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Abkurzungen

Abkirzungen

APC: antigen presenting cells (antigenprasentierende Zellen)
DC: dendritic cells (dendritische Zellen)

FACS: fluorescence-activated cell sorter (Durchflusszytometer)
LEW:  Lewis Ratte

LNC: lymph node cells (Lymphknotenzellen)

MHC:  major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)
PBS: phosphate buffered saline

pLNC: popliteale lymph node cells (popliteale Lymphknotenzellen)
TCR: T-cell receptor (T-Zell-Rezeptor)

WEF: Wistar-Furth Ratte
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1 Einleitung

Die klinische Organtransplantation hat sich weltweit zu einem erfolgreichen
Therapieverfahren fir irreversibel geschadigte Organe entwickelt (Hariharan S
et al., 2000). Zu der beeindruckenden chirurgischen Leistung, die Organtrans-
plantation auf h6chstem technischen Stand routinemaBig in zahlreichen Zentren
durchzuflhren, und den Fortschritten in der Organkonservierung sowie Gewe-
betypisierung, fuhrte ohne Zweifel der Einsatz von Immunsuppressiva im We-
sentlichen zum Erfolg der Transplantationsmedizin.

Die Schwéachung des Immunsystems mit Immunsuppressiva ist notwendig, um
die lebenswichtige Transplantatfunktion zu erhalten. Solche Substanzen sind in
der Lage, die durch das Transplantat ausgeléste Immunantwort, die auch unter
der Bezeichnung TransplantatabstoBung bekannt ist, effektiv zu hemmen. In
den letzten 40 Jahren sind zahlreiche Immunsuppressiva erfolgreich in die Kili-
nik eingefihrt worden. Als Mono- oder Kombinationstherapie haben sie die Er-
gebnisse zur Transplantat-Kurzzeitfunktion erheblich gesteigert. So liegt das
aktuelle 1-Jahres-Transplantatiberleben fir Niere, Herz, Leber, Lunge und
Pankreas in den meisten Transplantationszentren zwischen 80 und 90% (Den-
ton MD et al., 1999).

Doch die von diesen Immunsuppressiva ausgehenden Risiken sind fur den Pa-
tienten nicht unerheblich: Die Anfélligkeit gegenlber Infektionen und das Risiko
der Tumorentstehung ist bei immunsupprimierten Patienten im Vergleich zur
Bevdlkerung statistisch signifikant erhéht (Fishman JA und Rubin RH, 1998;
Rubin RH, 1998; Tolkoff-Rubin NE, Rubin RH, 1998). Auch Daten von Eu-
rotransplant, der gemeinnttzigen Organisation zum Austausch von Spenderor-
ganen auf europaischer Ebene, belegen, dass schwerwiegende Infektionen die
Haupttodesursache bei Organempféangern darstellen (www.eurotransplant.nl).
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Zu der gegenwartigen klinischen Strategie, die Nebenwirkungen der Immun-
suppression ohne Minderung ihrer Wirksamkeit zu mildern” (Ratcliffe PJ et al.,
1996), z.B. durch Absetzen oder "Ausschleichen" der Kortikosteroide (Woodle
ES et al., 2005), besteht ein wissenschaftliches Hauptziel unverandert weiter,
namlich die im Tiermodell erfolgreichen antigenspezifischen Konzepte so zu
optimieren, dass sie auch in der Klinik angewendet werden kénnen (Shakhar G
et al., 2005). Auch wenn die fortschreitende AbstoBung ein multizellullares Ge-
schehen darstellt, so kommt doch den alloreaktiven CD4+ T-Lymphozyten eine
besondere Bedeutung bei der Initierung der AbstoBung zu (Rogers NJ und
Lechler RI, 2001). Sie stellen damit ein wesentliches Ziel fiir antigenspezifische
Therapiekonzepte dar, um ausschlieBlich die an der TransplantatabstoBung
beteiligten immunologischen Abwehrmechanismen zu hemmen (Abb. 1.1).

(A) unter Immunsuppression (B) unter antigenspezifischer
Therapie
Tumor IJ*- Tumor <t
Infektionen Infektionen <t

4
Immunsystem
Immunsystem

Transplantat IJ*- Transplantat IJ*-

Abbildung 1.1: Darstellung der immunologischen Situation nach Organtransplantation unter (A)
Immunsuppression und (B) einer antigenspezifischen Therapie. Immunsuppressiva schitzen
zwar das Transplantat vor der AbstoBung, doch hierzu hemmen sie die lebenswichtige Immun-
abwehr. In einem nicht-immunsupprimierten Organismus schiitzt die Immunabwehr vor Infektio-
nen und Tumoren. Das Ziel einer antigenspezifischen Therapie ist es daher, nur die gegen das
Transplantat gerichtete Immunantwort zu hemmen, ohne dabei das gesamte Immunsystem zu
beeinflussen. So bleibt die lebenswichtige Immunabwehr erhalten. Ziel solcher antigenspezifi-
scher Therapien sind in erster Linie die alloreaktiven CD4+ T-Lymphozyten (s. auch Text).

* Zu diesem umfangreichen Themenkomplex gehort auch, welche Rolle die hoch wirksamen Basisimmun-
suppressiva Cyclosporin A und Tacrolimus aus der Familie der Calcineurin-Inhibitoren in neuen Therapie-
konzepten spielen werden (z.B. Wong W et al., 2005).
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Die alloreaktiven CD4+ T-Lymphozyten werden in erster Linie durch die so ge-
nannten Transplantat- oder Alloantigene aktiviert; hierunter werden vor allem
die hochpolymorphen Molekile des Haupthistokompatibilitatskomplexes ("major
histocompatibility complex" oder MHC) zusammengefasst (Bjorkman PJ et al.,
1987). Die Funktion der alloreaktiven CD4+ T-Lymphozyten besteht darin, ver-
schiedene Effektorzellen des Immunsystems wie B-Lymphozyten, zytotoxische
T-Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen zu aktivieren, die sich ihrerseits
an der als TransplantatabstoBung bezeichneten Gewebezerstérung beteiligen
(Rogers NJ und Lechler RI, 2001).

1.1 Immunologische Grundlagen der TransplantatabstoBung

Die klinische Organtransplantation stellt in aller Regel eine allogene Transplan-
tation dar. Hierunter wird die Ubertragung von Organen, Geweben oder Zellen
zwischen genetisch nicht-identischen Individuen der gleichen Spezies verstan-
den. Hiervon abzugrenzen ist die syngene und xenogene Transplantation (Otto
C und Ulrichs K, 2004). Nach allogener Transplantation stellen die fremden o-
der allogenen MHC-Molekule, und zwar sowohl Molekule der MHC-Klasse-1 und
Klasse-1l, das Hauptziel der Immunantwort dar (Rogers NJ und Lechler RI,
2001). Diese Molekiile, die sowohl auf den Zellen des Organtransplantates als
auch den "passenger leukocytes" (s. unten) zu finden sind, stellen die "starks-
ten" Antigene nach einer Transplantation dar. Da sie bei Transplantationsexpe-
rimenten entdeckt wurden, werden sie auch als Transplantationsantigene be-
zeichnet. lhre eigentliche Funktion, namlich T-Lymphozyten Antigene zu pra-
sentieren, wurde erst viel spater durch Rolf Zinkernagel und Peter Doherty be-
schrieben (Zinkernagel R und Doherty P, 1974).

Alloreaktive T-Lymphozyten Uber zwei unterschiedliche Wege aktiviert: dem
direkten und dem indirekten Weg der Alloantigenerkennung (Lechler RI und
Batchelor JR, 1982). Der wesentliche Unterschied zwischen beiden Wegen
(Abb. 1.2) ist der, dass beim direkten Weg die alloreaktiven T-Lymphozyten des
Empfangers durch so genannte "passenger leukocytes" aktiviert werden. Hier-
bei handelt es sich in erster Linie um antigenprasentierende Zellen, die mit dem
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Organtransplantat in den Empfanger Ubertragen werden, um von dort aus in die
verschiedenen lymphatischen Organe auszuwandern. Dort erkennen die allo-
reaktiven T-Lymphozyten, sowohl CD8+ als auch CD4+, des Empfangers die
allogenen MHC-Klasse-| bzw. Klasse-Il Molekile auf der Zelloberflache dieser
"passenger leukocytes" und werden hierdurch aktiviert. Dieses unter dem Beg-
riff Alloreaktivitdt bekannte Phanomen wird mit der Kreuzreaktivitat der T-
Zellrezeptoren auf alloreaktiven T-Lymphozyten erklart (Ben-Nun A et al., 1983;
Liu Z et al., 1993; Heeger PS, 2003).

(A) Direkter Weg (B) Indirekter Weg

Passenger
leukocytes

Allo-MHC- —
Klasse-II-Molekill

Prozessierung und
Spender Prasentation des
QAPC Y} Allo-MHC-Molekils

1

Allo-MHC- ——

Klasse-I-Molekill Empfanger MHC-

+—— Peptide —— ==
Il ¥_ Kiasse-II-Molekiil

-
bl L
Empfanger —— @
T-Lymphozyten

B-Lymphozyten

Zellvermittelte Zytotoxizitat Antikorpervermittelte
Zytotoxizitait

Zerstorung des Transplantats (AbstoBung)

Abbildung 1.2: Die beiden Wege zur Aktivierung alloreaktiver T-Lymphozyten des Empféngers
nach allogener Transplantation: Der direkte (A) und indirekte (B) Weg der Alloantigenerken-
nung. Der direkte Weg ist durch die Interaktion antigenprasentierender Zellen (APC) aus dem
Transplantat (Spender-APC; siehe auch Text) mit den Empfanger-T-Lymphozyten charakteri-
siert. Hierdurch werden CD8+ und CD4+ T-Lymphozyten aktiviert. Beim indirekten Weg neh-
men Empfénger-APC verschiedenste allogene Proteine auf, hierunter befinden sich auch Prote-
ine des MHC-Komplexes, und prozessieren diese in Peptide, die anschlieBend, gebunden an
Selbst-MHC-Klasse-lI-Molekilen, an die Zelloberflache transportiert und den eigenen CD4+ T-
Lymphozyten présentiert werden.
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Der indirekte Weg der Alloantigenerkennung wird durch antigenpréasentierende
Zellen des Transplantat-Empfangers vermittelt. Hierzu ist es notwendig, dass
diese Zellen verschiedenste allogene Proteine, hierunter befinden sich auch
Proteine des MHC-Komplexes, aufnehmen, diese zu Peptiden prozessieren,
um sie in Selbst-MHC-Klasse-Il Molekilen auf der Zelloberflache den eigenen
CD4+ T-Lymphozyten zu préasentieren (Auchincloss H et al., 1993; Auchincloss
H und Sultan H, 1996). Durch Zytokine steuern die aktivierten CD4+ T-
Lymphozyten weitere Effektorzellen, die ihrerseits an der Transplantatabsto-
Bung aktiv beteiligt sind (Abb. 1.2).

Der indirekte Weg lasst sich in vitro im T-Zellproliferationsassay nachweisen.
Der fUr diese Arbeit sehr wichtige Assay basiert auf folgenden Elementen: Die
durch Immunisierung induzierten antigenspezifischen CD4+ T-Lymphozyten
werden isoliert und in vitro mit syngenen dendritischen Zellen, die zuvor mit
dem gleichen Antigen beladen wurden, inkubiert. Die Restimulation der antigen-
spezifischen T-Lymphozyten wird Gber den Einbau von radioaktivem Thymidin
gemessen. Dieser Assay ist streng antigenspezifisch und beruht auf dem im-
munologischen "Gedachtnis" der T-Lymphozyten; "naive" T-Lymhozyten wer-
den in diesem Assay nicht aktiviert. Als Modellantigen wurde das allogene, im-
mundominante Peptidantigen P1 verwendet, das in Lewis-Ratten eine starke
Immunantwort induziert. Von Bedeutung ist, wie Untersuchungen der eigenen
Gruppe zeigen, dass P1-spezifische T-Lymphozyten die AbstoBung von Organ-
transplantaten, die von Wistar Furth-Ratten stammen, férdern (Sitaru AG et al.,
2002). Auch wurde in diesem Peptid der Einfluss einzelner Aminosauren unter-
sucht, in denen sich das MHC-Klasse-I Molekul von Wistar Furth und Lewis un-
terscheiden (Sitaru AG et al., 2004). Mit P1 ist es mdglich, MHC-Klasse-II-
Molekile von auBen, ohne zusatzliche Prozessierung, zu beladen.
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1.2 Experimentelle Teilziele dieser Arbeit

Die Antigenprasentation durch professionelle antigenprasentierende Zellen
stellt eine wichtige Voraussetzung dar, um eine T-Zell-spezifische Immunant-
wort auszulésen. Dies ist jedoch nicht der einzige Weg. So belegen Literaturda-
ten, dass auch aktivierte T-Lymphozyten in der Lage sind, als antigenprasentie-
rende Zellen zu agieren (Broeren CPM et al., 1995). Dieses Phanomen wird als
Autostimulation bezeichnet, wobei seine Wirkung auf die Immunantwort, ob ak-
tivierend oder inhibierend, im Detail nicht verstanden ist.

Stefan Kottenmeier zeigte in seiner Inaugural-Dissertation, dass fir die Auto-
stimulation MHC-Klasse-II-positive CD4+ T-Lymphozyten verantwortlich sind,
die durch Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 induziert wurden (Kot-
tenmeier S, 2005). Das experimentelle Konzept der vorliegenden Arbeit sollte
deshalb klaren, ob alle antigenspezifischen T-Lymphozyten zur Autostimulation
befahigt sind und welche weiteren Voraussetzungen, neben der Expression von
MHC-Klasse-II-Molekulen, hierfar erflllt sein missen. Als Referenz wurden "rei-

fe" dendritische Zellen aus der Milz eingesetzt.

