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1. EINLEITUNG

Die Immunsysteme von Sadugetieren und Vogeln sind sehr ahnlich. Bei beiden
Wirbeltierklassen wird das Immunsystem in eine angeborene und eine erworbene (adaptive)
Immunantwort unterteilt. Wahrend die angeborene Immunantwort als erste
Verteidigungslinie gegen Krankheitserreger fungiert, spielen B- und T-Lymphozyten eine
zentrale Rolle bei der adaptiven Immunabwehr. T-Lymphozyten kénnen zudem basierend auf
der Expression ihres T-Zell-Rezeptors (T cell receptor, TCR) in aB- und y6-T-Zellen differenziert
werden (1, 2). Jede der vier TCR-Ketten, a-, B-, y- und &-Kette, besteht aus einer konstanten
und einer variablen Region, wobei innerhalb der variablen Region die somatische
Rekombination von verschiedenen V- (variable), D- (diversity; nur fir TCRB und TCRS) und

J- (joining) Genen eine groRe Vielfalt an ap-T-Zellen und y6-T-Zellen entstehen lasst (3, 4).

Im Vergleich zu B-Lymphozyten und af-T-Zellen sind y6-T-Zellen bisher unzureichend
charakterisiert. Diese Wissenslicke lasst sich unter anderem dadurch erkldren, dass
hauptsachlich T-Zellen von Menschen, Mausen und Ratten erforscht werden, die aber nur eine
geringe Anzahl an y&-T-Zellen im peripheren Blut aufweisen (5, 6). Hilhner (Gallus gallus
domesticus) hingegen gehdren zu den Spezies mit einer hohen Frequenz an y6-T-Zellen in der
Peripherie, sie konnen bei ihnen bis zu 50% der gesamten T-Zell-Population in der Zirkulation

ausmachen (7, 8). Deshalb bieten sich Hiihner fiir die Erforschung der y6-T-Zellen an.

HlUhner haben sich langst als unentbehrliche Modelle in der Forschung etabliert. Bereits zu
Beginn des 20. Jahrhunderts wurden durch Experimente mit Hiihnern grundlegende
Erkenntnisse Uber 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 y&-T-Zellen in Hiihnern 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. Hierflr sind allerdings spezifische
v6-T-Zell-Marker notig. Bisher gibt es nur einen y6-T-Zell-Marker fir Hiihner, den Klon TCR1,
welcher alle y6-T-Zellen zu erkennen scheint (11). Es wéare jedoch von Vorteil, weitere Marker
zu etablieren, die nur bestimmte Vy- oder V6-Familien erkennen, um die Verteilung der
verschiedenen Subtypen in unterschiedlichen Organen untersuchen zu kénnen und zudem die

Veranderungen dieser Subtypen wahrend Infektionen zu beurteilen.

In dieser Arbeit wird ein neuer hihnerspezifischer y6-T-Zell-Marker beschrieben, der einen
bestimmten TCR und somit nur eine Subpopulation von y&-T-Zellen erkennt. Mit diesem

Marker konnte auch die Expression dieses TCR in verschiedenen Geweben untersucht werden.
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Eine kirzlich von Friih et al. (12) publizierte Annotation des Huxu-Hihnergenoms (13)
ermoglichte durch eine Repertoire-Analyse von gesorteten Milzzellen die Identifikation des

spezifischen TCR.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 Die Bedeutung von Hihnern in der Immunologie-Forschung

2.1.1 Die Historie der Immunologie-Forschung an Hihnern

Vogel und Saugetiere haben sich vor Gber 250 Millionen Jahren aus einem gemeinsamen
reptilienartigen Vorfahren entwickelt, weshalb verschiedene auch das Immunsystem
betreffende Eigenschaften identisch sind. Die Forschung arbeitet hauptsachlich mit Nager-
Modellen, allerdings sind mittlerweile auch Haushiihner (Gallus gallus domesticus) als Modell
unabdingbar, weil diese einige Vorteile gegenliber Nagern bieten. Insbesondere sind die
unterschiedlichen Embryonalstadien im Ei leicht zugdnglich und die Embryos ausreichend grof3

flir Manipulationen.

Das Huhn hat beziglich der Immunologie-Forschung historischen Wert. Durch Experimente
mit Hihnern und Huhnerembryonen wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts
grundlegende Erkenntnisse iber 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 AbstofRung 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-abhdngigen Geweben
(T-Lymphozyten) wurden die zellularen und den Bursa-abhdngigen Geweben
(B-Lymphozyten) die humoralen Immunantworten zugeschrieben. Den entscheidenden
Hinweis lieferten 1956 Glick et al. (22), die durch Experimente mit bursektomierten Hihnern
und Infektionsversuchen mit Salmonella typhimurium eher zufillig entdeckten, dass die Bursa

an der Antikorper-vermittelten Immunitat beteiligt ist.

Die Bursa Fabricii wurde bereits im 17. Jahrhundert von Hieronymus Fabricius entdeckt, der
jedoch zu der Zeit noch keine Aussage (iber ihre Funktion treffen konnte (23). Heute weil}
man, dass die Bursa fiir die Entwicklung der antikorperproduzierenden B-Zellen notwendig ist.
Im Sauger existiert dieses Organ zwar nicht, aber aufgrund der Ahnlichkeiten der
lymphatischen Gewebe und Immunsysteme von Saugern und Hihnern war schnell klar, dass
ein funktionales Aquivalent vorhanden sein muss (24), das spater im Knochenmark gefunden
wurde (25).
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Auch bei der Entwicklung von Impfungen haben Hiihner friiher bereits eine bedeutende Rolle
gespielt. Im 18. Jahrhundert begriindete Edward Jenner die Ara der Impfungen, indem er
entdeckte, dass eine Infektion mit dem Cowpox-Virus vor dem humanen Pockenvirus schiitzt
und etablierte daraufhin die ersten Lebendimpfstoff-Vakzinationen (26). Louis Pasteur baute
im 19. Jahrhundert dann auf diesem Wissen auf und stie wahrend seiner Forschungsarbeiten
zur Gefllgelcholera (Pasteurella multocida) auf den Effekt der attenuierten Impfstoffe (27). In
den 1970er Jahren wurde fir das Marek’s disease virus (MDV) erstmals ein Impfstoff gegen
ein natirliches tumorerregendes Virus beim Huhn entwickelt (28). Auch bei der Entwicklung
neuer Vakzine oder der Weiterentwicklung von bestehenden Impfstoffen wird immer wieder
auf das Huhn zuriickgegriffen, da die verschiedenen embryonalen Stadien gut zuganglich sind.
So zeigten Sharma et al. in den 1990er Jahren, dass es moglich ist, Kikenembryonen zwischen

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

2.1.2 HUhner in der heutigen Immunologie-Forschung

Das Haushuhn ist aus der Immunologie-Forschung nicht mehr wegzudenken. Die
Beschaftigung mit seinem Immunsystem fiihrte in den letzten Jahren zu vielversprechenden
Ergebnissen: Es wurde zum Beispiel vor 20 Jahren erstmals das komplette Hihnergenom
sequenziert (31), es existieren mittlerweile einige TCR-Repertoire-Analysen, sowohl zu dem
oB-TCR als auch dem y&-TCR (12, 32-34), und die ersten T-Zell-Knockout-Hiihner wurden vor
kurzem etabliert (35).

Diese Erkenntnisse ermdoglichen weitere Untersuchungen der Hiihner-Gene, insbesondere
kénnen auch die einzelnen T-Zell-Populationen ndher charakterisiert und bezlglich ihrer
Verteilung in den verschiedenen Geweben untersucht werden. Vor kurzem wurde zudem ein
in vitro Langzeit-Kultursystem fiir y6-T-Zellen veroffentlicht (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 l3sst sich in zwei Aste unterteilen, den Ast des angeborenen und den des
erworbenen (adaptiven) Immunsystems. Beide verfolgen das gleiche Ziel, den Kérper vor
Pathogenen, also Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten, zu schiitzen (36, 37). Dies wird durch
verschiedene Komponenten erreicht. Primdr werden Pathogene durch die anatomischen
Barrieren Haut und Schleimhaut abgewehrt. Sollte ein Erreger diese jedoch durchdringen,
verfligt das angeborene Immunsystem Uber weitere Abwehrmechanismen. Hierzu gehdren
das Komplementsystem, antimikrobielle Peptide und die angeborenen Immunzellen, wozu
Makrophagen, Granulozyten und natirliche Killerzellen (NK) zahlen. Das angeborene
Immunsystem reagiert nicht antigenspezifisch, kann dafiir aber einen sehr schnellen Schutz
bieten, indem es innerhalb von wenigen Minuten aktiviert wird und zwischen koérpereigen und

korperfremd unterscheiden kann (38-41).

Das adaptive Immunsystem kommt zum Einsatz, sobald das angeborene Giberwunden wurde,
und basiert auf einem fein abgestimmten Zusammenspiel zwischen antigenprasentierenden
Zellen (antigen presenting cell, APC), wozu Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritische
Zellen zdhlen, sowie antigenspezifischen Lymphozyten. Dadurch wird eine gezieltere
Bekdampfung verschiedener Pathogene ermdglicht. Diese Mechanismen bendtigen allerdings
auch mebhr Zeit als die angeborenen, namlich 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 Oberflache,
T-Lymphozyten T-Zell-Rezeptoren (T cell receptor, TCR). Beide Rezeptoren kommen in
membrangebundener, der BCR jedoch auch in sezernierter Form, den Antikérpern, vor. Die
Entwicklung von Lymphozyten beginnt in den primdren lymphatischen Organen. Im
Knochenmark werden Vorlduferzellen gebildet, die dann im Falle der B-Zellen der Sduger auch
hier reifen, B-Zellen der Vogel hingegen wandern in die Bursa Fabricii und reifen dort. Die
T-Zellen der Sauger und Vogel gelangen vom Knochenmark in den Thymus, um dort ihre
Reifung zu vollziehen. Die ausgereiften, zu dieser Zeit noch naiven Lymphozyten erreichen
dann Uber die Blutlaufbahn die sekundaren 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 fiir die zelluldre Immunantwort des adaptiven
Immunsystems und lassen sich anhand ihrer Effektorfunktionen oder ihres TCR weiter
einteilen (44), worauf im nachsten 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 Antikorper spezifisch gegen dieses Antigen produzieren und sezernieren (45). Der BCR und
die sezernierten Antikorper sind in der Lage, eine Vielzahl unterschiedlicher chemischer
Strukturen zu erkennen und koénnen 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 Molekilen des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (major histocompatibility complex, MHC) prasentiert
werden, und somit Uberwiegend einer MHC-Restriktion unterliegt. Der MHC prasentiert auf
der Zelloberflache Bestandteile des Pathogens, und der TCR muss meist sowohl das

prasentierte Antigen als auch Teile des MHC-Molekdils erkennen (1, 46).

Ein weiteres zentrales Merkmal der adaptiven Immunitat ist die Bildung immunologischer
Gedachtniszellen. 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-Gedachtniszellen differenziert. Bei erneuter Exposition gegeniber diesem Pathogen kénnen
die Gedachtniszellen schnell aktiviert werden, was zu einer rascheren und effizienteren
Schutzreaktion fihrt (37, 47).

2.2.2 Die T-Lymphozyten und ihre Bestandteile
2.2.2.1 Einteilung der T-Lymphozyten

T-Lymphozyten kénnen anhand ihrer Effektorfunktionen in drei verschiedene Gruppen
unterteilt werden, die T-Helfer-Zellen (T helper cell, Tu), die zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic
T lymphocyte, CTL) und die regulatorischen T-Zellen (regulatory T cell, Treg). Tn regulieren
durch die Freisetzung von Zytokinen die Reaktion anderer Effektorzellen, wie Makrophagen
und B-Zellen. Man unterscheidet drei Arten: Tul-, Tu2- und Tul7-Zellen, welche
unterschiedliche Zytokine ausschiitten und von verschiedenen Transkriptionsfaktoren
abhangig sind. CTL kénnen mithilfe ihrer zytotoxischen Granula infizierte Zellen abtoten, Treg
unterdriicken UberschielRende Immunantworten und verhindern somit beispielsweise

Autoimmunreaktionen (48-50).

T-Lymphozyten kénnen neben der funktionellen Einteilung auch anhand ihres Rezeptors in
aB- und y&-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 afB- oder der y6-T-Zellen bildet, je nachdem, ob der TCR aus einer alpha- (TCRa)
und einer beta- (TCRB) Kette zusammengesetzt ist, oder aber aus einer gamma- (TCRy) und
einer delta- (TCR8) Kette (1, 2, 51, 52). Wahrend die Funktionen der af-T-Zellen schon

weitgehend bekannt sind, ist das Wissen liber die y56-T-Zellen aktuell noch sehr beschrankt.

2.2.2.2 Die Struktur und Diversitat der ap- und y6-T-Zell-Rezeptoren

Der TCR ist dem Fab-Fragment (fragment antigen-binding) eines Immunglobulins (Ig)
strukturell sehr dhnlich, unterscheidet sich aber in der Anzahl der Antigenbindungsstellen und
der vorliegenden Form. Wahrend der BCR zwei Antigenbindungsstellen aufweist und auch
sezerniert vorliegt, hat der TCR nur eine Antigenbindungsstelle und liegt ausschlieflich
membrangebunden vor. Die Strukturen der beiden T-Zell-Rezeptoren sind sehr dhnlich, wobei
der y&-TCR insgesamt kleiner ist als der Rezeptor der af-T-Zellen. Die CDR3-Schleife des
vO6-TCR ist jedoch langer und kann somit vermutlich direkt mit dem Liganden interagieren und

erhoht zusatzlich die Diversitat des Rezeptors (37, 43).

