Charakterisierunggines
Vi 3-spezifischen +T-ZellMarkers
desHaushuhns

von

Veronika EvaMaria Drexel



InauguralDissertation zur Erlangung der Doktorwirde
der Tierarztlichen Fakultat

der LudwigMaximiliansUniversitat Minchen

Charakterisierung eines
Vi 3-spezifischen +T-ZelFMarkers
des Haushuhns

von
Veronika EvaMaria Drexel

aus Gauting

Munchen 203



Aus dem Veterinarwissenschaftlichen Department der

Tierarztlichen Fakultadder LudwigMaximiliansUniversitat Mincha

Lehrstuhl fir Physiologie

Arbeit angefertigt unter der Leitung von
Univ-Prof. Dr. Thoma¥gv. Gobel



Gedruckt mit der Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat

der LudwigMaximiliansUniversitat Minchen

Dekan: Univ-Prof. Dr. Rmhard K. Straubinger, Ph.D

Berichterstatter: Univ-Prof. Dr. ThomagV. Gobel

Korreferenten: Prof. Dr. Herbert Kaltner
Univ-Prof. Dr. Eckhard Wolf
Univ-Prof. Dr. Hermann Ammer
Univ-Prof. Dr. Katrin Brtmann

Tag der Promotion08. Februar 2025



Fir meine lieben Eltern



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS

© © N o g bk~ w

EINLEITUNG. ... .ooiie ittt e et e e ettt e e e st e e e s st e e e e nsae e e e anaeeeeannneeeeansneeeaannnnaenns 1
LITERATURUBERSICHT ..ottt ettt ettt eae et ne s nnenaennas 3
2.1  Die Bedeutung von Hihnern in der ImmunoleB@schung...........ccccccccviviviiinnninnvennen. 3
211 Die Historie der ImmunologiEorschung an HOhnetn...........ccccocvvviil. 3
2.1.2 Huhner in der heutigen ImmunologlorsChuNg..........ccvvvvvieeiiiiiieecceeee 4
2.2 Das adaptive IMMUNSYSIEIML.......uuiiiiiiiiiiiii e e e a e e 5
2.2.1  Abgrenzung des adaptiven vom angeborenen Immunsystem...............c.cc.oecueeee 5
222 Die FLymphozyten und ihre Bestandteile................ccoooo oo, 6
2.2.2.1 Einteilung der yMpPhOzZyteNn.......c.coooiiiiieiiii e 6
2.2.2.2 Die Struktur und Diversitat dér - und! +T-ZeltRezeptoren............ccovvveeeeeeeenns 7
2.2.2.3 Der CDXomplex bei S&uger und Haushuln.............ccoceveiiiiiiiii e 9
2.2.2.4 Die Corezeptoren CD4 und CD8 bei Sduger und Haushuhn......................... 10

2.3 1 AT-ZelleN dES SAUGEIS....cciiiiiieiiee e ettt e e e ettt e e e e e st e e e e e s s ssbb e e e e e e e e s annnraeeaaeeas 12
2.3.1 Entwicklung def +T-Zellen deS SAUQELS.........uuvriiiiiiiiiiiiiiereeer e ereeeeeeaaeaaeaeeee e 12
2.3.2 Lokalisation def +T-Zellen deS SAUQESS..........uvuriiiiiiiimiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeaaeaeeaaeeaens 13
2.3.3 Funktionen det +T-Zellen des SAUQELS...........uuviiieeiiiiiiiieeee e 15
2.4 1 AT-Zellen deS HUNNS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e nnnnnes 18
241 Entwicklung def +T-Zellen des HUNNS..........coooiiiiiiiiiiiiee e 18
2.4.2  Lokalisation def +T-Zellen des HUNNS...........oociiiiiiie i 19
2.4.3  Funktionen det +T-Zellen des HUNDS...........coooiiiiiiiiiiiieicce e 19
2.4.4 1 ITCRRepertoire des Haushuhns im Vergleich zum Menschen...................... 20
2.5 Monoklonale AntikOrper gegendellen...........ccuuiviiiiiiiiiiiiie e 23
251 Herstellung monoklonaler ANtIKOIPEE.........c..vviiviieiiieee e 23
2.5.2  T-Zell Marker deS SAUQGELS......ccouiiiiiiiiiiee ittt e e e e e e e 25
2.5.3 T-Zell Marker desS HUNMS.........cooiiiiiiiiiie e e e 25
ZIELSETZUNG......ciitiiieeiitiie e ettt e ettt e e e st e e e ettt e e ansaaa e e s asteeeesssaaaeeansaeeeeassseaeeanseaeeannsaneennnn 27
PUBLIKATION . ...ttt et ctitee et te s et e et e e sttt e e e st e e e asteaeessaaeeasnsaeeeesnsaeaeaansseeeansneaeesnsenenns 29
SUPPLEMENTARY MATERIAL. ... oot e e e e e e eeees 43
DISKUSSION . .. e e e e e e et e e e e e et e e e e e aaa e e e eanaanes 53
ZUSAMMENFASSUNG. ......ciiiiiiiieiiiite e et e st e e e stee e e teeaesssaaaaeansaeeeesnsseaessnneeesasaneenans 61
SUMMARY. L.ttt ettt e et e et e e e et e e e s staeeeassteeaeaasseeeeasaeaeeanaeeeeanssaeeeanneeeearareeeans 63
LITERATURVERZEICHNIS ... ..ot e et e e e et e e e aens 65

10. DANKSAGUNG......coiiiiiiiiieii bbb e e et ettt ettt et e e aaaaaeaaaaaaaeaaeaasaaasaanaannnans 79



ABBILDUNG& TABELLENVERZEICHNIS I

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1:Aufbau des humaneh i- und des galliformen +{TCRCD3Komplexes...........cccvveeee.. d
TABELLBRERZEICHNIS
Tabelle 1FFrequenzen der +T-Zellen im Blut verschiedener SPEZ............cvvvvveeveeeiiiiiieeiieeeeeenn. 14

Tabelle 2.Auswahl an ZellMarkern verschiedener SPezies.........cccevveeviiiiiieiiee e 24



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AK

APC

BCR

CD

CDR
Gterminal
CTL
DETC

ET

MDV
MHGI/-II
NDV
NGS
NK
PBL
PCR
PRR
RAQ/2
TCF1
TCR

Antikorper

Antigen presenting cell

Bcell receptor

Quster of differentiation
GComplementary determining region
Carboxyterminal

Qytotoxic T lymphocyte

Dendritic epidermal T cell
Embryonaltag

Fragment antigerbinding
HerpessimplexVirusTypl
Intraepithelial lymphocyte
Interferon-

Immunglobulin

Interleukin

Immunreceptor tyrosinebased activation motif
Keratinocytegrowth factor
Lymphocytespecific protein tyrosine kinase
Monoklonaler Antikérper
Marek’sdiseasevirus

Major histoconpatibility complex!/-I|
Newcastle disease virus
Nextgenerationsequencing
Naturliche Killerzelle
Peripheralblood lymphocyte
Polymerasehainreaction

Pattern recognition receptor
Recombination-activating genel/2
Tcellfactor 1

Tcell receptor



ABBILDUNG& TABELLENVERZEICHNIS

TCR1

TdT

TGH

T

TLR

TNFh

Treg
TRGYTRGJI:=gment
TRDVTRDD/TRDJISegment
VID/JIC

WC1

T cell receptor 1 (anti +TCRAntikorper)
TerminaleDesoxyribonucleotidyltransferase
Transforminggrowth factor|

Thelper cell

Toltike receptor

Tumornecrosis factoh

Regulatory T cell

T cell receptorgammaV-/J-segment

T cell receptordelta \4/D-/J-segment
Variable/Diversity/Joining/Constant

Workshop cluster 1



EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Die Immunsystene von Saugetieren und Vdogelrsind sehr ahnlich. Bei beiden
Wirbeltierklassernwird das Immunsystem iaine angeborene unckine erworbene(adaptive)
Immunantwort unterteilt. Wahrend die angeborene Immunantwort als erste
Verteidigungslinie gegen Krankheitserreger fungiert, spiedderund FLymphozyteneine
zentrale Rolldeider adaptiven Immunabwehil-Lymphozyten kénnenudem basierend auf

der Expression ihresZellRezeptorsT cell receptorTCRA Yy -unhd! +T-Zellendifferenziert
werden (1, 2). Jededer vier TCKetten,h-, i -, 1 - und 1 -Kette, besteht aus einer konstanten

und einer variablen Regionwobei innerhalb der variablen Regionlie somatische
Relombination von verschiedeneW- (variable), D6 RA GSNBA G & T ydzNJ FNNJ
J (joining) Genereine groRe Vielfalt ah FT-%:S f f S y-T-Zdt\srRentstehendsst(3, 4).

Im Vergleich zuB[ & YLIK 21 & (i STyZelledzgiRl © ¥TZellen bisher unzureichend
charakterisiert Diese Wissensliicke lasst sicimter anderem dadurch erklaren, dass
hauptsachlich ZZellen von Menschen, Mausend Ratten erforschiverden dieaber nur eine
IASNAY IS | J-ZeleKiin pdripheren Blutaufweisen(5, 6). Hilhner Gallus gallus
domesticu¥hingegen gehoren zu den Spezies mit einer hdheguenz an +T-Zelenin der
Peripherie sie kbnnerbeiihnenbis zu 50% der gesamterZEIFPopulation in deZirkulation
ausmacher(7, 8). Deshalhbieten sichnHuhnerfur die Erforschung der +T-Zelken an

Huhner haben sich langst als unentbehrliche Modelle in der Forschung etaBbegits zu
Beginn des 20. Jahrhunderts wurden durch Experimente Iihnern grundlegende
Erkenntnisse Uber Lymphozyten gewonnen, die zeigten, dass diese Zellen &mivdar
Tumorabwehr als audbeim Schutz vor Infektionewichtig sind(9, 10).

Angesichts der hoheAnzahll y -TtZellen in Hihnern istlavon auszugeherdass diese
Zellenim Immunsystenmeine wesentliche Rolle spiele®ie spezifischen Funktionen dieser
Zellen sind jedoch bisher weitgehend unbekanumid auch eine bessere Charakterisierung
potentieller Subtygen erfordert weitere ForschungHierflr sind allerdingsspezifische

1 AT-ZelkMarkernotig. . A &8 KSNJ 3 A 0 (i -T-BeltMaykezNii Hilingf §eyrKlon TCR1
welcherl £ f-BZellemzu erkennen scheir(fL1). Es wére jedoch von Vorteilveitere Marker
zu etablieren die nur 6 S & 0 A Y-Y21RSS NFamilien erkennenum die Verteilung der
verschiedenen Subtypen imterschiedlicherOrganen untersuchen zu kdnnen unademdie
Veranderungen dieser Subtypen wéahrend Infektionen zu beurteilen.

In dieser Arbeit wird ein neuer hiihnelSd A F A &TA&HBailer:beschrieben, der einen
bestimmten TCRund somitnur eine Subpopulation voa +T-Zellenerkennt Mit diesem
Marker konnte aucldie Expression dieses TCR in verschiedenen Gewslbersucht werden

¢/
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Ene kirzlich von Frihet al. (12) publizierte Annotation des Huxidihnergenoms(13)
ermdglichte durch eine Repertow#nalyse von gesorteten Nzzellen die Identifikation &b
spezifischen TCR
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2. UTTERATRUBERSICHT

2.1 Die Bedeutung von Huhnern in der Immunoldgieschung

2.1.1 Die Historie der Immunologleorschungn Hihnern

Vogel und Saugetiere haben sich vdrer 250 Millionen Jahren aus einem gemeinsamen
reptilienartigen Vorfahra entwickelt weshalb verschiedene auch das Immunsystem
betreffende Eigenschaftendentisch sind Die Forschungrbeitet hauptsachlichmit Nager
Modellen, allerdings sinamittlerweile auchHaushuhnerGallus gallus domesticlials Modell
unabdingbar,weil diese einige Vorteilegegeniber Nagermieten. Insbesondere sind die
unterschiedlichen Embryonalstadien im Ei leicht zugénglich und die Embryos ausreichend grof
fur Manipulationen.