Die beiden Teilziele dieser Arbeit, zu denen die entsprechenden Fragen im

nachsten Abschnitt aufgelistet sind, waren somit:

l. ldentifizierung der durch Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 induzier-
ten CD4+ T-Lymphozyten.

Il. Charakterisierung dieser Zellen hinsichtlich ihres Phanotyps, ihrer Eigen-
schaften im T-Zellproliferationsassay sowie der Expression von MHC-
Klasse-llI-Molekllen und Molekillen zur Kostimulation.
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2 Fragestellung

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung antigen-

spezifischer MHC-Klasse-ll-positiver T-Lymphozyten. Folgende Fragen sollten

dabei beantwortet werden:

1.

Die subkutane Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 flhrt zur Aktivie-
rung des Immunsystems von Lewis-Ratten. Welche Auswirkungen sind im

Detail zu beobachten?

Welche Besonderheiten zeigen die P1-spezifischen T-Lymphozyten im T-
Zellproliferationsassay?

Nach der Immunisierung mit P1 sind antigenspezifische R73P°°, Ox6P*° T-

Lymphozyten in den poplitealen Lymphknoten nachzuweisen.

a) Welche Eigenschaften weisen diese Zellen im T-Zellproliferationsassay
auf?

b) Welche molekularbiologischen Charakteristika zeigen sie?

Antigenspezifische R73°°, Ox6"*® T-Lymphozyten sind nach Immunisierung
mit dem Peptidantigen P1 in den poplitealen Lymphknoten zu finden. Worin
unterscheiden sie sich von den ebenfalls nach Immunisierung mit P1 in den

Lymphknoten entstehenden R73°°°, Ox6"°° T-Lymphozyten?
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3.1 Peptid

Das in dieser Arbeit verwendete synthetische Peptid P1 gehért zu einer Gruppe
von sieben Wistar-Furth (WF) MHC-Klasse-1 (RT1.A") Peptiden, deren Immu-
nogenitat bereits in friheren Arbeiten untersucht wurde (Sitaru et al., 2002). P1,
das von der Firma Jerini AG in Berlin mit einer Reinheit von 95% synthetisiert

wurde, induziert eine besonders starke Immunantwort in Lewis-Ratten. Die Ab-
bildung 3.1 zeigt die Position von P1 im WF-MHC-Klasse-I-Molekiil; P1 ist 19

Aminoséuren lang.

Abb. 3.1: Der extrazellulare Bereich des MHC-
Klasse-I Molekils mit der Peptidbindungstasche.
Das Antigen P1 ,entstammt” dem ersten B-Faltblatt
der a1-Domane (schwarz unterlegt).

3.2 Tiere

Verwendet wurden 8-12 Wochen alte méannliche Lewis- (LEW, RT1') und
Wistar-Furth- (WF, RT1") Ratten mit einem Gewicht von 150-250 g. Die beiden
Inzucht-Rattenstdmme wurden von den Firmen Charles River GmbH Deutsch-
land, 97633 Sulzfeld (www.criver.com), und Harlan-Winkelmann GmbH
Deutschland, 33178 Borchen (www.harlan-winkelmann.de) gezlichtet.
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3.3 Immunisierung

Zur Immunisierung wurden 12,5 ul Peptid einer 1 mg/ml-Stammlésung (lyophili-
siertes Peptid in PBS geldst und aliquotiert) mit 12,5 ul Adjuvans (TiterMax, A-
lexis GmbH, Griinberg, Deutschland) in einer Insulinspritze mit integrierter Ka-
ndle (Omnican, B. Braun Petzold GmbH, Melsungen, Deutschland) auf dem
Vortexer gemischt. Die Emulsion wurde sofort Lewis-Ratten subkutan in die
Sohlen der HinterfliBe zu gleichen Teilen injiziert. Vor jeder Immunisierung wur-
den die Tiere mit Isofluran (Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) narkoti-
siert. Sieben Tage nach Immunisierung wurden die poplitealen Lymphknoten

enthommen.

3.4 Kulturmedium und Pufferlésungen

Kulturmedium

Das Standard-Kulturmedium RPMI 1640 wurde erganzt mit (alle Angaben als
Endkonzentration): 20 mmol/L HEPES, 1 mmol/L Natrium-Pyruvat, 2 mmol/L L-
Glutamin, 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml Streptomycin, 50 umol/L 2-Mercap-
toethanol, 1% nicht-essentielle Aminosduren und 10% fetales Ké&lberserum
(CellConcepts, Umkirch, Deutschland; alle weiteren Reagenzien von Gib-
co/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

Lysepuffer (10-fach konzentriert)

Der Puffer zum Lysieren von Erythrozyten bestand aus 1,68 mmol/L Ammo-
niumchlorid, 99,88 mmol/L Kaliumhydrogencarbonat und 12,6 mmol/L EDTA.
Der 10-fach konzentrierte Puffer wurde vor Gebrauch im Verhaltnis 1:10 mit
sterilem Aqua dest. verdinnt.

PBS (Phosphate buffered saline)

PBS-Puffer mit einem pH-Wert von 7,2 enthielt 140 mmol/L Natriumchlorid, 2,7
mmol/L Kaliumchlorid, 7,2 mmol/L Natriumdihydrogenphosphatdihydrat, 1,47
mmol/L Kaliumdihydrogenphosphat.
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3.5 T-Zell-Proliferationsassay

Der T-Zell-Proliferationsassay wurde in Zellkultur-Mikroplatten mit 96 Rund-
boden-Vertiefungen (96-"well'-Rundbodenplatten) von Greiner Bio-One, Fri-
ckenhausen, Deutschland, durchgefuhrt. Popliteale Lymphknotenzellen (jeweils
10° Zellen pro Vertiefung) wurden ohne weitere Aufreinigung mit 20 Gray be-
strahlten syngenen dendritischen Zellen (10* Zellen pro Vertiefung) und 5 pg
Peptid P1 pro Vertiefung (= 33 pg/ml) in einem Endvolumen von jeweils 150 pl
inkubiert. Die Platten wurden fir 3 Tage bei 37°C und 5% CO,-Sattigung kulti-
viert. Die letzten 6 Stunden wurden die Zellen mit 0,5 pCi/Vertiefung [*H]-
Thymidin inkubiert ("gepulst"). Der [°H]-Thymidin-Einbau wurde mit einem "p-
plate"-SzintillationsmeBgerat in der Einheit "counts per minute" (cpm) bestimmt
(Institut far Virologie und Immunbiologie der Medizinischen Fakultat der Univer-
sitdt Wirzburg).

3.5.1 Isolierung von Lymphknotenzellen

Sieben Tage nach Immunisierung mit dem Peptid P1 wurden die poplitealen
Lymphknoten aus der Lewis-Ratte steril entnommen und die Lymphknoten-
zellen isoliert. Hierzu wurden die Lymphknoten durch ein Sieb ("Cell Strainer”
von Falcon, PorengréBe: 70 um, dOber die Firma Noras, Wlrzburg, bezogen)
gepresst, die Zellsuspension aufgefangen und die Zellen zweimal "gewaschen”
(d.h. sie wurden abzentrifugiert, und das Zellpellet erneut in PBS oder Kultur-
medium resuspendiert). Zum Abschluss wurde das Zellpellet mit 1 ml PBS auf-
genommen und die Zellzahl in der Neubauer-Kammer bestimmt, um sie auf
2x10’ Zellen/ml RPMI 1640 einzustellen. Zum Auszahlen wurden die Zellen mit

0,04% Trypanblau (Endkonzentration) gemischt.

3.5.2 Aufreinigung von T-Lymphozyten

In einem weiteren Schritt wurden die T-Lymphozyten aus den Lymphknotenzel-
len (Abschnitt 3.5.1) aufgereinigt. Hierzu wurde der Anteil der T-Lymphozyten

durchflusszytometrisch bestimmt. Pro 1x10° Zielzellen wurden 0,3 pg des anti-

-10 -
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TCR a/B-Antikérpers R73 (Tab. 3.1) eingesetzt. Nach 20-minltiger Inkubation
bei 4°C wurden die Zellen gewaschen und erneut auf 2x10” Zellen/ml RPMI
1640 eingestellt. Pro Zielzelle wurden 2 Dynabeads (DYNAL, Hamburg, Deut-
schland) hinzugefligt und bei 4°C fir 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wur-
den die an den Dynalbeads haftenden T-Lymphozyten mit einem Magneten von
den Ubrigen Zellen getrennt und in 200 pl Kulturmedium aufgenommen. An-
schlieBend wurden die Bindung zwischen Zellen und Dynabeads mit 5 pl DNA-
se (Stammlésung: 50 U/ul) geldst (15-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur)
und die Dynalbeads mit einem Magneten entfernt. Die so isolierten R73-
positiven T-Lymphozyten wurden gewaschen und in 1 ml Kulturmedium re-
suspendiert. Die Aufreinigung der MHC-Klasse-Il-positiven T-Lymphozyten aus
den R73-positiven T-Lymphozyten erforderte einen weiteren Selektionsschritt
mit dem anti-RT1.B-Antikérper Ox6.

3.5.3 Isolierung von dendritischen Zellen

Dendritische Zellen aus Milzen unbehandelter Lewis-Ratten wurden als anti-
genprasentierende Zellen verwendet. Hierzu wurden die Milzen aseptisch ent-
nommen, durch ein Sieb ("Cell Strainer", siehe oben) gepresst und die so ge-
wonnenen Zellen mit Kulturmedium "gewaschen" (siehe oben). Zur Lyse der
Erythrozyten wurde das Pellet mit 10 ml 10-fach verdinntem Lysepuffer re-
suspendiert und nach einer 5-minltigen Inkubation die Zellsuspension durch ein
weiteres Zellsieb filtriert, um Gewebefragmente aus der Zellsuspension zu ent-
fernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit RPMI 1640 "gewaschen" und Uber
Nacht bei einer Zelldichte von 1x10” Zellen pro Petrischale mit 15 ml Kulturme-
dium bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Die nicht-adharenten Zel-
len wurden gesammelt, auf 14,5% Metrizamid (Cedarline, Kanada, Uber Linaris,
Biologische Produkte GmbH, Wertheim, Deutschland, bezogen) Uberfihrt und
13 Minuten bei 1.823 xg und 4°C ohne Bremse zentrifugiert. Die auf dem Metri-
zamid angereicherten dendritischen Zellen wurden vorsichtig entnommen, ge-
waschen und in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. Vor ihrer Verwendung als
antigenprasentierende Zellen wurden sie mit 20 Gray eines Gammerstrahlers
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bestrahlt (Institut fir Strahlenkunde der Medizinischen Fakultat der Universitat
Wiirzburg). Mit dieser Methode erhielt pro Milz durchschnittlich 1,5x10° dendri-
tische Zellen (n=31).

3.6 Gemischte Leukozytenreaktion

In der so genannten gemischten Leukozytenreaktion ("mixed leukocyte reacti-
on" oder MLR) wurden dendritische Zellen (1x10* Zellen pro Vertiefung) aus
Milzen unbehandelter Lewis-Ratten mit Lymphknotenzellen (1x10> Zellen pro
Vertiefung), isoliert aus unbehandelten Wistar-Furth-Ratten, in einer Rundbo-
denplatte mit 96 Vertiefungen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) kultiviert. Wie
fur den T-Zellproliferationsassay beschrieben, wurden die Platten fiir 3 Tage bei
37°C und 5% CO,-Sattigung kultiviert und, zur Bestimmung der Zellproliferation,
fiir 6 Stunden mit 0,5 pCi/well [*H]-Thymidin inkubiert (Abschnitt 3.5).

3.7 Auswertung

Die aus den Proliferationsexperimenten ermittelten Werte (wenigstens finf Pa-
rallelwerte) in der Einheit "counts per minute" (cpm) wurden als Mittelwert und
Standardabweichung mit dem Microsoft-Programm "Excel" berechnet. Bei Wie-
derholungen wurden alle Einzelwerte zur Berechnung von Mittelwert und Stan-
dardabweichung herangezogen. Bei offensichtlichen Fehimessungen (wenn der
Einzelwert um mehr als 50% um den Mittelwert schwankte) wurde dieser ver-
worfen. Bei 5 Einzelwerten wurde jedoch nicht mehr als 1 Wert gestrichen, an-
sonsten wurde das Experiment nicht ausgewertet. Die Kontrollen wurden mit
Lymphknotenzellen aus P1-immunisierten Tieren angesetzt, um die Proliferati-
on in Abwesenheit vomn Peptid P1 und syngenen DC zu bestimmen (= "pLNC-
solo"). Die Ergebnisse hierzu lagen stets um 3.600 + 2.500 cpm und sind in den

Diagrammen nicht dargestellt.
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3.8 Zellstimulation mit PMA und lonomycin

Zur polyklonalen Stimulierung von T-Lymphozyten wurden 2x10° Zellen pro ml
Kulturmedium mit 500 pg/ml lonomycin (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland)
und 10 ng/ml des Phorbolesters PMA (Sigma-Adrich, Taufkirchen, Deutschland)
tber Nacht bei 37°C und 5% CO,-Sattigung inkubiert (alle Angaben als End-
konzentration). AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit Kulturmedium ge-

waschen.

3.9 Blockierungsexperimente mit dem anti-CD28-Antikérper

Fir die Blockierungsversuche wurde der unkonjugierte anti-CD28-Antikdrper
JJ319, bezogen Uber die Firma Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim-
Bettingen, Deutschland, verwendet. Jeweils 1x10° Lymphknotenzellen wurden
mit verschiedenen Antikérperkonzentrationen (10 pg/ml, 1 pg/ml und 0,1 pg/ml)
im T-Zellproliferationsassay fur 3 Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fir die
letzten 6 Stunden der Kulturvierung wurden die Zellen mit 0,5 pCi [*H]-Thymidin

pro Vertiefung versetzt ("gepulst").