Der TCR beider T-Zelltypen stellt ein Heterodimer dar, welches aus zwei Transmembran-
glykoproteinketten, TCRa und TCRP oder TCRy und TCR§, besteht, die tiber eine Disulfidbriicke
miteinander verbunden sind. In Abbildung 1 ist links der schematische Aufbau des humanen
aB-TCR (griin) und rechts der des galliformen y5-TCR (blau) dargestellt. Jede der vier Ketten
beinhaltet eine Transmembrandomane, die die Verankerung in der Zellmembran sicherstellt.
Intrazellular schliel8t sich eine kurze C-terminale zytoplasmatische Region an, wahrend sich
die extrazellulare Domane in zwei funktionelle Regionen unterteilen lasst: die membrannahe
konstante (C-) Region, die strukturelle Stabilitat bietet, sowie die membranferne variable (V-)

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

Va || VB Vy | | V&
ollol|Cf|CB||al o extrazellular Slaollev|lced|[8] a
B A g\ g8

(=] on

[ = ] Zellmembran [

ITAM ITAM

intrazellular

JaWIpoWwoH-2
JaWIpowoyH-2

Abbildung 1: Aufbau des humanen ap- und des galliformen y56-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
ausschlieRlich in den B- und 6-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 Verknipfungsstellen der
V(D)J-Gene gebildet und zeigt dadurch eine enorme Variabilitdt; aus diesem Grund kdnnen

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

Wahrend der Entwicklung der T-Lymphozyten im Thymus werden die V(D)J-Gensegmente der
Rezeptoren antigenunabhdngig 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
abhangig, 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
Diversitat auch eine junktionale Diversitat. Diese entsteht wahrend des
Rekombinationsvorgangs durch das Hinzufliigen und Entfernen von Nukleotiden an den
Verknupfungsstellen zwischen den verschiedenen Gensegmenten. Das Enzym, das fir 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 schlielich noch ein C-Gen integriert. Neben der
kombinatorischen und junktionalen Diversitat fihrt auch das zufillige Zusammenfiigen der
unterschiedlichen a- und B- oder y- und 6-Ketten auf der Zelloberflache 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 TCRy-VJ-Gene auf Chromosom
2 (58, 59), die TCRB-VDJ-Gene auf Chromosom 1 (59, 60) und die TCRa/6-Gene gemeinsam
auf Chromosom 27. AuRerdem wurde bei galliformen Végeln ein weiterer TCR6-Locus auf
Chromosom 10 entdeckt, der aus einem einzelnen Satz von VDJC-Genen besteht (61). Die
humanen TCRy- und TCRB-Gene befinden sich auf Chromosom 7, wahrend die TCRa/6-Gene
auf Chromosom 14 lokalisiert sind (62-64).
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Nachdem die TCRa/6-Gene bei Sduger und Huhn auf einem Chromosom liegen, und sich die
6-Gene innerhalb der TCRa-Genregion befinden, wird die Expression von einem af-TCR oder
y6-TCR dariiber reguliert, ob es wahrend der Gen-Umlagerung zur Deletion der 6-Gene kommt
oder nicht (65). Bei einer initialen Rekombination von &-Genen bleibt die a-Genregion zwar
erhalten, die T-Zelle wird aber letztendlich einen y&-T-Zell-Rezeptor exprimieren. Im
Gegensatz dazu kommt es wahrend der Rekombination der a-Gene meist zu einer Deletion
des TCR&-Locus, und es entsteht eine T-Zelle, die einen aB-TCR exprimiert. Einige Va-Gene
konnen allerdings nicht nur mit Ja-, sondern auch mit einem, beiden oder keinem
D&-Gensegment, und mit einem der beiden J6-Genen kombiniert werden, wodurch die
Rekombinationsmoglichkeiten und damit auch die Diversitat des TCR erhdht wird. Dieses

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

2.2.2.3 Der CD3-Komplex bei Sduger und Haushuhn

Aufgrund des kurzen zytoplasmatischen Bereichs des TCR, der keine enzymatische Aktivitat
aufweist, ist dieser allein nicht in der Lage, die Signallibertragung 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 auslost, die zur Aktivierung der Zelle fiihrt. Folglich tragen alle T-Zellen diesen
Komplex assoziiert mit dem TCR auf ihrer Oberflaiche 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 funktionsfahig, er reguliert
die Oberflachenexpression dieses Rezeptors und ist zustdandig fiir die Signalweiterleitung,

sobald ein Antigen erkannt wurde (72, 73).

Der humane CD3-Komplex ist zusammen mit dem aB-TCR in Abbildung 1 (linker Komplex)
schematisch dargestellt. Es gibt vier CD3-Ketten, die durch die gamma- (y-), delta- (&-),
epsilon- (g-) und zeta- (¢-) Gene codiert werden, wobei die {-Ketten immer {Z-Homodimere
darstellen. Zusatzlich zu diesem Homodimer entstehen zwei weitere Dimere, welche durch
Zusammensetzen der unterschiedlichen CD3-Ketten gebildet werden: CD3ye- und CD36e-
Heterodimere (72, 74, 75). Bei der Entstehung eines af-TCR-CD3-Komplexes lagert sich ein
{C-Homodimer gemeinsam mit einem CD3ye- und einem CD36e-Heterodimer an den aB-TCR
an. Dagegen enthalten die y&-TCR-CD3-Komplexe des Saugers (nicht abgebildet) fast
ausschlieBlich eine Kombination von {--Homodimeren und CD3ye-Heterodimeren, aber kaum
CD36e-Heterodimere (76, 77). Die CD3-Dimere sind nicht-kovalent mit dem TCR auf der T-Zell-
Oberflache verbunden. Wahrend der Transmembranbereich des CD3-Komplexes fiir die
Anordnung des TCR wichtig ist, beinhaltet die intrazellulare Domane Immunrezeptor-Tyrosin-

basierte Aktivierungsmotive (immunreceptor tyrosine-based activation motiv, ITAM), welche
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essenziell fir die Signal-transduktion vom TCR in die Zelle sind und so zur T-Zell-Aktivierung
fihren (37). Die y-, 6- und e-Ketten weisen jeweils nur ein ITAM auf, wahrend in jeder {-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

ausgelost wird, die zur Aktivierung des T-Lymphozyten fuhrt (78).

Beim Huhn existieren im Gegensatz zum Saduger nur zwei CD3-Gene: ein CD3e- und ein
CD3y/6-Gen, die groRe Ahnlichkeiten zu ihren Siuger-Pendants aufweisen (79-81) und im
y6-TCR-CD3-Komplex (wie auch im af-TCR-CD3-Komplex) zwei Heterodimere bilden
(s. Abbildung 1, rechter Komplex). Ein weiterer wichtiger Bestandteil dieses Komplexes ist
ebenfalls das {{-Homodimer, ein Adaptor-Molekiil, das von den CD3-Genen gebunden wird
(82). Der zytoplasmatische Bereich dieses Homodimers enthalt drei ITAM, die wahrend der
Zellaktivierung phosphoryliert werden und somit weiterflihrende Signale vermitteln. Das
{C-Homodimer des Huhns ist sogar in der Lage, sich mit dem Sauger-TCR zu verbinden und

dessen Funktion wiederherzustellen (83).

Es wird vermutet, dass die unterschiedlichen CD3-Gene durch eine schrittweise Evolution aus
einer gemeinsamen Vorlduferform entstanden sind (84, 85). Das urspriingliche CD3-Gen
wurde demnach dupliziert und formte dadurch die Gene CD3y/6 und CD3g, die in Fischen (86,
87), Amphibien (88) und Hiihnern vorhanden sind. Beim Sauger fand daraufhin vermutlich

noch eine weitere Duplikation statt, die CD3y und CD36 entstehen liel (89).

2.2.2.4 Die Corezeptoren CD4 und CD8 bei Sauger und Haushuhn

CD4 und CD8 sind wesentliche Bestandteile eines funktionellen TCR-Komplexes, da diese
beiden Corezeptoren durch Bindung an die MHC-Molekiile die Lymphozyten-spezifische
Protein-Tyrosinkinase (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase, Lck) in die Nahe des ITAM
bringen. Dieses Enzym ist an die zytoplasmatischen Domanen der CD4- und CD8-Molekiile
gebunden und entscheidend fiir die Phosphorylierung des ITAM, was wiederum notwendig
fir die weitere Signalkaskade ist (37). Diese beiden Corezeptoren auf der Oberflache von
T-Zellen wurden sowohl beim Sduger als auch beim Huhn nachgewiesen (90) und zeigen
beziiglich Struktur und Funktion groRBe Ahnlichkeiten (91, 92). CD4 wird von T-Helferzellen und
regulatorischen T-Zellen exprimiert und bindet an MHC-lI-Molekiile, die von den meisten APC
exprimiert werden. Dagegen wird CD8 von zytotoxischen T-Zellen exprimiert und erkennt

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

Der CD4-Corezeptor ist bei Sdugern ein einkettiges Molekil, das aus vier
immunglobulindhnlichen Doméanen besteht, wobei die MHC-bindende Region auf der

Di-Domane liegt. Sowohl das CD4-Molekdil als auch der TCR binden gleichzeitig an denselben
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Peptid:MHC-1I-Komplex; dabei wird durch CD4 die Empfindlichkeit einer T-Zelle fiir das
Antigen erhdht. Der intrazellulare 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 extrazellulare
immunglobulindhnliche Domanen und eine zytoplasmatische Domane mit der Bindungsstelle
flr Lck enthalt (43).

Der CD8-Corezeptor ist bei Sdugern ein Dimer mit zwei unterschiedlichen Ketten (a und B),
die Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Beide Ketten enthalten je eine
immunglobulindhnliche Domane. Es existieren CD8aa-Homodimere und CD8af-
Heterodimere, wobei die Homodimere seltener vorkommen. Auch das CD8-Molekil bindet
zusammen mit TCR1 denselben Peptid:MHC-I-Komplex und erhéht durch seine Bindung an die
Lck die Empfindlichkeit der T-Zellen fiir Antigene, die von MHC-I-Molekilen prasentiert
werden (37). CD8 exprimierende yb6-T-Zellen wurden in verschiedenen Geweben
nachgewiesen. Beim Menschen tragen diesen Corezeptor in der Milz etwa 50% der
y6-T-Zellen, im Blut aber nur bis zu 30% (94). Bei der Maus wurden CD8-positive y6-T-Zellen
zusatzlich im Darmepithel nachgewiesen (95). Auch zum Schwein gibt es bereits Studien, die

zeigen, dass sowohl CD8-positive als auch CD8-negative y6-T-Zellen existieren (96).

Wie beim Sauger stellt sich beim Huhn der CD8-Corezeptor als Dimer dar, bestehend aus der
a- und der B-Kette, die jeweils eine V-ahnliche Immunglobulin-Domane enthalten; allerdings
weist nur die CD8a-Kette eine Lck-Bindungsstelle auf. Die Ketten kénnen zwei verschiedene
Isoformen bilden: CD8aa-Homodimere und CD8ap-Heterodimere (97). Grundsatzlich finden
sich nur wenige CD8-positive yb-T-Zellen im Blut von Hihnern, in Milz und Darm hingegen
exprimiert die Mehrheit der y5-T-Zellen CD8 (11, 34, 98). Ahnlich wie beim Siuger tragen die
meisten T-Lymphozyten von Hihnern das CD8af-Heterodimer auf ihrer Oberflache. Bei
jungen Hihnern gibt es jedoch in der Milz und im Darm auch eine Population von yb-T-Zellen,
die CD8aa-Homodimere exprimieren (37). Wahrend die meisten Hihnerlinien in der
Peripherie entweder nur CD4 oder CD8 auf der T-Zell-Oberflache exprimieren, gibt es
Hinweise darauf, dass in einigen Hihnerlinien eine Koexpression beider Molekiile auf einem

erheblichen Teil der peripheren T-Zellen vorkommt (99).



LITERATURUBERSICHT 12

2.3 yb-T-Zellen des Saugers

2.3.1 Entwicklung der y6-T-Zellen des Saugers

T-Lymphozyten entstehen im Thymus aus multipotenten hamatopoetischen Stammzellen, die
urspringlich aus dem Knochenmark stammen. Wahrend 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
Notch1l-Rezeptor, der auf den Thymusepithelzellen exprimiert wird. Dadurch wird die
Vorlauferzelle auf die T-Zell-Entwicklung festgelegt und eine alternative Differenzierung, wie
beispielsweise zur B-Zelle, verhindert. Die Signallibertragung tGber Notch1 flhrt 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). yb-T-Zellen entwickeln sich bereits vor den
ap-T-Zellen aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle, die primar CD4- und CD8-negativ ist, und
daher als doppelt negative Vorlduferzelle bezeichnet wird. Wahrend sich aB-T-Zellen tber ein
doppelt-positives Stadium zu den finalen CD4- oder CD8-einfach-positiven Zellen entwickeln,
bleiben die y6-T-Zellen groRtenteils doppelt negativ (102-104). Wie bereits in Kapitel 2.2.2.4
beschrieben, existieren jedoch auch einige CD8-positive y6-T-Zellen bei den unterschiedlichen

Spezies.

Es ist bekannt, dass sich die einzelnen Ketten der y&-TCR aus unterschiedlichen Gensegmenten
zusammensetzen: Die y-Ketten bestehen aus verschiedenen V- und J-Segmenten, die 6-Ketten
zusatzlich aus einem D-Segment. Die diversen y6-T-Zell-Subtypen entstehen in bestimmten
Entwicklungsphasen der Schwangerschaft bzw. Trachtigkeit und sind vor allem durch die
Expression charakteristischer Vy- und V6-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 y6-T-Zellen die ersten T-Zellen, die in der
Peripherie zu finden sind. Die Subtypen reifer y6-T-Zellen werden beim Menschen bevorzugt

Uber ihre 6-Ketten, bei der Maus lGberwiegend anhand ihrer y-Ketten differenziert.

Uber die unterschiedlichen Differenzierungswellen und die Lokalisation der einzelnen
Zellpopulationen bei der Maus ist Folgendes bekannt: Vy5* Zellen sind die ersten, die wahrend
der Embryonalphase gebildet werden und den Thymus ab dem 13. Trachtigkeitstag 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 frihen fetalen Thymus die Entwicklung der Vy6* Zellen statt, sie beginnt ab dem 14.
Trachtigkeitstag, 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). Vy1* und Vy4*
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v6-T-Zellen verlassen den Thymus dann in der dritten Welle ab dem 16. Trachtigkeitstag.
Erstere wandern vor allem in die Leber und die Milz ein (114), letztere wurden in allen
lymphatischen Organen gefunden (112). Wahrend Vy5* und Vy6* Zellen ausschliefSlich vom
fetalen Thymus gebildet werden, entwickeln sich Vy1* und Vy4* Zellen auch im adulten
Thymus. Vy7* Zellen finden sich in adulten Mausen vor allem im Dinndarm-Epithel und
entstehen vermutlich auBerhalb des Thymus (109, 115). Beziglich der verwendeten
Nomenklaturen bestehen Unterschiede: Wahrend 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) zurick.
Nach dieser werden Vy5* Zellen als Vy3*, Vy6* Zellen als Vy4*, und Vy7* Zellen als Vy5*

bezeichnet.