Das Huhn hat éztglich der ImmunologiEorschundistorischen WertDurch Eperimente

mit Huhnern und Huhnerembryonen wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts
grundlegende Erkenntnisse Uber das Immunsystem erlé®dt4, 15). James Murphyand
schon damals herauslass Lymphozyten eine zentrale Rolle bei Immunantworten spielen,
sowohl beim Schutz vor Infektionen als auch bei der Ahstg von Gewebetransplantaten.
Dieses Wissen blieb jedoch viele Jahre weitgehend unbeachtet, bis die Funktion der
Lymphozyten Mitte des 20. Jahrhunderts durch Experimente mit and8pmziezu einem
aktiven Forschungsthema wurd&0, 16-18). In dieser Zeierkannte man auchdass sich die
Lymphozyten in zwei Zelltypen einteilen lassen, idi&erschiedenenOrganenreifen und
unterschiedliche Funktionen haben (19-21). Den Thymusabhangigen Geweben
(T-Lymphozyten) wurden die zellularen und den Bursaabhangigen Geweben
(B-Lymphozyten) die humoralen Immunantworten zugeschrieb®®n entscheidenden
Hinweis lieferten 1956 Gliai al. (22), die durch Experimente mit bursektomierten Hilnne

und Infektionsversuchen m@almonella typhimuriureher zufalligentdeckten dass die Bursa

an derAntikorpervermittelten Immunitat beteiligtist.

Die Bursa Fabricii wurde bereits im 17. Jahrhungtert Hieronymus Fabricientdeckt,der
jedochzu derZeit noch keine Aussage uUber ihre Funktion treffen kor{@88. Heute weil3
man, dass die Bursa fir die Entwicklung al®ikorperproduzierendem-Zellen notwendig is

Im S&uger existiert dses Organ zwar nicht, aber aufgrund der Ahnlichkeitbar
lymphatischen Gewebe und Immunsysteren Saugern und Hihnern war schnell klar, dass
ein funktionales Aquivalent vorhanden sein m{&4), das spater im Knochenmark gefunden
wurde (25).
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Auch bei der Entwicklung von Impfungen haben Hulirngrer bereitseine bedeutende Rolle
gespielt.Im 18. Jahrhundert begriindete Edward Jenner die Ara der Impfungen, indem er
entdeckte, dass eine Infektion mit dem Cowpdixus vor denhumanenPockenvirus sdkizt

und etabliertedaraufhindie erstenLebendimistoff-Vakzinationern(26). Louis Pasteur baute

im 19. Jahrhundert dann auf diesem Wissen aufstel3wahrend seineForschungsarbesin

zur GeflugelcholergPasteurella multocideauf den Effekt demattenuierten Impfstofé (27). In

den 1970er Jahren wurd@r dasMarek’sdiseasevirus (MDV)erstmalsein Impfstoffgegen

ein natdrliches tumorerregendes Virbeim Huhnentwickelt (28). Auch bei de Entwicklung
neuer Vakzine oder der Weiterentwicklung von bestehenden Impfstoffen wird immer wieder
auf das Huhn zurtickgegriffen, da die verschiedenen enmaign Staden gut zuganglich sind.

So zeigten Sharnet al.in den 1990er Jahremass es moglich {g{ikenembryonen zwischen
dem 17.und 18. Bruttaglurch einein ovelmpfung gegen MDYu schitzer§29, 30).

2.1.2 Huhner in der heutigen Immunologf@rschung

Das Haushuhnist aus der ImmunologieForschung nichtmehr wegzudenken Die
Beschaftigung mit seinem Immunsystem fiihrteden letzten Jahren zu vielversprechenden
ErgebnissenEswurde zum Beispiel vor 20 Jahren erstmals das komplette Hilhnergenom
sequenziert(31), es existieren mittlerwée einigeTCRRepertoireAnalysen sowohl zu dem

h FTCRals auch dem +TCR12, 32-34), und die ersten ¥ZellkKnockoutHihner wurdenvor
kurzemetabliert (35).

Diese Erkenntnissermoglicken weitere Untersuchungen der Huhn€&ene insbesondere
konnen auchdie einzelnen ¥ellPopulationenndher charakterisier und bezugth ihrer
Verteilung in den verschiedenen Geweben unterswearden Vor kurzem wurdeudemein
in vitro Langze#Kultursystem fur +T-Zellen verdoffentlich{34), wasdie weitere Erforschung
dieser Zellen in Zukunft vereinfachen wird.
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2.2 Das adaptive Immunsystem

2.2.1 Abgrenzung des adaptivenmangeborenen Immunsystem

Das Immunsystem lasst sich in zwei Asteerteilen, den Astdes angeborenen und den des
erworbenen (adaptiver) Immunsystems Beideverfolgen das gleiche Ziel, den Koérper vor
PathogenenalsoViren, Bakterien, Pilreund Parasiten, zu schitz€B6, 37). Dies wird durch
verschiedene Komponenten erreicht. Priméar werden Pathogedueh die anatomischa
BarrierenHaut und Schleimha abgewehrt Sollte ein Erreger diesgedoch durchdringen,
verfugt das angeborene Immunsysteiber weitere Abwehrmechanismen. Hierzgehoren
das Komplementsystem, antimikrobielle Peptide uid angeboren@ Immunzellen, wozu
Makrophagen, Granulozyten unahatirliche Killerzellen (NK) zéahlen. Das angeborene
Immunsystem reagiert nicht antigenspezifisch, kann dafir aber einen sehr schnellen Schutz
bieten,indem esnnerhalb vorwenigenMinuten aktiviertwird und zwischen kdrpereigen und
korperfremd unterscheidn kann(38-41).

Das adaptive Immunsystem kommt zum Einsatz, sobald das angeborene Gberwunden wurde
und basiert auf einem fein abgestimmten Zusammenspiel heis@ntigenprasentierenden
Zellen éntigen presenting celAPC) wozu Makrophagen,-Bymphozyten und dendritische
Zellen z&hlen,sowie antigenspezifischen LymphozyteBadurch wird eine gezieltere
Bekampfung verschiedener Pathogene ermdgli€iise Mechanismen bendtigen allerdings
auch mehr Zeit als die angeborenen, namlich einige Stunden bis hin zu mehreren3&gen
40, 42).

Innerhalb des adaptiven Immunsystems unterscheidetnnzwei Arten von Lymphozyten,
B- und FLymphozytendie sich anhand ihrer antigenspezifischen Rezeptoren unterscheiden.
B-Lymplozyten tragen B-ZellRezeptoen (B cell receptor,BCR) aufihrer Oberflache,
T-Lymphozyen T-ZellRezeptoen (T cell receptor,TCR). Beide Rezeptoren kommen in
membrangebundener, der BCR jedoch auch in sezernierter,FtamAntikorpem, vor. Die
Entwicklung von Lymphozyten beginnt in den primaren lymphatischen Orgainen
Knochenmark werden Vorlauferzellen gebildet, die denrralle der EZellen der Saugewuch
hier reifen BZellen der Vogel hingegen wandemdie Bursarabriciiund reifen dort. Die
T-Zellender Sauger und Végel gelangeom Knochenmark in den Thymusm dort ihre
Reifung zu vollzieheie ausgereiften, zu dieser Zeit noch naitgmphozytenerreichen
dann Uber die Blutlaufbahdie sekundaren lymphatischen Gage und zirkulieremurch das
Lymphsystembis sie auf ihr spezifisches Antigen trefféfach dem ersten Antigenkontakt
spricht man dann nicht mehr von naiven, sondeam Effekto-Lymphozyter(37, 43).
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T-Lymphozyten sind verantwortlich fur die zellulare Immunantwort des adaptiven
Immunsystemsund lassen sich anhand ihrer Effektorfunktionen oder ihres WeFRer
einteilen (44), worauf im nachsten Unterkapitel eingegangen wBd.ymphozyterhingegen
stellen die humorale Immunantwort des adaptiven Immunsystems dar. Sobald eine
ausgereifte BZelle Kontakt zu ihrem spezifischen Antigen hat, entwickeln sich Plasmazelle
die Antikorper spezifisch gegen dieses Antigen produzieren und sezer(déjeber BCR und

die sezerniertenAntikorper sind in der Lage, eine Vielzahl unterschiedlicher chemischer
Strukturen zu erkennen und konnatirekt an Antigene wie ProteineGlykoproteine ode
Polysaccharide bindenlm Gegensatz dazu ist der TGRi seiner AntigerErkennung
spezifischer, da em Wesentlichennur Proteinantigene erkennt, die auf Molekllen des
Haupthistokompatibilitdtskomplexegmajor histocompatibility complexMHC) prasentiet
werden und somitiiberwiegend einer MHRestriktionunterlieg. DerMHCprasentiert auf

der Zelloberflache Bestandteile des Pathogeonad der TCR muss meist sowohl das
prasentierte Antigen als auch Teile des MMQlekllserkennen(l, 46).

Einweiteres zentrales Merkmal der adaptiven Immunitét die Bildung immunologischer
GedachtniszellenNacheinem ersten Kotakt mit einem Antigen, also einer Infektion mit
einem bestimmten Erregewyird ein Teil der aktivierten Lymphozyten zu langlebieund
B-Gedachtniszellen differenziert. Bei erneuter Exposition gegeniiberrdiBsghogen kdnnen
die Gedachtniszellen schlh aktiviert werden, was zu einer rascheren und effizienteren
Schutzreaktion fuhr(37, 47).

2.2.2 Die T-Lymphozyen und ihre Bestandteile
2.2.2.1 Einteilungder TLymphozyten

T-Lymphozytenkénnen anhand ihrer Effektorfunktionen in drei verschiedene Gruppen
unterteilt werden, dieT-HelferZellen(T helper cellTH), die zytotoxischa T-Zellen(cytotoxic

T lymphocyte CTL)und die regulatorisch@ T-Zellen (regulatory T cellTeg). Tn regulieren

durch die Freisetzung von Zytokinen die Reaktion anderer Effektorzellen, wie Makrophagen
und BZellen. Man unterscheidet drei Arten: Tuil-, Tu2- und Tyl7-Zellen, welche
unterschiedliche ytokine ausschittenund von verschiedenen Transkriptionsfaktoren
abhangigsind CTLkonnen mithilfe ihrer zytotoxischen Granula infizierte Zellen abtdies
unterdricken Uberschieliende Immunantworterund verhindern somit beispielsweise
Autoimmunreaktioren (48-50).

T-Lymphozyten kdnnemeben der funktionellen Einteilung au@mhand ihres Rezeptors in
h i und 1 +T-Zellen unterschieden werdenDer TCR ist ein membrangebundener
Proteinkomplex der sich aus zwei Polypeptidketten zusammensetzt und entweder den
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Rezeptor def i-oderder’ +T-Zellen bildet je nachdem, ob der TGRis einer alpha(TCR)
und einer beta- (TCR) Kettezusammengesetzst, oder aber auginer gamma (TCR) und
einer delta- (TCR) Kette (1, 2, 51, 52). Wahrend die Funktionen der i-T-Zellen schon
weitgehend bekannt sind, ist das Wissen Uberdid-Zellenaktuell noch sehr beschrankt.

2.2.2.2  Die Struktur undDiversitat deh und! +T-ZellRezeptoren

Der TCRist dem Fadragment (fragment antigehinding) eines Immunglobulinglg)

strukturell sehr &hnlichunterscheidet sich aber in der Anzahl der Antigenbindungssteiheh

der vorliegenden Fon. Wahrend der BCR zwei Antigenbindungsstellen aufwaist auch

sezerniert vorliegt hat der TCR nur einAntigenbindungsstellaund liegt ausschliel3lich
membrangebundewor. Die Struktuender beiden ¥ZellRezeptorersindsehr ahnlich, wobei

der! {TCRy a3S&l YG 1f SAYSN A &-iizelled. Die GIRSthlaieSdesS LIG 2 NJ
4 ATCRSst jedoch langer und kann somit vermutlich direkt mit dem Liganden interagieren und
erhoht zusatzlich die Diversitat des Rezepi(@& 43).