3.10 Durchflusszytometrie

Fur die durchflusszytometrischen Analysen wurden 5x10° Zellen in 50 ul PBS
mit den in Tabelle 3.1 aufgeflhrten konjugierten Maus-anti-Ratte-Antikérpern
(detailierte Beschreibung dieser Antikérper bei van den Berg et al., 2001) fir 25
Minuten auf Eis inkubiert und zweimal mit 200 ul PBS gewaschen (6 Minuten,
402 xg, 20°C). Zur Messung wurden die Zellen mit 300 ul PBS aufgenommen
und der Anteil an Antikdrper-positiven Zellen im Durchflusszytometer (FACS-
can, Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg) auf der Basis von jeweils 10.000
Ereignissen ermittelt.

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Sus-

pension. Sie basiert auf der Messung von verschiedenen optischen Signalen,
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wie das von den Zellen verursachte Streulicht und das durch gebundene, Farb-
stoff-konjugierte Antikérper ausgeldste Fluoreszenzlicht. Hierzu passieren die
Zellen hintereinander einen Laserstrahl. Das Vorwartsstreulicht (engl. Forward
Light Scatter, FSC) gibt Auskunft Uber die GréBe der Zellen, wahrend das Seit-
wartsstreulicht (engl. Side Light Scatter, SSC) von der Granularitat der Zellen
abhangt. Die Mdglichkeit, mit einem Durchflusszytometer Fluoreszenzlicht zu
messen, erlaubt die Bestimmung einer Vielzahl von Merkmalen, wie z.B. der
Nachweis verschiedenster Oberflachenmolekile. Gangige, fur die Durchflusszy-
tometrie verwendetete Fluoreszenzfarbstoffe sind z.B. Fluoreszeinisothiozya-
nat, abgekirzt FITC (Grinfluoreszenz, Emissionsmaximum bei 530 nm), oder
Phycoerythrin, abgekirzt PE (Rotfluoreszenz, Emissionsmaximum bei 585 nm).
Das Streu- und Fluoreszenzlicht wird von verschiedenen Detektoren aufgefan-
gen und nach Intensitat und Farbe getrennt digital gespeichert. Fir jede einzel-
ne Zelle wird eine charakteristische Kombination 5 optischer Signale aufge-

zeichnet (FSC, SSC und bis zu 3 Fluoreszenzsignalen).

Tabelle 3.1: Die in dieser Arbeit verwendeten Priméarantikérper, ihre Spezifitdit und dem jeweili-
gen Konjugat FITC oder PE (siehe auch Text). Alle Zellproben wurden zusatzlich mittels 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD) (Becton Dickinson, Mountain View, Kalifornien, USA) auf ihre
Vitalitdt Gberprdift. Alle Antikérper wurden Uber Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim-
Bettingen, bezogen. TCR=T-cell receptor, T-Zellrezeptor *

Antikoérper Speazifitat Konjugat
Epitop Zielzellen
Ox6 RT1.B alle MHC-Klasse-Il FITC

positiven Zellen
CD8+ T-Lymphozyten

Ox8 CD8a. (in Kombination mit R73) PE

.. CD4+ T-Lymphozyten
Wa/25 Domane 1 (in Kombination mit R73) PE
OX-33 CD45RB B-Lymphozyten FITC
0OX-39 CD25 Aktivierte T-Lymphozyten FITC
R73 o/B-TCR *) a/B-T-Lymphozyten PE
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Die so gewonnenen digitalen Daten wurden mit dem frei erhéltlichen Programm
WinMDI von Joseph Trotter in der Version 2.8 (http://facs.scripps. edu/ soft-
ware.html) statistisch und graphisch ausgewertet. Mit Excel 2002 (Microsoft)
wurden die Messreihen statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt. Die
Streulichtdaten wurden in linearer und die Fluoreszenzdaten in logarithmischer
Skalierung dargestellt. Die graphische Auswertung einzelner Parameter erfolgt

in Form von Histogrammen und die von zwei Parametern in x,-y-Diagrammen.

3.11 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion ("reversed transcriptase
polymerase chain reaction” oder RT-PCR) dient der selektiven Anreicherung
bestimmter Sequenzen aus einem Gemisch verschiedener mRNA Molekiile.
Hierzu werden zuerst die mRNA-Molekiile durch das Enzym Reverse Transkrip-
tase in cDNA umgeschrieben, aus der mit einer thermostabilen DNA-Polyme-
rase, z.B. mit der Tag-Polymerase, die gewiinschten Sequenzen spezifisch
amplifiziert werden. Mit Hilfe der RT-PCR kann somit tGberprift werden, welche
Gene aktiv sind.

In einem ersten Schritt wurde Gesamt-RNA aus 1x10° Lymphknotenzellen mit 1
ml Trizol (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers extra-
hiert. Die luftgetrocknete RNA wurde in 40 yl 1 mmol/L Natriumcitratlésung
(Ambion, Texas, USA) gel6st und jeweils 5 ul fur die cDNA-Synthese mit dem
GeneAmp RNA-PCR-Kit von Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt, einge-
setzt. In einem Endvolumen von 20 pl befanden sich: 1x PCR-Puffer II (50
mmol/L KCIl, 10 mmol/L Tris-HCI, pH 8,3); 5 mmol/L MgCl,, dNTP-Ge-
misch: 1 mmol/L; RNase-Inhibitor: 1U/ul; MuLV Reverse-Transkriptase: 2,5 U;
d(T)1e Oligonukleotide: 2,5 umol/L (alle Angaben als Endkonzentrationen). Fir
die anschlieBende Polymerase-Kettenreaktion wurde jeweils 5ul cDNA in einem
Reaktionsvolumen von 50 pl eingesetzt. Die Endkonzentrationen der einzelnen
Komponenten waren: 1x PCR-Puffer II; 1,5 mmol/L MgClz; 2 U AmpliTag DNA-
Polymerase und jeweils 0,5 umol/L der entsprechenden Primer (Tab. 3.1). Die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als Positiv-
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Kontrolle ("house-keeping” Gen) verwendet. Die Amplifikate wurden in einem
2%-igen Agarosegel (Amresco Uber MoBiTec GmbH Goéttingen) separiert und
anschlieBend mit dem ImageMaster UDS (Pharmacia Biotech) begutachtet und
fotografiert. Sdmtliche Primer wurden von MWG Biotech AG, Ebersberg, syn-

thetisiert.

Tabelle 3.2: Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide ("primer”). Anga-
be der ProdukigréBe in Basenpaare oder bp, der Temperatur (Temp.) °C (="Annealing"-
Temperatur der Primer) und der Primer-Orientierung: for = forward; rev = reverse. Fir jede
Amplifizierung wurden jeweils 35 Zyklen durchgefiihrt. Folgende Primer sind publiziert: MHC-
Klasse-II Molekiile vom Haplotyp RT1 (Syha-Jedeljauser J et al. Biochim Biophys Acta 7991;
1089: 414-416), GAPDH (Kruse JJ et al., Cytokine 1999; 11: 179-185), CIITA-Promotoren
(Mannie MD et al. Cellular Immunology 2004; 230: 33-43). Die Primer fiir CD80 und CD86 wur-
den, basierend auf publizierten Sequenzen in PubMed (CD80: NM_012926; CD86:
NM_020081), mit dem Programm "Oligo Perfect™ Designer" (www.invitrogen.com) konstruiert.

GroBe

Primer Sequenz (5" —3") (bp) Temp.

GAPDH forw GGT CGG TGT GAA CGG ATT TG 319 62
rev  GTG AGC CCC AGC CTT CTC CAT

MHC-II for AGC TGT GGT TGT GCT GA 517 55
rev  CAG GAT CTG GAA GGT CCA

CD80 for TGG TGA AAC ACC TGA CCA 517 50
rev GTT TCT CTG CTT GCC TCA

CD86 for TGG GAA ACA GAG CTC TCA 518 53
rev  AGG TTG ATC GAC TCG TCA

CIITAI for GCA GAG GTT CCT GGG TCT CAC TTC AT 839 60
rev CGG GGA GAT CCA AAT AGT TCA GTG AGG T

CITA I for TGA GGC TGC CTG CTT CCC ACC TGG GCA T 620 60
rev CGG GGA GAT CCA AAT AGT TCA GTG AGG T

CITA IV for AGA GCT AGC GGC AGG GAG ACT AC 548 60

rev. CGG GGA GAT CCA AAT AGT TCA GTG AGG T
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Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Charakterisierung antigenspezi-
fischer CD4+ T-Lymphozyten. Als Antigen wurde, wie bereits in der Einleitung
beschrieben, das synthetische allogene Peptid P1 verwendet. Von den aktivier-
ten CD4+ T-Lymphozyten waren in erster Linie die Eigenschaften der MHC-
Klasse-lI-positiven T-Lymphozyten von besonderem Interesse. Dabei sollte die
Frage beantwortet werden, ob diese Zellen in der Lage sind, wie antigenprasen-
tierende Zellen P1 zu prasentieren und somit als Stimulatorzellen agieren kdn-
nen. Neben dieser Fahigkeit zur Autostimulation wurden die Zellen auch hin-
sichtlich der Expression einiger Oberflachenmolekile zur Kostimulation unter-
sucht.

4.1 Auswirkungen der Immunisierung mit dem Peptidantigen
P1 auf die regionalen Lymphknoten

Antigenspezifische CD4+ T-Lymphozyten wurden durch subkutane Injektion mit
dem immundominanten Peptidantigen P1 in Lewis-Ratten induziert (s. auch
Einleitung). Hierzu wurden 12,5 ul P1 (Stammlésung: 1 mg/ml) und 12,5 ul Ad-
juvans (TiterMax, Alexis GmbH, Grinberg, Deutschland) in einer Spritze mit
integrierter Kanlle gemischt (Abb. 4.1). Mit dieser Technik war es mdglich, das

Gemisch ohne Verlust zu injizieren und somit das Injektionsvolumen zu reduzie-

ren.

Abb. 4.1: Die Verwendung von
Spritzen mit integrierter Kanlle
(Omnican 40, 0,30x12 mm,
Bestell-Nr.: 9161627) erlaubt,
weil sie kein "Todvolumen"
aufweisen, eine verlustfreie In-
jektion des Peptid-Adjuvans-
Gemisches. Bestelladresse: B.
Braun Petzold GmbH, D-34212
Melsungen.
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Sieben Tage nach Immunisierung mit P1 wurden die poplitealen Lymphknoten
entnommen und die isolierten Lymphknotenzellen gezahlt. Aufféllig war die
GrdBenzunahme der Lymphknoten von ca. 1-1,5 mm vor Immunisierung auf ca.
6-8 mm nach Immunisierung (Abb. 4.2). Diese GrdBenzunahme spiegelte sich
auBerdem in der deutlichen Zunahme der Lymphknotenzellen auf 10,6x10” +
2,1x10’ Zellen (n=13) wider. Im Vergleich dazu, sind in den poplitealen Lymph-
knoten nicht-immunisierter Tiere durchschnittlich 2,1x10” + 0,4x10” Zellen (n=3)

nachzuweisen.

Zellzahl (x107)
o N & ® ® © N =

HH

Naiv P1

Abb. 4.2: Auswirkungen der subkutanen Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 auf die
poplitealen Lymphknoten. Eine deutliche VergréBerung der poplitealen Lymphknoten war durch
die Immunisierung mit P1 zu beobachten (linke Abbildung). Diese VergréBerung war mit einem
Anstieg der Lymphozyten auf das Flnffache der urspringlichen Zellzahl verbunden (rechte
Abbildung). Mit ,Naiv* wird der Anteil isolierter Lymphozyten aus poplitealen Lymphknoten
nicht-immunisierter Tiere bezeichnet und mit ,P1“ der Anteil isolierter Lymphozyten aus popli-
tealen Lymphknoten P1-immunisierter Tiere. Angegeben sind Mittelwert und Standardabwei-
chung fur 3 (,naiv”) bzw. 13 (,P1%) Tiere.

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Lymphknotenzellen zeigte zu-
dem, dass der Anteil an B-Lymphozyten nach Immunisierung von 11% auf 29%
angestiegen war (Abb. 4.4). FUr diese Untersuchungen wurden ausschlieBlich
die lebenden Lymphozyten untersucht (Abb. 4.3 A). Die in der Region R1 be-
findlichen Zellen, die mit 89% den gréBten Anteil an der isolierten Lymphozy-
tenpopulation stellten, waren 7-AAD-negativ und somit lebend. Hingegen waren
die in der Region R2 liegenden Zellen, sie machten einen Anteil von 11% aus,

sowohl kleiner als auch 7-AAD-positiv und somit tot.
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Abb. 4.3: Die Immunisierung von Lewis-Ratten mit P1 fihrte zu aktivierten (CD25-positiven)
CD4+ T-Lymphozyten (oberer rechter Quadrant in B), die zudem im Proliferationsassay (Ab-
schnitt 3.5) antigenspezifisch restimulierbar waren (C). Tote Zellen wurden von der durchfluss-
zytometrischen Analyse ausgeschlossen. Die GréBenverteilung (FSC) der isolierten Lymphkno-
tenzellen zeigt, dass die in R1 liegenden, gréBeren Zellen im Gegensatz zu den in R2 liegen-
den, kleineren Zellen 7AAD-negativ und somit lebend waren (A). Die in dem Proliferationsassay
eingesetzten Lymphknotenzellen wurden entweder mit nicht-beladenen (&) oder P1-beladenen
(P1) syngenen DC stimuliert. Reprasentative Darstellung aus drei Versuchen.