Die humanen yb6-T-Zellen lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen, die Vy9*V62* und die
Vy9*V62" Zellen, welche sich unter anderem in den Zeitpunkten ihrer Entwicklung und ihrer
finalen Gewebelokalisation unterscheiden. Vy9*V62* Zellen entwickeln sich primar etwa flinf
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). Vy9*V82* Zellen machen im adulten
Menschen den (iberwiegenden Anteil der y5-T-Zellen im Blut aus (120). Uber Vy9*V52" Zellen
ist beispielsweise bekannt, dass V&1* Zellen ab Mitte der Schwangerschaft die dominierende
Thymozytenpopulation darstellen, sie werden auch nach der Geburt bis ins friihe

Erwachsenenalter im Thymus gebildet (121).

Die in der friihen fetalen Phase entstehenden murinen Vy5* und Vy6* und die humanen
Vy9*V62* Zellen sind im Gegensatz zu den adulten T-Zellen durch einen invarianten TCR
gekennzeichnet (106, 120). Dies hangt 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 y5-T-Zellen des Saugers

Neben aB-T-Zellen kommen auch y8-T-Zellen in den sekundaren lymphatischen Geweben aller
Vertebraten vor, jedoch befinden sie sich hauptsachlich 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 Diversitat des y6-TCR der
Zellen, die diese Bereiche besiedeln, ist viel eingeschrankter als die der Rezeptoren der

v6-T-Zellen, die sich in den sekundadren lymphatischen Organen befinden. Diese Repertoire-
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Einschrankung scheint es der T-Zelle zu ermoglichen, spezielle Liganden dieser Bereiche zu

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

y6-T-Zellen wurden bereits bei vielen Sdugern beschrieben, wobei man zwei Gruppen
unterscheidet: Spezies mit einer hohen und einer niedrigen Frequenz an yb6-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 y56-T-Zellen zahlen Mensch, Maus (5, 6)
und Hund (124). Dagegen gehoren Ziege (125), Rind, Schaf (126, 127), Schwein (128) und Hase

(129) zu den Spezies mit einem hohen Anteil an y6-T-Zellen.

Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der Frequenzen der y8-T-Zellen im Blut verschiedener Spezies.
Beim Menschen wurden 0,5-10% y6-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 yb6-T-Zellen identifiziert (103): So exprimieren im Reproduktionstrakt
10-20% und in den intestinalen Epithelien 20-40% der T-Zellen einen y&-TCR. In der Haut der
Maus befinden sich 50-70% y&-T-Zellen, wobei diese hauptsachlich als DETC beschrieben sind,
die alle einen identischen Rezeptor tragen (111). DETC-ahnliche yb6-T-Zellen wurden auch bei
Ratten beschrieben, jedoch sonst bei keiner anderen Tierart. Beim Hund kdnnen die
v6-T-Zellen im Blut knapp 5% ausmachen (124). Bei den Tierarten mit einem hohen Anteil an
y6-T-Zellen kann die Frequenz je nach Alter variieren. Die Altersabhangigkeit wurde zum
Beispiel bei Schwein und Schaf beschrieben, wobei der Anteil der y6-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 y5-T-Zellen identifiziert (125), beim Rind
20-40% (126) und beim Hasen etwa 20% (129).

Spezies Frequenz der y6-T-Zellen Referenz
Mensch 0,5-10% Lanier und Weiss (130)
Maus 1-4% Chien et al. (103)
Hund 05-5% 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% Suetal. (129)
Huhn 15-50% Sowder et al. (7)

Cihak et al. (8)

Tabelle 1: Frequenzen der y6-T-Zellen im Blut verschiedener Spezies
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Es ist bekannt, dass aB-T-Zellen nach Verlassen des Thymus in die sekunddren lymphatischen
Organe wandern. Fiir y6-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, wahrend sie im
Hautepithel sowie in den Schleimhauten des Verdauungs- und Reproduktionstraktes haufiger
vorkommen (133). Beim Schwein lassen sich y6-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 y&-T-Zellen vor allem in den
Epithelien von Haut und Darm angesiedelt, in geringerer Anzahl auch in Lymphknoten (126).
Beim Schaf befinden sich yb-T-Zellen tiberwiegend im Darmepithel und, wie bei der Ziege

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

Bei Mensch und Maus konnte auflerdem bereits gezeigt werden, dass bestimmte
Subpopulationen von y&-T-Zellen bevorzugt in bestimmten Organen und Geweben
vorkommen (135). Ihre spezifische Verteilung deutet darauf hin, dass sie dort spezifische
Funktionen tGbernehmen. Die y6-T-Zellen im menschlichen peripheren Blut exprimieren vor
allem Vy9- und V62-Ketten (120). y6-T-Zellen, die andere Ketten als Vy9 und V&2 exprimieren,
werden als nicht-Vy9Vvé2* T-Zellen bezeichnet und sind bevorzugt in den verschiedenen
soliden Organen lokalisiert. Hierzu zahlen unter anderem die Vy9'V62* T-Zellen, die vermehrt
in der humanen Leber gefunden wurden (136), und die V61* T-Zellen, die beim Menschen in
der Milz, Leber, Haut und auch im Darmepithel vertreten sind (133). Bei der Maus dominieren
im peripheren Blut Vy1* Zellen, im Darmepithel wurden vor allem Vy7* Zellen und in der
Epidermis Vy5* Zellen gefunden (135). Die Vy4*und Vy6* Zellen sind vor allem in den Epithelien
des weiblichen Reproduktionstrakts lokalisiert (112, 133).

2.3.3 Funktionen der y&-T-Zellen des Saugers

Neben einer im Blut und in den sekundaren lymphatischen Organen zirkulierenden y6-T-Zell-
Population, welche hauptsachlich der adaptiven Immunitdt zugeordnet werden kann,
wandern die meisten yb&-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 kénnen (5,
122). Zusatzlich zu dem y&-TCR tragen einige y6-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 Wiederkduern und Schweinen wurde
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auch der Rezeptor workshop cluster-1 (WC1) nachgewiesen, der ausschlielRlich auf einer

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

y6-T-Zellen sind an vielen Prozessen und Reaktionen beteiligt, wie bei der Wundheilung, der
Tumoriberwachung, der Antigenprasentation und der Gewebehomdostase (133, 139, 140);
auBerdem spielen sie eine wichtige Rolle bei Infektionskrankheiten, und sie kdnnen gestresste
Zellen direkt eliminieren (141). y6-T-Zellen werden im Allgemeinen zwei wichtige Aufgaben
zugeschrieben, die direkte Zytotoxizitdt und die Produktion von Zytokinen. Auch ap-T-Zellen
besitzen zytotoxisches Potential, jedoch konnen y&-T-Zellen im Gegensatz zu diesen
unabhangig von MHC-Molekilen agieren (142). Die zytotoxische Aktivitat der y5-T-Zellen
wurde bereits bei Mensch (143, 144), Maus (145) und Schaf beschrieben (146). y6-T-Zellen
exprimieren verschiedene Zytokine, wodurch sie weitere Immunzellen rekrutieren kénnen.
Vor allem proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise IFN-y, TNF-a (147) und IL-17
(148), aber auch immunsuppressive Zytokine, wie TGFB und IL-10 (149) kénnen von ihnen

sezerniert werden.

Im Gegensatz zu af-T-Zellen, die nur Peptide binden kénnen, die von den MHC-Molekiilen
prasentiert werden, sind y&-T-Zellen nicht auf die Antigenprasentation durch diese Molekiile
beschrankt. Sie erkennen offensichtlich ihre Zielantigene auch direkt und haben somit die
Moglichkeit, spezifische Nicht-Peptid-Liganden zu binden (37, 150). Nachdem y&-T-Zellen
nicht MHC-restringiert sind, ist ihre Antigen-Erkennung auch nicht von den Corezeptoren CD4
und CD8 abhangig. Trotzdem existieren bei allen bisher untersuchten Saugern y6-T-Zellen, die

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

Bisher sind nur wenige Liganden fir y6-T-Zellen bekannt. Die bereits identifizierten Liganden
deuten jedoch darauf hin, dass y6-T-Zellen sowohl an der angeborenen, als auch an der
adaptiven Immunantwort beteiligt sind (103). Humane Vy9*V62* T-Zellen erkennen
beispielsweise Phosphoantigene (151), weshalb diese Art von y&-T-Zellen eher dem
angeborenen Immunsystem zugeordnet werden kann (136). Vy9'V62* T-Zellen reagieren
hingegen nicht mit Phosphoantigenen, was auf ein adaptives Verhalten hindeutet (136).
Neben den humanen V62* T-Zellen existieren vorrangig V61* Zellen, in geringerer Anzahl auch
V63" oder V65* T-Zellen, welche alle eher dem adaptiven Immunsystem zugeteilt werden
(152). Murine Vy5* DETC sezernieren vor allem den Keratinozytenwachstumsfaktor
(keratinocyte growth factor, KGF) sowie IFN-y und sind an der Wundheilung der Haut beteiligt
(153, 154). Vy7* y6-T-Zellen setzen Gberwiegend IFN-y frei; Vy1* y6-T-Zellen sezernieren IL-4,
Vy6* und Vy4* y6-T-Zellen IL-17 (37).

v6-T-Zellen kdnnen aullerdem Antigene erkennen, welche von nicht-klassischen MHC-

Molekiilen prasentiert werden, wie den murinen Stressindikatoren T10, T22 oder dem
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humanen Stressindikator MICA (155). Ein weiterer bekannter Ligand der y6-T-Zellen ist das
Hitzeschockprotein 60 (HSP60) (156).

vy6-T-Zellen spielen bei der Bekampfung verschiedenster Infektionserreger sowie bei der
Tumorabwehr eine wichtige Rolle. Bei einigen Sdugern ist bekannt, dass diese Zellen
NK-ahnliche Rezeptoren exprimieren. Beim Menschen konnte nachgewiesen werden, dass sie
dadurch an antitumoralen Reaktionen teilnehmen (157, 158). Des Weiteren wurde durch
Infektionsversuche nachgewiesen, dass yb6-T-Zellen an der Kontrolle und Beseitigung von
unterschiedlichen Erregern beteiligt sind. Beispielsweise fiihrt eine Infektion mit Listeria
monocytogenes beim Menschen zur Aktivierung und Proliferation von y&-T-Zellen (159). Bei
y6-T-Zellen-defizienten Mdusen kommt es bei einer derartigen Infektion zu einer erhéhten
Bakterienlast (160). Bei der Bekampfung von Salmonella enterica serovar Typhimurium sind
bei der Maus CD8-positive yb-T-Zellen involviert (161), und auch beim Rind konnten bei einer
Salmonellen-Enterocolitis aktivierte y6-T-Zellen nachgewiesen werden (162). Dartiber hinaus
spielen humane Vy9*V62* T-Zellen bei der Immunantwort gegen Mycobacterium tuberculosis
(163) und eine Untergruppe von yb-T-Zellen des Rindes bei der Bekdmpfung von
Mycobacterium bovis eine grofSe Rolle (164). Neben ihrer wichtigen Funktion bei bakteriellen
Infektionen sind y&6-T-Zellen zudem bedeutend fiir die Abwehr von viralen und parasitdaren
Infektionen, wie beispielsweise durch Herpes-simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) (165) und

Plasmodium falciparum (166).
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2.4 yb6-T-Zellen des Huhns

2.4.1 Entwicklung der y6-T-Zellen des Huhns

Die T-Zellentwicklung beim Huhn ist der T-Zellentwicklung des Saugers sehr dhnlich, zeigt

jedoch einige Besonderheiten.

Die T-Zell-Vorlauferzellen besiedeln das Thymusepithel des Hihnerembryos 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 Schliipfen fort. Die Vorldauferzellen 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 Vorlaufer-
T-Zellen im Blut korreliert (168). Ab dem ET12 beginnen die Thymozyten das Enzym TdT zu
exprimieren, welches fir die Addition von N-Nucleotiden wahrend der V(D)J-Rekombination
verantwortlich ist. Dieses Enzym kann dementsprechend als friiher Marker fir T-Zellen
angesehen werden (171). Schon am ET11 exprimiert eine Subpopulation der Thymozyten den
y6-TCR-CD3-Komplex auf ihrer Oberflache, und der Peak dieser Zellen wird mit 30% an ET15
erreicht (7). ap-T-Zellen sind erst spater nachweisbar, VB1 exprimierende ab ET14 (11) und
VB2 exprimierende ab ET17 (172).

Im TCRy-Repertoire der ersten und dritten Welle sind Vy1-, Vy2- und Vy3-Gene zu gleichen
Teilen vorhanden, wahrend der y6-TCR der T-Zellen der zweiten Welle hauptsachlich ein
Vy2-Gen tragt (173).

