt positiv oder doppelt negativ waren, kann es sich nicht um dasselbe Epitop 
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handeln (Drexel et al., Supplementary Figure 3) (226). Somit ist es wahrscheinlich, dass 8D2 

zwar genauso wie der TCR1 den γδ-TCR erkennt, jedoch an einer anderen Stelle. An welches 

Epitop dieses Rezeptors der TCR1 genau bindet, ist bisher noch nicht bekannt.  

Während die Frequenz der TCR1- und 8D2-positiven Zellen der D4-Zelllinie zu allen 

Zeitpunkten nahezu identisch war, variierten die Prozentzahlen der positiven Zellen bei 

verschiedenen primären Zelltypen erheblich. Der mAk 8D2 reagierte konsistent nur mit einem 

Teil der TCR1-positiven Zellen (Drexel et al., Figure 2) (226), was zeigt, dass er im Gegensatz 

zu TCR1 nicht alle γδ-T-Zellen erfasst. 

In Milzleukozyten und IEL des Ileums wurden einige 8D2-positive Zellen nachgewiesen, 

während von PBL nur wenige Zellen das 8D2-Epitop exprimierten. Neben den zahlreichen 

TCR1 und 8D2 doppelt positiven Zellen fanden sich in der Milz auch die meisten CD8 und 8D2 

doppelt positiven Zellen. Ebenso exprimierte ein Teil der 8D2-positiven Zellen in IEL des Ileums 

CD8, während in PBL nur eine geringe Anzahl an CD8 und 8D2 doppelt positiven Zellen 

existierte. CD8 exprimierende γδ-T-Zellen existieren nicht nur im Huhn, diese Art von Zellen 

wurde auch schon in einigen Geweben von unterschiedlichen Säuger-Spezies beschrieben. So 

exprimieren etwa 50% der γδ-T-Zellen in der humanen Milz CD8 auf ihrer Oberfläche; bis zu 

30% dieses T-Zelltyps wurden im menschlichen Blut als CD8-positiv beschrieben (94). Auch bei 

Schweinen kann man die γδ-T-Zellen in CD8-positive und CD8-negative Zellen unterteilen (96). 

Bei Mäusen wurden zudem im intestinalen Epithel CD8-positive γδ-T-Zellen nachgewiesen 

(95). 

Es ist bekannt, dass die Häufigkeit der γδ-T-Zellen bei verschiedenen Tieren abhängig von Alter 

und Geschlecht erheblich variieren kann (175). Dies war auch in unserer Studie zu sehen, in 

der sich die Frequenz von TCR1-positiven Zellen zwischen 10% und 50% der Gesamtzellzahl 

(bei Milzleukozyten und PBL) oder der Gesamtleukozytenzahl (bei IEL) bewegte (Drexel et al., 

Figure 3) (226). Auch die Frequenz der 8D2-positiven Zellen variierte bei den vier Tieren in 

allen getesteten Organen (Drexel et al., Figure 3) (226). Vergleicht man aber die Expression 

der Epitope von TCR1 und 8D2, ist ersichtlich, dass zwischen diesen beiden mAk immer eine 

positive Korrelation vorlag, was darauf hinweist, dass der 8D2 mAk auch ein Epitop am γδ-TCR 

erkennt, jedoch ein anderes als der mAk TCR1. Es ist also davon auszugehen, dass 8D2 nur 

bestimmte γδ-TCR erkennt, die durch spezifische TCRγ- oder TCRδ-Ketten gebildet werden, 

und dieser mAk somit spezifisch für eine bestimmte Untergruppe von γδ-T-Zellen ist. 