Zunachst wurden die Lymphknotenzellen vor und nach Immunisierung durch-
flusszytometrisch auf ihre CD25-Expression mit dem anti-CD25 Antikérper
Ox39 untersucht (Abb. 4.3 B). Auch vor der Immunisierung waren CD25-
positive T-Lymphozyten in den poplitealen Lymphknoten nachweisbar. Hierbei
handelt es sich um sogenannte natirlich vorkommende regulatorische CD4+
CD25+ T-Lymphozyten (Kuckein O, 2005). Wie in Abbildung 4.3 B dargestellt,
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fihrte die Immunisierung mit P1 zu einem starken Anstieg aktivierter (CD25-
positiver) CD4+ T-Lymphozyten. Wird der Anteil regulatorischer T-Lymphozyten
(ca. 4%; Abb. 4.3) herausgerechnet, so fuhrte die Immunisierung mit P1 zu ei-
nem Anteil von 3,7% aktivierten T-Lymphozyten. Dies bedeutet, dass nahezu
jeder 27. CD4+ T-Lymphozyt im poplitealen Lymphknoten (100/3,7) durch die
subkutane Injektion von P1 aktiviert wurde (siehe hierzu Abb. 4.3 B). Dies ent-

spricht den Werten publizierter Daten (Benichou G et al., 1999).

Da durch die Immunisierung mit P1 maximal 3,7% der Lymphknotenzellen anti-
genspezifische CD4+ T-Lymphozyten waren (siehe oben), bedeutet dies, dass
sich unter den 1x10° Lymphknotenzellen, die fiir den T-Zellproliferationsassay
routinemaBig eingesetzt wurden, ca. 4000 antigenspezifische T-Lymphozyten
befanden. Wurden diese Lymphknotenzellen im T-Zellproliferationsassay mit
P1-beladenen dendritischen Zellen far 72 Stunden stimuliert, so war eine Proli-
feration von 29.346 + 2.070 cpm (n=30) nachweisbar (Abb. 4.3 C). Im Kontroll-
ansatz, d.h. die isolierten Lymphknotenzellen wurden nicht mit P1 inkubiert,
wurde hingegen eine Proliferation von 4.453 + 1.798 cpm gemessen (was einen
Anstieg um das 6,6-fache entspricht).

Als nachstes wurde die Verteilung der verschiedenen Populationen, B-Lympho-
zyten sowie CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten, in den Lymphknotenzellen durch-
flusszytometrisch analysiert. Dabei fiel auf, dass sich der Anteil der CD4+ T-
Lymphozyten nach Immunisierung von 68% auf 53% leicht verringerte (Abb.
4.4). Hingegen blieb der Anteil der CD8+ T-Lymphozyten nahezu unverandert
(vor Immunisierung: 21%; nach Immunisierung: 18%). Auffallig war auch, dass
sich der Anteil der B-Lymphozyten nach der Immunisierung deutlich erhéhte
(vor Immunisierung: 11%; nach Immunisierung: 29%). Dies lasst darauf schlie-

Ben, dass durch Immunisierung auch B-Lymphozyten aktiviert wurden.
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Abb. 4.4: Verteilung der Lymphozytenpopulationen im poplitealen Lymphknoten vor (A) und
nach (B) Immunisierung mit dem Peptidantigen P1. Vor Immunisierung dominierten die CD4+ T-
Lymphozyten (A), wahrend nach Immunisierung ihr Anteil leicht abnahm (B). Doch zeigen die
Analysen in Abb. 4.3, dass CD25-positive CD4+ T-Lymphozyten durch Immunisierung mit P1
nachzuweisen sind. Auch der prozentuale Anteil der B-Lymphozyten hat sich mehr als verdop-
pelt. Reprasentative Darstellung aus drei Versuchen. TCR = T-cell receptor (T-Zellrezeptor).

Die hier prasentierten Daten zeigen somit, dass die subkutane Applikation des
Peptidantigens P1 zu einer Immunaktivierung in den poplitealen Lymphknoten
fihrte; ein erster Hinweis hierauf waren die vergréBerten Lymphknoten. In den
hieraus isolierten Lymphknotenzellen waren aktivierte und somit CD25-positive
CD4+ T-Lymphozyten nachzuweisen (3,7%; Abb. 4.3). Im T-Zellprolifera-
tionsassay schlieBlich wurde gezeigt, dass die nach der Immunisierung mit P1
vorhandenen CD4+ T-Lymphozyten durch P1-beladene autologe dendritische
Zellen aktiviert wurden (Abb 4.5). Wahrend nicht beladene dendritische Zellen
keine Wirkung zeigten. Dies deutet darauf hin, dass durch die Immunisierung

mit P1 antigenspezifische CD4+ T-Lymphozyten entstehen.
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Legende:

P1+DC : Restimulation P1-spezifischer Lymphknotenzellen mit P1-beladenen
dendritischen Zellen (DC).

0] . Inkubation P1-spezifischer Lymphknotenzellen ohne Antigen und
dendritischen Zellen.

P1 : Restimulation P1-spezifischer Lymphknotenzellen nur mit P1 (= Auto-

stimulation).

Wird zu den isolierten Lymphknotenzellen, die antigenspezifische CD4+ T-
Lymphozyten enthalten (Abb. 4.3 B), ausschlieBlich das Peptid P1 gegeben, so
ist ebenfalls eine deutliche, Uber dem Kontrollwert liegende Proliferation von
11.513 £ 1.671 cpm (n=30) zu messen. Die Kontrolle, also T-Lymphozyten, die
ohne P1 kultiviert wurden, lag bei 4.453 + 1.798 cpm (Abb. 4.5).

Zwar steigerte die Anwesenheit P1-beladener antigenprasentierender Zellen die
Proliferation auf 29.346 + 2.070 cpm, doch wurde in mehr als 15 unabhangigen
Experimenten gezeigt, dass P1-spezifische CD4+ T-Lymphozyten auch durch
die alleinige Zugabe von P1 restimuliet wurden (Abb. 4.5). Naive T-
Lymphozyten lieBen sich hingegen mit diesem Verfahren nicht aktivieren (Daten
nicht gezeigt). Um dieses Phanomen der Autostimulation im Detail zu untersu-
chen, wurden die T-Lymphozyten mit dem Antikérper R73, der gegen den a/B-
T-Zellrezeptor gerichtet ist, aus den poplitealen Lymphknotenzellen aufgerei-
nigt. Um sicher zu stellen, dass diese Aufreinigung nicht die Vitalitat der R73-
positiven T-Lymphozyten beeinflusste, wurden sie zuvor durchflusszytometrisch
und im T-Zellproliferationsassay untersucht (Abb. 4.6).
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Wie in Abbildung 4.6 zu erkennen ist, sind im FSC-SSC-Diagramm zwei Popu-
lationen zu unterscheiden: die in R1 liegenden R73-positiven T-Lymphozyten
und die in R2 liegenden toten Zellen (s. auch Abb. 4.3). Zusatzlich sind in R1
Zellen zu erkennen, die sich durch ihre GrdBe deutlich von der Hauptpopulation
abgrenzen. Hierbei handelt sich wahrscheinlich um T-Zellblasten. Zwar nehmen
die in R1 liegenden R73-positiven Zellen von 70% nach 24 Stunden (Abb. 4.6
A) auf 42% nach 72 Stunden (Abb. 4.6 C) ab, doch war ein deutlicher Anstieg
der T-Zellblasten zu erkennen (durch einen Kreis markiert). Diese Zunahme im
FSC/SSC-Diagramm Kkorreliert sowohl mit der Zunahme an CD25-positiven T-
Lymphozyten im Histogramm (von 1,1% nach 24-stindiger Inkubation auf 11%
nach 72-stindiger Kultivierungsdauer) als auch mit einer ansteigenden T-
Zellproliferation durch Autostimulation. Die Daten hierzu: 987 = 135 (n=3) nach
24 Stunden, 1352 + 1200 (n=3) nach 48 Stunden und 9.337 + 1.764 cpm (n=3)
nach 72 Stunden. Die Aufreinigung der poplitealen Lymphozyten nach Immuni-
sierung mit P1 in R73-positive T-Lymphozyten beeinflusst somit nicht ihre Vitali-
tat (= Restimulierbarkeit) im Proliferationsassay.

Die polyklonale Stimulierung mit PMA und lonomycin (Abschnitt 3.8) fur 24
Stunden zeigte eine deutliche Zunahme der aktivierten T-Lymphozyten auf tGber
60% in R1 sowie eine massive Aktivierung. Uber 95% aller R73-positiver T-
Lymphozyten waren CD25 positiv (4.6 D). Die Kontrolle zeigt ebenfalls, dass
eine rasche Aktivierung die T-Lymphozyten vor dem Zelltod bewahrt (zumindest
innerhalb des Beobachtungszeitraums von 24 Stunden).

Nachste Seite (Seite 24):

Abb. 4.6: Messung der Autostimulation aufgereinigter R73-positiver CD4+ T-Lymphozyten im
Proliferationsassay. Die Zellen wurden mit dem allogenen Peptid P1 fir 24 (A), 48 (B) und 72
(C) Stunden in vitro kultiviert. Dabei nahm der Anteil CD25-positiver Zellen in R1 kontinuierlich
zu (Histogramme in A-C). Trotz dieser deutlichen Autostimulation P1-spezifischer T-
Lymphozyten nahm der Anteil der in R1-befindlichen Zellen kontinuierlich ab und gleichzeitig in
R2 (= 7AAD-positive Zellen; s. auch Abb. 4.3 A) zu. Die polyklonale Stimulation der R73-
positiven T-Lymphozyten mit PMA und lonomycin war, wie erwartet, sehr erfolgreich (D). Nahe-
zu samtliche in R1 liegenden T-Lymphozyten waren aktiviert ("Rechtsverschiebung" beim FCS-
Parameter) und somit CD25-positiv. Der Kreis in den FSC-SSC-Diagrammen A-C markiert die
P1-spezifischen Zellen, die sich ebenfalls durch eine GréBenzunahme und CD25-Expression
auszeichneten. Représentative Darstellung aus drei unabhangigen Stimulationsansatzen.
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4.2 Charakterisierung der R73°°°, Ox6™? T-Lymphozyten

FOr die Autostimulierung (Abb. 4.5) antigenspezifischer, R73-positiver T-
Lymphozyten sind MHC-Klasse-II-Molekile auf der Oberflache dieser Zellen zur
Prasentation von P1 notwendig (Kottenmeier S, 2005). Um die Expression von
MHC-Klasse-llI-Molekilen zu Uberprifen, wurden die MHC-Klasse-Il-positiven
Zellen mit dem anti-MHC-Klasse-II-Antikérper Ox6 von den MHC-Klasse-II-
negativen Zellen abgetrennt (Abb. 4.7). R73-positive T-Lymphozyten mit einer
MHC-Klasse-ll-Expression werden als Ox6P°° und MHC-Klasse-II-negative Zel-
len als Ox6"*9 bezeichnet.

Abb. 4.7: Darstellung der Aufreini-
PLNC gungsstrategie fir die antigenspe-
zifischen Ox6°*° bzw. Ox6™° T-
Lymphozyten. Als erstes wurden
R73-positive aus den poplitealen Lymphknoten-

= R73p0s zellen (pLNC) P1-immunisierter
Lewis-Ratten die R73° T-Lym-

phozyten isoliert. AnschlieBend
wurden die Ox6°*° Zellen mit dem
anti-MHC-Klasse-II-Antikdrper Ox6

positiv selektiert (Abschnitt 3.5).
Ox6-positive Ox6-negative Die verbliebenen R73°° Zellen
= R73P%5. OX6P°S = R73°95. Ox6"9 stellten die Ox6"*® Population dar.

Die nach Aufreinigung der R73P°°, Ox6"°® T-Lymphozyten verbliebenen R73°,
Ox6"%® T-Lymphozyten wurden als erstes genauer untersucht. Die Charakteri-
sierung dieser Zellen bot sich an, da sie innerhalb der T-Lymphozyten eine rela-
tiv groBe Population darstellten: R73°, Ox6™9: 1,8x10” + 0,5x10’ Zellen im
Vergleich zu 2,1x10” + 0,8x10” R73* T-Lymphozyten (n=10). Nach Untersu-
chungen von Stefan Kottenmeier sollten die R73°°, Ox6"*? T-Lymphozyten kei-
ne MHC-Klasse-II-Molekile auf ihrer Oberflache exprimieren und somit nicht
zur Autostimulation féhig sein (Kottenmeier S, 2005). In dieser Arbeit wurden
mit aufgereinigten R73P°°, Ox6"*9 T-Lymphozyten die Experimente durchge-
fuhrt.
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Abb. 4.8: Identifizierung MHC-Klasse-Il-positiver CD4+ T-Lymphozyten nach Immunisierung mit
P1 innerhalb der Lymphknotenzellen (linkes Diagramm), der R73°°° T-Lymphozyten (mittleres
Diagramm) und der R73*°, Ox6"™° Zellen (rechtes Diagramm). Dabei sind MHC-Klasse-II-posi-
tive CD4+ T-Lymphozyten nur in den beiden ersten Populationen eindeutig nachzuweisen
(Pfeil). Repréasentative Darstellung aus 3 unabhéangigen, fir diese Analysen vorgesehenen Auf-
reinigungen.

Legende:

1 1
N_~v

MHC-Klasse-lI-positive B-Lymphozyten

—.

CD8+ T-Lymphozyten

N

=  MHC-Klasse-ll-positive CD4+ T-Lymphozyten

Die durchflusszytometrische Analyse der aufgereinigten R73P° T-Lymphozyten
zeigte, dass sich nach ihrer Positivselektion mit dem Antikérper R73 auch wei-
terhin MHC-Klasse-II-positive Zellen unter ihnen befanden (Abb. 4.8 Mitte). Sie
lieBen sich mit dem anti-MHC-Klasse-II-Antikérper Ox6 depletieren. Dabei ver-
ringerte sich ihr prozentualer Anteil von 4,6% auf 0,1% (Abb. 4.8 Rechts).