Wie beim Sauger entwickeln sich die aB-T-Zellen der Hiihner lber ein CD4-CD8-doppelt-
positives Stadium zu den finalen CD4- oder CD8-einfach-positiven ap-T-Zellen, folglich tragen
die meisten Thymozyten beide Corezeptoren, wahrend die ap-T-Zellen in der Peripherie nur
einen davon exprimieren. Die y6-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 sekundaren lymphatischen Organe nach Verlassen des
Thymus ebenfalls in Wellen (173). y6-T-Zellen wandern als erste aus, sie sind bereits an ET15
in der Milz und im intestinalen Epithel nachweisbar. VA1 exprimierende ap-T-Zellen wandern

ab ET19, VB2 exprimierende erst zwei Tage nach dem Schlupf in die Milz ein (92).
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2.4.2 Lokalisation der yo-T-Zellen des Huhns

Bei Hihnern konnen yb6-T-Zellen bis zu 50% der peripheren Lymphozyten ausmachen
(s. Tabelle 1). Hihner werden deshalb zu den Spezies mit einem hohen Anteil an y6-T-Zellen
gezahlt (8). y6-T-Zellen beim Huhn wurden bereits 1988 von Sowder et al. (7) beschrieben, sie
fanden sich in verschiedenen Geweben, wobei sie bei adulten Hihnern 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 aB-T-Zellen und y6-T-Zellen in peripheren Geweben unterscheiden sich
erheblich (174). In der Milz befinden sich y6-T-Zellen hauptsachlich in den sinusoidalen
Bereichen, wahrend die ap-T-Zellen eher in den periarterioldaren lymphatischen Scheiden
lokalisiert sind. Auch im Darmepithel des Huhns dominieren die y6-T-Zellen, ap-T-Zellen sind
dagegen vor allem in der Lamina propria vorhanden. Sowohl in der Milz als auch im Darm sind
die meisten y6-T-Zellen CD8-positiv, wahrend die aB-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 y6-T-Zellen im epidermalen Gewebe
nachgewiesen. Auch beziglich 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 y5-T-Zellen haben. Altere Tiere weisen generell einen héheren Anteil
dieser Zellen auf, und bei Hdhnen im Alter von 4 bis 6 Monaten wurde ein Androgen-

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

2.4.3 Funktionen der y&-T-Zellen des Huhns

Wie die y6-T-Zellen der Sduger exprimieren auch die der Hithner 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 y&-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 y&-T-Zellen im Huhn bisher noch nicht ausreichend
charakterisiert, und auch zu den spezifischen Liganden dieser Zellen gibt es noch keine finalen
Erkenntnisse. y6-T-Zellen konnen aber offenbar neben der Erkennung von klassischen
Peptid:MHC-Komplexen auch MHC-unabhangig agieren. Fenzl et al. (177) zeigten, dass

v6-T-Zellen des Huhns durch MHC-unabhangige Interaktionen aktiviert werden kénnen.
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Bei Huhnern werden wie bei Sdugern den y&-T-Zellen zwei wichtige Funktionen
zugeschrieben: Die Zytotoxizitat (177) und die Produktion von unterschiedlichen Zytokinen,
vor allem IFN-y und IL-10 (178-180). Es konnte auRerdem durch einige Studien belegt werden,
dass die Anzahl der y&6-T-Zellen im Huhn nach verschiedenen Infektionen und Vakzinationen
ansteigt. y6-T-Zellen sind offenbar beispielsweise an der Immunantwort auf MDV beteiligt. Es
wurde sowohl eine erhéhte Frequenz an y6-T-Zellen in der Milz als auch eine zytotoxische
Aktivitat dieser Zellen nach Immunisierung sowie nach Infektion nachgewiesen (178, 179).
Diese Zellen produzieren im Falle einer Infektion vor allem IFN-y, IL-10 (178, 181) und auch
TGF-B (179). Nach einer Infektion und Immunisierung mit Salmonella enterica serovar
Typhimurium nimmt der Anteil an CD8-positiven y56-T-Zellen im peripheren Blut, im Intestinum
und in der Milz zu (182). Eine Expansion von CD8aa-positiven yd-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). y6-T-Zellen produzieren im Falle einer
Infektion mit Salmonellen vor allem IFN-y (180). Des Weiteren wurden nach einer
Immunisierung gegen das Newcastle disease virus (NDV) aktivierte y6-T-Zellen im peripheren
Blut nachgewiesen (184). Hihner-y86-T-Zellen reagieren aulRerdem auf Eimeria-Infektionen,

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

AuBerdem ist bekannt, dass y&-T-Zellen zwar allein nicht in der Lage sind, Graft-versus-Host-
Reaktionen auszuldsen, allerdings ist es méglich, dass sie eine sekundare Rolle bei derartigen

immunologischen Vorgadngen spielen (186).

2.4.4 y6-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 wahrend Infektionen verdandern (135). In den
vergangenen Jahrzehnten bediente man sich PCR-Strategien, um sich einen Uberblick tiber
das Repertoire zu verschaffen. Den Durchbruch beziglich 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 Sduger konnten Protokolle
zu TCR-Repertoire-Analysen etabliert werden: beispielsweise fir den Menschen (187), die
Rotelmaus (188) und das Schwein (189).

Der humane TRG-Locus enthalt laut ImMunoGeneTics-Informationssystem sechs funktionale
Vy-Gensegmente (TRGV2, TRGV3, TRGV4, TRGV5, TRGV8 und TRGV9), fiinf Jy-Gensegmente
(TRGJ1, J2, JP, JP1 und JP2) und zwei konstante Genregionen (TRGC1 und TRGC2) (190). Der
humane TRD-Locus setzt sich aus acht V6-, drei D6-, vier J6-Gensegmenten und einem
C6-Gensegment (107) zusammen. Das TCRy-Gen besitzt eine begrenzte Diversitdt und somit

ist auch das Repertoire des humanen y&-TCR eingeschrankt, y6-T-Zellen exprimieren also
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tendenziell einen invarianten TCR (135). Diese eingeschrankte Diversitdt kann aber durch die
Nutzung der D&-Gensegmente und der Addition von N-Nucleotiden vervielfdltigt werden.
Einige Studien bezlglich des y6-TCR-Repertoires des Menschen und der Maus machten bereits
deutlich, dass die verschiedenen y&-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 Hihnergenom (31) und 2023 zudem das Huxu-
Hihnergenom (13) vollstandig sequenziert. Beziiglich der Annotation der TCRy- und

TCR&-Gene des Haushuhns gibt es mittlerweile beispielsweise folgende Studien.

Six et al. (58) beschrieben bereits 1996 den TCRy-Locus mit drei Vy-Familien, die jeweils
8-10 Mitglieder beinhalten, mit drei Jy-Gensegmenten und mit einer einzelnen Cy-Region.
Auch Liu et al. (59) fanden drei Jy-Gene und ein Cy-Gen; die Vy-Region beschrieben sie mit
37 Genen, die in 11 Untergruppen eingeteilt wurden. Die Anzahlen der Jy- und Cy-Gene
stimmen ebenfalls mit den Ergebnissen von aktuelleren Studien (12, 32, 33) Giberein. Beziiglich
der Vy-Familien und der Anzahl ihrer Mitglieder unterscheiden sich diese Studien jedoch
untereinander und von den friiheren Arbeiten. Dixon et al. (32) und Friih et al. (12) benennen
vier Vy-Familien, Zhang et al. (33) hingegen sechs Untergruppen der Vy-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 ahnliche Anzahl an
Vy-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
Frih et al. (12) wurde das Huxu-Hihnergenom annotiert, sie fanden in dem TCRy-Locus vier
Vy-Familien (TRGV1-4) mit jeweils 8, 27, 10 und 8 Genen. Den TCRa/&-Locus betreffend
identifizierten 1999 Kubota et al. (70) eine V&-Familie mit ungefahr 30 Mitgliedern, zwei D6-,
zwei J6-Gensegmente und ein einzelnes C6-Gen. Parra und Miller (191) sowie Liu et al. (59)
bestatigten diese Anzahl der Cb-, D6- und der J&-Segmente ebenso wie die Existenz von nur
einer V&-Familie. Parra und Miller identifizierten in dieser Familie 36 V6-Gene, von denen
32 funktionell waren. Liu et al. fanden 31 V6-Gene. In der aktuellen Studie von Frith et al. (12)
wurden deutlich mehr V6-Gene gefunden. Sie identifizierten finf V6-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 Hihnern
durchgefiihrt, die neue Informationen lber die Expression der verschiedenen TRG- und TRD-

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

Dixon et al. (32) beschéftigten sich mit dem TCRy-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 haufigste Gen beschrieben. Es nahm
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30-40% des gesamten Vy-Repertoires ein und wies hochdiverse private CDR3-Sequenzen auf.
Private Sequenzen sind fir jedes Individuum einzigartig, sie dominierten in dieser Studie in
den meisten TRGV-Genen mit 80-100%. Dementsprechend machten offentliche Gene, die sich

verschiedene Individuen teilen, einen geringeren Anteil aus.

Zhang et al. (33) bestimmten das TCRy-Repertoire im Thymus. Die vier untersuchten Tiere
exprimierten mehrere Gene aus verschiedenen Familien, die vier haufigsten Gene waren
Vy3.7,Vy2.13, Vy1.6 und Vy1.3. Dabei dominierte die Vy3-Familie im Thymus mit 43,98%, und
das haufigste Gen Vy3.7 nahm 20,58% des Vy-Repertoires ein.

Friih et al. (12) untersuchten das TCRy-Repertoire in der Milz. Hierbei fielen drei sehr haufig
vorkommende Vy-Gene auf, TRGV2-26, TRGV3-5 und TRGV3-6. Als dominierendes V5-Gen
wurde TRDV1-25 beschrieben. Die haufigsten Jy- und J&-Gene in der Milz waren in dieser
Studie TRGJ3 und TRDJ1.

Linti et al. (34) verglichen das TCRy-Repertoire von unstimulierten Milzzellen mit IL-2 und
IL-12 stimulierten Milzzellen. Wie bei Frih et al. (12) wurden TRGJ3 und TRDJ1 als die
haufigsten Jy- und J6-Gene identifiziert. Auch die vorherrschenden Vy-Gene, die in den
unstimulierten Milzzellen genutzt wurden, deckten sich mit denen, die von Friih et al. (12) in
der Milz beschrieben worden sind. Als dominierendes V6-Gen wurde TRDV1-2 benannt. In den
proliferierenden y&-T-Zellen dnderte sich sowohl das TCRy- als auch das TCR6-Repertoire. Es
Uberwog nur noch ein Vy-Gen, namlich TRGV3-5. Bei den V6-Genen hingegen fand sich bei

jedem Tier ein anderes dominierendes Gen.
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2.5 Monoklonale Antikdrper gegen T-Zellen

2.5.1 Herstellung monoklonaler Antikorper

Monoklonale Antikorper haben eine Affinitdt und Spezifitdt gegenliber einem bestimmten
Epitop eines ausgewahlten Antigens und stammen von einem einzelnen B-Zell-Klon (192). Sie
sind fiir die Immunologie-Forschung unabdingbar und finden auch in der Klinik Anwendung.
Mithilfe dieser Antikorper koénnen bestimmte Immunzellen hervorgehoben, aber auch
Pathogene detektiert und gegebenfalls bekampft werden (193). Zudem finden sie mittlerweile

in der Krebstherapie Anwendung (194).

Monoklonale Antikérper (mAk) kénnen 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 Antikdrpern
synthetisieren. Die Hybridom-Technik wurde erstmals 1975 von Kéhler und Milstein (195, 196)
beschrieben; 1984 erhielten sie gemeinsam mit Niels Jerne fiir die Entwicklung dieser Technik
den ,,Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin“. Inzwischen gibt es einige Publikationen, die
sich mit der Hybridom-Technik beschaftigen und Modifikationen des urspriinglichen
Protokolls beschreiben (197-199). Kurz zusammengefasst wird fiir die Herstellung muriner
Hybridome primar eine Maus mit einem bestimmten Antigen immunisiert, woraufhin die
B-Lymphozyten beginnen, Antikorper 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, wahrend die B-Lymphozyten einen spezifischen Antikorper
sezernieren, der nur das gewinschte Antigen erkennt. Zhang (198) veroffentlichte ein
ausfihrliches Protokoll zur Handhabung von Hybridomen. Die Hybridom-Technik ermdglicht
heutzutage eine bequeme, kostengiinstige und nahezu unbegrenzte Produktion von mAk
(200).

Wie bereits erwdhnt, finden mAk in der Immunologie-Forschung vor allem deshalb
Anwendung, weil man mit ihrer Hilfe bestimmte Immunzellen im Koérper ansprechen
(,markieren”) und deren Verteilung in unterschiedlichen Geweben untersuchen kann. So
existieren neben anderen Immunzell-Markern  verschiedene T-Zell-Marker  fir

unterschiedliche Spezies, von denen in Tabelle 2 eine Auswahl aufgefiihrt ist.



LITERATURUBERSICHT

24

Spezies Antigen Klon Referenz
Mensch CcD3 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 af beta F1 Brenner et al. (206)
TCRyé 5A6.E9 Band et al. (207)
TCRyb (V61) Al13 Ferrini et al. (208)
Miossec et al. (209)
TCRyb (V62) anti-Tivé2 Miossec et al. (209)
TCR y6 (Vy9) anti-TiyA Jitsukawa et al. (210)
CDh4 OKT4 Reinherz und Schlossman (203)
Reinherz et al. (211)
CD8 OKT8 Reinherz und Schlossman (203)
Maus CcD3 145-2C11 Leo etal. (212)
TCR af H57-597 Kubo et al. (213)
TCR yd UC7-13D5 Houlden et al. (214)
TCR yb (Vy5) 536 Havran et al. (215)
TCR yb (Vy6) 1C10-1F7 Hatano et al. (216)
CDh4 GK1.5 Dialynas et al. (217)
CcD8 53-6.7 Ledbetter und Herzenberg (218)
Schwein CD3 PPT3 Kirkham et al. (219)
PC3.88A Yang et al. (220)
Cb4 74-12-4 Pescovitz et al. (221)
CD8a 76-2-11 Pescovitz et al. (221)
CD8B 11/295/33 Jonij¢ und Koszinowski (222)
Lunney (223)
11/122/28 Jonij¢ und Koszinowski (222)
Lunney (223)
Huhn CcD3 CT-3 Chen et al. (81)
TCR af (VB1) TCR2 Chenetal. (11)
TCR ap (VB2) TCR3 Chen et al. (224)
TCRyé TCR1 Sowder et al. (7)
Chenetal. (11)
Cb4 CT-4 Chan et al. (90)
CD8a CT-8 Chan et al. (90)
CD8pB 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 Saugers

Humane T-Lymphozyten-Marker, die einen extrazellularen Teil des CD3 Molekiils erkennen,
sind die Klone UCHT1 (201), OKT1 und OKT3 (202, 203) sowie der Klon CD3-12 (204), der ein
kommerziell erhiltlicher anti-human CD3e-Marker ist. Letzterer zeigte bei intrazelluldaren
Farbungen Kreuzreaktionen mit dem Hihner-CD3 und kann somit auch bei Hihnerzellen
angewendet werden (205). Ein muriner Marker fir CD3 ist der Klon 145-2C11 (212).
aB-T-Zellen lassen sich bei Mausen mit dem Klon H57-597 (213) identifizieren und beim
Menschen mit dem Klon beta F1, der allerdings kein Oberflaichenmolekil erkennt, sondern
nur die Plasmamembran-Form des TCR (206). Die humanen y&-T-Zellen werden beispielsweise
von dem Klon 5A6.E9 (207) erkannt und lassen sich weiter unterteilen in V61- und
V62-spezifische y6-T-Zellen, fir die es bereits Marker gibt. Fir V&1-spezifische T-Zellen gibt es
zum Beispiel den Klon A13 (208, 209) und fiir V62-spezifische T-Zellen den Klon anti-TiVé2
(209). Zusatzlich existiert ein mAk fir die Vy9-spezifischen y5-T-Zellen (Klon anti-TiyA) (210).
Alle murinen y&-T-Zellen werden vom Klon UC7-13D5 erkannt (214), wahrend es auch
spezifische mAk gegen beispielsweise Vy5* (Klon 536) (215) oder Vy6* (Klon 1C10-1F7) (216)
v6-T-Zellen gibt. Fiir T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen existieren Marker fiir Mensch
und Maus. Das humane CD4-Molekiil wird vom Klon OKT4 (203, 211) und das CD8a-Molekiil
vom Klon OKT8 (203) erkannt. Murine T-Helferzellen kénnen vom Klon GK1.5 (217) und

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

Auch fir Schweine gibt es einige T-Zellmarker, wie beispielsweise den anti-CD3 mAk PPT3
(219) oder PC3.88A (220). Fiir 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 CD8a-Epitop (221), sowie zwei anti-CD8B mAk, die Klone 11/295/33 und
11/122/28 (222, 223).