Zudem wurden in allen Geweben sehr wenige Zellen als TCR1-negativ, aber 8D2-positiv 

charakterisiert. Da davon auszugehen ist, dass diese beiden mAk am γδ-TCR binden, würde 

das bedeuten, dass der mAk TCR1 nicht alle γδ-T-Zellen erkennt. Die Abgrenzungen wurden 

anhand der Negativkontrolle gesetzt (Drexel et al., Supplementary Figure 4) (226), und die 

Fluoreszenzintensität der TCR1-negativen Zellen lag nahe am Schwellenwert. Daher sind wir 
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überzeugt, dass diese Zellen dennoch als γδ-TCR-positive Zellen betrachtet werden sollten. In 

diesem Fall wurden die Zellen mit einem TCR1-PE-Direktkonjugat direkt angesprochen, und es 

könnte sein, dass dieses einige Zellen nicht gut erkennt. Deshalb sollte man den Einsatz des 

TCR1-PE-Direktkonjugats in Zukunft diesbezüglich kritisch bewerten. Eine aussagekräftigere 

indirekte Färbung des γδ-TCR mit TCR1 war nicht möglich, denn 8D2 musste indirekt gefärbt 

werden, weil hierfür bisher noch kein verlässliches Direktkonjugat existiert, und TCR1 und 8D2 

IgG1-Isotypen sind. Man sollte vermeiden, zwei gleiche Isotypen in einer Analyse indirekt 

anzusprechen, da es dabei trotz Blockierens zu unerwünscht falschen Signalen kommen kann.  

Um unsere Hypothese zu bestätigen, dass der 8D2 mAk nur mit bestimmten TCRγ- oder    

TCRδ-Ketten des γδ-TCR reagiert, und um herauszufinden, um welche Ketten es sich hierbei 

handelt, wurden im Weiteren Sort-Experimente durchgeführt. Dafür wurden Milzzellen von 

zwei Hühnern basierend auf der Expression der Epitope der beiden mAk TCR1 und 8D2 in drei 

Populationen gesortet (TCR1+8D2-, TCR1+8D2+ und TCR1-8D2+), und deren V(D)J-

Genexpression mithilfe eines kürzlich in unserem Labor entwickelten Protokolls (12) 

analysiert. Um die verschiedenen γδ-T-Zell-Subpopulationen zu untersuchen, wurde ein Next 

Generation Sequencing (NGS) der einzelnen DNA-Proben durchgeführt und die FASTQ-Files 

nach Qualitätskontrolle, Downsampling und Alignment mit Immunarch in R ausgewertet. 

Es fiel auf, dass die TCR1+8D2+ und TCR1-8D2+ Zellen in jeder Hinsicht sehr ähnlich waren, 

wobei sie sich bezüglich der Vγ-Gene deutlich von den Zellen der dritten Population 

unterschieden. Während die TCR1+8D2- Zellen Gene jeder der vier Vγ-Familien mit 

unterschiedlichen Frequenzen exprimierten, waren bei den TCR1+8D2+ Zellen hauptsächlich 

und bei den TCR1-8D2+ Zellen nahezu ausschließlich Gene der Vγ3-Familie präsent (Drexel et 

al., Figure 4, Supplementary Figure 6) (226). Bei den 8D2-positiven Zellen waren die Gene 

TRGV3-5 und TRGV3-8 am häufigsten vertreten. Auch bei den Vδ-Genen gab es Unterschiede. 

Während die 8D2-positiven Zellen hauptsächlich TRDV1-2 exprimierten, kamen bei den 

TCR1+8D2- Zellen neben diesem Gen auch TRDV1-17 und TRDV1-25 relativ häufig vor (Drexel 

et al., Supplementary Figure 7) (226). Bezüglich der D- und J-Gene waren sich alle sechs 

Zellpopulationen sehr ähnlich. Jγ3 war jeweils etwa zu 60% und Jγ2 zu 40% vertreten (Drexel 

et al., Supplementary Figure 5A) (226). Dominant waren in allen Zellen mit ungefähr 82% aller 

Jδ-Gene das Jδ1-Gen (Drexel et al., Supplementary Figure 5B) (226) und mit ungefähr 90% aller 

Dδ-Gene das Dδ2-Gen (Drexel et al., Supplementary Figure 5C) (226). Folgende am häufigsten 

vorkommende γδ-TCR-Ketten lassen sich für die unterschiedlichen Zell-Populationen 

zusammenfassen: Für die TCR1-8D2+ Zellen TRGV3-8 mit TRGJ3 und TRDV1-2 mit TRDJ1, für 

die TCR1+8D2+ Zellen TRGV3-5 mit TRGJ3 und TRDV1-2 mit TRDJ1, und für die TCR1+8D2- Zellen 