Als nachstes wurde die Fahigkeit der R73%°, Ox6"*9 T-Lymphozyten zur Auto-
stimulation getestet. Wie erwartet, wurde nach Zugabe des Peptidantigens P1
keine Proliferation beobachtet (Abb. 4.9). Der Vergleich der Proliferation von
R73P° Zellen, hierbei handelte es sich ja um ein Gemisch aus Ox6P*° und
Ox6" Zellen, sowie von Lymphknotenzellen nach Zugabe von P1 verdeutlicht
dies: R73P%°, Ox6"™9 T-Lymphozyten: 585 + 335 cpm (n=10), R73*° T-
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Lymphozyten: 9.337 + 1.764 cpm (n=10) und Lymphknotenzellen: 11.513 *
1.671 cpm (n=18). Dieses Ergebnis bestétigt somit die Vermutung, dass die

R73P°%, Ox6"*® T-Lymphozyten nicht zur Autostimulation befahigt sind.

Abb. 4.9: Die R73,
Ox6"™* T-Lymphozyten
sind nach alleiniger Zuga-
be von P1 nicht zur Auto-
stimulation fahig. Dagegen
zeigten die poplitealen
Lymphknotenzellen  und
4000 7 die hieraus aufgereinigten
2000 - R73° Zellen, ein Ge-
o . i | misch aus Ox6™ und
alle Lymph- R73p0s R73P0s Ox6"™  T-Lymphozyten,
knotenzellen  gygneq ;. Ox6Pos Ox6neg eine deutliche Proliferati-

on.

14000

12000

——

10000 1

—1—

8000 -

cpm

6000 -

Legende:

alle Lymphknotenzellen : Lymphknotenzellen, die 7 Tage nach Immunisierung
mit P1 aus den poplitealen Lymphknoten isoliert wur-
den.

R73° Ox6™9 + Ox6°*° : die aus den poplitealen Lymphknotenzellen mit dem

Antikérper R73 aufgereinigten T-Lymphozyten.

MHC-Klasse-II negative T-Lymphozyten nach der

pos neg .
R73™ Ox6 * Positivselektion mit Ox6 (Abb. 4.7).

Um die Mdglichkeit auszuschlieBen, dass die R73%, Ox6"*® T-Lymphozyten
aus dem Grund mit P1 nicht restimulierbar waren, weil sich in dieser Population
keine P1-spezifischen T-Lymphozyten befanden, wurde ihre Prasenz im Prolife-
rationsassay in Anwesenheit P1-beladener dendritischer Zellen Uberprift (Abb.
4.10). Hier wurde eindeutig gezeigt, dass die R73P%°, Ox6"9 T-Lymphozyten
restimulierbar waren. Die in Abb. 4.9 dargestellte Unfahigkeit dieser Zellen zur
Autostimulation beruhte somit nicht auf der Abwesenheit P1-spezifischer T-
Lymphozyten, sondern auf ihrer Unféhigkeit, das Peptid P1 zu binden und zu
prasentieren. Hierzu sind MHC-Klasse-1I-Molekule auf ihrer Zelloberflache not-
wendig, die den R73°°°, Ox6"° T-Lymphozyten fehlen. Diese Vermutung wird
ebenfalls mit Ergebnissen aus der Durchflusszytometrie (Abb. 4.8) und RT-PCR
(Abb. 4.14) bestatigt. Die Werte fir die Autostimulation im Einzelnen (Abb. 4.9):
R73P°°, Ox6"%: 25.451 + 1.702 cpm (n=4), Lymphknotenzellen (pLNC): 29.346
+2.070 cpm (n=4) und R73"*° T-Lymphozyten: 22.981 * 1.745 cpm (n=4).
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35000 - Abb. 4.10: T-Zellprolifera-

30000 4 T tion mit P1-beladenen

L dendritischen Zellen zum

25000 T Nachweis antigenspezifi-

T .

£ 20000 scher T-Lymphozyten. Die

2 Restimulation der R73%,

15000 - neg

Ox6 T-Lymphozyten

10000 filhrte zu einer Prolifera-

5000 - tion in der GrdéBenordnung

0 . . .| der Restimulation von

alle Lymph- R73pos R73pos Lymphknotenzellen  und
knotenzellen =~ Ox6"°9 + Ox6P°s Ox6"ed R73° T-Lymphozyten.

Weitere Informationen zur Achsenbeschriftung siehe Abb. 4.9.

4.3 Charakterisierung der R73°°°, Ox6°°° T-Lymphozyten

In den folgenden Experimenten wurden nun die R73°°, Ox6P°® T-Lymphozyten
eingehender untersucht, die mit dem anti-MHC-Klasse-Il-Antikdrper Ox6 aus
der R73P° Population isoliert wurden (Abb. 4.7). Mit ca. 24% war ein geringer
Anteil der R73°%°, Ox6°° T-Lymphozyten CD25-positiv, wahrend der GroBteil,
namlich ca. 59%, CD25-negativ war Abb. 4.11).

Lymphknotenzellen . R73pos R73pos, Ox6Pos

IS

10
10t

. \:\'
o k) =) ‘ E
\ - -4 Firs
] o
,' . ‘/'
- w o -
™
o
g 9| =
;
g 44.9% | 83% | 10,6% 58,9% | 24,1%
o 51,2% | 1,6% % 0,5% > 14,8% | 2,2%
kT3 "0° 10* 10° 0" "o kT3 10° 1P o 10 100 10

CD25 (Ox39)

Abb. 4.11: Durchflusszytometrische Analyse der CD25-Expression auf Lymphknotenzellen
(nach Immunisierung mit P1), aufgereinigten R73° und R73°, Ox6°*° T-Lymphozyten. Mit
24,1% war zwar ein deutlicher Anteil der R73, Ox6° T-Lymphozyten CD25-positiv, die
Mehrzahl mit nahezu 59% war jedoch negativ. Die doppelt positiven Zellen sind mit einem Kreis
markiert. Die CD4-negativen Zellen (14,8%) werden als Verunreinigung interpretiert. Mit groBer
Wahrscheinlichkeit handelte es sich hierbei um CD8+ T-Lymphozyten, die nicht depletiert wur-
den. Reprasentative Darstellung aus drei Versuchen.
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Da die R73%°, Ox6"°° T-Lymphozyten MHC-Klasse-II-positiv waren, wurde un-
tersucht, ob sie sich nach Zugabe von P1 restimulieren lieBen; also das Pha-
nomen der Autostimulation zeigen. Wie Abbildung 4.12 zeigt, war dies in der
Tat moglich: R73P°°, Ox6P°° T-Lymphozyten proliferierten deutlich starker (3.014
+ 539 cpm; n=3) als die MHC-Klasse-ll-negativen R73°°°, Ox6"% T-
Lymphozyten (978 + 347 cpm).

4000 . Abb. 4.12: R73°*, Ox6"*° T-Lymphozyten
3500 | zeigen das Phanomen der Autostimulation.
T Sowohl R73™°, Ox6™ als auch R73*,
3000 Ox6" T-Lymphozyten erhielten hierzu das
2500 | l P1 ohne dendritische Zellen. Im Gegensatz
CE:.2000. zu den R73", Ox6°* waren die R73",
© 1500 . Ox6"™°® T-Lymphozyten hierzu nicht in der
T Lage. Dass die R73"°, Ox6™° T-Lympho-
1000 4 l zyten (Abb. 4.8) auch antigenspezifische T-
500 - Lymphozyten enthielten, ist in Abb. 4.10
0 . . | dargestellt. In Gegenwart P1-beladener
os syngener dendritischer Zellen sind sie

21%':: 'g(%ios’ namlich restimulierbar (Abb. 4.10).

Aufgrund der geringen Anzahl aufgereinigter R73P%, Ox6P°® T-Lymphozyten
(1,1x10° £ 0,5x10° aus 8,6x10” + 2,4x10” Lymphknotenzellen; n=8) wurden statt
der (blichen 1x10° lediglich 1x10* Responderzellen pro Vertiefung einer 96-
"well' Rundbodenplatte flr den T-Zellproliferationsassay eingesetzt, um so eine
ausreichende Anzahl an Parallelwerten zu erhalten (Abb. 4.12). Eine Verringe-
rung der fiir diesen Assay optimierten Anzahl an Responderzellen von 1x10°
(Kottenmeier S, 2005) geht selbstverstandlich mit einer deutlichen Schwachung
der Proliferation einher, wie folgende Zahlen verdeutlichen: 1x10° pLNC als
Responderzellen: 12.932 + 677 cpm (n=2) und 1x10* pLNC: 746 + 49 cpm
(n=2). Auch wenn mit 1x10* R73°, Ox6P°® T-Lymphozyten 10-mal weniger Zel-
len als dblich im Proliferationsassay eingesetzt wurden, so lassen doch die
Messdaten in Abb. 4.12 die Aussage zu, dass R73P°°, Ox6P*® T-Lymphozyten
zur Autostimulation fahig sind.

-29 .-



4 Ergebnisse

~ 8.300 Abb. 4.13: Vergleich der Au-
) tostimulation von poplitealen
CD25pos Lymphknotenzellen ~ (pLNC)
14000 - T bei unterschiedlichen Zellzah-
12000 - L len (1x10* und 1x10°) und
10000 - R73DOS’ OXGPOS T'Lymphozy'
E 3000 - =~ 2.400 ten. Die Proliferation von
& co0o CD25v0s 1x10* R737, Ox6™° Zellen
~ 830 war zwar deutlich geringer als
40007 pospes I fiir 1x10° pLNG, aber deutlich
2000 - starker als fiir 1x10* pLNC.
—
0 ‘ :
1x10¢ 1x10¢ 1x10°
pLNC R73pos, PLNC
Ox6ros

Um abzuschéatzen, ob die in Abb. 4.13 (zum Teil identisch mit Abb. 4.12) darge-
stellte Starke der Autostimulation von R73°%, Ox6"*® T-Lymphozyten beziiglich
der Anzahl antigenspezifischer T-Lymphozyten realistisch erscheint, wird fol-
gende Kalkulation aufgestellt (Tab. 4.1):

Tab. 4.1: Vergleich der zur Messung der Autostimulation (Abb. 4.13) eingesetzten Zellzahl so-
wie der kalkulierte Anteil aktivierter T-Lymphozyten.

Im Assay eingesetzte Zellen Zellzahl kalkulierter Anteil aktivierter T-Lymphozyten Proliferation
pLNC 1x10* 830 nach Abb. 4.11 (8,3%) 746 + 49 cpm
pLNC 1x10° 8.300 nach Abb. 4.11(8,3%) 12.932 £ 677 cpm
R73P%, Ox6™*® 1x10* 2.400 nach Abb. 4.11 (24%) 3.014 + 539 cpm

Da die Starke der Autostimulation vom Anteil antigenspezifischer T-
Lymphozyten abhangt, Iasst sich die Proliferation pro antigenspezifischer Zelle
berechnen, indem der Quotient aus gemessener Proliferation (12.932 cpm;
Tab. 4.1) und dem Kkalkulierten Anteil antigenspezifischer T-Lymphozyten
(8.300; Tab. 4.1) gebildet wird; dieser betragt 1,6 cpm/Zelle. Wird fir die R73°°,
Ox6"%® T-Lymphozyten ein Anteil an 2.400 aktivieren Zellen angenommen und
dieser Wert mit 1,6 multipliziert, so betragt die berechnete Proliferation 3.840
cpm. Dieser Wert liegt nur 27% Uber dem experimentell ermittelten Wert, so
dass die gemessene Proliferation fiir 1x10* R73P°%, Ox6°° T-Lymphozyten auch
aufgrund dieser Kalkulation realistisch erscheint.
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Die durchflusszytometrischen Analysen von R73°°, Ox6P°° T-Lymphozyten zei-

gen, dass sie MHC-Klasse-Il Molekule auf ihrer Zelloberflache exprimieren

(Abb. 4.8). Als nachstes wurde Uberprift, ob sie die genetische Information far

MHC-Klasse-Il Molekile auch aktiv "abrufen”, d.h. ob spezifische mRNA nach-

zuweisen ist. Hierzu wurde aus diesen Zellen Gesamt-RNA isoliert und cDNA

synthetisiert, um mit spezifischen Primern (Tab. 3.2) ein Produkt mit der Poly-

merasekettenreaktion oder PCR zu amplifizieren (Abb. 4.14).

MHC-Klasse-ll

GAPDH

Abb. 4.14: R73°, Ox6™ T-
Lymphozyten sind positiv flr
MHC-Klasse-Il-mRNA in der
RT-PCR. Die R73"°, Ox6"™
Zellen waren hingegen nega-
tiv. Aufgrund der Vordaten
(Abb. 4.8 und 4.9) wurde dies
erwartet. Zum Vergleich war
sowohl die Population der
R73°° CD4+ T-Lymphozyten
als auch die der R73™9 Zellen
(B-Lymphozyten, siehe Abb.
4.8) MHC-Klasse-II-mRNA
positiv. Dargestellt ist das
Ergebnis einer reprasenta-
tiven RT-PCR zweier Zelliso-
lierungen. Aus der RNA die-
ser beiden Isolierungen sind
jeweils zwei unabhéangige
cDNA-Synthesen mit an-
schlieBender PCR durchge-
fihrt worden. M= 100 Basen-
paar-Leiter.