2.5.3 T-Zell Marker des Huhns

Wie auch beim Sauger exprimieren alle T-Lymphozyten des Huhns, die den Thymus verlassen
haben, den T-Zellmarker CD3. Es existiert bereits ein kommerziell erhéltlicher mAk gegen das
Hithner-CD3, der Klon CT-3 (81). Wie zuvor beschrieben, lassen sich T-Zellen anhand ihres TCR
weiter in ap- und y6-T-Zellen einteilen. Der mAk TCR1 stellt einen Marker fiir y6-T-Zellen dar
(7, 11), er bindet an den y&6-TCR und erkennt dementsprechend alle y6-T-Zellen. Welches
Epitop er genau innerhalb des y&-TCR erkennt, ist bisher allerdings noch nicht geklart.
Wiéhrend es bei Hiihnern noch keine weiteren mAk gegen yb6-T-Zellen gibt, lassen sich
aB-T-Zellen bereits anhand der variablen Regionen der B-Kette mithilfe der Klone TCR2 (11)
und TCR3 (224) in VB1- bzw. VB2-spezifische aB-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 CD8a sowie ein mAk (Klon EP42)
gegen CD8B (90, 97).
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3. ZIELSETZUNG

HlOhner zadhlen zu den Spezies mit einem hohen Anteil an y5-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) fir diese Zellgruppe gibt und

keinerlei Marker fiir y6-T-Zell-Untergruppen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, neue mAk gegen y&-T-Zell-Oberflaichenantigene zu
charakterisieren, um y&-T-Zellen insgesamt besser zu verstehen und um verschiedene

Untergruppen der y6-T-Zellen von Hihnern unterscheiden zu kénnen.

Hierflr sollte zunachst ein Durchflusszytometrie-Screening mit zuvor in unserem Labor
generierten mAk (225) auf einer y6-T-Zelllinie durchgefiihrt werden, um potentielle y6-T-Zell-
Marker zu identifizieren. Durchflusszytometrische Farbungen auf unterschiedlichen
Vy-Zelllinien und Geweben, wie Milzleukozyten, peripheren Blutlymphozyten (peripheral
blood lymphocytes; PBL) und intraepithelialen Lymphozyten (intraepithelial lymphocytes; IEL)

des lleums kdénnen bereits einige Informationen lber die Liganden der neuen mAk liefern.

Ob die Liganden der neuen mAk und der Ligand des bereits etablierten TCR1 koexprimiert
werden, lasst sich durch Doppelfarbungen untersuchen. Durch Sort-Experimente und
TCR-Repertoire-Analysen sollte abschliefend herausgefunden werden, ob, und wenn ja,

welche y6-T-Zell-Subpopulationen durch einen neuen mAk erkannt werden.

Die Charakterisierung neuer mAk, welche bestimmte Subpopulationen von y&-T-Zellen
erkennen, kann dazu dienen, die Verteilung dieser spezifischen y56-T-Zellen in verschiedenen
Organen und zudem die Veranderungen dieser Subpopulationen wahrend Infektionen zu

untersuchen.






PUBLIKATION 29

4. PUBLIKATION

Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit wurden 2024 mit der Publikation , Characterization of
a novel chicken y& TCR-specific marker” in dem Journal ,Developmental and Comparative
Immunology” veroffentlicht (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.



PUBLIKATION 30

Developmental and Comparative Immunology 161 (2024) 105250

Contents lists available at ScienceDirect

DEVELOPMENTAL &
COMPARATIVE
IMMUNOLOGY

Developmental and Comparative Immunology -

journal homepage: www.elsevier.com/locate/devcompimm

ELSEVIER

Characterization of a novel chicken y6 TCR-specific marker

Veronika E.M. Drexel *, Thomas W. Gobel ', Simon P. Friih "

# Department of Veterinary Immunology, LMU Munich, Lena-Christ-StraBe 48, 82152 Planegg-Martinsried, Germary
" Department of Veterinary Medicine, Institute of Virology, FU Berlin, Robert-von-Ostertag-Strafie 7, 14163 Berlin, Germany

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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analysis. Live and dead cells were discriminated with the Fixable
Viability Dye eFluor™ 506 or 780 (Invitrogen). Indirect single-color
flow cytometry staining was performed by using 8D2 mAb (unlabeled,
mouse IgG1) or anti-TCRyd mAb (unlabeled, clone TCR1, mouse IgG1,
SBA), followed by incubation with goat-anti-mouse IgG1-APC (SBA).
8D2 was generated in our laboratory by immunizing mice with sple-
nocytes stimulated with IL-2 and IL-12 and generation of hybridomas
(Huhle et al., 2017). For multicolor flow cytometry staining, cells were
first incubated with 8D2, then labeled with goat-anti-mouse IgG1-APC
conjugate, followed by blocking with normal mouse serum (Jackson,
JIM-015-000-120) for 20 min on ice in the dark, and a final staining with
directly conjugated monoclonal antibodies obtained from Southern
Biotechnology Associates (SBA): anti-TCRyd (conjugated with FITC or
PE, clone TCR1, mouse IgG1) and anti-CD3 (conjugated with Pacific
blue, clone CT3, mouse IgG1). Anti-CD8 (unlabeled, clone CT8, mouse
IgG1) was obtained from SBA and labeled with a PerCPCy5.5 Conjuga-
tion Kit (Biorad) in our laboratory following the manufacturer’s in-
structions. IEL were additionally stained with anti-CD45 (unlabeled,
clone 16-6, mouse IgG2a) (Viertlboeck and Gobel, 2007) and
goat-anti-mouse IgG2a-FITC (SBA) as a secondary antibody. The mea-
surements were conducted using a FACS Canto II (BD) and
Fluorescence-activated cell sorting was performed on a FACSAria III
instrument (BD) with an 80 pm nozzle. The purity of the sort-purified
cells was higher than 96%. FlowJo v10.9.0 Software (Becton, Dick-
inson and Company, 2023) was utilized for data analysis. The gating
strategy and an overview of all staining reagents is provided in the
supplementary material (Supplementary Fig. 1, Supplementary
Table 1).

2.4. RNA isolation, cDNA synthesis and semi-nested PCRs

The samples were prepared for Next-Generation Sequencing (NGS),
performed by Eurofins Genomics (Ebersberg), as described before
(Mamedov et al., 2013; Migalska et al., 2018; Linti et al., 2024). Briefly,
total RNA was extracted from sort-purified cells (Relia Prep Cell RNA
Cell Miniprep System, Promega) using 4.5 x 10 of each TCR178D2" and
TCR1*8D27 cells and 5 x 10° of TCR1'8D2" cells. Quantity and quality
of the isolated RNA were checked using a Bioanalyzer 2100 Expert and a
NanoDrop ND-1000. Only samples with RIN values above 7.7 and
260/280 and 260/230 ratios greater than 1.99 were used. cDNA was
synthesized with a SMARTScribe Reverse Transcriptase (Takara) using
50 ng RNA, reverse primers specific for gamma and delta C-regions and a
Template Switch Oligonucleotide containing a Unique Molecular Iden-
tifier (UMI) (Linti et al., 2024). y& TCR were further amplified in two
semi-nested PCR using the Advantage2 Polymerase from Takara and
gene-specific reverse primers (Linti et al., 2024). Amplicons were
sequenced by Illumina sequencing at 2 x 300 bp and a read depth of
30817-73557 reads per amplicon.

2.5. Bioinformatic analysis

Bioinformatic analysis was performed as previously described (Friih
et al., 2024). FASTQ files were received from Eurofins. Quality control
was performed with FastQC 0.12.0 (Andrew, 2010) and the alignment
and gene annotation with MiXCR 4.2.0 (Bolotin et al., 2015). Finally, the
graphical representations were generated in R v4.3.3 with Immunarch
0.9.1 (Nazarov et al., 2023).

2.6. Stable transfection

To establish a stable HEK293 cell line expressing chicken CD3 and a
specific chicken TCR, the pSBbi-GP vector (Kowarz et al., 2015) was
used. In a first step the EGFP gene in the vector was exchanged with the
chicken CD3y/8 (NCBI accession number: M59925), CD3e (NCBI
accession number: Y08918) and CD3{ (NCBI accession number:
AJ002317) genes separated by 2a ribosome skipping elements. Next a
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synthetic gene containing Vy3-8, Jy3 and V&81-2, D52, J51 (Geneart) was
introduced into the cloning site of the vector under the control of an
EFla promotor. Following sequencing of the entire plasmid to check
sequence integrity, it was transfected into HEK293 cells using Meta-
fectene Pro (Biontex). After 24 h of incubation at 37 °C with 5% CO», the
transfected cells were selected with Puromycin at a concentration of 1
mg/ml. To confirm successful transfection, flow cytometry analysis with
the CT3 mAb was performed. A graphical representation of the plasmid
was created in SnapGene 5.2.4 (GSL Biotech LLC, Dotmatics) (Supple-
mentary Fig. 2).

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using R software (v4.4.1). A
negative binomial generalized linear model (GLM) was fitted, with
counts of T cell receptor sequences as the response variable and the cell
population as predictor. This analysis was performed using the glm.nb()
function from the MASS package (v7.3-61) (Venables and Ripley, 2002).
For post-hoc pairwise comparisons among levels of the predictors, the
emmeans package (v1.10.3) was employed, applying Tukey adjustment
for multiple comparisons (Lenth et al., 2024). Values with p < 0.05 were
considered statistically significant. To assess the linear relationship be-
tween 8D2 mAb and either TCR1 or CD3 mAb the Pearson correlation
coefficients were calculated with Microsoft Excel.

3. Results and discussion

Our goal was to develop new markers against yd T cell surface an-
tigens that could be used to further characterize y5 T cells in chickens.
We initially produced new mAb by creating hybridomas from mice that
were immunized with in vitro expanded and highly activated y5 T cells.
From this experiment we obtained several interesting candidate mAb
that stained y8 T cells by flow cytometry surface staining.

3.1. The staining pattern of the 8D2 mAb reveals specificity for the y§
TCR

We tested these mAb initially on the y8 T cell line D4. The TCR
surface expression on this cell line varied over time in cell culture as
determined by staining with anti-TCRyS clone TCR1. This phenomenon
is known from retrovirally transformed cells and is due to genomic
instability. Interestingly, when staining of the new candidate mAb clone
8D2 was compared with that of TCR1, we observed that the frequencies
of positive cells at different time points were very similar between both
mADb. At 14 days 58.8% of the cells were TCR1", while 58.6% of the cells
were 8D27. After 21 days in culture the amount of the positive cells for
both mAb was about 47% (Fig. 1). Double staining of the cell line with
TCR1 and 8D2 mAb showed that the same cells were positive for both
mAb (Supplementary Fig. 3).

To determine whether 8D2 staining also mirrored TCR1 staining in
primary cells, we stained leukocytes isolated from spleen, blood and
intestine with 8D2 and TCR1 in combination with additional vy T cell
markers anti-CD3 clone CT3 and anti-CD8 clone CT8 mAb (Fig. 2,
Supplementary Fig. 4). Surprisingly, in contrast to the staining of D4
cells, the staining pattern of 8D2 was distinct from that of TCR1 on
primary cells. While 8D2 predominantly stained TCR1" y8 T cells, it only
bound to a fraction of CD3™ TCR1" y8 T cells. Overall, only few 8D2"
cells were not bound by TCR1 (Fig. 2, left panel). The frequency of 8D2™
cells was highest in the spleen when compared to PBL and IEL, as was the
percentage of 8D2CD8" double positive cells. Only a small percentage
of PBL and IEL expressed 8D2 with variable CD8 co-expression (Fig. 2,
right panel).

Since y8 T cell frequencies generally vary significantly between in-
dividual chickens, we next determined whether the observed pattern
was consistent across animals. Splenocytes, PBL and IEL from four
different individual chickens were stained with a combination of TCR1
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Fig. 1. Flow cytometry analysis of the y5 T cell line D4 reveals comparable reactivity with the 8D2 and TCR1 mAb.

Flow cytometry analysis of the y3 T cell line D4 stained with TCR1 (upper panel

) and 8D2 mAb (lower panel) after 14 (left panel; d14) and 21 days (right panel; d21)

in culture. Live single cells are shown with the percentage of cells indicated. Representative staining of n = 3 replicates.

and 8D2 mADb (Fig. 3). As expected, y5 T cell frequencies, as determined
by TCR1 binding in these tissues, varied between 10% (animal 3, blood;
Fig. 3) and 50% (animal 4, IEL; Fig. 3) of single live cells in splenocytes
and PBL, and of CD45™ single live cells in IEL. The frequency of 8D2*
cells was consistently lower and ranged from ~2-3% (all animals, blood;
Fig. 3) to 38% (animal 4, IEL; Fig. 3). The expression of the 8D2 epitope
and the yd TCR was positively correlated in all tissues where animals
that had higher frequencies of TCR1" v5 T cells generally also exhibited
increased frequencies of 8D2" cells, and vice versa (Fig. 3).