TRGV2-26 mit TRGJ3 und TRDV1-2 oder TRDV1-17 jeweils mit TRDJ1 (Drexel et al., Figure 5) 

(226). 
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Es existieren bisher nur wenige Veröffentlichungen zu TCR-Repertoire-Analysen. Mamedov et 

al. etablierten 2013 ein Protokoll für den Menschen (187), und Migalska et al. auf diesem 

Protokoll basierend für die Rötelmaus (188). Auf Grundlage dieser beiden Publikationen 

wurden zuletzt in unserem Labor Protokolle für das Huhn bezüglich des Vorbereitens der 

Proben (34) und des TCR-Profilings erstellt (12), die in dieser Arbeit angewendet wurden. 

Mittlerweile gibt es erste Analysen zum γδ-TCR-Repertoire des Huhns (12, 32-34). Zhang et al. 

(33) beschäftigten sich basierend auf den Genomsequenzen des Red Jungle Fowl (GRCG6a) 

mit dem TCRγ-Repertoire im Thymus. In dieser Studie zeigten die vier untersuchten Hühner 

einander ähnliche TCRγ-Repertoires. Es wurden mehrere Gene aus verschiedenen Familien 

häufiger exprimiert, wobei Mitglieder der Vγ3-Familie mit 43,98% des gesamten                           

Vγ-Repertoires dominierten. Gene der Vγ1-Familie waren zu 28,12% und der Vγ2-Familie zu 

27,68% vertreten. In unserer Studie wurden in den 8D2-positiven Milzleukozyten ebenfalls 

hauptsächlich Vγ3-Gene exprimiert, und zwar sogar mit über 90% des gesamten                           

Vγ-Repertoires. In den TCR1+8D2- Zellen machte die Vγ3-Familie wie auch bei Zhang et al. (33) 

im Schnitt 41% des Repertoires aus, allerdings war in unserer Studie die Vγ2-Familie etwa zu 

42% und die Vγ1-Familie entsprechend weniger vertreten. Dixon et al. (32) untersuchten das 

TCRγ-Repertoire im Thymus, in der Milz und im Darm und nutzten als Referenz das Genom, 

das von Liu et al. (59) veröffentlicht wurde. Auch hier wurde die TRGV3-Familie als die 

dominante Familie in allen getesteten Geweben beschrieben. Ein Vertreter dieser Familie, das 

Gen TRGV3.3, wurde mit etwa 30-40% des gesamten Vγ-Repertoires als das häufigste Gen 

identifiziert. In unseren Daten hingegen waren in den 8D2-positiven Zellen mehrere Gene der 

Vγ3-Familie häufig vertreten. Bei den TCR1+8D2- Zellen stach TRGV2-26 mit 25-31% heraus, 

gefolgt von TRGV3-6 mit 15-19% des gesamten Vγ-Repertoires. Im Vergleich zu unserer Arbeit 

verwendeten Dixon et al. (32) und Zhang et al. (33) andere Hühnerlinien und Protokolle zur 

TCR-Analyse sowie andere Hühnergenomsequenzen, was die Unterschiede zu unseren 

Ergebnissen erklären könnte. 

Unsere Daten wurden mit den gleichen Hühnergenomsequenzen erhoben, die auch Früh et 

al. (12) und Linti et al. (34) bereits nutzten. Erstere untersuchten das TCR-Repertoire der 

gesamten Milz, Linti et al. verglichen das TCR-Repertoire von unstimulierten Milzzellen und 

mit IL-2 und IL-12 stimulierten Milzzellen, wodurch vor allem γδ-T-Zellen proliferieren. Die 

Ergebnisse unserer Arbeit zeigen einige Übereinstimmungen mit diesen beiden Studien: Alle 

beschreiben TRGJ3 und TRDJ1 als die am häufigsten vorkommenden Jγ- und Jδ-Gene. 