Der TCRbeider FZelltypenstellt ein Heterodime dar, welches aus zwei Transmembran
glykoproteinketten, TORund TCRoder TCRund TCR, besteht, die uber eine Disulfidbriicke
miteinander verbunden sindn Abbildung 1 ist links der schematische Aufbau des humanen
h FTCRgrun)und rechtsder des galfiormen+ +TCRblau)dargestellt.Jededer vier Ketten
beinhalteteine Transmembrandomane, die die Verankerung in der Zellmembran sicherstellt
Intrazellularschliel3t sich ein&urze Gterminale zytoplasmatisch®egionan, wahrend sich

die extrazellulae Domé&nein zweifunktionelle Regionen unterte@n Bsst die membrannahe
konstante(G) Region, die strukturelle Stabilitat bietet, sovde membranfernevariable(V-)
Region die an der Antigenerkennung beteiligt (58).

extrazellular Cy||Cé

Q€ad
3€dD
Acao
3£0)

Q/Asad
3€0D

Q/Aead
3€dD

[ = ] Zellmembran [

ITAM ITAM

intrazellular

JaWIpoWwoH-2
JaWIpowoyH-2

Abbildungl: Aufbau des humaneh I und des galliformen +TCRCD3Komplexes
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Die VfRegion setzt sich awken V- (variable), D(diversty) und J (joining) Genen zusammen,
wobei die V und 3Segmente in allen T@®ci enthalten sind, die -Begmente hingegen
I dzid & OKt A S O 0z Glkoai. Big AntRyénsindiingsstelle liegtrierhalb der variablen
Regionund setzt sich ausrei hypervarablen Schleifen fomplementary determining regign
CDR zusammen CDR1 CDR2und CDR3 CDR3wird von den Verkupfungsstellen der
V(D)3dGene gebildet unaeigt dadurch eine enorme Variabilitéus diesem Grun&#dnnen
die TCR eine grof3e Bandbreren Antigenen erkenne(b4).

Wahrendder Entwicklung def-Lymphozytenm Thymusverdendie V(D)XGensegmente der
Rezeptoren antigenunabhangigangeordnet und kombiniert, umso einzigartige und
hochdiverse V-Regionen und dementsprechendverschiedene spezifischéunktionelle
Antigenrezeptoren zu erzeugemieser Prozess wird als somatische Rekombination oder
V(D)3dRekombination bezeichnet und ist vodem Enzymkomplex V(BRekombinase
abhéangig welche aus den Proteinerbesteht die von de rekombinationsaktivierende
Genenl und 2 fecombinationactivating gene 1 and RAG1 und RAG2) kodiert werd@).

Die beidenRAG wurde auch schon beim Huhn beschrieberf56). Um die Vielfalt des
TCRRepertoires zwerlangen gibt es neben der bereits beschriebenen kombinatorischen
Diversitdit auch eine junktionale Diversitat. Diese entsteht wahrend des
Rekombinationsvorgangs durch das Hinzufigen und Entfernen vdédedtiden an den
Verknupfungsstellen zwischen den verschiedenen GensegmensnEnzym, das fur diesen
Prozess notwendig ist, ist dierminale Desoxyribonucleotidyltraferase(TdT), die ebenfalls
Teil des Rekombinasekomplexesustl beim Huhrbereits charakterisiert wurdg57). Nach
erfolgter V(D)XRekombination wird schlielich noch einGeén integrert. Neben der
kombinatorischen und junktionalen Diversitat fuhmich daszufalligeZusammenflgemer
unterschiedlicher? - undi - oder’ - und1 -Kettenauf der Zelloberflacheu einerT CRVielfalt

Die Modifizierungdes TCR ist mit der Reifung dekymphozyénim Thymusabgeschlossen
(37,43).

DieGene der verschiedenen T®Rttensindauf unterschiedlichen Chromosoméakalisiert
wobei de V-Gersegnenteam 5-Ende undlie GGersegmenteam 3-Ende liegn, dazwischen
befinden sich die bund JGensegmenteBeim HuhrsindR A S -M3Geme auf Chromosom
2 (58,59 RA S/DISéne auf Chromosom (59, 60) dzy’ R R A SGete/ gameisam
auf Chromosom 270 dzi SNRSY 6 dzZNRS 06SA 3t A F-Roblis &y
Chromosom 10 entdeckt, der aus einem einzelnen Satz von-@8d&h bestehi{61). Die
humanenTCR- und TCR-Gene befindersich auf Chromosom 7, wahrend die TORGene
auf Chromosom 14 lokalisiert siigg2-64).

+ | 38
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Nachdem diet / w bGenebei Sduger und Huhn auf einem Chromosom lieged sichdie
1-GereA Y Y SNXK I f &enre§idiiefihdem Wirddie Expression vorinemh -TCRoder

1 4TCRlJarlber reguliert, ob es wahrend der Geimlagerung zur Deletion derGere kommt
oder nicht(65). Bei einerinitialen Rekombination von -Genen leibt die " -Genregionzwar
erhalten, die ¥Zelle wird aber letztendlich einem iT-ZellRezeptor exprimieren. Im
Gegensatz dazu kommt es wahrend der Rekombinatior 8ere meist zu einer Deletion
des TCRLocusund es entsteht eine-Zelle, die einet -TCR exprimiert. Einige hGene
kénnen allerdingsy A OK &y dzNsbndérh (RuchWhiteinem, beiden oder keinem
5 +Gensegmentund mit einem der beiderW-Genen kombiniert werdenwodurch die
Rekombinationsmdglichkeiten und damit dudie Diversitat des TC&hoht wird Dieses
Phanomen issowohl beim Menschen(66-68) als auchbeim Huhn(69, 70) bekannt.

2.2.2.3 DerCD3Komplexoei Sduger und Haushuhn

Aufgrund deskurzen zytoplasmatischeBereichsdes TCRder keine enzymatische Aktivitat
aufweist, ist dieser allein nicht in der Lage, diSignalibertragung ins Zellinnee#fektiv zu
vermitteln. Deshalbliegt dieser Rezeptor immerusammen miteinem CD3Komplexvor

(s. Abbildung 1)der sicherstellt, dass die Antigenbindung des TCR eine effektivel-Signa
transduktion auslost, die zur Aktivierung der Zelle fuRxtlglichtragen dle T-Zellendiesen
Komplex assoziiert mit dem @R auf ihrer Oberflacheund sind dementsprechendals
CDg3positiv char&terisiert (71). Dem CD3domplex werdersomit drei wichtige Funktionen
zugeschriebe: Erst durch seine Anlagerung an den TCR wird dieser funktionsateguliert

die Oberflachenexpression dieses Rezeptors und ist zustandig fur die Signalweiterleitung,
sobald ein Antigen erkannt wurd@?2, 73).

Der humane CD3Komplexist zusammen mit demh -TCR in Abbildung (linker KompleX
schematisch dargestelltes gibt vier CDRetten, die durch die gamma (*-), delta (-),
epsilon (¢-) und zeta (Y-) Genecodiert werden wobei die Y-Ketten immery -Homodimee
darstelen. Zusétzlich zu diesem Houwlioner entstehen zwei weitere Dimere, welche durch
Zusammensetzemer unterschiedlichen CDBRetten gebildet werden:/ 5 o-4utid/ 5 o-1 ©
Heterodimee (72, 74, 75). Bei der Entstehung einési-TCRCD3Komplexedagert sich ein
YY 2Y2RAYSNI ISYSAYAEuideidml 5 9-MHegteBodimer anader -TCR
an. Daggen enthaltendie * {TCRCD3Komplexe des S&augerqnicht abgebildet)fast
ausschliel3lickeine Kombination vor -Homodimerenund/ 5 o-Heterodimeren, aberkaum

/ 5 o-Heterodimere(76, 77). Die CD®imeresind nichtkovalent mit dem TCR auf deZEl+
Oberflache verbunden. Wahrend der Transmembranbereich desKobtplexes fur die
Anordnungdes TCRyichtig ist, beinhdkt die intrazellulare Domé&neBnmunrezeptofTyrosin
basiete Aktivierungsmotie (immunreceptor tyrosinebased activation motii,TAM), welche
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essenziell fur die Signaknsduktion vom TCR in die Zedliadund so zur #ZellAktivierung

fuhren (37). Die’ -, 1 - dzy” RKetten weisen jeweils nur ein ITAM auf, wahréngeder y-Kette

drei ITAMvorhanden sind Nach der Stimulation des TCR durch ein Antigen werden die
Tyrosinreste in den ITAM durch Tyrosinkinasen phosphoryliert, wodurch eine Signalkaskade
ausgeloswird, die zur Aktivierung desymphozyten fuhr{78).

Beim Huhn existieren inGegensatzum S&auger nuewei CD3Gene:S A Yy -/uBdoein
/ 5 o ‘Gen,die groRe Ahnlichkeiterzu inren SaugePendants aufweiserf79-81) und im

1 {TCRCD3Komplex (wie auch imh FTCRCD3Komplex) zwei Heterodimere bilden
(s. Abbildung 1, rechteKomple). Ein weiterer wichtiger Bestandtedlieses Komplexesst
ebenfallsR | &Homadimer,ein AdaptorMolekiil, das von den CBGenen gebunden ind
(82). Der zytoplasmatische Bereich dieses Homodimers enthalt drei ITAM, diewgter
Zellaktivierung phosphoryliert werden und somit weiterfihrende Signale vermiti@as
¥y -Homodimer des Huhns isiogar in deiLage, sich mit derBaugesTCR zu verbinden und
dessen Funktion wiederherzustell€Bi3).

Es wird vermutet, dass die unterschiedlichen @&®e durch eine schrittweise Evolution aus

einer gemeinsamen Vorlauferform entstandaimd (84, 85). Das urspringliche CB3en

wurde demnach dupliziert und form@adurchRA S DSy S / 504 k41 dz88 / 505 %
87), Amphibien(88) und Hihnern vorhanden sind@Beim Sauger fand daraufhin vermutlich

noch eine weiterdDuplikation stattdie/ 5 0+  dzyeRtstdhéndie}89).

2.2.2.4  Die Corezeptore@D4 und CD8ei Sduger und Haushuhn

CD4 und CDS8 sind wesentliche Bestandteile eines funktionellerK@d@plexes, da diese
beiden Coezeptoren durch Bindung an die MHlekile die Lymphozyterspezifische
ProteinTyrosinkinas€lymphocytespecific protein tyrosine kinaskechk in dieNahe dsITAM
bringen. Dieses Enzym ist an die zytoplasmatisdbemane der CD4 und CD8Molekile
geburden und entscheidend fur die Phosphorylierungs tifAVl, was wiederum notwendig
fur die weitere Signalkaskade i&7). Diese beidenCorezeptorenauf der Oberflache von
T-Zellenwurden sowohl beim Saugerals auch beim Huhn nachgewiesen90) und zeigen
bezuglich Struktur und Funktion groRe Ahnlichéeif91, 92). CD4 wird von -Helferzellen und
regulatorischen ¥ellen exprimiertnd bindet anMHGCII-Molekiile die von den meisten APC
exprimiert werden.Dagegen wirdCD8 von zytotoxisem TFZellen exprimiertund ekenrt
MHGCI-Molekile die auf nahezwllen kernhaltigen Zellepnu finden sind43, 93).

Der CD4Corezeptor ist bei S&augern ein einkettiges Molekil das aus vier
immunglobulindhnlichen Domé&nembesteht, wobei die MHGCbindende Regionauf der
Di-Domaneliegt. Sowohl dasCD4Molekilals auchder TChBindengleichzeitigan denseben
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Peptid:MHGI-Komplex dabei wird durch CD4 die Empfindlichkeit einerZélle fir das
Antigen erhoht. Der intrazellulare Teil von CD4 birmletiie zytoplasmatische Tyrosinkinase
Lck, die eine wichtige Rolle bei derAktivierung der Signalkaskad@ach eéner
Antigenerkennungpielt(37).

Beim Huhrbestehtder CD4Corezeptorebenfallsausnur einer Kette, dievier extrazellulare
immunglobulindhnliche Domé&nen und eine zytoplasmatische Doméane mit der Bindungsstelle
fur Lck enthal(43).