Together, these data indicated that both the TCR1 and 8D2 mAb may
react with a cell surface molecule on the D4 cells that is either identical
or co-regulated. Double staining of this Vy3-type TCR cell line suggested
that both mAb did not react with identical epitopes since no blocking
effects could be observed (Supplementary Fig. 3). Overall, 8D2 only
identified a subset of y T cells in splenocytes, PBL and IEL. Our analysis
also showed that the frequency of 8D2" cells varied between individual
chickens, as did the frequency of TCR1™" cells, which is also influenced
by age and sex of the animals. While the frequency of positive cells was
variable between chickens in all organs, the two markers were positively
correlated. Together, these data indicated that the 8D2 mAb is specific

for a y8 T cell subset.

We also detected some 8D2*TCR1" cells in all tissues. These cells
were classified as TCR1-negative by gates set using the negative control
staining (Supplementary Fig. 4). However, their fluorescent intensity
was close to the threshold set by the gate, suggesting that they were
poorly stained by the TCR1 mAb but should be considered y5 TCR" cells.
These results indicate that staining of tissues with the TCR1-PE labeled
mAD may fail to detect all y8 T cells, highlighting a note of caution for
future staining experiments with this TCR1 mAb.

3.2. 8D2 mAb recognizes the Vy3-and V51-family

Based on the staining profile of 8D2 in combination with TCR1, we
hypothesized that the 8D2 mAb recognizes an epitope on the TCR
formed by specific TCRy or TCRS chains. To further test this hypothesis,
splenocytes from two chickens were sorted into three populations by
their TCR1 and 8D2 expression: TCR1'8D2, TCR178D2" and
TCR1'8D2™. Each of these sorted subsets was analyzed for their V(D)J
gene expression by TCR profiling using a recently established protocol
(Friih et al., 2024).
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The DJ gene usage was similar across all three populations. The most J81 comprising ~82% of the whole J§ repertoire in all samples (Sup-
prevalent J gene in all six samples was Jy3 comprising roughly 60% of plementary Fig. 5B). The most frequent D5 gene was D82 which was
the whole Jy repertoire (Supplementary Fig. 5A). The Jy2 gene was expressed in about 90% of D§ repertoire across all six samples (Sup-
expressed in the remaining ~40%, while Jyl was rarely expressed plementary Fig. 5C).

(Supplementary Fig. 5A). In delta chains the most prevalent J gene was Strikingly, however, V gene usage was strongly biased in 8D2" cells.
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While Vy- and V&-expression was comparable in TCR178D2% and
TCR1°8D2" cells, the pattern differed significantly from the V gene
distribution in TCR178D2" cells (Fig. 4). In TCR178D2" cells the four Vy-
families (Vyl, Vy2, Vy3 and Vy4) were represented at varying fre-
quencies (Fig. 4) that are consistent with previous TCRy expression data
from the spleen (Friih et al., 2024). In this population, TRGV2-26 and
the TRGV3-6 were most frequently used (Fig. 5A, Supplementary
Fig. 6A). In TCR118D2" cells, however, expression of Vy1, Vy2 and Vy4
family members was strongly reduced, and most V genes belonged to the
Vy3-family (Fig. 4), with TRGV3-5 being predominant (Fig. 5A, Sup-
plementary Fig. 6B). Likewise, in TCR1'8D2" cells the TCRy repertoire

was almost exclusively comprised of Vy3-family members (Figs. 4 and
5A, Supplementary Fig. 6C), with TRGV3-5 and TRGV3-8 being among
the most frequent genes (Fig. 5A, Supplementary Fig. 6C). A similar bias
was observed in the expression of V5 genes in both TCR1'8D2" and
TCR178D2" cells, where TRDV1-2 was most frequently used (Fig. 5B,
Supplementary Figs. 7B and 7C). This gene was also present in
TCR178D2" cells but less frequently. TRDV1-17 was frequently
expressed in TCR178D2 cells, but not in 8D27 cells (Fig. 5B, Supple-
mentary Fig. 7A).

Similar to the individual bias in the prevalence of Vy/V$ and Jy/J3,
specific combinations of V and J genes were also preferentially used in
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8D2" vs. 8D2" cells (Fig. 5). TCR1'8D2" and TCR1"8D2" cells were
remarkably similar, with the most prevalent combinations being
TRGV3-5, TRGV3-8 and TRGV3-10, each paired with TRGJ3 (Fig. 5A).
In TCR178D2" cells, the combination of TRGV3-6 with TRGJ3 also
occurred frequently. This VJ pairing was also found in TCR178D2’ cells,
however, the most prevalent combination in these cells was TRGV2-26
with TRGJ3, a combination which was rare in 8D2™ cells (Fig. 5A).

Similar to the y chain, the pairing of V5 and J5 genes in TCR1°8D2™"
and TCR178D2"cells was comparable. In both populations, the
following combinations were most frequently used: TRDV1-2, TRDV1-5,
TRDV1-9 and TRDV1-25, each preferentially paired with TRDJ1
(Fig. 5B). TRDV1-2 — TRDJ1 was most prevalent, but this pairing was
also frequently found in the TCR178D2" cells along with the following
combinations: TRDV1-17 with TRDJ1 and TRDV1-25 with the TRDJ1
(Fig. 5B).

There have been only a few previous reports about the y§ TCR
repertoire expressed in chickens (Dixon et al., 2021; Zhang et al., 2021;
Frith et al., 2024; Linti et al., 2024). Zhang et al. examined the repertoire
in the thymus and discovered that multiple genes from different families
are preferentially expressed, with members of the Vy3 subgroup domi-
nating (Zhang et al., 2021). Dixon et al. described the TRGV3 family as
the dominant family in all tissues tested, identifying TRGV3.3 as the
most frequent gene, comprising 30-40% of the entire TCR gamma
repertoire (Dixon et al., 2021). In our study we identified several
frequently occurring genes in TCR118D2™ cells, rather than a single
prominent gene. Dixon et al. and Zhang et al. used different chicken lines
and protocols for TCR analysis, and another nomenclature, which may
explain the differences highlighted here.

The results from previous work from our laboratory by Friih et al.
and Linti et al., using the same chicken genome sequences, however,



PUBLIKATION

37

V.E.M. Drexel et al.

A
TRGJ3
TRGJ2
TRGJ1

A2 TCR1* 8D2"

TRGJ3
TRGJ2
TRGJ1

A1TCR1* 8D2*

TRGJ3
TRGJ2
TRGJ1

A2 TCR1* 8D2*

TRGJ3
TRGJ2
TRGJ1

A1 TCR1 8D2*

TRGJ3
TRGJ2
TRGJ1

TRGJ2
TRGJ1

6

TRGV1-1
TRGV1-2
TRGV1-3
TRGV1-4
TRGV1-5
TRGV1-6
TRGV2-6
TRGV2-13
TRGV2-1
TRGV2-18
TRGV2-21
TRGV2-22
TRGV2-23
TRGV2-25

TRDJ2
TRDJ1

A2 TCR1* 8D2"

TRDJ2
TRDJ1

A1TCR1* 8D2*

TRDJ2
TRDJ1

A2 TCR1* 8D2*

TRDJ2
TRDJ1

A1TCR1 8D2*

TRDJ2
TRDJ1

A2 TCR1" 8D2*

TRDJ2

-1
-1
-3
4
5
s
-8
-9
-1

1
1
1
1
1
1
1
1

TRAV
TRDV
TRDV
TRDV1-
TRDV
TRDV1-7
TRDV
TRDV

TRAV1-43
TRAV1-48
TRAV2-1
TRAV2-3
TRAV2-22
TRAV2-23
TRDV

A1TCR1* 8D2"

L 2

A2 TCR1 8D2*

TRGV2-26

A1 TCR1* 8D2"

Developmental and Comparative Immunology 161 (2024) 105250

@

UMF
0.05
0.10
0.15
0.20

3-4
TRGV4-2
TRGV4-6

TRGV2-27
TRGV3-1
TRGV3-2
TRGV!
TRGV3-6
TRGV3-7
TRGV

TRGV3-10

-24

-25

-40

-41

2-1

]
TRDV4-6

3

TRDV
TRDV
TRDV
TRDV
TRDV
TRDV3-
TRDV5-1
TRDVS-2

Fig. 5. Analysis of the most common TCRy and TCRS V-J gene combinations in sorted y& T cell subsets.

Splenocytes from two animals (A1, A2) were sorted according to their TCR1 and 8D2 reactivity into three distinct populations, as indicated. The bubble grid plots
show the frequency of different combinations of Vy and Jy genes (A) and V5 and J& genes (B), with J genes depicted on the y-axis and V genes on the x-axis. The color
and size of the symbols correspond to the frequency of each specific combination. The Unique Molecule Fraction (UMF) was calculated as the fraction of the unique
molecule count of a single clonotype relative to the total sum of unique molecule counts within the sample. (For interpretation of the references to color in this figure

legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

were overall consistent with the data presented in this study (Friih et al.,
2024; Linti et al., 2024). In all studies a bias towards TRGJ3 and TRDJ1
was observed. In addition, TRGV2-26, TRGV3-5 and TRGV3-6 were the
most prevalent genes reported in these two studies. Likewise, in this
study TRGV2-26 and TRGV3-6 were by far the most frequently used
genes in TCR178D2" cells. In TCR1'8D2" cells, TRGV3-5 was the most
common Vy gene together with TRGV3-8, that also occurred at varying
frequencies in the other two studies. The two previous papers reported
different V3 genes as most prevalent. Linti et al. identified TRDV1-2 as

the most prevalent, while Friih et al. reported TRDV1-25 as the most
common V3 gene. Both, TRDV1-2 and TRDV1-25 were among the most
frequent V genes in the TCR1"8D2 cells in our study.

In summary, 8D2" cells primarily, though not exclusively, expressed
genes of the Vy3-family and were enriched for particular V5 genes, while
TCR with Vyl-, Vy2- and Vy4-family genes were poorly bound by 8D2.
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3.3. 8D2 mAb recognizes a Vy3 cell line, but no Vy1 and Vy2 cell lines

To confirm that 8D2 specifically binds the chicken yd TCR bearing a
Vy3 gene, we established a stable cell line expressing a TCR comprised of
TRGV3-8, TRGJ3, TRDV1-2 and TRDJ1 (Fig. 6A), since these combi-
nations were noticeably more prevalent in the TCR1'8D2" cells
compared to the other two populations (Fig. 5). For this purpose, a
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Fig. 6. 8D2 reacts with a stable cell line expressing a Vy3 TCR.

(A) Schematic representation of the selected y and & chains used for trans-
fection. (B) Flow cytometry staining of Vy3-expressing HEK293 cells using 8D2
in combination with either CT3 (upper panel) or TCR1 (lower panel). Live
single cells are shown with the percentage of positive cells indicated. One
representative experiment of n = 3 replicates is shown. Blue = stained sample,
grey = unstained control. (For interpretation of the references to color in this
figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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plasmid was constructed that expresses all elements needed for surface
expression of the TCR/CD3 complex, namely the CD3y5, CD3e and CD3(
genes, each separated by ribosomal skipping 2a elements. The TCRy and
TCRS genes were expressed under a second promotor (Supplementary
Fig. 2). Stable clones after selection were analyzed for their CD3
expression and one cell line was further propagated.

Double staining with 8D2 and either CT3 or TCR1 was performed on
this cell line (Fig. 6B). All CT3" and TCR1™" cells were also positive for
8D2. The mean correlation coefficient was 0,78 for 8D2 with TCR1 and
0,86 for 8D2 with CT3 (n = 2). Thus, the expression of 8D2 and either
TCR1 or CT3 were strongly correlated on this cell line, confirming the
trend observed on splenocytes, PBL and IEL (Fig. 3).

We also stained cell lines expressing a Vy1 or Vy2 family member y8
TCR previously generated in our laboratory (Fenzl et al., 2017) with 8D2
and TCR1. Approximately 26-28% of the cells reacted with the TCR1
mAD, whereas they barely reacted with the 8D2 mAb (Fig. 7). However,
nearly 100% of the Vy3 cell line were TCR1" and 8D2" (Fig. 7).

These results indicated that the chicken 8D2 mAbD specifically reac-
ted with y8 T cells utilizing Vy3 family members. Specific y6 T cell
markers also exist for humans (e.g. clone 5A6.E9) and mice (e.g. clone
UC7-13D5), which are utilized in many studies (Peterman et al., 1993;
Dutta et al., 2017). Furthermore, several Vy and V8 TCR-specific mAb
are available for humans (Jitsukawa et al., 1987; Miossec et al., 1990;
Moretta et al, 1991), including Vy9-specific (e.g. clone TiyA),
Vé1-specific (e.g. clone A13) and V82-specific (e.g. clone anti-TiVd2)
mAb. Please note that human Vy9 is also referred to as human Vy2 in
another nomenclature. Unfortunately, mAb for specific Vy and V& TCR
have not been available for chickens until now. However, this study
identifies the first Vy3 TCR-specific mAb.

This novel mAb was also evaluated in techniques beyond flow
cytometry surface staining. Preliminary data indicated that the antibody
can be used in immunohistochemistry and in intracellular stainings. 8D2
can therefore be used in combination with mAb against intracellular
antigens, as fixation and permeabilization of splenocytes did not alter
the preceding surface staining. Additionally, the mAb also stained
intracellularly after fixation and permeabilization. Whether 8D2 can be
used for Western blots or fluorescence microscopy has not yet been
investigated.

In conclusion, here we describe a novel mAb 8D2 that specifically
stains a yd T cell subset expressing Vy3 family TCR. Some of these cells
may be poorly detected by the TCR1 mAb. This mAb could be instru-
mental in further delineating yd T cell subsets across various organs and
in characterizing the dynamics of these subsets during infections.
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5. SUPPLEMENTARY MATERIAL

Die erganzenden Unterlagen zu der Publikation ,Characterization of a novel chicken y&
TCR-specific marker”, die 2024 in dem Journal ,Developmental and Comparative
Immunology” veroffentlicht wurden (DOI:  10.1016/j.dci.2024.105250), sind auf den

folgenden Seiten zu finden.
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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
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Suppl. Fig. 2: Map of the plasmid used to express the chicken y& TCR complex.