Bezüglich der Vγ-Gene berichteten Früh et al. und Linti et al., dass in unstimulierten Milzzellen 

vor allem folgende TRGV-Gene genutzt werden: TRGV2-26, TRGV3-5 und TRGV3-6. Mit IL-2 

und IL-12 stimulierte Zellen exprimierten vorrangig das Gen TRGV3-5. TRGV2-26 und       

TRGV3-6 waren auch in unseren Daten die von TCR1+8D2- Zellen am häufigsten exprimierten 



DISKUSSION   57 

Gene. In TCR1-8D2+ Zellen war TRGV3-5 das häufigste Vγ-Gen, zusammen mit TRGV3-8, das 

auch in den anderen beiden Studien in unterschiedlichen Frequenzen auftrat. Was die             

Vδ-Gene betrifft, treffen Früh et al. und Linti et al. verschiedene Aussagen. Während Linti et 

al. TRDV1-2 als das häufigste Gen bezeichneten, gaben Früh et al. TRDV1-25 als das 

dominierende Vδ-Gen an. Diese beiden Gene nehmen auch in den drei verschiedenen 

Zellpopulationen unserer Studie einen Großteil des Vδ-Repertoires ein. In den TCR1+8D2- 

Zellen gehören sie zusammen mit TRDV1-17 zu den meist genutzten Genen. In den                  

8D2-positiven Zellen ist TRDV1-2 mit 26-35% des Repertoires das mit Abstand am häufigsten 

exprimierte Gen. TRDV1-25 wird mit 11-16% des Repertoires ebenfalls oft genutzt.  Bei den 

TCR1-8D2+ Zellen sind zusätzlich noch TRDV1-5 und TRDV1-9 zu nennen, die etwa genauso 

häufig verwendet werden. Die Daten stimmen also bezüglich der Vγ-Gene größtenteils 

überein, während sich die der am häufigsten genutzten Vδ-Gene unterscheiden. Linti et al. 

(34) zeigten außerdem, dass sich die hauptsächlich exprimierten Vδ-Gene nach Stimulation 

veränderten, wobei bei jedem Tier ein anderes Gen dominierte. 

Anhand der durchgeführten TCR-Repertoire-Analyse lässt sich folglich sagen, dass 8D2-

positive Zellen nahezu ausschließlich Gene der Vγ3-Familie exprimieren, während das Vδ-

Repertoire nicht sehr eingeschränkt zu sein scheint. Um das zu belegen, wurde eine stabile 

Vγ3-Zelllinie generiert, die einen spezifischen γδ-TCR exprimiert, der die in TCR1-8D2+ Zellen 

vorrangig genutzten VγJγ- und VδDδJδ-Gene enthält (Drexel et al., Supplementary Figure 2) 

(226). Hierfür wurde der pSBbi-GP-Vektor (228) verwendet. Da bekannt ist, dass der TCR nur 

mithilfe von CD3 an der Oberfläche einer Zelle exprimiert werden kann, wurde zunächst das 

EGFP-Gen im Vektor durch das Hühner-CD3 ersetzt. Anschließend wurde ein synthetisches 

Gen, das   Vγ3-8 und Jγ3 sowie Vδ1-2, Dδ2 und Jδ1 enthält, in die Klonierungsstelle des Vektors 

eingefügt. Danach wurde das Plasmid in HEK293-Zellen transfiziert und mit Puromycin 

selektiert. Nach erfolgreicher Transfektion wurde getestet, ob die mAk CT3, TCR1 und 8D2 mit 

dieser Vγ3-spezifischen Zelllinie reagierten. Vergleichend wurden TCR1 und 8D2 auch auf 

einer Vγ1- und einer Vγ2-Zelllinie, die von Fenzl et al. (177) etabliert worden sind, getestet. 

Die durchflusszytometrischen Analysen ergaben folgendes Ergebnis: Der mAk 8D2 reagierte 

zu 100% mit der Vγ3-TCR exprimierenden Zelllinie (Drexel et al., Figure 6, Figure 7) (226), 

während er nicht an Vγ1- oder Vγ2-TCR exprimierende Zellen band (Drexel et al., Figure 7) 

(226). Somit konnte bewiesen werden, dass dieser hühnerspezifische mAk eine Untergruppe 

von γδ-T-Zellen erkennt, nämlich diejenigen, die eine Vγ3-Kette exprimieren. 