Der CD&orezeptorist bei Sdugen ein Dimermit zweiunterschiedlicherKetten { undi ),
die Uber eine Disulfidbrickemiteinander verbunden sind. Beide Kettemthalten je eine
immunglobulindhnliche Doméane. Es existieren CBHomodimere ud CD8 i
Heterodimere, wobedie Homodimereselterer vorkommen.Auchdas CD8Molekul bindet
zusammen mit TCRienselberPeptidMHGI-Komplex und erhdthdurch seineBindungan die
Lck die Empfindlichkeit der-Zellen fur Antigene, die von MH@/olekilen pra&entiert
werden (37). CD8 exprimierende ! iT-Zellen wurden in verschiedenen Geweben
nachgewiesen. Beim Menscheamnagen diesen Corezeptonn der Milz etwa 50% der
1 4T-Zellen im Blut abemur bis zu 30%P4). Bei der Maus wurden CB®sitive! +T-Zellen
zusatzlich im Darmepithel nachgewied®®). Auch zm Schweingibt es berés Studien die
zeigen, dass sowohl Cip8sitive als auch CB@egative! +T-Zellenexistieren(96).

Wie beim Sauger stellt sich beim Hutier CD8Corezeptor als Dimer dar, bestehend aus der
h-undderi -Kette, die jeweils eine-#hnlithe ImmunglobulifDoméane enthaltepallerdings
gSAail vy daet&einSLckBiBdurgsstelle auf. Die Ketten konnewei verschiedene
Isoformen bilden: CD8Homodimere und CD8i-Heterodimere(97). GrundsatzlicHinden
sich nur wenige CDB@ositive! +T-Zellenim Blut von Hiuhnernin Milz und Darm hingegen
exprimiet die Mehrheitder: +T-ZellenCD8(11, 34, 98). Ahnlich wie beim Sauger tragen die
meisten Fl @ YLIK2T @Sy @2y |IHet&gddskauf RileraOberflache. Bei
jungen Huhnern gibt es jedodh der Milz und im Darnauch eine Population von +T-Zellen
RAS /-Homddimere exprimieren(37). Wahrend die meisten Hihnerlinien in der
Peripherie entweder nur CD4 oder CD8 auf defelFOberflache exprimieren, gibt es
Hinweise darauf, dass in einigéfiihrerlinien eineKoexpression beider Molekile auf einem
erheblichen Teil der peripherenZellen vorkomm{99).
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2.3 1 T-Zellendes Sauges

2.3.1 Entwicklungler! +T-Zellen des Saugers

T-Lymphozyterentstehenim Thymus aumultipotenten hAmatopoetischen Stammzeiledie
urspringlicraus dem Knochenmadtammen Wéahrend ihrer Entwicklung im Thymus werden
sie als Thymozyten keichnetBeim Menschen ist die Entwicklung des Thymus mit der Geburt
abgeschlossen, bei der Maus hingegen emstch einigen Lebenswochen(37). Ein
entscheidender Schritbei der Differenzierung von -Zellen ist @& Interaktion mit dem
Notchl-Rezeptor,der auf den Thymusepithelzellen exprimiert wirdDadurch wird die
Vorlauferzelle auf die-ZellEntwicklung festgelegt und eine alternative Differenzierung, wie
beispielsweise zur-RBelle, verhindertDie Signalibertragung tiber Notch1 fihrt Expression
T-Zel-spezifische Transkriptionsfaktoren, wieles T-ZellFaktos 1 (T cell fator 1, TCFL),
GATA3 (100) und des IL-7-Rezeptos (101). ' +T-Zellen entwickeln sichbereits vor den

h T-Zellen aukiner gemeinsamen/orlauferzelle, die prim&€D4 und CD&egativist, und
daherals doppelt negative Vdiliferzellebezeichnewird. Wahrend sicth T-Zellen Gber ein
doppeltpositivesStadium zu den finalen Cbdder CD&infachpositiven Zella entwickeln,
bleiben die! +T-Zellen groRtenteils doppelt negat{t02-104). Wie bereitsin Kapitel2.2.2.4
beschriebenexistierenjedochauch einige CDBositive! +T-Zellenbei den unteschiedlichen
Spezies.

94 Aald oS{lyydsz RI&a -AGRA#Es uReksthiedishgniGrisegBesiteny S
I dza I YY Sy a SKette yestendnia® verschieten Vund 3 SIY Sy (0 KgttEn RA S |
zusétzlich aus einem-PS3IY Sy (i & 5 A-BZelSdbZgeNa&nStghen in bestimmten
Entwicklungsphasen der Schwangerschaft bzw. Trachtigkeit und sind vor allem durch die
OELINB&a&AAZ2Y OKI diyf R -GSgmanierdafididet S verlassen den Thymus

zu bestimmten Zeitpunkten, um in ihre jeweiligen Zielgewebe einzuwan@E056-109).

Sowohl beim Menschen als auch der Maus sind +T-Zellen die ersten-Eellen, die in der
Peripherie zu finden sin®ie Subtyperreifer ! +T-Zellenwerdenbeim Menscherbevorzugt

Uberihre 1 -Ketten, bei der Maus uberwiegendnhand ihrer -Ketten differenziert

Uber die unterschiedlicherDifferenzierungswellen und die Lokalisation der einzelnen
Zellpopulationerbei der Mausst Folgendes bekann® 5* Zellensinddie ersten, die wahrend
der Embryonalphase gebildet werdend den Thymuab dem 13. Trachtigkeitstagrlassea.
Diese Zellewandernin die Epidermis ein, wo sie lebenslang bleiben und sich lokal vermehren
und werden als DETC (d#itic epidermal T cell) bezeichntl0, 111). In einer zweiten Welle
findet im frihen fetalen Thymusie Entwicklung de¥! 6* Zellenstatt, sie beginnt ab dem 14.
Trachtigkeitstagund die Auswanderung dauelis zur Geburt andiese Zellen reichern sich
vor allemin den Epithelien va Uterus, VaginaZung (112) und Lungean(113). + 1*und+ 4*
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1 4T-Zellenverlassen den Thymus dann in der dritten Welle dem16. Trachtigkeitstag.
Erstere vandern vor allem in die Leber und die Mém (114), letztere wurden in allen
lymphatischen Orgamegefunden(112). Wahrend+ 5* und £ 6* Zellenausschliel3lich vom
fetalen Thymus gebildet werden, entwickeln siehl* und + 4* Zellen auch im adulten
Thymus.x 7* Zellen finden sichni adulten Mausenvor allem m DunndarmEpithel und
entstehen vermutlich aulRerhalb des Thymug$l09, 115. Bezlglich der verwendeten
NomenklaturenbestehenUnterschiedeWahrend n den meisten Publikationemyie auch in
diesem Abschnittdie Nomenklaturvon Heilig und Tonegawél 16) verwendetwird, greifen
beispielsweiseXiongund Raulet(105) auf die Nomenklatur von Garmaet al. (117) zurick.
Nach dieser werden/5* Zellen als V3, V! 6 Zellenals V4*, und V! 7* Zellenals \* 5*
bezeichne.

Die humanen +T-Zellenlassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen, di®*VL 2* und die

VI 9"\ 2 Zellen welche sichunter anderemin den Zeitpunken ihrer Entwicklung und iter
finalen Gewebelokalisatiomnterscheiden\ 9*W1 2* Zellenentwickeln sichprimér etwa funf
bis acht Wochen nach der Befruchtumgder fetalen Lebeund werden im weiteren Verlauf
der Schwangerschaft im Thymus generi¢ttl8 119). Zudem wurde eine postnatale
Entstehungeelledieser Zellemm Thymus entdecktL20). V» 9*\Wi 2* Zellenmachenim adulten
Menschen derilberwiegenden Anteiler! +T-Zellenim Blutaus(120). Uber V 9"Vt 2- Zellen
ist beispielsweise bekanndass\Vi 1* Zellenab Mitte der Schwangerschaft die dominierende
Thymozytenpopulation datellen sie werden auch nach der Geburbis ins frihe
Erwachsenenaltem Thymugyebildet(121).

Die in der frihen fetalen Phase entstehenden murire®* und £ 6* und die humanen
VI9*\WL 2* Zellen sind im Gegensatz zu den adultedellen durch einen invarianten TCR
gekennzeichnet(106, 120). Dies hangt wahrscheinlich damit zusammen, dass die TdT in
Thymozyten erst im Laufe der Embryonalzeit exprimiert wirt die Expressiopostnatal
kontinuierlichzunimmt(121).

2.3.2 Lokalisation der +T-Zellen des Saugers

Nebenh i-T-Zellen kommen auch +T-Zellenin den sekundéren lymphatischen Geweben aller
Vertebraten vor, jedoch befinden sie sich hauptsachlich in den Epithelien verschiedener
Gewebe, wie der Haut, dem weiblichen Genitaltrakt undndmtestinum, wo sie alsrste
Verteidigungsliniedera ¥ A NB& (0 f X yusgier2ri5, 1R BisSDivarsit des' +TCRier
Zellen, die diese Bereiche besiedeln, ist viel eingeschrénkter als die der Rezeptoren der
1 4T-Zellen, die sich in den sekundéaren lymphatischen Organen befinden. Diese Repertoire
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Einschrankungcheint es der -Eelle zu ermdglichen, spielle Liganden dieser Bereiche zu
erkennen(123), woraufim nachsten Kapitel eingegangen wird

1 4T-Zellen wurden bereitsbei vielen Saugen beschrieben, wobei man zwei Gruppen
unterscheidet: Spezies mit eindohen und eine niedrigen Frequenzl Yy -T:Zellen. Die

Grenze wird dabei bei einem Anteil von 10% der gesamt&ellZahl im peripheren Blut
gezogen¥sdz RSy { LIST ASa YAl SiglévaharwelsghaVis 6) vy i SA f
und Hund(124). Dagegergehoten Ziege(125), Rind, Schdll26, 127), Sshwein(128) und Hase

(1291 dz RSy {LIST AS&a YAl -TZalghSY K2KSYy ! yiSAt Iy
Tabelle 1zeigtS Ay S « 0 SNEA OK G REzZNlerdmBiuf eSchiedentr SReRidkl /1
Bem Menscten wurden 0,5m 517z -T-Zellen im Blut gefunden, wobei der Durchschnitt bei
etwa3% liegi(130). Bei der Mausind es 14% im Blutin denverschiedenerisewebea wurden
allerdingsvermehrt 1 +T-Zellen identifiziert (103): So exprimieren im Reproduktionstrakt
10-20%und in denintestinalenEpithelien20-40% der 1Zellen eined +TCRIn der Hauter
Mausbefinden sich 5/0%' +T-Zellen, wobei diese hauptsachlich als DETC beschrieben sind,

die alle einen identischen Rezeptor tragdil). DETAN K y f A-Dzelen wurden auch bei

Raten beschrieben, jedoch sonst bei keiner anderen Tier8¢im Hundkénnen die

1 4T-Zellenim Blutknapp5%ausmacher(124). Bei den Tierarta mit einem hohen Anteil an

1 4T-Zellenkann die Frequenz je nach Alter variiereDie Altersabhéngigkeivurde zum
Beispielbei Schwein und Schéfeschrieben wobei der Anteil der! +T-Zellenbei beiden

Tierarten bis zu 50% dereripherenT-Zellenbetragen kann (127, 131, 132). Bei der Ziege

wurden 4-20%der TZdlen im peripheren Blutls! +T-Zellenidentifiziert (125), beim Rind
20-40%(126) und beim Hase etwa 20%(129).