Somit wurde exklusiv fur die R73°°, Ox6P°® T-Lymphozyten spezifische mRNA
fir MHC-Klasse-II-Molekiile nachgewiesen, wahrend die R73P°°, Ox6"*® T-Lym-

phozyten hierflr negativ waren.
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4.4 R73°°°, Ox6°°° T-Lymphozyten als Stimulatorzellen

Da R73P%, Ox6P*® T-Lymphozyten zur Autostimulation fahig sind (Abb. 4.12),
wurde nun Uberprift, ob sie auch, wie dendritische Zellen, als Stimulatorzellen
im T-Zellproliferationsassay (1x10* Zellen/Vertiefung) eingesetzt werden kén-
nen. Hierzu wurden die R73°°, Ox6P*°® T-Lymphozyten, wie auch die dendriti-
schen Zellen, mit 20 Gy bestrahlt. AnschlieBend wurden sie mit dem syntheti-
schen Peptid P1 von auBen beladen und mit 1x10° antigenspezifischen T-
Lymphozyten inkubiert. Die Abbildung 4.15 zeigt, dass R73P°, Ox6P*° T-
Lymphozyten als Stimulatorzellen zu einer vergleichbaren Proliferation flhrten
wie die Verwendung von dendritischen Zellen: R73°%, Ox6°°* T-Lymphozyten:
30.054 £ 1.195 cpm (n=2) und dendritische Zellen: 27.771 + 268 cpm (n=5). Die
Proliferation unaufgereinigter Lymphknotenzellen (pLNC) nach Zugabe von P1
betrug 10.754 £ 397 cpm.

Abb. 4.15: R73°°,

35000 1 - Ox6°*°  T-Lymphozy-
30000 + = ten als Stimulator-
25000 - zellen im Prolifera-

E_ 20000 - tionsassay. Sie kon-
S 15000 - nen, wie mit P1' 'bela-
10000 1 = dene dendritische
5000 | Zellen, Lymphknoten-
zellen (isoliert aus P1

0 ' T ' immunisierten Lewis-
Ratten) stimulieren.

Stimulator (7] ‘ Milz-DC ‘ R73pros, Ox6Pos

Responder pLNC
Legende:
pLNC : 7 Tage nach Immunisierung mit P1 aus den poplitealen Lymph-
knoten isolierte popliteale Lymphknotenzellen.
%) : keine Stimulatorzellen.
Milz-DC . reife dendritische Zellen (DC) aus Milzen von Lewis-Ratten.

R73°° Ox6”°  MHC-Klasse-ll positive T-Lymphozyten (Abb. 4.11).
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In einer weiteren Versuchsserie wurde gezeigt, dass mit P1 beladene R73P%,
Ox6P°° T-Lymphozyten ebenfalls R73°°°, Ox6"*° Responderzellen (Abb. 4.16).
stimulierten. Dabei war die Starke, der von ihnen induzierten Proliferation mit
22.803 + 4.564 cpm (n=2) vergleichbar mit der P1-beladener dendritischer Zel-
len (26.111 + 6.945 cpm). Wie bereits gezeigt (Abb. 4.9) lassen sich die R73%,
Ox6" T-Lymphozyten durch alleinige Zugabe von P1 nicht restimulieren (207 +
120 cpm).

Abb. 4.16: R73",

35000 -

30000 - T Ox6° T-Lymphozyten
25000 - eignen sich als Stimula-
£ 20000 - L torzellen im T-Zellproli-
a 15000 1 ferationsassay. Sie sti-
10000 1 mulierten, wie P1-be-
5000 ladene dendritische
0 . . , Zellen (Milz-DC), anti-
genspezifische R73°,
Ox6™° T-Lymphozyten.
Stimulator 1] ‘ Milz-DC ‘ R73pos, Ox6ros @: ohne Stimulatorzel-
' ' len. Informationen zu
Responder | —————— R73p°s, Ox6ned —— | den Abkiirzungen siehe

Abb. 4.15.

Die in diesem Kapitel prasentierten Daten zeigen, dass R73P%, Ox6P*® T-
Lymphozyten, die durch Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 induziert
wurden, die Restimulation P1-spezifischer T-Lymphozyten als Stimulatorzellen
auslosen. Um eine Autostimulation innerhalb der R73P°°, Ox6P°°® T-Lymphozyten

pos

zu vermeiden, wurden sie bestrahlt. Fir die R73P%, Ox6P°® T-Lymphozyten
wurde sowohl die Expression von MHC-Klasse-1I-Molekullen auf der Zelloberfla-
che (Abb. 4.11), als auch spezifische mRNA in der RT-PCR (Abb. 4.14) nach-

gewiesen.
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4.5 Nachweis der Kostimulation bei R73°°°, Ox6°°° T-Lympho-
zyten

Von reifen dendritischen Zellen, die als antigenprasentierende Stimulatorzellen
routinemanig im Proliferationsassay eingesetzt werden, ist bekannt, dass sie
die Fahigkeit zur Kostimulation besitzen. Die Daten aus Kapitel 4.4 lassen diese
Fahigkeit auch fir die R73°°°, Ox6P°°® T-Lymphozyten vermuten. Zur Untersu-
chung dieser Annahme wurden die Zellen in einer so genannten gemischten
Leukozytenkultur oder “mixed leukocyte culture* mit "naiven" allogenen Lymph-
knotenzellen aus Wistar-Furth-Ratten inkubiert. Dieser Assay erlaubt auf einfa-
che Art und Weise "naive" T-Lymphozyten antigenspezifisch zu aktivieren.

In der gemischten Leukozytenkultur kdnnen T-Lymphozyten nur dann aktiviert
werden, wenn die entsprechenden Stimulatorzellen neben allogenen MHC-
Molekdilen als Antigen auch kostimulatorische Molekile auf ihrer Zelloberflache
exprimieren. Hierzu wurden aus der Lewis-Ratte isolierte dendritische Zellen mit
naiven T-Lymphozyten aus Lymphknoten von Wistar Furth Ratten inkubiert. Die
hierzu durchgefiihrten Experimente belegen eine T-Zell-Proliferation von 15.209
+ 1.254 cpm (Abb. 4.17 A; n=2), wahrend die Proliferation der WEF-
Lymphknotenzellen ohne allogene Stimulatorzellen ausblieb (359 + 142 cpm).

Die Aktivierung "naiver" T-Lymphozyten blieb jedoch aus, wenn der CD28-
Rezeptor mit dem anti-CD28-Antikdrper JJ319 blockiert wurde; diese Hemmung
war zudem konzentrationsabhangig (Abb. 4.17 B): 10 pg/ml: 3.542 + 263 cpm;
1 pg/ml: 6.756 = 707 cpm; 0,1 um/ml: 12.559 + 595 cpm (n=2). Diese durch JJ
319 vermittelte Hemmung unterstreicht die Bedeutung kostimulatorischer Mole-
kiule in der gemischten Leukozytenkultur.
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Abb. 4.17: Vorexperimente in der gemischten Leukozytenkultur (“mixed leukocyte culture) zum
Nachweis, dass naive T-Lymphozyten zur ihrer Aktivierung kostimulatorische Signale (hier die
Uber die Interaktion von CD80/CD86 und CD28 vermittelten Signale) bendétigen. Lymphknoten-
zellen, die aus einer naiven WF-Ratte isoliert wurden, proliferierten in Gegenwart allogener
dendritischer Zellen aus der Lewis-Ratte (A). Mit dem anti-CD28-Antikérper JJ319 lieB3 sich
diese Aktivierung konzentrationsabhangig (von 0,1 bis 10 pg/ml) hemmen (B). &: WF-Lymph-
knotenzellen ohne Stimulatorzellen. Die Proliferation ist als Mittelwert mit Standardabweichung
von jeweils 8 Parallelwerten eines Versuchs angegeben.

AnschlieBend wurde die gemischte Leukozytenkultur anstatt mit allogenen
dendritische Zellen mit R73P%°, Ox6"° bzw. R73P%, Ox6*° T-Lymphozyten
durchgeflhrt (Abb. 4.18).

Aufgrund der bereits vorhandenen Daten (vergl. Abb. 4.8, 4.9 und 4.14) wurde
erwartet, dass die R73°°, Ox6"*? T-Lymphozyten als Stimulatorzellen fir naive
T-Lymphozyten ungeeignet sind, da sie keine MHC-Klasse-II Molekile auf ihrer
Oberflache exprimieren. Im Gegensatz dazu wurde ein positives Ergebnis fir
die R73°%°, Ox6P°° T-Lymphozyten erwartet.

Wie Abb. 4.18 zeigt, waren die R73%, Ox6P*® T-Lymphozyten wirklich in der
Lage, "naive" T-Lymphozyten zu aktivieren. Die Daten im Einzelnen: R73°°,
Ox6P°° T-Lymphozyten: 3.767 + 687 cpm (n=2), R73"°°, Ox6"*° T-Lymphozyten:
301 £ 16 cpm (n=2).
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5000 | Abb. 4.18: Gemischte Leukozytenkultur
4000 | (“mixed leukocytes culture) mit R73,

£ 3000/ Ox6"9 bzw. R73°, Ox6*° T-Lymphozyten
e als  Stimulatorzellen  (jeweils  1x10*
2000 Stimulatorzellen  fur 1x10° naive T-
1000 | Lymphozyten). Die R73°%°, Ox6"° Zellen

(] e B =S B induzierten eine Proliferation, wéahrend die

o R73Ps, R73ps, R73°, Ox6™? Zellen keine Proliferation

Ox6"ed Ox6ros

auslosten.

J: keine Stimulatorzellen. Responderzellen: nicht-aufgereinigte popliteale Lymphknotenzellen,
wobei die T-Lymphozyten dominieren (Abb. 4.4 A).

Um indirekt zu Uberprifen, ob die R73°°, Ox6°°° T-Lymphozyten kostimulatori-
sche Molekile exprimieren, wurden sie auf die Présenz von CD80 und CD86
MRNA in der RT-PCR untersucht (Abb. 4.19).

Wie Abbildung 4.19 zeigt, wurden fir reife dendritische Zellen spezifische
mRNA fir CD80 und CD86 nachgewiesen. Dies unterstreicht, warum sie aus-
gezeichnete Stimulatorzellen im T-Zellproliferationsassay sind. Auch die R73P%,
Ox6P°® T-Lymphozyten waren, wie die Ergebnisse der Proliferationsassays er-
warten lieBen, positiv fir CD86, wahrend CD80 in diesen Zellen nicht nach-
weisbar war. Die R73°%°, Ox6"9 T-Lymphozyten waren hingegen negativ flr
CD80 und CD86.

Die Ergebnisse der molekularen Untersuchung (Abb. 4.14 und 4.19) lassen
somit den Schluss zu, dass antigenspezifische R73°°, Ox6°°® T-Lymphozyten
tatsachlich in der Lage sind, sowohl MHC-Klasse-Il als auch CD86 Molekile zu
synthetisieren. Hierin unterscheiden sie sich von den R73P%, Ox6"9 T-
Lymphozyten.
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CD80 CD86 GAPDH

Abb. 4.19: RT-PCR zur Uberpriifung der CD80- und CD86-mRNA. Die RT-PCR lieferte fiir
dendritische Zellen (DC) aus der Milz einer naiven Lewis-Ratte positive Signale fiir CD80- und
CD86; wie die Gesamtheit der alloreaktiven Lymphknotenzellen (pLNC). P1-spezifische R73*°,
Ox6"* T-Lymphozyten hingegen waren ausschlieBlich positiv fir CD86, wéhrend die R73,
Ox6"™ T-Lymphozyten vollstandig negativ fir CD80 und CD86 waren. Dargestellt ist das Er-
gebnis einer reprasentativen RT-PCR zweier Zellisolierungen. Aus der RNA dieser beiden Iso-
lierungen sind jeweils zwei unabhéangige cDNA-Synthesen mit anschlieBender PCR durchge-
fihrt worden. M= 100 Basenpaar-Leiter.

Die Expression von MHC-Klasse-Il Molekilen wird vom "Master-Regulator”
MHC-II Transaktivator/Promotor oder CIITA gesteuert (Steimle V et al., 1995;
Wong AW et al., 2005). Dabei ist der Promotor | in dendritischen Zellen, Promo-
tor Il in B- und T-Lymphozyten und Promotor IV in Interferon-y induzierten anti-
genprasentierenden Zellen zu finden (Muhlethaler-Mottet A et al., 1997). Wie
Abb. 4.20 zeigt, wurde tatsachlich nur fiir die R73P°°, Ox6°°° T-Lymphozyten
das Transkript fir den Promotor Il (CITTA Ill) erfolgreich nachgewiesen. Er-
ganzend zu diesen ersten sehr interessanten Daten wére sicherlich zu Uberpri-
fen, ob die R73P°°, Ox6"™® T-Lymphozyten nach ihrer Restimulation sowohl
MHC-Klasse-Il Molekule als auch CIITA exprimieren.
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Abb. 4.20: RT-PCR Analyse der
CIITA Promotor-Expression. Die -
Expression von MHC-Klasse-II OXenes OXe6res pLNC  DC B
Molekiilen in den R73°%, Ox6P°*°
T-Lymphozyten  (Abb. 4.19)
korreliert mit der Prasenz des
Transaktivators CITA I,
wahrend in den R73°, Ox6"*
T-Lymphozyten kein Transkript
nachzuweisen war. Dargestellt
ist das Ergebnis einer reprasen-
tativen RT-PCR einer Zellisolie-
rung. Aus der RNA dieser Iso-
lierungen sind jeweils zwei
unabhangige cDNA-Synthesen
mit anschlieBender PCR durch-
gefiihrt worden. Die dargestell-
ten Banden stammen von einem Gel und sind aus Griinden der Ubersicht digital ausgeschnitten
und entsprechend neu angeordnet worden. Die entsprechenden Produkte weisen die in Tab.
3.1 aufgefiihrten GréBen auf.