Auf dieser Vγ3-spezifischen Zelllinie wurden Doppelfärbungen mit 8D2 und jeweils CT3 oder 

TCR1 durchgeführt, um hier einen möglichen Zusammenhang in der Expression der Epitope 

aufzuzeigen. Alle CT3-positiven und TCR1-positiven Zellen wurden auch von 8D2 erfasst. Die 

Expression von CD3 korreliert klar mit der Expression des Epitops von 8D2, was insofern 



DISKUSSION   58 

schlüssig ist, als bereits gezeigt werden konnte, dass 8D2 wie auch TCR1 an den γδ-TCR bindet, 

der nur in Kombination mit CD3 an die Oberfläche der Zelle gelangen kann. Bei dieser Zelllinie 

scheint es zunächst, wie auch bei den primären Organen, TCR1-negative, aber 8D2-positive 

Zellen zu geben. Allerdings liegt nahe, dass das durch die Verwendung des TCR1-FITC-

Direktkonjugats vorgetäuscht wird, wie wir es bereits bei dem TCR1-PE-Direktkonjugat im 

Zusammenhang mit den primären Organen vermutet haben (vgl. Seite 51/52). Wir gehen 

davon aus, dass auch hier eigentlich alle Zellen doppelt positiv sind, jedoch γδ-TCR low 

exprimierende Zellen weniger gut von dem TCR1-FITC-Direktkonjugat erkannt werden als      

γδ-TCR high exprimierende Zellen. Wie bereits erläutert, muss in Kombination mit 8D2 der 

TCR1 mAk direkt gefärbt werden, weil beide IgG1-Isotypen sind, und es sonst trotz Blockierens 

zu falschen AK-Fluorochrom-Verbindungen kommen kann. Auch wenn das TCR1-

Direktkonjugat in diesem Zusammenhang nicht optimal zu sein scheint, ist die Verwendung 

ausreichend, um die Aussage treffen zu können, dass die Expressionen der 8D2- und TCR1-

Epitope auf dieser Zelllinie positiv korreliert sind, was bei den primären Zellen schon 

ersichtlich war. Der Beweis, dass die fälschliche Annahme, es seien nicht alle Zellen TCR1-

positiv, tatsächlich nur dem TCR1-Direktkonjugat geschuldet war, ließ sich durch eine 

Einfachfärbung mit einem APC-markierten sekundären Antikörper erbringen. Diese indirekte 

Färbung zeigte, dass nahezu alle Zellen dieser Vγ3 Zelllinie TCR1-positiv sind (Drexel et al., 

Figure 7) (226). Somit lässt sich schlussfolgern, dass Färbungen mit dem TCR1-FITC-

Direktkonjugat mit Vorsicht zu beurteilen sind, da dieses eventuell nicht alle γδ-T-Zellen 

erkennt. 

Auch bei den Vγ1- und Vγ2-spezifischen Zelllinien wurden die durchflusszytometrischen 

Analysen mit indirekten Färbungen durchgeführt: Beide mAk, 8D2 und TCR1, wurden einzeln 

mit dem gleichen Fluorochrom angefärbt. Hier war das möglich, weil nicht die Koexpression 

der Epitope interessierte, sondern lediglich, ob die jeweiligen mAk diese Zellen erkennen. Da 

beide gezeigten Zelllinien γδ-T-Zelllinien sind, würde man erwarten, dass alle Zellen             

TCR1-positiv sind, wie es bei der Vγ3 Zelllinie der Fall ist. Bei den anderen beiden Zelllinien 

wird der γδ-TCR jedoch nur etwa auf 26-28% der Zellen exprimiert (Drexel et al., Figure 7) 

(226). Dies könnte daran liegen, dass der Rezeptor trotz erfolgter Selektion nicht gut 

exprimiert wird. Trotzdem genügt diese Färbung, um die Aussage zu treffen, dass 8D2 nicht 

mit Vγ1- oder Vγ2-TCR exprimierenden Zellen reagiert, während TCR1 das bekanntlich macht. 