Spezies Frequenz der +T-Zellen | Referenz

Mensch 0,5¢10% Lanierund Weisg130)

Maus 1¢4% Chienet al. (103

Hund 05¢5% Faldyneet al. (124)

Ziege 4¢20% Caroet al. (125

Rind 20¢40% Mackayund Hein(126)

Schaf 15¢50% Heinund Mackay(131)

Schwein 12¢49% Hirtet al. (132

Hase ca.20% Suet al. (129

Huhn 15¢50 % Sowderet al. (7)
Cihaket al. (8)

Tabellel: Frequenzen der +T-Zellen im Blut verschiedener Spezies
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Es ist bekannt, da$si-T-Zellen nach Verlassen des Thymus in die sekundaren lymphatischen
Organe wandernFur +T-Zellentrifft das nur talweisezu. Die Mehrheit dieser Zellen gelangt
direkt in Barrieregewebe. Beim Menschen sind sie daher nach der Geburt nur in geringer Zahl
im peripheren Blutjm Thymusjn derMilz und den Lymphknoten vertreten, wahrend sie
Hautepithel sowian den Scleimh&uten des Verdauungsnd Reproduktionstrales haufiger
vorkommen(133). Beim Schwein lassen sichtT-Zellen n CD2positive und CD2negative
Zellen unterteilen, wobeCD2negativevorrangig im Blut un€€D2positive in verschiedenen
Organen zu finden sind34). Im Gegensatz dazu gibt es bei Mensch und Maus keine Hinweise
auf eine CDegative Population im Blut. Beim Risthd + +T-Zellen vor allem in den
Epithelien von Haut und Darm angesiedelt, in geringerer Anzahl auch in Lymphkib®&en
Beim Schabefinden sich! {T-Zellentberwiegendim Darmepithelund, wie bei der Ziege
auch in der Had, interessanterweise vor allem avollarmenKorperstellen131).

Bei Mensch und Mauskonnte aul3erdem bereits gezeigt werden dass bestimmte
{ dzo LJ2 LJdzt | G A A¥eflgfi beddtzyigt in ibestimmterOrganen und Geweben
vorkommen (135). lhre spezifische Verteilungeutet darauf hin,dass sie dort spezifische
Funktionen tbernehmerDie! +T-Zellenim menschlicherperipherenBlut exprimierenvor
allem\! 9-und W 2-Ketten(120).! +T-Zellen dieandere KetteralsV! 9 und W 2 exprimieren
werden als nicht-\V* 9\ 2* T-Zellen bezeichnetund sind bevorzugtin den verschiedenen
soliden Organen lokalisierHierzu zahlemnter anderen die V' 9V 2* T-Zellen, die vermehrt
in derhumanenLeber gefunden wurde(iL36), und dieV1 1* T-Zellen, diebeim Menschenn
derMilz, Leber, Haut und auch im Darmepithel vertreten git®B). Bei der Maus dominieren
im peripheren Blutv! 1* Zellen, im Darmepithel wurden vor allexa 7* Zellen und in der
Epidermis/ 5* Zellengefunden(135). DieV! 4*und V! 6* Zellen sind vor allem in den Epithelien
des weiblichen Reproduktionstrakts lokalisi€ri2, 133).

2.3.3 Funktiorender! +T-Zellen des Saugers

Nebeneinerim Blut undin densekundaren lymphatischen Organeinkulierenden +T-Zell

Population welche hauptsachlichder adaptiven Immunitdt zugeordnet werden kann,
wandern die meisten! +T-Zellen direkt ins Gewebe. Sie sind vorrangig epithelialen

Geweben wieder Haut,dem Darm unddem weiblichen Reproduktionstrakt lokalisiertynd

weichen funktionell stark von den zirkulierenden Zellen ab, indendosteA RS NJ o F A N& {
RS T Sy avigkén udisdmitdem angeborenen Immunsystem zugeteilt werden kén(gn

122). Zusatzlich zdem! +TCRrageneinige! +T-Zellenauch Rezeptoren vom angeborenen

Typ, wie verschiedene Mustererkennungsrezeptongattern recognition receptorPRR)die
wahrscheinlich zu ihrer fein abgestimmten Wahrnehmung der Gewebemikroumgebung
beitragen. Sie exprimien Tolllike Rezeptoren (TLR) Wiederkduern und Schweinen wurde
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auch der Rezeptoworkshop cluster-l (WC1) nachgewiesen, der ausschlie3lich auf einer
{ dzo LJ2 LJdzt | {T-XeHeyi ex@riniért wird137, 138).

1 4T-Zelen sindan vielenProzessen und Reaktiondeteiligt, wie bei der Wundheilung der
Tumoriiberwachug, der Antigenprasentationind der Gewebehomistase(133, 139, 140);
aulRerdem spielen sie eivéichtige Rolle bei Infektionskrankheiten, und sie kdnnen gestresste
Zellen direkt eliminiererf141). ! +T-Zelen werdenim Allgemeinerzwei wichtige Aufgaben
zugeschrieben, die direkte Zytotoxizitat und die Produktion von Zytokidanoh -T-Zellen
besitzen zytotoxische Potential, jedoch koénnen +T-Zellen im Gegasatz zudiesen
unabhangig vorMHGMolekllen agieren (142). Die zytotoxische Aktivitdt der +T-Zellen
wurde bereits bei Mensckl43, 144), Maus (145) und Schabeschrieben(146). ! +T-Zellen
exprimieren verschiedene Zytokinerodurch sie weitere Immunzellen rekrutés kénnen
Vor allem proinflammatorisch&ytokine wie beispielsweisdFN+, TNF' (147) und 1L:17
(148), aber auch immunsuppressive Zytokine, wie ITGRd 1-10 (149 kénnen von ihnen
sezerniert werden

Im Gegensatz zu -T-Zellen, die nur Peptide binden kdnnen, die von den MMG@lekilen
prasentiert werdensind: +T-Zellen nicht auf die Antigenprasentation durdiese Molekile
beschrankt.Sieerkennen offensichtlichhre Zielantigene auch direkt und haben somit die
Maglichkeit spezifische NichPeptidLiganden zu binderf37, 150). Nachdem! +T-Zellen
nicht MHGCrestringiert sind, isthire AntigernErkennung auch nicht von den Corezeptoren CD4
und CD8 abhangig. Trotzdesxistieren beallen bisher untersuchteBaugern +T-Zellen die
einen CD&Rezeptottragen(vgl.Kap 2.2.2.4).

Bisher sinchur wenige Ligandefiir + +T-Zellen bekanntDie bereits identifizierterLiganden
deuten jedoch darauf hin R I -&Zellen sowohlan derangeborenen als auch an der
adaptiven Immunantwort beteiligt sind (103). Humane V' 9"\ 2* T-Zellen erkennen
beispielsweise Phosphoantigen@51), weshalb diese Art von +T-Zellen eher dem
angeborenen Immunsystemugeordnet werden &nn (136). V! W 2" T-Zellen reagieren
hingegennicht mit Phosphoantigene, was auf ein adaptives Verhalten hindeut@i36).
Neben den humaneN! 2* T-Zellenexistieren vorangig\ 1* Zellen in geringerer Anzatduch

VL 3" oder M 5" T-Zellen, welche alleher dem adaptiven Immunsystem zugeteilt werden
(152). Murine + 1 *pDETC sezernieren vor allem den Keratinozytenwachstumsfaktor
(keratinocyte growth factoriK GFsowielFN+ und sindander Wundheilung der Haut beteiligt
(153 154). + 1 1 +T-ZellensetzenuberwiegendIFN frei; £ 1 *m +T-ZellensezerniererilL-4,

+ 1tand+ 1 TR {T-Zellen K17 (37).

1 4T-Zellen kbénnen aufl3erdem Antigene erkennen, welche von niekiassischen MHC
Molekilen prasentiert werdenwie den murinen Stressindikatoren T10, T22 odernde
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humanen Stressindikator MICALS5). Ein weiterer bekannter Ligand der+T-Zellenist das
Hitzeschockprotein 60 (HSP&0)6).

1 4T-Zellen spielen bei der Bekampfungverschiedenste Infektionserregersowie bei der
Tumoiabwehr eine wichtige Rolle. Bei einigen Saugernst bekannt, dass diese Zellen
NK-ahnliche Rezeptoren exprimiereBeim Menscha konntenachgewiesen werderdasssie
dadurchan antitumoralenReaktionenteilnehmen (157, 158). Des Weiteren wurde durch
Infektionsversuchenachgewiesendass! +T-Zellenan der Kontrolle undBeseitigung von
unterschiedlichen Erregern beteiligt sinBeispielsweise fuhrt ire Infektion mit Listeria
monocytogene® SAY aSy aOKSy 1 dzNJ ! | (A GATZaB(15D). BEy R
1 {T-ZellendefizientenMausenkommt es bei einer derartigen Infektion zu einer erhghten
Bakterienlast(160). Bei der Bekampfung voB8almonella entericaerovar Typhimuriunsind
bei der Maus CDfositive! +T-Zelleninvolviert(161), und auch beim Réhkonnten bei einer
SalmonellerEnterocolitis aktivier + +T-Zellennachgewiesen werde(lL62). Darliber hinaus
spielenhumaneV! 9*\i 2* T-Zellenbei der Immunantvort gegenMycobacterium tuberculosis
(163 und eine Untergruppe von: +T-Zellen des Rindesbei der Bekampfungvon
Mycobacterium bovisine grof3e Roll€L64). Neben ihrer wichtigefrunktionbei bakteriellen
Ly ¥S1 UGA 2 yl-Zeflenzudeyibedeutend fiir die Abwehr von viralen und parasitéren
Infektionen, wie beispielsweie durch HerpessimplexVirus Typ 1 (HSV¥1) (165 und
Plasmodium falciparurfl66).

t

N2
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2.4 1 iT-Zellen de#Huhrs

2.4.1 Entwicklungler! +T-Zellen des Huhns

Die FZellentwicklung beim Huhn ist derZEllentwicklung des S&ugers sehr ahnliosigt
jedoch einige Besonderheiten

Die T-ZellVorlaufezellen besiedelndas Thymuspithel desHuhnerenbryosin drei Wellen
(167, 168): De erste beginnt am sechsten Embryonaltag (Edig)zweite am ET12Diese
beidenBesiedlungsphasedauernjeweilsetwa ein bis zwei Tagen. Diedritte Welle startet
am ET1&nd setztsichbis kurz nach dem Schlipféort. Die Vorlauferzellen der ersten Welle
stammen aus dem paraaortalen Bere{@69), die der zweiten und dritten Welle hingegen aus
dem Knochenmaril70). kde diesedrei Besiedlungswelfeist mit einem Peak der Vorlaufer
T-Zellen im Blut korrelier{168). Ab dem ET12 beginnen die Thymozyt&s EnzynTdTzu
exprimieren welches fur die Addition von-Nucleotiden wéahrend der V(BRekombination
verantwortlich ist Dieses Enzyrkann dementsprechendals friher Marker fur ¥ellen
angesehen werde(iL71). Schon am ETlexprimiert eine Subpopulation der Thymozyten den
1 4TCRCD3Komplex auf ihrer Oberflacheind der Peak dieser Zellen wird mit 30% an ET15
erreicht (7). hi -T-Zellensind erst spater nachweisbarj ¥ exprimierende ab E®1(11) und

Vi 2 exprimierende ab ET7(172).

Im ¢ / viRepertoire de ersten und dritten Welle sin®y1-, Vy2- und Vy3-Genezu gleichen
Teilen vorhanden, wahrend der +TCRder T-Zellen der zweiterWelle hauptséchlichein
Vy2-Gen tragt(173).

Wie beim Sauger entwickelrick dieh -T-Zellender Hihneriber ein CD4D8doppelt

positives Stadium zu den finalen GlBder CD&infachpositivenh -T-Zellen folglichtragen

die meisten Thymozyten beide Corezeptoren, wahrendhdid-Zellenin der Peripherie nur
einen davon exprimieren. Die «T-Zellen hingegen exprimieremi peripheren Blutn der

Regelkeinen der beidenCorezeptoren(1l, 172), tragenin einigen Geweben jedoctien

CD8Corezeptor(vgl.Kap 2.2.2.9.