R73pos

GAPDH

ClITA I

CHTA NI

CITA IV

Zusammenfassung der Ergebnisse zu den R73°°°, Ox6°°° T-Lymphozyten (Kapitel

4.2-4.5)
Die Immunisierung von Lewis-Ratten mit dem Peptidantigen P1 induzierte anti-

genspezifische CD4+ T-Lymphozyten. Der Anteil CD25-positiver CD4+ T-
Lymphozyten an den Lymphknotenzellen betrug dabei 3,7% (Abb. 4.3). Sieben
Tage nach Immunisierung wurden die aus den poplitealen Lymphknoten isolier-
ten R73-positiven T-Lymphozyten mit Hilfe des anti-MHC-Klasse-II-Antikérpers
Ox6 in R73°°°, Ox6P°° und R73P°°, Ox6"* T-Lymphozyten aufgetrennt. Dabei
waren beide Populationen ungleich verteilt: Die R73P°°, Ox6P°® T-Lymphozyten
hatten mit 4,6% einen wesentlich geringeren Anteil an der R73°° Population als
die R73P°, Ox6"*? T-Lymphozyten mit 77,2% (Abb. 4.8).

Die R73%°, Ox6P°® T-Lymphozyten exprimierten MHC-Klasse-ll-Molekdile auf
ihrer Zelloberflache (Abb. 4.8). Hierlber lieBen sie sich die Zellen mit dem syn-
thetischen Peptid P1 beladen, um sie als Stimulatorzellen einzusetzen. Im Proli-

ferationsassay erwiesen sich die R73P%°, Ox6”*° T-Lymphozyten als ausge-
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zeichnete Stimulatorzellen far P1-spezifische T-Lymphozyten (Abb. 4.15 und
4.16). Auf molekularer Ebene wurde exklusiv fur diese Zellen spezifische mRNA
fir MHC-Klasse-II-Molekiile in der RT-PCR nachgewiesen (Abb. 4.14).

Ebenfalls sehr wichtig fir eine effektive Stimulation war, dass R73°°, Ox6"°® T-
Lymphozyten auch kostimulatorische Molekile exprimierten. Indirekt wurde dies
in der gemischten Leukozytenreaktion gezeigt (Abb. 4.18), wo sie "naive" T-
Lymphozyten aktivierten; hierflir sind kostimulatorische Signale unerlésslich.
Diese werden u.a. durch die Oberflachenmolekile CD80/CD86 auf den Stimula-
torzellen und CD28 auf den T-Lymphozyten vermittelt, wie Blockierungsexperi-
mente mit dem anti-CD28 Antikdrper belegen (Abb. 4.17 B). Auch gelang der
Nachweis spezifischer mRNA fir CD86 und CIITA in der RT-PCR (Abb. 4.19
und 4.20). Die Fahigkeit der R73P°, Ox6"°® T-Lymphozyten, MHC-Klasse-Il und
kostimulatorischen Molekillen zu exprimieren, verlieh ihnen immunstimulierende
Eigenschaften dendritischer Zellen (Abb. 4.9, 4.15, 4.16).
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5 Beantwortung der Fragen

1. Die subkutane Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 fiihrt zur Aktivie-
rung des Immunsystems von Lewis-Ratten. Welche Auswirkungen sind im Detail
zu beobachten?

Die Immunisierung mit dem Peptid P1 fUhrte zu einer starken lokalen Immun-
aktivierung, die sich in der VergréBerung der poplitealen Lymphknoten und in
einer Zunahme der Lymphknotenzellen um den Faktor 5 zeigte (Abb. 4.2). Die
durchflusszytometrische Analyse ergab auBerdem einen deutlichen Anstieg an
CD25-positiven CD4+ T-Lymphozyten von 4,1% auf 7,8% (Abb. 4.3). Hierbei
handelte es sich um antigenspezifische Zellen, die sich im T-Zellproli-
ferationsassay durch P1-beladene, syngene dendritische Zellen restimulieren
lieBen (Abb. 4.6).

2. Welche Besonderheit zeigen die P1-spezifischen T-Lymphozyten im T-
Zellproliferationsassay?

Lymphknotenzellen, die eine Woche nach der Immunisierung mit P1 isoliert
wurden, lieBen sich nicht nur durch P1-beladene syngene dendritische Zellen
restimulieren, sondern sie zeigten auch die Fahigkeit zur Autostimulierung. Dies
bedeutet, dass sich die innerhalb der Lymphknotenzellen befindlichen antigen-
spezifischen T-Lymphozyten nach Zugabe des Antigens gegenseitig in Abwe-
senheit antigenprasentierender Zellen stimulieren (Abb. 4.9 und Abb. 4.12).

3. Nach der Immunisierung mit P1 sind antigenspezifische R73°°, Ox6P*° T-
Lymphozyten in den poplitealen Lymphknoten nachzuweisen.

a) Welche Eigenschaften weisen diese Zellen im T-Zellproliferationsassay auf?

Eine Woche nach Immunisierung mit dem Antigen P1 war ca. jeder 27. CD4+ T-
Lymphozyt im poplitealen Lymphknoten aktiviert (Abb. 4.3 und Seite 20). Inner-
halb dieser T-Zellpopulation befanden sich MHC-Klasse-ll-positive (R73°°,
Ox6P°°) und -negative (R73°°°, Ox6"%°) Zellen. Die aufgereinigten R73P°°, Ox6P°°
T-Lymphozyten waren ausgezeichnete Stimulatorzellen sowohl bei der Auto-
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stimulation (Abb. 4.12) als auch im T-Zellproliferationsassay (Abb. 4.15 und
4.16). Ebenso aktivierten die R73°°°, Ox6P*° T-Lymphozyten sehr effektiv "nai-
ve" T-Lymphozyten in der gemischten Leukozytenkultur (Abb. 4.18).

b) Welche molekularbiologischen Charakteristika zeigen sie?

Der Nachweis, dass R73%°, Ox6P*® T-Lymphozyten MHC-Klasse-II-positiv wa-
ren, wurde molekularbiologisch Uberprift. Mit Hilfe von spezifischen Oligo-
nukleotiden wurde in der RT-PCR gezeigt, dass die genetische Information flr
MHC-Klasse-II-Molekiile aktiv in Form von mRNA ausschlieBlich in diesen Zel-
len vorlag. Auch gelang der Nachweis spezifischer mRNA fiir CD86 und CIITA
in der RT-PCR (Abb. 4.19 und 4.20). Zudem waren diese Zellen in der Lage,
naive T-Lymphozyten in der gemischten Leukozytenreaktion zu aktivieren.

4. Antigenspezifische R73°°, Ox6"® T-Lymphozyten sind nach Immunisierung
mit dem Peptidantigen P1 in den poplitealen Lymphknoten zu finden. Worin un-
terscheiden sie sich von den ebenfalls nach Immunisierung mit P1 in den
Lymphknoten entstehenden R73°°, Ox6°°° T-Lymphozyten?

Die R73°°, Ox6"* T-Lymphozyten, die innerhalb der R73-positiven T-Lympho-
zyten dominierten (77,2%; Abb. 4.8), zeigten Eigenschaften, die gegensatzlich
zu denen der R73P%, Ox6°*° T-Lymphozyten waren: keine MHC-Klasse-II-
Expression, auch nicht auf mMRNA Ebene, und keine Expression kostimulatori-
scher Molekile (Abb. 4.14 und 4.19). Sie sind als Stimulatorzellen weder flr die
Autostimulation (Abb. 4.9 und 4.12) noch fir die Restimulierung (Abb. 4.18) von
"naiven" T-Lymphozyten im T-Zellproliferationsassay geeignet.
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Nach Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 wurden antigenspezifische,
MHC-Klasse-ll-positive T-Lymphozyten aus peripheren Lymphknoten isoliert
und hinsichtlich ihrer Funktion im T-Zellproliferationsassay charakterisiert. Auch
einige ihrer molekularbiologischen Eigenschaften, wie die Expression von MHC-

Klasse-Il und kostimulatorischen Molekulen, wurden untersucht.

6.1 Antigenspezifische T-Lymphozyten lassen sich in MHC-
Klasse-ll-positive und -negative Zellen unterteilen

Grundsétzlich scheint Ubereinstimmung zu bestehen, dass aktivierte CD4+ T-
Lymphozyten MHC-Klasse-lI-Molekile auf ihrer Zelloberflache exprimieren.
Dies wurde flir verschiedene Spezies gezeigt, wie Ratte (Sopori ML et al.,
1985), Maus (Michaelides M und McKenzie IF, 1981), Mensch (Evans RL et al.,
1978), Rind (Isaacson JA et al., 1998), Pferd (Bendali-Ahcene S et al., 1997)
und Kaninchen (Doveren RF et al., 1986). Das wesentliche Ergebnis dieser Ar-
beit ist, dass nach Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 sich zwei antigen-
spezifische CD4+ T-Zellpopulationen unterscheiden lassen, namlich MHC-
Klasse-llI-positive und -negative T-Lymphozyten. Entsprechend der flir ihren
Nachweis verwendeten Antikérper werden sie als R73P%, Ox6°*° bzw. als
R73P°%, Ox6"*® T-Lymphozyten bezeichnet (Abb. 4.7).

Dass es sich bei den R73P%, Ox6°° und R73°°, Ox6"? T-Lymphozyten tat-
sachlich um antigenspezifische CD4+ T-Lymphozyten handelte, wurde im T-
Zellproliferationsassay mit P1-beladenen dendritischen Zellen als Stimulatorzel-
len gezeigt (Abb. 4.10). Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass sowohl die
R73P°, Ox6P*® als auch die R73P°°, Ox6"*® T-Lymphozyten proliferierten, wenn
sie mit P1-beladenen syngenen dendritischen Zellen inkubiert wurden (Abb.
4.10). Die Frage, die sich stellt, ist, warum die Immunisierung mit P1 zu zwei
unterschiedlichen T-Zellpopulationen fahrt. Mdglicherweise handelt es sich bei
den R73°%°, Ox6"*° T-Lymphozyten um Gedachtnis (“memory*) -Zellen, die sich

aus den R73P°°, Ox6P*° entwickeln. Inwieweit jedoch die gefundenen Zellzahlen
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-- der Anteil an R73°°, Ox6"*9 T-Lymphozyten war ja wesentlich gréBer als der
an R73%°, Ox6"*° T-Lymphozyten -- dieser Vorstellung widersprechen, ist noch
zu untersuchen. Zudem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass nur ein geringer
Anteil von 24% aktivierte R73P°°, Ox6*® T-Lymphozyten waren (Abb. 4.11).
Méglicherweise handelt es sich nur bei den CD25-negativen Zellen um Ge-
dachtniszellen (Hedfors IA und Brinchmann JE, 2003). Leider wurde nicht der
Anteil der CD25-positiven und -negativen Zellen innerhalb der R73°°, Ox6"* T-
Lymphozyten bestimmt. Vermutlich befinden sich CD25p0s

o . . Ox6ros »
auch in dieser Population CD25-negative Zellen, was < CD25"e
R73wos

die Frage nach der biologischen Bedeutung dieser CD25pos
Ox6"9 »

Subgruppen (rechts im Diagramm) aufwirft. CD25nes

Als nachstes wurden die R73P°°, Ox6P°® T-Lymphozyten als Stimulatorzellen im
Proliferationsassay eingesetzt, wo sie eine vergleichbar starke T-Zellprolifera-
tion induzierten wie dendritische Zellen (Abb. 4.15 und 4.16). Zusétzlich wurde
die Fahigkeit der R73P°°, Ox6"°* T-Lymphozyten Uberprift, sich gegenseitig an-
tigenspezifisch zu restimulieren. Dies wird als Autostimulation bezeichnet. In
beiden Fallen wurden die R73°%°, Ox6°°°® T-Lymphozyten als Stimulatorzellen
eingesetzt, jedoch sind einige experimentelle Unterschiede zu beachten: Flr
ihre Verwendung im Proliferationsassay wurden sie, ebenso wie dendritische
Zellen, bestrahlt. lhre Zellzahl betrug dabei standardméaBig 10.000 Zellen. Sie
wurden mit dem Peptidantigen P1 beladen und anschlieBend mit 100.000 anti-
genspezifischen T-Lymphozyten, in der Regel nicht aufgereinigt, inkubiert. Zum
Nachweis der Autostimulation wurde P1 zu nicht-bestrahlten R73°%, Ox6"°® T-

Lymphozyten hinzugegeben (Abb. 4.9).

Der Vergleich der R73°°, Ox6"°* T-Lymphozyten mit ,reifen” dendritischen Zel-
len, als dem “Prototyp“ professioneller antigenprésentierender Zellen, lasst
vermuten, dass sie zusatzlich zu MHC-Klasse-II-Molekulen auch kostimulatori-
sche Molekile auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Dies wird durch das Ergeb-
nis der gemischten Leukozytenkultur unterstitzt (Abb. 4.18). Dagegen waren

R73P°%, Ox6"*® T-Lymphozyten nicht in der Lage, eine T-Zellproliferation zu in-
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duzieren (Abb. 4.9). Als Grund hierflir kann mit groBer Wahrscheinlichkeit die
fehlende MHC-Klasse-II-Expression gesehen werden, wodurch diesen Zellen

die Fahigkeit fehlt, das synthetische Peptid P1 zu binden und zu prasentieren.

In der Literatur ist mehrfach dokumentiert, dass auch T-Lymphozyten die Funk-
tion antigenprasentierender Zellen Gbernehmen kénnen (z.B. Barnaba et al.,
1994). Auffallend ist, dass samtliche Untersuchungen mit T-Zelllinien durchge-
fihrt wurden (Bevan DJ und Crisholm PM, 1986; Broeren CPM et al., 1995; Kira
J et al.,, 1989; Lorber ML et al., 1982; Mannie MD, 2001; Mannie MD und Norris
MS, 2001; Mannie MD und Walker MR, 2001; Reizis B. et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis von R73P%, Ox6P*® Zellen in
vivo nach Immunisierung mit dem immunogenen Peptidantigen P1. |hr Anteil an
der Lymphozytenpopulation war sehr gering. Von 8,6x10” Lymphknotenzellen
sind ca. 1x10° T-Lymphozyten MHC-Klasse-lI-positiv (Seite 29) und ca. 1,8x10’
MHC-Klasse-ll-negativ. Die weitere Charakterisierung der R73°°, Ox6"°* und
R73P°°, Ox6"° T-Lymphozyten im Rahmen dieser Arbeit ergab folgende Unter-
schiede (Tab. 6.1).