Der Klon TCR1, der für die Erhebung dieser Daten unentbehrlich war, ist bisher der einzige 

Marker für γδ-T-Zellen des Huhns. Antikörper, die die gesamte γδ-T-Zell-Population erkennen, 

gibt es auch für andere Spezies; es existieren beispielsweise der Klon 5A6.E9 für den Menschen 

(207) und der Klon UC7-13D5 für die Maus (214). Für Hühner gab es bisher keine Vγ- oder     

Vδ-TCR-spezifischen mAk, und somit konnten auch noch keine spezifischen Subpopulationen 
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eingehend untersucht werden. Für Mensch und Maus existieren hingegen bereits viele mAk 

für verschiedene Subpopulationen, von denen einige in Tabelle 2 aufgelistet sind. Es wurden 

unter anderen ein humaner Vγ9-spezifischer mAk (Klon anti-TiγA) (210), ein Vδ1-spezifischer 

mAk (Klon A13) und ein Vδ2-spezifischer mAk (Klon anti-TiVδ2) (208, 209) charakterisiert. 

Dabei ist zu beachten, dass Vγ9 von manchen Autoren auch als Vγ2 bezeichnet wird, wie zum 

Beispiel von Yang et al. (229). Für die Maus wurden beispielsweise bisher ein Vγ5-spezifischer 

mAk (Klon 536) (215) und ein Vγ6-spezifischer mAk (Klon 1C10-1F7) (216) charakterisiert. Mit 

Hilfe dieser mAk konnte auch die Verteilung der jeweiligen γδ-T-Zell-Untergruppen bei 

Mensch und Maus bereits erforscht werden. So exprimieren humane γδ-T-Zellen in 

verschiedenen Geweben eher einen Vδ1-spezifischen TCR, während Zellen im peripheren Blut 

vorrangig einen Vδ2-spezifischen TCR exprimieren (230), meist in Kombination mit einer     

Vγ9-Kette (135). γδ-T-Zellen in der Haut von Mäusen exprimieren vor allem einen TCR mit  

Vγ5- und Vδ1-Ketten (231), während sich im Darmepithel eher Vγ7+ γδ-T-Zellen befinden, und 

im Epithel von Uterus, Vagina und Zunge der γδ-TCR überwiegend Vγ6- und Vδ1-Ketten 

enthält (112). Für Mensch und Maus gibt es folglich einige Antikörper für diverse 

Subpopulationen von γδ-T-Zellen; die Verteilung dieser Subpopulationen konnte daher bereits 

untersucht werden. Das macht erneut deutlich, dass derartige Antikörper auch für das Huhn 

notwendig sind, um die verschiedenen γδ-T-Zell-Populationen besser charakterisieren zu 

können. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mit dieser Arbeit der erste Vγ-spezifische mAk für das 

Haushuhn beschrieben wird. Dieser mAk 8D2 erkennt eine Subpopulation von γδ-T-Zellen, die 

einen TCR mit Vγ3-Genen exprimiert. Dieser mAk kann nun für weiterführende 

Forschungsarbeiten genutzt werden, um beispielsweise die Verteilung dieser spezifischen 

Untergruppe von γδ-T-Zellen in weiteren Geweben zu untersuchen, und um bei 

Infektionsversuchen eine potentielle Veränderung dieser Subpopulation während Infektionen 

zu erkennen. Dieser neue mAk hat sich in der Durchflusszytometrie bei Oberflächenfärbungen 

bereits gut bewährt, ob er auch bei anderen Techniken eingesetzt werden kann, muss noch 

untersucht werden. Vorläufige Daten zeigen jedoch bereits, dass er wahrscheinlich in der 

Immunhistochemie sowie in Kombination mit intrazellulären Färbungen verwendet werden 

kann.



 



ZUSAMMENFASSUNG   61 

7. ZUSAMMENFASSUNG 

Charakterisierung eines Vγ3-spezifischen γδ-T-Zell-Markers des Haushuhns 

Nachdem Haushühner im Gegensatz zu Mensch und Maus eine hohe Frequenz an γδ-T-Zellen 

in verschiedenen Geweben aufweisen, geht man davon aus, dass diese Zellen eine wichtige 

Rolle im Immunsystem der Hühner spielen. Allerdings sind γδ-T-Zellen bisher unzureichend 

charakterisiert, was unter anderem daran liegt, dass aktuell nur ein hühnerspezifischer Marker 

für diese Zellen verfügbar ist, der Klon TCR1, der alle γδ-T-Zellen erkennt. 