Die FLymphozytenbesiedeln die sekundaren lymphatischen Organe nach Verladegn
Thymusebenfalls in Wellerf173).+ +T-Zellenwandern als erste aus, sie sind bereits an ET15
in der Milzund imintestinalen EpithehachweisbarVi 1 exprimierende" -T-Zellen wandern

ab ET19M 2 exprimierendeerst zwei Tage nach dem Schluptie Milz ein(92).
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2.4.2 Lokalisatiorder! +T-Zellen des Huhns

Bei Hihnern koénnen: +T-Zellen bis zu 50% der peripheren Lymphozyten ausmachen
(s.Tabele 1). Hihners SNRSY RSaKlFfo 1 dz RSy { LISITz8len YA (G S
gezahli(8).! iT-Zellenbeim Huhnwurdenbereits 1988 von Sowdet al.(7) beschriebensie

fanden sich in verschiedenen Geweben, wobei sie bei adulteiihhérn etwa 10% der
Thymozyten, 15% der zirkulierenden Lymphozyten, 25% der Milzzellen und weniger als 1% der
Zellen in Bursa und Knochenmark ausnteoh

Die VerteilungnR S NJI-% § f S y-T-Za#érRin peripheren Geweben unterscheidsch

erheblich (174). In der Milzbefinden sich! 4T-Zellen hauptsachlich in den sinusoidalen

. SNBAOKSY s sMNkINBehidR in Men $eridrteriolaren lymphatischen Scheiden
lokalisiert sind Auch imDarmepitheldes Huhnslominieren die’ +T-Zellerz -T-Zellensind

dagegernvor allemin der Lamia propriavorhanden Sowohl in der Milz als auch im Darm sind

RA S Y S ATazélényTD®ositiv, wahrend R A S-T-Zellenin diesen beiden Organen
vorwiegendden CD4Corezeptor trager{ll, 95). Im Gegensatz zu den bekannten DETC bei

RSNJ al dzi 6 dzNRSY 0SAY | {dzejlen imAehiieBnrdlen \Gavizke 1 S Ay
nachgewiesenAuch beziglich unterschiedlich8ubpopuldonen in verschiedenen Geweben

kann im Gegensatz zu Mensch und Maosim Huhn noch keine Aussage getroffen werden.

Es gibt Hinweise, dass sowohl Geschlechtshormone als auch das Alter der Tiere einen Einfluss
I dzZF RA S CN&HeteS ifabenitt&ed\Tiere weisen generell einehdheren Anteil

dieser Zellen auf, undbei Hahnen im Alter von 4 bis 6 Monaten wurde ein Andregen

A Y RdzZl A SNI S NJ-Zefeanider $1#z umgigh geripheren Blut beobachteffl 75).

2.4.3 Funktiorender! +T-Zellen des Huhns

Wie die! +T-Zellender Séauger exprimieren auch die der Hihwerschiedene TLR76) und
werden dementsprechend nicht nur dem adaptiven,ndern auch dem angeborenen
Immunsystem zugeordneiyeila A S | dzOK 1 dzNJ a FANRG tAYyS 2F RST

Nachdem' +T-Zellenim Blut und in verschiedenen Geweben des Huhns sehr prominent sind,
geht man davon aus, dass diese Zellen eine wichtige Beilder Immunantwort spielen
Allerdings ist dieFunktion von' +4T-Zellen im Huhn bisher noch nicht ausreichend
charakterisiert, und auch zu den spezifischen Liganden dieser Zellen gibt es nodinkéane
Erkenntnisse.! +T-Zellen kénnen aber offenbameben dr Erkennung von klassischen
Peptid:MHGKomplexen auch MHGnabhangig agieren. Fenet al. (177) zeigten, dass

1 4T-Zellendes HuhnslurchMHGunabhangigdnteraktionen aktiviert werden kénnen
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Bei Huhnern werden wie bei Saugern den+T-Zellen zwei wichtige Funktionen
zugeschriebenDie Zytotoxizitat(177) und die Produktion von unterschiedlichen Zytokinen,
vorallemIFN! und 11-:10(178-180). Eskonnteauf3erdemdurch einige Studien belegt werden,
dassdie Anzahlder +T-Zellenim Huhnnach verschiedenen Infektionamd Vakzinaionen
ansteigt! +T-Zellensindoffenbarbeispielsweis@n der Immunantwort auf MDV beteiligt. Es
wurde sowohl eine erhdhte Frequemn ' +T-Zellenin der Milzals auch eine zytotoxische
Aktivitat dieser Zellemach Immunisierungowie nach Infektion nacgewiesen(178, 179).
Diese Zellen produzieren im Falle einer Infektion vor alleN , 1L-10 (178, 181) und auch
TGH (179. Nach einer Infektion und Immunisierung nalmonella enterica serovar
Typhimuriunmimmt der Anteil an CDBositiven' +T-Zellenim peripheren Blut, im Intestinum
und in der Milz z{182). Eine Expansioron/ 5 y dpdsitiven! +T-Zellen im Blut, der Milz und
dem Intestinum (vor allem ir€aecunpist auchnach einer Immunisierung geg&almonella
enterica serovar Enteritidigu beobachten(183). ! +T-Zellen produzieren im Falle einer
Infektion mit Salmonellen vor allemiFN! (180). Des Weiteren wurden ach einer
ImmunisierunggegendasNewcastle disease vir@D\j aktivierte! +T-Zellenim peripheren
Blut nachgewieser(184). Hihner! +T-Zellen reagiereraul3erdemauf Eimerialnfektionen,
indemvor allem im Darrapithelihr Anteil zunmmt (185).

AulRerdem ist bekannt, dass+T-Zellen zwar allein nicht in der Lagiad, GraftversusHost
Reaktionen auszulésen, allerdings ist es mdglich, dasssesekundéare Rolle bderartigen
immunologischen/organgerspielen(186).

2.4.4 1 {TCRRepertoire des Haushuhns im Vergleich Manschen

Das TZellRezeptorRepetoire bildet die Gesamtheit aller TCR, die von defellen eines
Individuums gebildet werderund kann sich wahrend Infektionen veranddg@85). In den
vergangenen Jahrhaten bedieite man sich PGRtrategien, um sich einen Uberblick tiber
das Repertoire zu verschaffen. Den Durchbruch bezlglich derR&gdrtoireAnalysen
lieferten vor einigenJahrenMethoden auf Basis des Ne@enerationSequencing (NG
Kombination mit den berés annotierten TCRoci verschiedener Saugesnnten Protokolle
zu TCRRepertoireAnalysenetabliert werden beispielsweise fur detenschen(187), die
Rotelmaugq188) und dasSchwein(189).

Der humane RGLocus enthalt laut ImMnoGeneTicgnformationssystem sechs funktionale
V! -Gensegmente (TRGV2, TRGV3, TRGV4, TRGV5, TRGV8 und TRG\@nEegniente
(TRGJ1, J2, JP, JP1 und JP2) und zwei konstante Genregionen (TRGC1 u(PURGE2)
humane RDLocus setzt sich aus acht -y drei Dt -, vier X -Gensegmenten und einem
G -Gersegment(107) zusammenDasTCR-Gen besitzt eine begrenzte Diversitatdusomit
ist auch das Repertoire des humaneéntTCReingeschrankk -T-Zellen exprimieren also
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tendenzielleinen invarianten TCR35). Diese eingeschréankte Diveiikann aber durch die
Nutzung der D-Gensegmente undler Addition von NNucleotiden vervielfaltigt werden.
Einige Studien bezuglich desTCRRepertoiressdes Menschen und der Maus machten bereits
deutlich, dasdie verschiedenen +T-ZellSubpopulationergewebespezifisch sind12, 120,
133, 135, 136), wasin Kapitel 2.3.Dbeschriebenwurde.

Anfang des 21. Jahrhunderts wurdechdas Hihnergenon81) und 2023zudemdas Huxu
Huhnergenom (13) vollstandig sequenziertBezuglich der Annotation der TCRund
TCR-Gene des Haushuhns gibtregtlerweile beispielsweise folgendstudien

Sixet al. (58) beschrielen bereits 1996 den TCR.ocus mit dret: tFamilien die jeweils
8-10 Mitgliederbeinhalten mit drei WWGensegmente und mit einer einzelnen / ‘Region
AuchLiuet al. (59) fanden dreiw-Geneund ein/ 1Gen;die V' -Regon beschrieben sie mit
37 Gena, die in 11 Untergruppen eingeteilt wurden Die Anzahdn der WX dzy’ R -Géne
stimmenebenfallsmit den Ergebnissen vaktuelleren Studiefl2, 32, 33) tiberein.Bezuglich
der £ Familienund der Anzahl ihrer Mitgliedeunterscheiden sich diese Studien jedoch
untereinander undzondenfriherenArbeiten Dixonet al. (32) und Frihet al. (12) benennen
vier = {Familien Zhanget al. (33) hingegen sechs Untergruppeler V -GensegmenteDixon
et al. (32) beschreiben die vier Gruppen mit je 6, 22, 7 und 5 Mitgliedersgesamt also
40 Segmente, wovon 13 Pseudogene zu sein schein&ine &hnliche Anzahl an
+ 1Gensegmenten fanden auch Zhaeigal. (33), sie beschreiben 4&egmente, wobei die
sechs Gruppen jewei 19, 9, 4, 3 und 3 Mitglieder beinhaltdn.einer aktiellen Studie von
Frihet al. (12) wurde das HuxtHihnergenom annotiertsie fandenin dem¢ / viocusvier
Vi -Familien (TRGV4) mit jeweils 8, 27, 10 und 8 GaneDen TCR/4-Locus betreffend
identifizierten 1999Kubotaet al. (70) eine M -Familiemit ungeféhr 30 Mitgliedernzwei D -,
zwei J-Gensegmentaind ein einzelnesiCGen.Parra und Mille(191) sowieLiuet al. (59)
bestétigtendiese Anzahl derQ -, Dt - und der 4-Segmentesbenso wie di€xistenz vomur
einer M -Famile. Parra und Milleridentifizierten in dieser Familie 361¥Gene,von denen
32 funktionellwaren.Liuet al.fanden31 W -Gene In der aktuellen Studie voarihet al.(12)
wurdendeutlichmehr M -Gene gefunden. Sie identifiziertéiinf VA -Familien (TRDV3), die
jeweils 41, 3, 1, 9 und, ;isgesamt also 5Wlitglieder enthielten, zwei TRDD Gene, zwei TRDJ
Geneundein TRDC Gen

In den letzten Jahren wurde mehrere Analysen desCRRepertoires bei Hihnern
durchgefthrt, die neue Informationen tber die Expression der verschiedenenufiREGRD
Familien in unterschiedlichen Geweben geliefert hali?) 32-34).

Dixonet al. (32) beschaftigten sich mit demiCR-Repertoire im Thymusn der Milz und im
Darm wobei in all diesen Geweben die TR&milie dominierte. Es wurde in allen
getesteten Geweben eiginzelnes GenfRGV3.3ls das haufigste Gen beschriebBsnahm
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30-40% des gesamten \Repertoires eirund wies hochdiverse private CDS8quenzen auf
Private Sequenzen sind fir jedésdividuum einzigartigsiedominierten in dieser Studien

den meisten TRG&enen mit 86100% Dementsprechendnachten o6ffentliche Gene, dsch
verschiedene Individueteilen, einen geringeren Anteil aus.

Zhanget al. (33) bestimmten dasTCR-Repertoire im ThymusdDie vier untersuchten Tiere
exprimierten mehrere Gene aus verschiedenen Familtia vier haufigsten Gene waren
1 0o®dT X £ 1unddm onKbbet domidarte did/ 3-Familieim Thymusnit 43,98%und
das haufigste Gea ! on@mm20,58%des+ Repertoires ein.

Frahet al. (12) untersuchten dag CR-Repertoire in der MilzHierbeifielen dreisehr haufig
vorkommendeV! -Gene auf TRGV26, TRGVW3 und TRGV8. Als dominierendes V-Gen
wurde TRDVA25 beschrieb@&. Die haufigsten'd und J-Genein der Milzwaren in dieser
StudieTRGJ3 und TRDJ1.