The plasmid included the whole TCR/CD3 complex, with the specific TCR under the control of
an EFla Promotor, and an ampicillin and puromycin resistance.
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Supplementary Figure 3
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Suppl. Fig. 3: Double staining of the y6 T cell line D4 with mAb TCR1 and 8D2.

Flow cytometry staining of the y& 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
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Suppl. Fig. 4: Negative controls for flow cytometry analysis.

Negative controls for the flow cytometry stainings of primary chicken cells with anti-TCRy&
(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.
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Suppl. Fig. 5: Gene frequencies of Jy, J6 and D6 genes expressed in y6 T cell subsets of two
chickens (A1, A2).

(A) Frequencies of the different Jy genes expressed in sorted TCR1*8D2, TCR1*8D2* and TCR1"
8D2* cells. (B) Frequencies of the different J& genes expressed in sorted TCR1*8D2°, TCR1*8D2*
and TCR18D2* cells. (C) Frequencies of the different D& genes expressed in sorted
TCR1*8D2°, TCR1*8D2* and TCR1°8D2* cells. NA = no D gene detected.
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Suppl. Fig. 6: Frequencies of Vy genes expressed in sorted y6 T cell subsets from two chickens
(A1, A2).

Frequencies of the different Vy genes expressed in (A) TCR1*8D2" cells, (B) TCR1*8D2* cells and
(C) TCR1-8D2* cells.
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Frequencies of the different V& genes expressed in (A) TCR1*8D2 cells, (B) TCR1*8D2* cells

Suppl. Fig. 7: Frequencies of V& genes expressed in sorted y& T cell subsets from two chickens
and (C) TCR1-8D2* cells.

(A1, A2).
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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
chTCRy6 TCR1 unlabeled SBA 0230-01 1:200
chTCRyd TCR1 FITC SBA 8230-02 1:200
chTCRyd TCR1 PE SBA 8230-09 1:200
chCD3 CT3 Pacific blue SBA 8200-26 1:100
chCD8 CT8 PerCP-Cy5.5 SBA 8220-01 1:1000
(self labeled)

chCD45 16-6 unlabeled selfmade 1:400
mslgG1l gt-anti-mslgG1 APC SBA 1070-11 1:500
mslgG2a gt-anti-mslgG2a FITC SBA 1080-02 1:400
Normal mouse Jackson JIM-015-000-120 | 1:20

serum
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6. DISKUSSION

Hiihner y6-T-Zellen wurden bereits im Jahre 1988 erstmals von Sowder et al. beschrieben (7).
In den letzten Jahrzehnten beschaftigte sich die Forschung allerdings mehr mit af-T-Zellen.
Ein Grund dafiir ist, dass Mensch, Maus und Ratte hauptsachlich diese Art von T-Zellen
aufweisen und zu den Spezies gehoren, die nur eine geringe Anzahl an y6-T-Zellen besitzen (5,
6). Hihner (7) zdhlen jedoch zusammen mit Ziegen (125), Rindern, Schafen (126, 127),
Schweinen (128) und auch Kaninchen (129) zu den Spezies mit einer hohen Frequenz an
y6-T-Zellen. Eine hohe yb-T-Zell-Frequenz ist definiert als eine y&-T-Zell-Anzahl von (iber 10%
im peripheren Blut. Bei Hihnern kénnen y&-T-Zellen sogar bis zu 50% der Lymphozyten im
peripheren Blut ausmachen (8). Trotzdem ist bisher nur wenig liber die Funktion dieser Zellen
und auch lber die Verteilung der verschiedenen Subpopulationen von y&-T-Zellen in diesen
Tieren bekannt. Dies liegt unter anderem daran, dass derzeit nur ein einziger
hihnerspezifischer y6-T-Zell-Marker (Klon TCR1) vorhanden ist (11). Dieser mAk scheint alle
vy6-T-Zellen zu erkennen. Bisher gab es allerdings noch keine mAk, die spezifisch fur
verschiedene yb6-T-Zell-Untergruppen sind, mit deren Hilfe man diese in den diversen Organen

besser charakterisieren und deren Verdanderungen wahrend Infektionen untersuchen koénnte.

In unserem Labor wurden im Vorfeld Hybridome hergestellt, die neue yb-T-Zell-spezifische
mAk produzieren sollten (225), und zunichst nur die Uberstidnde gescreent. Von einem sehr
interessanten mAk, Klon 8D2, wurde anschlieRend der Uberstand aufgereinigt und dieser mAk

charakterisiert.

Der neue Klon 8D2 und der schon lange etablierte y6-T-Zell-Marker TCR1 wurden zunachst in
Einzelfarbungen auf der y6-T-Zelllinie D4 getestet (Drexel et al., Figure 1) (226). Diese Zelllinie
ist eine Vy3-Zelllinie, die in unserem Labor in Anlehnung an die Beschreibung von Marmor et
al. (227) durch retrovirale Transformation von in vitro kultivierten y&-T-Zellen generiert
wurde. Es ist bekannt, dass einige Oberflachenmolekiile einer solchen Zelllinie liber langere
Zeit aufgrund von genomischer Instabilitat in vitro verloren gehen kénnen. So wurde auch bei
dieser Zelllinie beobachtet, dass die Expression des y56-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 daflir, dass entweder die beiden Epitope
gemeinsam reguliert werden, oder die beiden mAk an dasselbe Epitop binden. Nachdem
jedoch keine Blockierungseffekte bei Doppelfarbungen 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 y&-TCR erkennt, jedoch an einer anderen Stelle. An welches

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

Wahrend 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 priméaren 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 y56-T-Zellen erfasst.

In Milzleukozyten und IEL des lleums wurden einige 8D2-positive Zellen nachgewiesen,
wahrend 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 lleums
CD8, wahrend in PBL nur eine geringe Anzahl an CD8 und 8D2 doppelt positiven Zellen
existierte. CD8 exprimierende y&-T-Zellen existieren nicht nur im Huhn, diese Art von Zellen
wurde auch schon in einigen Geweben von unterschiedlichen Sdauger-Spezies beschrieben. So
exprimieren etwa 50% der y5-T-Zellen in der humanen Milz CD8 auf ihrer Oberflache; bis zu
30% dieses T-Zelltyps wurden im menschlichen Blut als CD8-positiv beschrieben (94). Auch bei
Schweinen kann man die y6-T-Zellen in CD8-positive und CD8-negative Zellen unterteilen (96).
Bei Mausen wurden zudem im intestinalen Epithel CD8-positive y6-T-Zellen nachgewiesen
(95).

Es ist bekannt, dass die Haufigkeit der y6-T-Zellen bei verschiedenen Tieren abhangig 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 y8-TCR
erkennt, jedoch ein anderes als der mAk TCR1. Es ist also davon auszugehen, dass 8D2 nur
bestimmte y6-TCR erkennt, die durch spezifische TCRy- oder TCRS-Ketten gebildet werden,

und dieser mAk somit spezifisch fiir eine bestimmte Untergruppe von y&-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 y6-TCR binden, wiirde
das bedeuten, dass der mAk TCR1 nicht alle y6-T-Zellen erkennt. Die Abgrenzungen wurden
anhand der Negativkontrolle gesetzt (Drexel et al., Supplementary Figure 4) (226), und die

Fluoreszenzintensitat der TCR1-negativen Zellen lag nahe am Schwellenwert. Daher sind wir
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Uberzeugt, dass diese Zellen dennoch als y6-TCR-positive Zellen betrachtet werden sollten. In
diesem Fall wurden die Zellen mit einem TCR1-PE-Direktkonjugat direkt angesprochen, und es
konnte sein, dass dieses einige Zellen nicht gut erkennt. Deshalb sollte man den Einsatz des
TCR1-PE-Direktkonjugats in Zukunft diesbeziglich kritisch bewerten. Eine aussagekraftigere
indirekte Farbung des y6-TCR mit TCR1 war nicht moglich, denn 8D2 musste indirekt gefarbt
werden, weil hierflr bisher noch kein verlassliches 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 unerwiinscht falschen Signalen kommen kann.

Um unsere Hypothese zu bestatigen, dass der 8D2 mAk nur mit bestimmten TCRy- oder
TCR&6-Ketten des yb-TCR reagiert, und um herauszufinden, um welche Ketten es sich hierbei
handelt, wurden im Weiteren Sort-Experimente durchgefihrt. Daflir wurden Milzzellen von
zwei Hihnern basierend auf der Expression der Epitope der beiden mAk TCR1 und 8D2 in drei
Populationen gesortet (TCR1*8D2°, TCR1*8D2* und TCR18D2*), und deren V(D)J-
Genexpression mithilfe eines kirzlich in unserem Labor entwickelten Protokolls (12)
analysiert. Um die verschiedenen y&-T-Zell-Subpopulationen zu untersuchen, wurde ein Next
Generation Sequencing (NGS) der einzelnen DNA-Proben durchgefiihrt und die FASTQ-Files

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

Es fiel auf, dass die TCR1*8D2* und TCR18D2* Zellen in jeder Hinsicht sehr ahnlich waren,
wobei sie sich beziglich der Vy-Gene deutlich von den Zellen der dritten Population
unterschieden. Wahrend die TCR1*8D2  Zellen Gene jeder der vier Vy-Familien mit
unterschiedlichen Frequenzen exprimierten, waren bei den TCR1*8D2* Zellen hauptsachlich
und bei den TCR1°8D2* Zellen nahezu ausschlieBlich Gene der Vy3-Familie prasent (Drexel et
al., Figure 4, Supplementary Figure 6) (226). Bei den 8D2-positiven Zellen waren die Gene
TRGV3-5 und TRGV3-8 am haufigsten vertreten. Auch bei den V6-Genen gab es Unterschiede.
Wahrend die 8D2-positiven Zellen hauptsachlich TRDV1-2 exprimierten, kamen bei den
TCR1*8D2" Zellen neben diesem Gen auch TRDV1-17 und TRDV1-25 relativ haufig vor (Drexel
et al., Supplementary Figure 7) (226). Bezlglich der D- und J-Gene waren sich alle sechs
Zellpopulationen sehr ahnlich. Jy3 war jeweils etwa zu 60% und Jy2 zu 40% vertreten (Drexel
et al., Supplementary Figure 5A) (226). Dominant waren in allen Zellen mit ungefahr 82% aller
J6-Gene das J61-Gen (Drexel et al., Supplementary Figure 5B) (226) und mit ungefahr 90% aller
D&-Gene das D62-Gen (Drexel et al., Supplementary Figure 5C) (226). Folgende am haufigsten
vorkommende yO&-TCR-Ketten lassen sich fiir die unterschiedlichen Zell-Populationen
zusammenfassen: Fur die TCR18D2* Zellen TRGV3-8 mit TRGJ3 und TRDV1-2 mit TRDJ1, fur
die TCR1*8D2* Zellen TRGV3-5 mit TRGJ3 und TRDV1-2 mit TRDJ1, und fiir 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 Veroffentlichungen zu TCR-Repertoire-Analysen. Mamedov et
al. etablierten 2013 ein Protokoll fiir den Menschen (187), und Migalska et al. auf diesem
Protokoll basierend fiir die Rételmaus (188). Auf Grundlage dieser beiden Publikationen
wurden zuletzt in unserem Labor Protokolle fir das Huhn beziiglich des Vorbereitens der

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

Mittlerweile gibt es erste Analysen zum y8-TCR-Repertoire des Huhns (12, 32-34). Zhang et al.
(33) beschaftigten sich basierend auf den Genomsequenzen des Red Jungle Fowl (GRCG6a)
mit dem TCRy-Repertoire im Thymus. In dieser Studie zeigten die vier untersuchten Hihner
einander dhnliche TCRy-Repertoires. Es wurden mehrere Gene aus verschiedenen Familien
haufiger exprimiert, wobei Mitglieder der Vy3-Familie mit 43,98% des gesamten
Vy-Repertoires dominierten. Gene der Vyl-Familie waren zu 28,12% und der Vy2-Familie zu
27,68% vertreten. In unserer Studie wurden in den 8D2-positiven Milzleukozyten ebenfalls
hauptsachlich Vy3-Gene exprimiert, und zwar sogar mit Uber 90% des gesamten
Vy-Repertoires. In den TCR1*8D2 Zellen machte die Vy3-Familie wie auch bei Zhang et al. (33)
im Schnitt 41% des Repertoires aus, allerdings war in unserer Studie die Vy2-Familie etwa zu
42% und die Vy1-Familie entsprechend weniger vertreten. Dixon et al. (32) untersuchten das
TCRy-Repertoire im Thymus, in der Milz und im Darm und nutzten als Referenz das Genom,
das von Liu et al. (59) veroffentlicht 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 Vy-Repertoires als das hadufigste Gen
identifiziert. In unseren Daten hingegen waren in den 8D2-positiven Zellen mehrere Gene der
Vy3-Familie haufig vertreten. Bei den TCR1*8D2" Zellen stach TRGV2-26 mit 25-31% heraus,
gefolgt von TRGV3-6 mit 15-19% des gesamten Vy-Repertoires. Im Vergleich zu unserer Arbeit
verwendeten Dixon et al. (32) und Zhang et al. (33) andere Hihnerlinien und Protokolle zur
TCR-Analyse sowie andere Hihnergenomsequenzen, was die Unterschiede zu unseren

Ergebnissen erklaren kdnnte.