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung neuer Marker gegen γδ-T-Zell-Oberflächenantigene, die 

zur weiteren Charakterisierung von diesen Zellen bei Hühnern verwendet werden können. 

Hierfür wurden in unserem Labor durch die Immunisierung von Mäusen mit in vitro 

kultivierten γδ-T-Zellen neue monoklonale Antikörper generiert (225). 

Potentielle γδ-T-Zell-Marker wurden zunächst mittels Durchflusszytometrie gescreent. Ein 

monoklonaler Antikörper, Klon 8D2, zeigte auf der γδ-T-Zelllinie D4 ein ähnliches Färbebild 

wie der monoklonale Antikörper TCR1, was auf koexprimierte Antigene hindeutete. Um dies 

auf primären Zellen zu verifizieren, wurde die Expression der Epitope für diese beiden 

monoklonalen Antikörper auf verschiedenen primären Zellen analysiert. Zellsuspensionen von 

Milzleukozyten, peripheren Blutlymphozyten und intraepithelialen Lymphozyten aus dem 

Ileum von vier Tieren verschiedenen Alters und Geschlechts wurden hierfür gewonnen und 

untersucht. Die Frequenz von TCR1-positiven Zellen variierte je nach Tier und Organ zwischen 

10% und 50% der Gesamtzellzahl (Milzleukozyten und periphere Blutlymphozyten) bzw. der 

Gesamtleukozytenzahl (intraepitheliale Lymphozyten). 8D2-positive Zellen waren in allen 

Organen in einem geringeren Umfang vertreten. Die meisten 8D2-positiven Zellen wurden, 

bezogen auf die Gesamtzellzahl, zu 10-30% in Milzleukozyten und, bezogen auf die 

Gesamtleukozytenzahl, zu 10-38% in intraepithelialen Lymphozyten des Ileums gefunden. In 

peripheren Blutlymphozyten waren sie in geringerer Frequenz vertreten. In allen drei Zellarten 

war auffällig, dass der monoklonale Antikörper 8D2 nur einen Teil der TCR1-positiven Zellen 

erkennt, und dass die Expressionen des 8D2-Epitops und der γδ-TCR positiv korreliert sind. 

Tiere mit einer höheren Frequenz von TCR1-positiven Zellen wiesen auch eine erhöhte 

Frequenz von 8D2-positiven Zellen auf und umgekehrt. 

Um die Vermutung zu bestätigen, dass 8D2 ein Epitop am TCR erkennt, das durch spezifische 

TCRγ- oder TCRδ-Ketten gebildet wird, wurden Milzzellen von zwei Hühnern anhand ihrer 

TCR1- und 8D2-Expression in drei Populationen gesortet: TCR1+8D2-, TCR1+8D2+ und           

TCR1-8D2+. Die Subpopulationen wurden dann auf V(D)J-Genexpression mittels TCR-

Repertoire-Analysen unter Verwendung eines kürzlich in unserem Labor etablierten Protokolls 
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analysiert (12). Während die Vγ-Gene der 8D2-negativen Zellen eher variabel waren, 

exprimierten 8D2-positive Zellen bevorzugt Gene der Vγ3-Familie. Der γδ-TCR in 8D2+TCR1- 

Zellen war am häufigsten zusammengesetzt aus den VγJγ-Genen TRGV3-8 und TRGJ3, sowie 

aus den VδDδJδ-Genen TRDV1-2, TRDD2 und TRDJ1.  

Abschließend wurde eine Vγ3 γδ-TCR exprimierende Zelllinie generiert, indem Hühner-CD3 

und der oben genannte spezifische T-Zell-Rezeptor in einem modifizierten pSBbi-GP Vektor 

(228) in HEK293 Zellen transfiziert wurden. Die Zellen dieser stabilen Zelllinie waren zu 100% 

positiv für 8D2, während Vγ1- oder Vγ2-TCR (177) exprimierende HEK293-Zellen nicht mit dem 

monoklonalen Antikörper 8D2 reagierten. 