Linti et al. (34) verglichen dasTCR-Repertoire von unstimulierten Milzzellen mit-2Lund
IL-12 stimulierten MilzzellenWie beiFruh et al. (12) wurden TRGJ3 und TRDJ1 als die
haufigsten 4 und J-Gene identifiziert Auch de vorherrschendenV!-Gene, die in den
unstimulierten Milzzellen genutzt wurdedecken sich mit denendie von Frifet al. (12) in

der Milz beschrieben arden sind Als dominierends\i -Gen wurde TRDVA benannt. In den
proliferierenden ! +T-Zellenanderte sichrsowohl das TCGRals auch das TCHRepertoire E
tberwognur noch ein V-Gen,namlichTRGV3. Bei den V-Genen hingegeffiand sich bei
jedem Tier ein anderes dominierendes Gen.
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2.5 Monoklonale AntikGrpegegen TZellen

2.5.1 Herstellung monoklonaler AntikGrper

Monoklonale Antikorper haben eine Affinitdt und Spezifitdit gegenliber einem bestimmten
Epitop eines ausgewaéhlten Antigens und stammen von einem einzeldett®on(192). Sie

sind fur die Immunologi€-orschung unabdingbamd finden auch in der Klinik Anwendung.
Mithilfe dieser Antikorper kdnnen bestimmé Immunzellen hervorgehobenaber auch
Pathogene detektiert ungegebenfallbekampftwerden(193). Zudemfindensiemittlerweile

in der Krebstherapidnwendung(194).

Monoklonale Antikorper riAk) kdnnen technisch durch die Kultivierung sogenannter
Hybridome produziert werden. Hybridome sind Hybridellen bestehend ausmalignen
Myelom-Zellen und bestimmten-Bymphozytendie nur eine bestimmte Art von Antikérpern
synthetisierenDie HybridoraTechnik wurde erstmal§975von Kohler und MilsteifL95, 196)
beschrieben1984erhielten siegemeinsam milNiels Jerndir die Entwicklung dieser Technik
RSY ab20Sft LINBAA ¥FNNJInzkiscer gde ehigSPudliktoneh, @ié RA T A
sich mit der HybridonTechnik beschaftigen undvodifikationen des urspringlichen
Protokolls beschreibeii197-199). Kurz zusammengefasst wird fir die Herstellung muriner
Hybridome primar eine Maus mit einem bestimmten Antigen immunisiert, woraufhin die
B-Lymphozyterbegnnen, Antikdrper gegerdieses Antigerzu produzieren. Die aus der Milz
gewonnenen B.ymphozyten werden dann mit malignen Myelatallen fusioniert undn
einem geeigneten Medium selektiert. Daraus resultiert eine stabile Zelllinie, die
Charakteristika beideZellarten aufweistDie Krebszellen verleihen ihr Langlebigkeit und
stetiges Proliferierenin vitro, wéahrend die B.ymphozyten einen spezifischen Antikorper
sezernieren, der nur das gewlnschte Antigen erkerittang (198) veroéffentlichte ein
ausfuhrliches Protokoltur Handhabung voRlybridomen. Die HybridomTechnik ermdglicht
heutzutageeine bequeme, kostengtinstige und nahezu unbegrenzte Produktionm#si
(200.

Wie bereits erwahnt, findenmAk in der Immunologig=orschungvor allem deshalb
Anwendung, weil mammit ihrer Hilfe bestimmte Immunzellen im Korper ansprechen
(@Y I NJ A SiNdgrénoVerteilung in unterschiedlichen Geweben untensuckann. So
existieren neben anderen ImmunzelMarkern verschiedene -ZellMarker fir
unterschiedliche Spezies, von deneabelle Z2ine Auswahlaufgefiuhrtist.
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Spezies Antigen Klon Referenz
Mensch CD3 UCHTL1 Beverleyund Callarq201)
OKT1 Kunget al. (202
Reinheraind Schlossmaf203)
OKT3 Kunget al. (202
Reinheraind Schlossmaf203)
CDg312 Joneset al. (204)
Mitra et al. (205)
TCR i beta F1 Brenneret al. (206)
TCR 1 5A6.E9 Bandet al. (207)
TCR (W 1) Al3 Ferriniet al. (208
Miossecet al. (209
TCR (W 2) anti-Tiv 2 Miossecet al. (209
TCR 4(\V9) anti-Ti A Jitsukaweet al. (210)
CD4 OKT4 Reinheraind Schlossma(203)
Reinherzt al. (211)
CD8 OKTS8 Reinheraind Schlossmaf203)
Maus CD3 1452C11 Leoet al. (212
TCR | H57-597 Kuboet al. (213
TCR UC7#13D5 Houldenet al. (214)
TCR {(\W5) 536 Havranet al. (215)
TCR 4\ 6) 1C101F7 Hatanoet al. (216)
CD4 GK1.5 Dialynaset al. (217)
CD8 536.7 Ledbetterund Herzenber218)
Schwein CD3 PPT3 Kirkhamet al. (219
PC3.88A Yanget al. (220)
CD4 74-12-4 Pescovitzt al. (221)
CD8 76-2-11 Pescovitzt al. (221)
CD8 11/295/33 Jonipund KoszinowsKp22)
Lunney(223)
11/122/28 Jonjound KoszinowsKR22)
Lunney(223)
Huhn CD3 CF3 Chenet al. (81)
TCR i(M 1) TCR2 Chenet al. (12)
TCR i(M 2) TCR3 Chenet al. (224)
TCR 1 TCR1 Sowderet al.(7)
Chenet al. (112)
CD4 CF4 Chanet al. (90)
CD8 CTF8 Chanret al. (90)
CD8 EP42 Chanet al. (90)

Tregaskest al. (97)

Tabelle2: Auswahl an ZellMarkernverschiedener Spezies
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2.5.2 T-ZellMarkerdes Sauges

Humane TLymphozyterMarker, die einerextrazellularenTeil des CD3 Molekiils erkennen
sind die Klone UCHT201), OKT1 und OKT2302 203) sowieder Klon CD32 (204), der ein
kommerziell erhaltlicher arthuman CD3-Marker ist. Letzterer zeigtbei intrazellularen
Farbungen Kreuzreaktionen mit dem Huh@&D3und kann somit auch bei Hihnerzellen
angewendetwerden (205). Ein muriner Marker fur CD3 ist der Klon 12811 (212).

h iT-Zellenlassen sich hieMausen mit dem KloH57597 (213) identifizieren und beim
Menschen mit dem Klon beta F1, der allerdings kein Oberflémbéekil erkennt, sondern
nur die Plasmanmmabran-Form des TCR06). Die humana! +T-Zellenwerden beispielsweise
von dem Klon 5A6.EQ207) erkannt und lassersich weiter unterteilen in M 1- und
Wi 2-spezifische +T-Zellen fur die es bereitdlarker gibt Rir A 1-spezifische -‘Zellengibt es
zum Beispietlen Klon A13(208, 209) und flr M 2-spezifische Eellen d& Klonanti-Ti\A 2
(209). Zusatzlich existiert ein mAk fur dié9-spezifischent +T-Zellen(Klonanti-T# A) (210).
Alle murinen! +T-Zellen werden vom Klon U@BD5 erkannt(214), wéahrend es auch
spezifischeanAk gegen beispielsweidé 5" (Klon 536)215) oder V6" (Klon 1C1AF7)(216)

1 4T-Zellengibt. Fir T-Helferzellen undzytotoxische TZellenexistierenMarker fir Mensch
und Maus. Das humane CiMblekil wirdvom Klon OKT4203, 211) und das CD8Molekiil
vom Klon OKT8(203) erkannt Murine THelferzellenkbnnen vom Klon GK1.5(217) und
zytotoxische ¥Zellen von Klon53-6.7 (218) identifiziert werden.

Auch fur Schweine gibt es einigez&limarker, wiebeispielsweiseden anti-CD3mAk PPT3
(219 oder PC3.88£20). Fur THelferzellen unaytotoxische IZellenwurden ebenfallschon
mAk entwickelt, beispielsweiseder Klon74-12-4 gegen das CDHEpitop (221), de Klon
76-2-11 gegen das CD8Epitop(221), sowiezwei antitCD8 mAk, die Klore 11/295/33 und
11/122/28 (222, 223).

2.5.3 T-Zell MarkedesHuhrs

Wie auch beim Sauger exprimieren alleyimphozyterdes Huhnsdie den Thymus verlassen
haben,den FZellmaker CD3Es existiert bereits eilkkommerziell erhéltlicher mAgegendas
HuhnerCD3, deKlon C13 (81). Wiezuvorbeschriebenlassen sicfi-Zellenanhand hres TCR

weiter inh i und+ +T-Zelleneinteilen Der mAk TCR4tellt einen Marker fiir +T-Zellendar

(7, 11), er bindet an den' +TCRund erkennt dementsprechend alle {T-Zellen Welches

Epitop er genau innerhalb des +{TCRerkennt, ist bisher allerdings noch nicht geklart.

Wahrend es bei Hihnern noch keine weiteremk gegen +T-Zellen gibt, lassen sit

h iT-Zellend SNBEAG& | yYKI YR RS NJ-Katte Mdichilfé@ deSjonCRAR 2 Yy Sy  F
und TCR3(224) in M 1- bzw. V 2-spezifische" -T-Zellenunterteilen. Auch die CD4 und
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CD8Corezeptoren wurden im Huhn identifizief®0) und mAk gegen diese generiert. So
existiet neben anderen der KIoGF4 gegen CDLTF8 gegen CD8sowie ein mAKKlon EP42)
gegen CD8(90, 97).
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3. ZIELSETZUNG

Huhner zahlen zu den Spezies mit @néohen Antd I Y -T:Zellen in verschiedenen
Geweben. Trotzdem ist bisher wenig Uber diese Zellen bekannt, was unter anderem daran
liegt, dass es bisher nur einen spezifischen Marker (Klon TCR1) fiir diese Zellgruppe gibt und
1 SAYSNI SA -TaZeliNhteSghip@EnN NJ 4

51 & %ASHt RASASNI ! NDSAG -BZelNdbeBazhenanygénezSu Y! |
charakterisieren, um' iT-Zelen insgesamtbesser zu verstehen undum verschiedene
Untergruppender! +T-Zellenvon Hiuhnerrunterscheiderzu kdnnen

Hierfur sollte zundchsein Durchflusszytometri&creening mit zuvor in unserem Labor
generierten mAK225) | dzF SAHBSNI § AYyAS RdAZNOKISTNKRZelt 6 SNRSYy
Marker zu identifizieren. Durchflusszytometrische Farbungen auf unterschiedlichen

+ 1Zelllinien und Geweben, wie M#gzlkozyten peripheren Blutlymphozytenpéripheral

blood lymphocytesPBL) unantraepithelialen Lymphozytenntraepithelial lymplocytes; IEL)

des lleumkonnen bereits einige Informationen Uber die Liganden der neuen mAKk liefern.

Ob dieLigandender neuen mAkund derLiganddes bereits etablierten TCRbexprimiert
werden, lasst sich durch Doppelfarbungen untersuch®urch SoHE)erimente und
TCRRepertoireAnalysen sollte abschlielRend herausgefunden werden, ob, und wenn ja,
welche 1 4T-ZelkSubpopulatioen durch einen neuen mAk erkannt werden

Die Charakterisierung neuemAk, welche bestimmte Subpopulationen veniT-Zelen
erkennen, mnndazu dienendie Verteilung dieser spezifischentT-Zellenin verschiedenen
Organen undzudemdie Veranderungen dieser Subpopulatmwahrend Infektionen zu
untersuchen.
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ABSTRACT

Chickens are a species with a high number of y8 T cells in various tissues. Despite their abundance, y8 T cells are poorly characterized in chickens, partially due to a
lack of specific reagents to characterize these cells. Up until now, the TCR1 clone has been the only y8 T cell-specific monoclonal antibody (mAb) in chickens and
additional reagents for yd T cell subsets are needed. In order to address this issue, new mAb were generated in our laboratory by immunizing mice with in vitro
cultured y8 T cells. In an initial flow cytometric screen a new mAb, clone “8D2”, displayed an interesting staining pattern that mirrored y8 TCR up- and down-
regulation in the y8 T cell line D4 over time, prompting us to characterize this antibody further. We compared the expression of the unknown 8D2 epitope in
combination with TCR1 staining across various primary cells. In splenocytes, peripheral blood lymphocytes and intestinal epithelial cells, 8D2 consistently labeled a
subset of TCR1" cells. To determine, whether specific y5 T cell receptors were recognized by 8D2, we sorted y5 T cells according to their 8D2 and TCR1 expression
and analyzed their TCR V(D)J gene usage by TCR profiling. Strikingly, sorted 8D2" cells preferentially expressed Vy3 genes, whereas the TCR Vy genes used by
TCR1" 8D2 cells were more variable. y5 TCR in 8D2" cells were most frequently comprised of gamma chain VJ genes TRGV3-8 and TRGJ3, and delta chain VDJ
genes TRDV1-2, TRDD2, TRDJ1. To confirm binding of 8D2 to specific y8 TCR, the preferentially utilized combination of TRG and TRD was expressed in HEK293 cells
in combination with CD3, demonstrating surface binding of the 8D2 mAb to this Vy3 y5 TCR-expressing cell line. Conversely, HEK293 cells expressing either Vy1 or

Vy2 TCR did not react with 8D2. In conclusion, 8D2 is a novel tool for identifying specific Vy3 bearing y& T cells.