Unsere Daten wurden mit den gleichen Hilhnergenomsequenzen erhoben, die auch Friih 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 yb-T-Zellen proliferieren. Die
Ergebnisse unserer Arbeit zeigen einige Ubereinstimmungen mit diesen beiden Studien: Alle
beschreiben TRGJ3 und TRDJ1 als die am haufigsten vorkommenden Jy- und J&-Gene.
Bezliglich der Vy-Gene berichteten Friih 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 haufigsten exprimierten
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Gene. In TCR1'8D2* Zellen war TRGV3-5 das haufigste Vy-Gen, zusammen mit TRGV3-8, das
auch in den anderen beiden Studien in unterschiedlichen Frequenzen auftrat. Was die
V&-Gene betrifft, treffen Friih et al. und Linti et al. verschiedene Aussagen. Wahrend Linti et
al. TRDV1-2 als das haufigste Gen bezeichneten, gaben Friih et al. TRDV1-25 als das
dominierende V6-Gen an. Diese beiden Gene nehmen auch in den drei verschiedenen
Zellpopulationen unserer Studie einen Grof3teil des V6-Repertoires ein. In den TCR1*8D2"
Zellen gehoren 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 haufigsten
exprimierte Gen. TRDV1-25 wird mit 11-16% des Repertoires ebenfalls oft genutzt. Bei den
TCR1°8D2* Zellen sind zuséatzlich noch TRDV1-5 und TRDV1-9 zu nennen, die etwa genauso
haufig verwendet werden. Die Daten stimmen also bezliglich der Vy-Gene groRBtenteils
Uberein, wahrend sich die der am haufigsten genutzten V6-Gene unterscheiden. Linti et al.
(34) zeigten aulRerdem, dass sich die hauptsachlich exprimierten V6-Gene nach Stimulation

veranderten, wobei bei jedem Tier ein anderes Gen dominierte.

Anhand der durchgefiihrten TCR-Repertoire-Analyse lasst sich folglich sagen, dass 8D2-
positive Zellen nahezu ausschlielllich Gene der Vy3-Familie exprimieren, wahrend das V6-
Repertoire nicht sehr eingeschrankt zu sein scheint. Um das zu belegen, wurde eine stabile
Vy3-Zelllinie generiert, die einen spezifischen y6-TCR exprimiert, der die in TCR1'8D2* Zellen
vorrangig genutzten Vyly- und V6D&J6-Gene enthalt (Drexel et al., Supplementary Figure 2)
(226). Hierfur wurde der pSBbi-GP-Vektor (228) verwendet. Da bekannt ist, dass der TCR nur
mithilfe von CD3 an der Oberflache einer Zelle exprimiert werden kann, wurde zunéachst das
EGFP-Gen im Vektor durch das Hihner-CD3 ersetzt. AnschlieRend wurde ein synthetisches
Gen, das Vy3-8undJy3 sowie V61-2, D62 und J61 enthalt, in die Klonierungsstelle des Vektors
eingefligt. 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 Vy3-spezifischen Zelllinie reagierten. Vergleichend wurden TCR1 und 8D2 auch auf
einer Vy1- und einer Vy2-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 Vy3-TCR exprimierenden Zelllinie (Drexel et al., Figure 6, Figure 7) (226),
wahrend er nicht an Vy1- oder Vy2-TCR exprimierende Zellen band (Drexel et al., Figure 7)
(226). Somit konnte bewiesen werden, dass dieser hithnerspezifische mAk eine Untergruppe

von y8-T-Zellen erkennt, namlich diejenigen, die eine Vy3-Kette exprimieren.

Auf dieser Vy3-spezifischen Zelllinie wurden Doppelfarbungen mit 8D2 und jeweils CT3 oder
TCR1 durchgefiihrt, um hier einen moglichen 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
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schlissigist, als bereits gezeigt werden konnte, dass 8D2 wie auch TCR1 an den y&-TCR bindet,
der nur in Kombination mit CD3 an die Oberflache der Zelle gelangen kann. Bei dieser Zelllinie
scheint es zunachst, wie auch bei den primaren Organen, TCR1-negative, aber 8D2-positive
Zellen zu geben. Allerdings liegt nahe, dass das durch die Verwendung des TCR1-FITC-
Direktkonjugats vorgetauscht wird, wie wir es bereits bei dem TCR1-PE-Direktkonjugat im
Zusammenhang mit den primaren Organen vermutet haben (vgl. Seite 51/52). Wir gehen
davon aus, dass auch hier eigentlich alle Zellen doppelt positiv sind, jedoch y5-TCR low
exprimierende Zellen weniger gut von dem TCR1-FITC-Direktkonjugat erkannt werden als
y6-TCR high exprimierende Zellen. Wie bereits erlautert, muss in Kombination mit 8D2 der
TCR1 mAk direkt gefarbt 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 kdnnen, dass die Expressionen der 8D2- und TCR1-
Epitope auf dieser Zelllinie positiv korreliert sind, was bei den primaren Zellen schon
ersichtlich war. Der Beweis, dass die falschliche Annahme, es seien nicht alle Zellen TCR1-
positiv, tatsdchlich nur dem TCR1-Direktkonjugat geschuldet war, lie sich durch eine
Einfachfarbung mit einem APC-markierten sekundaren Antikoérper erbringen. Diese indirekte
Farbung zeigte, dass nahezu alle Zellen dieser Vy3 Zelllinie TCR1-positiv sind (Drexel et al.,
Figure 7) (226). Somit lasst sich schlussfolgern, dass Farbungen mit dem TCR1-FITC-
Direktkonjugat mit Vorsicht zu beurteilen sind, da dieses eventuell nicht alle y&-T-Zellen

erkennt.

Auch bei den Vyl- und Vy2-spezifischen Zelllinien wurden die durchflusszytometrischen
Analysen mit indirekten Farbungen durchgefiihrt: Beide mAk, 8D2 und TCR1, wurden einzeln
mit dem gleichen Fluorochrom angefarbt. Hier war das moglich, weil nicht die Koexpression
der Epitope interessierte, sondern lediglich, ob die jeweiligen mAk diese Zellen erkennen. Da
beide gezeigten Zelllinien yb&-T-Zelllinien sind, wirde man erwarten, dass alle Zellen
TCR1-positiv sind, wie es bei der Vy3 Zelllinie der Fall ist. Bei den anderen beiden Zelllinien
wird der y&-TCR jedoch nur etwa auf 26-28% der Zellen exprimiert (Drexel et al., Figure 7)
(226). Dies konnte daran liegen, dass der Rezeptor trotz erfolgter Selektion nicht gut
exprimiert wird. Trotzdem genligt diese Farbung, um die Aussage zu treffen, dass 8D2 nicht

mit Vy1- oder Vy2-TCR exprimierenden Zellen reagiert, wahrend TCR1 das bekanntlich macht.

Der Klon TCR1, der fir die Erhebung dieser Daten unentbehrlich war, ist bisher der einzige
Marker fir y6-T-Zellen des Huhns. Antikorper, die die gesamte y6-T-Zell-Population erkennen,
gibt es auch flir andere Spezies; es existieren beispielsweise der Klon 5A6.E9 fiir den Menschen
(207) und der Klon UC7-13D5 fir die Maus (214). Fir Hihner gab es bisher keine Vy- oder

V6-TCR-spezifischen mAk, und somit konnten auch noch keine spezifischen Subpopulationen
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eingehend untersucht werden. Fir Mensch und Maus existieren hingegen bereits viele mAk
fiir verschiedene Subpopulationen, von denen einige in Tabelle 2 aufgelistet sind. Es wurden
unter anderen ein humaner Vy9-spezifischer mAk (Klon anti-TiyA) (210), ein V&1-spezifischer
mAk (Klon A13) und ein V62-spezifischer mAk (Klon anti-TiVd2) (208, 209) charakterisiert.
Dabei ist zu beachten, dass Vy9 von manchen Autoren auch als Vy2 bezeichnet wird, wie zum
Beispiel von Yang et al. (229). Fir die Maus wurden beispielsweise bisher ein Vy5-spezifischer
mAk (Klon 536) (215) und ein Vy6-spezifischer mAk (Klon 1C10-1F7) (216) charakterisiert. Mit
Hilfe dieser mAk konnte auch die Verteilung der jeweiligen y&-T-Zell-Untergruppen bei
Mensch und Maus bereits erforscht werden. So exprimieren humane yb6-T-Zellen in
verschiedenen Geweben eher einen V61-spezifischen TCR, wahrend Zellen im peripheren Blut
vorrangig einen V&2-spezifischen TCR exprimieren (230), meist in Kombination mit einer
Vy9-Kette (135). y6-T-Zellen in der Haut von Mausen exprimieren vor allem einen TCR mit
Vy5- und V61-Ketten (231), wahrend sich im Darmepithel eher Vy7* y6-T-Zellen befinden, und
im Epithel von Uterus, Vagina und Zunge der y6-TCR Uberwiegend Vy6- und V&1-Ketten
enthdlt (112). Fir Mensch und Maus gibt es folglich einige Antikorper fir diverse
Subpopulationen von yb-T-Zellen; die Verteilung dieser Subpopulationen konnte daher bereits
untersucht werden. Das macht erneut deutlich, dass derartige Antikorper auch fiir das Huhn
notwendig sind, um die verschiedenen y&-T-Zell-Populationen besser charakterisieren zu

kénnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit dieser Arbeit der erste Vy-spezifische mAk fiir das
Haushuhn beschrieben wird. Dieser mAk 8D2 erkennt eine Subpopulation von y6-T-Zellen, die
einen TCR mit Vy3-Genen exprimiert. Dieser mAk kann nun fir weiterfiihrende
Forschungsarbeiten genutzt werden, um beispielsweise die Verteilung dieser spezifischen
Untergruppe von y&-T-Zellen in weiteren Geweben zu untersuchen, und um bei
Infektionsversuchen eine potentielle Veranderung dieser Subpopulation wahrend Infektionen
zu erkennen. Dieser neue mAk hat sich in der Durchflusszytometrie bei Oberflachenfarbungen
bereits gut bewahrt, ob er auch bei anderen Techniken eingesetzt werden kann, muss noch
untersucht werden. Vorlaufige Daten zeigen jedoch bereits, dass er wahrscheinlich in der
Immunhistochemie sowie in Kombination mit intrazellularen Farbungen verwendet werden

kann.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Charakterisierung eines Vy3-spezifischen y6-T-Zell-Markers des Haushuhns

Nachdem Haushihner im Gegensatz zu Mensch und Maus eine hohe Frequenz an y5-T-Zellen
in verschiedenen Geweben aufweisen, geht man davon aus, dass diese Zellen eine wichtige
Rolle im Immunsystem der Hihner spielen. Allerdings sind y&-T-Zellen bisher unzureichend
charakterisiert, was unter anderem daran liegt, dass aktuell nur ein hithnerspezifischer Marker

flr diese Zellen verfuigbar ist, der Klon TCR1, der alle y6-T-Zellen erkennt.

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung neuer Marker gegen y6-T-Zell-Oberflachenantigene, die
zur weiteren Charakterisierung von diesen Zellen bei Hilhnern verwendet werden kénnen.
Hierfir wurden in unserem Labor durch die Immunisierung von Mausen mit in vitro

kultivierten y6-T-Zellen neue monoklonale Antikorper generiert (225).

Potentielle y&-T-Zell-Marker wurden zunachst mittels Durchflusszytometrie gescreent. Ein
monoklonaler Antikorper, Klon 8D2, zeigte auf der y&-T-Zelllinie D4 ein dhnliches Farbebild
wie der monoklonale Antikérper TCR1, was auf koexprimierte Antigene hindeutete. Um dies
auf primadren Zellen zu verifizieren, wurde die Expression der Epitope fiir diese beiden
monoklonalen Antikdrper auf verschiedenen primaren Zellen analysiert. Zellsuspensionen von
Milzleukozyten, peripheren Blutlymphozyten und intraepithelialen Lymphozyten aus dem
Illeum von vier Tieren verschiedenen Alters und Geschlechts wurden hierfiir 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 lleums gefunden. In
peripheren Blutlymphozyten waren sie in geringerer Frequenz vertreten. In allen drei Zellarten
war auffallig, dass der monoklonale Antikérper 8D2 nur einen Teil der TCR1-positiven Zellen
erkennt, und dass die Expressionen des 8D2-Epitops und der y&-TCR positiv korreliert sind.
Tiere mit einer hoheren Frequenz von TCR1-positiven Zellen wiesen auch eine erhdhte

Frequenz von 8D2-positiven Zellen auf und umgekehrt.

Um die Vermutung zu bestatigen, dass 8D2 ein Epitop am TCR erkennt, das durch spezifische
TCRy- oder TCR6-Ketten gebildet wird, wurden Milzzellen von zwei Hiihnern anhand ihrer
TCR1- und 8D2-Expression in drei Populationen gesortet: TCR1*8D2°, TCR1*8D2* und
TCR18D2*. Die Subpopulationen wurden dann auf V(D)J-Genexpression mittels TCR-

Repertoire-Analysen unter Verwendung eines kirzlich in unserem Labor etablierten Protokolls



ZUSAMMENFASSUNG 62

analysiert (12). Wéahrend die Vy-Gene der 8D2-negativen Zellen eher variabel waren,
exprimierten 8D2-positive Zellen bevorzugt Gene der Vy3-Familie. Der y6-TCR in 8D2*TCR1"
Zellen war am haufigsten zusammengesetzt aus den Vyly-Genen TRGV3-8 und TRGJ3, sowie
aus den V6D&J6-Genen TRDV1-2, TRDD2 und TRDJ1.

AbschlieBend wurde eine Vy3 y&8-TCR exprimierende Zelllinie generiert, indem Hiihner-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 flir 8D2, wahrend Vy1- oder Vy2-TCR (177) exprimierende HEK293-Zellen nicht mit dem

monoklonalen Antikérper 8D2 reagierten.

Aus diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass der monoklonale Antikorper 8D2 der erste
spezifische Hiihnerantikorper fiir Vy3 y&-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 Vy3-specific yé T cell marker

Chickens exhibit a high frequency of y6 T cells across various tissues, while humans and mice
belong to the species with only few y& T cells in the peripheral blood. Due to their high
prevalence, it is generally assumed that chicken y& T cells play a crucial role in immune
responses. However, y& 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 y& T cells.

The aim of this study was to establish new markers against y& 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 yo 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
v6 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 TCRy
or TCR& 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 Vy genes in 8D2 cells were more diverse, 8D2* cells
predominantly expressed Vy3 genes. y6 TCR in 8D2* cells most frequently comprised Vyly
genes TRGV3-8 and TRGJ3, as well as V6D&J6 genes TRDV1-2, TRDD2, and TRDJ1.

Finally, a Vy3 yb TCR-expressing cell line was generated to confirm binding of 8D2 to this
specific y& 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 Vy1 or Vy2 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 Vy3 y6 TCR. This marker can now be used to

further characterize this subpopulation.
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