Aus diesen Daten lässt sich schlussfolgern, dass der monoklonale Antikörper 8D2 der erste 

spezifische Hühnerantikörper für Vγ3 γδ-TCR exprimierende T-Zellen ist. Dieser Marker kann 

nun verwendet werden, um diese Subpopulation weiter zu charakterisieren.  
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8. SUMMARY 

Characterization of a chicken Vγ3-specific γδ T cell marker 

Chickens exhibit a high frequency of γδ T cells across various tissues, while humans and mice 

belong to the species with only few γδ T cells in the peripheral blood. Due to their high 

prevalence, it is generally assumed that chicken γδ T cells play a crucial role in immune 

responses. However, γδ T cells have not yet been well characterized in chickens, largely due 

to the limited availability of specific reagents for their characterization. Up until now, only one 

chicken-specific monoclonal antibody for these cells is available: the clone TCR1, which 

recognizes all γδ T cells.  

The aim of this study was to establish new markers against γδ T cell surface antigens that could 

be used for further characterization of these cells in chickens. To achieve this, new monoclonal 

antibodies were previously generated in our laboratory by immunizing mice with in vitro 

cultured γδ T cells (225). 

An initial flow cytometric screening identified a novel monoclonal antibody, clone 8D2, which 

exhibited an interesting staining pattern, similar to that of monoclonal antibody TCR1 on the 

γδ T cell line D4, indicative of co-expresses antigens. This prompted further investigation of 

the expression of the epitopes recognized by these two antibodies (8D2 and TCR1) across 

several primary cells. Cell suspensions from splenocytes, peripheral blood lymphocytes, and 

intraepithelial lymphocytes from the ileum of four animals of varying age and sex were 

analyzed. The frequency of TCR1+ cells varied in different animals and organs and ranged from 

10% to 50% of the total cell population (splenocytes and peripheral blood lymphocytes) or of 

total leukocytes (intraepithelial lymphocytes). 8D2+ cells were present in lower numbers 

across all organs. The highest frequencies of 8D2+ cells were found in the spleen, representing 

10-30% of the splenocytes, and in intraepithelial lymphocytes of the ileum, comprising 10-38% 

of the leukocyte population. In peripheral blood lymphocytes, their frequency was notably 

lower. In all three cell types, 8D2 consistently identified only a subset of TCR1+ cells, but the 

expression of the epitopes of 8D2 and TCR1 was positively correlated. Accordingly, animals 

with a higher frequency of TCR1+ cells also showed an increased frequency of 8D2+ cells, and 

vice versa. 

To confirm the hypothesis that 8D2 recognizes an epitope on the TCR formed by specific TCRγ 

or TCRδ chains, splenocytes from two chickens were sorted into three populations based on 

their TCR1 and 8D2 expression: TCR1+8D2-, TCR1+8D2+, and TCR1-8D2+. These subpopulations 

were then analyzed for their V(D)J gene usage by T cell receptor profiling, following a recently 
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established protocol (12). While the Vγ genes in 8D2- cells were more diverse, 8D2+ cells 

predominantly expressed Vγ3 genes. γδ TCR in 8D2+ cells most frequently comprised VγJγ 

genes TRGV3-8 and TRGJ3, as well as VδDδJδ genes TRDV1-2, TRDD2, and TRDJ1. 

Finally, a Vγ3 γδ TCR-expressing cell line was generated to confirm binding of 8D2 to this 

specific γδ TCR. For this purpose, chicken CD3, the aforementioned specific t cell receptor, and 

a modified pSBbi-GP vector (228) were expressed in HEK293 cells. The cells of this cell line 

were 100% positive for 8D2. In contrast, HEK293 cells expressing Vγ1 or Vγ2 TCR (177) did not 

show any reactivity with this monoclonal antibody. 

From these data, it can be concluded that the monoclonal antibody 8D2 represents a novel 

reagent for specifically identifying the chicken Vγ3 γδ TCR. This marker can now be used to 

further characterize this subpopulation. 
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