1. Introduction

T lymphocytes are an essential part of the adaptive immune system
in both mammals and birds. They can be divided into ap T cells and y& T
cells based on the expression of the heterodimeric membrane-bound T
cell receptor (TCR) that is comprised of either an alpha (TCRa) and a
beta (TCRf) chain, or a gamma (TCRy) and a delta (TCRS) chain,
respectively (Davis and Bjorkman, 1988; Chen et al., 1996). Each TCR
chain consists of a constant and a variable region, with the highly
diverse variable regions mainly formed by somatic DNA recombination
of the V (variable), D (diversity; only for TCRf and TCR3) and J (joining)
genes in combination with additional mechanisms that further increase
junctional and combinatorial diversity (Tonegawa, 1983; Schatz and
Swanson, 2011). In chickens, the TCRy VJ genes are located on chro-
mosome 2 (Six et al., 1996; Liu et al., 2020) and the TCRp cluster of VDJ
genes on chromosome 1 (Liu et al., 2020; Zhang et al., 2020). The
TCRa/6 V(D)J genes form a hybrid cluster on chromosome 27, with the
TCRS genes located between the V and J genes of the alpha chain. In this
locus, gene rearrangement can occur between Vo and D8 and J§ genes,
leading to increased combinatorial diversity (Gobel et al., 1994; Kubota
et al., 1999; Liu et al., 2020). Furthermore, in chickens, a second TCR&
locus was identified on chromosome 10 that only consists of a single set
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of VDJC genes (Parra et al., 2012).

The tissue distribution and phenotypes of various T cell subsets have
been well characterized in humans and mice (Kumar et al., 2018).
Additionally, there is considerable knowledge about chicken T cells
(Chen et al., 1994). The number of y8 T cells varies significantly between
different species. While human, mouse and rat are among the species
with comparatively few y8 T cells in the peripheral blood (Hayday,
2000; Shekhar et al., 2012), chickens (Sowder et al., 1988), along with
goats (Caro et al., 1998), cattle, sheep (Mackay and Hein, 1989; McClure
etal., 1989) and pigs (Piriou-Guzylack and Salmon, 2008), are classified
as yd high species, characterized by a y5 T cell frequency of more than
10% in peripheral blood. In chickens, the frequency of yd T cells can
reach up to 50% of all T cells in the peripheral blood (Cihak et al., 1993).
Both age and sex appear to have an impact on the frequency of y5 T cells
in chickens. For example, an androgen-induced increase in the number
of y8 T cells in the peripheral blood was observed in male chickens be-
tween 3 and 6 months of age (Arstila and Lassila, 1993). The distribution
of T cell subsets in peripheral tissues also varies in chickens. While af T
cells predominantly occur in the splenic periarteriolar sheath and the
lamina propria of the intestine, yd T cells are primarily located in the
splenic sinusoids and the intestinal epithelium (Bucy et al., 1988).

The antigen-discriminating function of off T cells is mediated by the
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TCR, which specifically recognizes cognate peptide bound to MHC
molecules on antigen-presenting cells. While CD4" T helper of T cells
bind peptides presented on MHC class I molecules, CD8™ cytotoxic af T
cells recognize peptide-MHC class I complexes. Both CD4 and CD8
coreceptors also exist in chickens (Chan et al., 1988) and they seem to be
very similar to their mammalian counterparts (Chen et al., 1990; Cooper
et al., 1991).

Compared to af T cells, the function of y3 T cells is less well char-
acterized. yd T cells have characteristics of innate and adaptive immune
cells, therefore they likely contribute to both responses (Chien et al.,
2014). In contrast to af T cells, y5 T cells are not restricted to antigens
presented on MHC molecules. Instead, they often recognize specific
non-peptide molecules. Human Vy9V82 T cells, for example, recognize
phosphoantigens (Holoshitz et al., 1993; Constant et al., 1994; Tanaka
et al., 1995; Sireci et al., 2001), but overall few y8 T cell ligands have
been identified. In chickens, there is evidence that vy T cells exhibit
cytotoxic activity in an MHC-independent manner (Fenzl et al., 2017).
yd T cells also contributed to the immune responses against Marek’s
disease virus (MDV) by producing cytokines such as IFN-y, IL-2, and
IL-17, and exhibiting cytotoxic activity (Laursen et al., 2018; Matsuya-
ma-Kato et al., 2022, 2023). In chickens infected with Salmonella
typhimurium an expansion of CD8aa-positive yd T cell subsets in different
organs was observed (Berndt et al., 2006). In addition, the frequency of
vd T cells was increased in the peripheral blood after immunization
against Salmonella (Berndt et al., 2006; Braukmann et al., 2015). Like-
wise, activated y8 T cells were detected in the peripheral blood of
chickens immunized against Newcastle disease virus (NDV) (Dalgaard
etal., 2010; Andersen et al., 2017). A large proportion of chicken splenic
¥8 T cells express CD8, while only a few 5 T cells in the blood are CD8"
(Chen et al., 1988; Kasahara et al., 1993). CD8-expressing y8 T cells,
similar to those found in chickens, have also been identified in various
mammalian tissues. Approximately 50% of yd T cells in the human
spleen express CD8 on their surface, with up to 30% of yd T cells in
human blood also exhibiting CD8 expression (Bucy et al., 1989). Simi-
larly, porcine y5 T cells are classified into CD8" and CD8 cells (Kim
et al., 2021). Furthermore, CD8" y5 T cells have been detected in the
murine intestinal epithelium (Goodman and Lefrancois, 1988).

In chickens, only few antibodies exist against cell surface antigens
that are exclusively expressed on T cells. As in mammals, CD3 is found
on all T cells (Chen et al., 1986), since it is mandatory for the surface
expression of the TCR. In addition, three monoclonal antibodies (mAb)
specific for the chicken TCR have been generated until now: Clone TCR1
is a specific marker for y8 T cells (Sowder et al., 1988) and clones TCR2
and TCR3 for af T cells (Chen et al., 1988, 1989; Cihak et al., 1988), with
TCR2 specifically recognizing Vp1 family TCR and TCR3 recognizing
VP2 family TCR (Lahti et al., 1991; Chen et al., 1996).

The different subtypes and functions of y8 T cells in chickens and
other species are poorly understood, and new tools to better characterize
these cells are needed. Next-Generation Sequencing of T cell receptors
has recently been adapted to chickens, allowing to characterize the
clonal distribution of T cells in various tissues (Dixon et al., 2021; Zhang
etal., 2021; Friith et al., 2024; Linti et al., 2024). Annotation of expressed
TCR is based on the germline V(D)J genes. Our group recently published
an updated annotation of the chicken TCR loci (Friih et al., 2024): The
TCR vy locus contains 4 TRGV families (TRGV1-4) comprising 8, 27, 10
and 8 members, respectively. This locus also includes 3 TRGJ genes and
1 TRGC gene. The TCR § locus contains 5 TRDV families (TRDV1-5)
comprising 41, 3, 1, 9 and 3 genes, respectively, and 2 TRDD genes, 2
TRDJ genes and 1 TRDC gene.

In recent years, several chicken T cell receptor repertoire analyses
have been performed and revealed new information about the expres-
sion of the different TRG and TRD families in various tissues (Six et al.,
1996; Parra and Miller, 2012; Liu et al., 2020; Dixon et al., 2021; Zhang
et al., 2021; Huang et al., 2023; Friih et al., 2024). A characteristic
distribution of V(D)J gene usage was found for all chains, yet a
tissue-specific expression bias of specific Vy genes was not observed in
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chickens. This was in sharp contrast to human tissues, where distinct
biases for specific yd T cells were described in various tissues. In human
peripheral blood, for example, the majority of y8 T cells expressed
Vy9V52+, while in solid organs and mucosal tissues non-Vy9vs2" TCR
were more frequently expressed (Fichtner et al., 2020). In the epidermis
of mice Vy5*'-expressing T cells were predominant, while Vy7" T cells
were primarily located in the intestinal epithelium and Vy1™ T cells were
circulating in the periphery (Fichtner et al., 2020). While TCR repertoire
sequencing is a powerful tool to study T cells, it does not enable the
analysis of the spatial distribution of y8 T cells in tissues or the isolation
of live cells based on TCR expression. The goal of this study was to
develop new antibodies for specific Yy T cell subsets.

To our knowledge up until now there were no mAb available that
could discriminate chicken gamma delta T cells based on the expression
of specific Vy or V& families. Here we describe a novel mAb, designated
8D2, that specifically recognizes a y8 T cell subset. We provide evidence
that this mAb is specific for Vy3-expressing yd TCR. This novel mAb will
be an important tool to further characterize chicken y8 T cell subsets.

2. Materials & methods
2.1. Animals and ethics statement

Chicken line M11 (B%/B2) was supplied by S. Weigend (Federal
Research Institute for Animal Health, Mariensee, Germany). Fertilized
eggs either from S. Weigend or from our own breeding were incubated,
hatched and kept under conventional conditions at the Institute for
Animal Physiology, University of Munich. The chickens had unrestricted
access to food and water. Organs required for the experiments were
taken from male and female chickens between 3 and 8 months of age.
The animal experiments were authorized by the committee for the Care
and Use of Laboratory Animals of the Government of Upper Bavaria,
Germany (55.2-1-54-2532.0-60-2015; June 2019).

2.2. Cell culture and cell preparation

The chicken y3 T cell line D4 was cultured in RPMI 1640 cell culture
medium containing 8% fetal bovine serum (FBS) and 2% chicken serum
(ChS) in an incubator with 5% CO3 at 40 °C. This cell line was generated
in our laboratory by retroviral transformation of primary yd T cells as
described before (Marmor et al., 1993) and expressed a TCR comprised
of the following genes: TRGV3-5, TRGJ3, TRDV1-4 and TRDJ3. To
obtain a single cell suspension of splenocytes, the whole organ was
passed through a stainless-steel mesh followed by density gradient
centrifugation using Ficoll Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich GmbH).
Slow-speed centrifugation of blood was performed to obtain peripheral
blood lymphocytes (PBL) (Viertlboeck and Gobel, 2007). Briefly, hepa-
rinized blood was mixed 1:1 with PBS and centrifuged at 60xg for 15
min at room temperature. After centrifugation the buffy coat was
collected with a Pasteur pipette. Intraepithelial lymphocytes (IEL) were
isolated from the ileum as described before (Gobel, 2000) with minor
modifications. Briefly, the intestinal lumen was rinsed with PBS several
times using a syringe, filled with PBS containing 1 mM ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA) and 1 mM dithiothreitol (DTT), then
the lumen was closed with yarn and the tissue was incubated in pre-
warmed PBS for 30 min at 37 °C. After incubation the intraluminal PBS
containing IEL was removed and washed with additional PBS. IEL were
further separated by density gradient centrifugation using Ficoll
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich GmbH).

2.3. Antibodies for flow cytometry and fluorescence-activated cell sorting

Single-cell suspensions were incubated with antibodies diluted in
PBS with 0.1% bovine serum albumin (BSA) and 0.01% sodium azide for
20 min on ice in the dark. After each incubation, the cells were washed
with 200 pl PBS containing 0.1% BSA and 0.01% sodium azide prior to
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