Tab. 6.1: Vergleich der in dieser Arbeit nachgewiesenen Eigenschaften von R73°°°, Ox6"°° bzw.
R73°°, Ox6™° T-Lymphozyten. Die Gegeniiberstellung verdeutlicht, dass sich die P1-spezi-
fischen T-Lymphozyten in zwei Populationen mit unterschiedlichen Eigenschaften auftrennen
lassen.

Nachweis von mRNA
T- Anteil Auto- Stimulatorzellen im

Lymphozyten CD25°° Zellen stimulation  Proliferationsassay

MHC-II  CD80/CD86

pos pos 24% Ja Ja Ja Ja: CD86
R73™, Ox6 (Abb. 4.11) (Abb. 4.12) (Abb. 4.15/ 4.16) (Abb. 4.11) (Abb. 4.19)
Nein f k) ; :
pos neg *) Nein Nein Nein
R73, Ox6 n.b. <A3bi g)-g/ (Abb. 4.18) (Abb. 4.14)  (Abb. 4.19)

* n.b.: nicht bestimmt; **) in der gemischten Leukozytenkultur
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Es ist akzeptiert, dass T-Lymphozyten zwei Signale zu ihrer Aktivierung bendoti-
gen (Agadjanyan MG et al., 1999). Das erste oder antigenspezifische Signal
wird durch die Bindung des T-Zellrezeptors an den Komplex aus MHC-
Molekilen und den entsprechenden Antigenen ausgeldst. Das zweite antigen-
unabhangige Signal kommt durch die Bindung der CD80/CD86-Molekile auf
der Zelloberflache antigenpréasentierender Zellen mit dem CD28-Rezeptor auf
T-Lymphozyten zustande (Sharpe AH und Freeman J, 2002). Bei Abwesenheit
dieser Kostimulation gehen T-Lymphozyten in einen Zustand der Anergie Uber,
in dem sie nicht proliferieren und keine Zytokine, vor allem IL-2, sezernieren.
Anergie wird dabei als partielle oder totale Nichtreaktivitat aufgrund einer unzu-
reichenden Aktivierung durch unvollstdndige oder fehlende Kostimulation be-
zeichnet (Quill H und Schwartz RH, 1987; Lechler Rl et al., 2001). Das Phano-
men Anergie beschreibt eine Vielzahl funktioneller Limitierungen bei der Zelltei-
lung, Zelldifferenzierung und Zytokinproduktion (Mueller DL et al., 1991).

Die durch T-Lymphozyten vermittelte Antigenprasentation wird als zentraler
Schlissel fur die Hemmung der T-Zellaktivierung diskutiert (Mannie MD und
Norris MS, 2001). Hierbei wurde immer wieder die Induktion von Anergie beo-
bachtet (Celis E und Saibara T, 1992; Lamb JR et al., 1983; Lamb JR und
Feldmann M, 1984; LaSalle JM et al., 1993; LaSalle JM et al., 1994; Pichler WJ
und Wyss-Coray T, 1994; Satyaraj ES et al., 1994). Ein inhibierender Effekt bei
der Antigenprésentation durch die R73°°, Ox6°°° T-Lymphozyten wurde in die-
ser Arbeit nicht beobachtet. Im Gegenteil, diese Zellen waren in der Lage, eine
starke T-Zellantwort auszulésen (Abb. 4.15 und 4.16).

Somit lassen die eigenen Daten nicht den Schluss zu, dass die R73°, Ox6"°*
T-Lymphozyten Anergie induzieren. Die Prasenz dieser Zellen ist nicht als Indiz
zu werten, dass zusatzlich zur allgemeinen Aktivierung im Rahmen der Alloim-

munantwort auch inhibierende Vorgange ablaufen.
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6.2 Die antigenspezifischen R73°°°, Ox6°°° T-Lymphozyten ak-
tivieren T-Lymphozyten

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, werden alloreaktive CD4+ T-Lympho-
zyten entweder Uber den direkten oder indirekten Weg der Alloantigen-
erkennung aktiviert (Lechler Rl und Batchelor JR, 1982) (Abb. 1.2). Der direkte
Weg wird in der gemischten Leukozytenkultur (Abb. 6.2) und der indirekte Weg
im T-Zellproliferationsassay (Abb. 6.1) gemessen.

Beim direkten Weg erkennen alloreaktive T-Lymphozyten (CD4+ und CD8+)
des Transplantat-Empfangers direkt die allogenen MHC-Molekile auf der Ober-
flache der aus dem Transplantat ausgewanderten antigenprasentierenden Zel-
len. Beim indirekten Weg hingegen nehmen antigenprasentierende Zellen des
Empfangers Spender-MHC-Molekile auf, prozessieren diese und prasentieren
die allogenen Peptidantigene Uber MHC-Klasse-II-Molekile ihren “eigenen®
CD4+ T-Lymphozyten (Auchincloss H et al., 1993; Auchincloss H und Sultan H,
1996). Die Uber den direkten oder indirekten Weg der Alloantigenerkennung
aktivierten T-Lymphozyten steuern mit Hilfe ihrer Zytokine weitere, an der
Transplantatzerstérung beteiligte Effektorzellen (siehe hierzu auch die Einlei-
tung). In diesem Abschnitt wird der durch R73P°°, Ox6P°* T-Lymphozyten ausge-
|6ste direkte und indirekte Weg der Alloantigenerkennung naher betrachtet.

Abbildung 6.1 verdeutlicht, dass R73P%, Ox6P°® T-Lymphozyten sich hervorra-
gend als Stimulatorzellen fir den T-Zellproliferationsassay eignen (Abb. 6.1 B).
Die Starke der von ihnen induzierten T-Zell-Proliferation war dabei vergleichbar
mit der Proliferation, die von dendritischen Zellen ausgelést wurde (Abb. 6.1 A).

pos

Hingegen waren R73P°, Ox6"*® T-Lymphozyten als Stimulatorzellen ungeeignet

(Abb. 6.1 C).

Weiter sind in Abbildung 6.1 die flr eine Aktivierung notwendigen Molekile
schematisch dargestellt, soweit sie in der molekularbiologischen Analyse nach-
gewiesen wurden (Abb. 4.19). Wahrend dendritische Zellen CD80 und CD86
positiv sind, wurde fur die R73P%°, Ox6P** T-Lymphozyten nur CD86 nach-
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gewiesen. Da aber die beiden Zellpopulationen eine vergleichbare Proliferation
induzierten, scheint die Abwesenheit von CD80 keine wesentlichen Auswirkun-
gen fur die Restimulation antigenspezifischer T-Lymphozyten zu haben. Der
Nachweis von CD86 auf der Zelloberflache aktivierter T-Lymphozyten wurde in
dieser Arbeit zwar nicht gezeigt (im Gegensatz zur CD86 mRNA), sie gilt aber
als sicher (u.a. Azuma M et al., 1993).

A CD80/CD86 cD28
R73pos,
B
R73pos, R73pos, —
c cD28
R73P°5, R73pos,
Ox6ney Ox6reg »
Stimulator- Responder- \ \ \ \ w w w
Zellen Zellen 0 5000 15000 25000 35000
cpm
Legende: P
‘ P T-Zellrezeptor
N\

_I
: . Bestrahlt (20 Gy)
—_ MHC-Klasse-II /‘)'

Abb. 6.1: Schematische Darstellung der Situation im T-Zellproliferationsassay mit den ver-
schiedenen Stimulatorzellen: (A) dendritische Zellen (DC), (B) R73°°, Ox6°°° T-Lymphozyten
und (C) R73%, Ox6"* T-Lymphozyten. Wahrend R73°, Ox6"*° T-Lymphozyten wie DC aus-
gezeichnete Stimulatorzellen zur Restimulation antigenspezifischer R73°°°, Ox6™° darstellen (A
und B), sind die R73°, Ox6"™° T-Lymphozyten als Stimulatorzellen fir die Autostimulation
(Abb. 4.9) ungeeignet (C). Als Erklarung hierfir wird die fehlende Oberflachenexpression von
MHC-Klasse-Il und CD86 gesehen.
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In der Literatur werden zwei unterschiedliche Mechanismen beschrieben, wie T-
Lymphozyten MHC-Klasse-II-Molekile erhalten. Zum einen besitzen aktivierte
T-Lymphozyten die Eigenschaft, MHC-Klasse-lI-Molekiile von zum Beispiel an-
tigenprasentierenden Zellen aufzunehmen (Lorber MI et al., 1982). Zum ande-
ren sind insbesondere aktivierte T-Lymphozyten von Ratte und Mensch in der
Lage, MHC-Klasse-II-Moleklle zu synthetisieren (Lamb JR und Feldmann M,
1984). Sowohl die biologische Funktion dieser MHC-Klasse-II-Expression durch
aktivierte T-Lymphozyten als auch die Kontrollmechanismen hierfir werden
kontrar diskutiert (Mannie MD et al., 2004). Wie bereits im Abschnitt 6.1 erldu-
tert, wird der durch T-Lymphozyten vermittelten Antigenprasentation eine wich-
tige regulatorische Funktion zugesprochen (Lamb JR und Feldmann M, 1984).
So werden deaktivierende Vorgangen in den ,Responder‘-T-Lymphozyten aus-
gelést, wie die Induktion von Apoptose durch ,activation-induced cell death*
(O’Hehir RE et al., 1990) oder Anergie (Lamb JR et al., 1983; Lamb JR und
Feldmann M, 1984; Celis E und Saibara T, 1992). Beide Vorgange verhindern
effektiv die Akkumulation aktivierter T-Lymphozyten (Pichler WJ et al., 1994).

Als gesichert qilt, dass T-Lymphozyten nicht in der Lage sind, selbst Antigene
zu prozessieren. Experimente von Hewitt und Feldmann zeigen, dass antigen-
spezifische humane CD4+ T-Lymphozyten in Gegenwart von Virusprotein-
Fragmenten (Influenza HA, Aminosaure 306-330) proliferierten. Sie taten dies
jedoch nicht in Gegenwart des gesamten Virusproteins (Hewitt CR und Feld-
mann M, 1989). Erst nach Zugabe antigenprasentierender Zellen, die das Vi-
rusprotein prozessierten und als Peptidantigen prasentierten, begannen die T-
Lymphozyten zu proliferieren. Ob die Aussage dieses Experiments auch fir
antigenspezifische CD4+ T-Lymphozyten anderer Spezies gilt, ist nicht be-
kannt.
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Abb. 6.2: Schematische Darstellung der Situation in der gemischten Leukozytenreaktion (“mi-
xed leukocyte reaction®). Bestrahlte dendritische Zellen (DC), R73°°, Ox6*° und R73°°°, Ox6"*
T-Lymphozyten werden als Stimulatorzellen (jeweils 1x10* mit 1x10° T-Lymphozyten aus der
Wistar Furth (WF) Ratte inkubiert. Die R73°, Ox6°*° Zellen induzierten zwar eine deutliche
Proliferation naiver WF-T-Lymphozyten (B), diese war jedoch wesentlich geringer als mit dendri-
tischen Zellen (A). Dagegen induzierten R73°°, Ox6"™° T-Lymphozyten keine Proliferation (C).

Abbildung 6.2 zeigt, dass dendritische Zellen "naive" T-Lymphozyten in der ge-
mischten Leukozytenkultur aktivieren. Im Gegensatz dazu induzierten die
R73°%, Ox6P°° T-Lymphozyten eine deutlich geringere Proliferation (Abb. 6.2 A
und B: 15.209 £ 1.254 cpm versus 3.767 = 687 cpm). Inwieweit als Ursache flr
die verringerte Proliferation die CD86 Expression auf den R73P%, Ox6™*° T-
Lymphozyten verantwortlich ist (Abb. 6.2 B), kann zur Zeit nicht beantwortet
werden. Ob die verringerte T-Zellproliferation Ausdruck einer unvollstandigen T-
Zellaktivierung oder Anergie ist, wie sie bei einer Antigenerkennung ohne
Kostimulation beobachtet wird, ist zum jetzigen Zeitpunkt ebenfalls nicht geklart.
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Andererseits sei daran erinnert, dass die R73°°°, Ox6*® T-Lymphozyten im T-
Zellproliferationsassay eine vergleichbar starke Proliferation antigenspezifischer
T-Lymphozyten induzierten wie dendritische Zellen (Abb. 4.16).

Das Konzept, dass T-Lymphozyten mehr als ein Signal zur vollstdndigen Akti-
vierung bendtigen, wurde von Bretschner und Cohn (1970) vorgeschlagen, ob-
wohl erst einige Jahre spater Experimentaldaten dies sicher belegten. In Mau-
sen, die allogene Langerhans-Inseln oder Schilddriisentransplantate erhielten,
wurde gezeigt, dass nur bestimmte Zelltypen Molekiile zur Kostimulation expri-
mierten (Lafferty KJ und Gill RG, 1993). AusschlieBlich diese "kostimulatorisch-
aktiven" Zellen induzierten auch eine AbstoBung der MHC-differenten Trans-
plantate. Zu diesen Zellen gehdren antigenprasentierende Zellen, wie dendriti-
sche Zellen und Makrophagen. lhre Depletion reduziert die Immunogenitat ei-
nes Organtransplantates und fihrt zu verlangerten Transplantatfunktionszeiten
(Lafferty KJ et al., 1975; Lafferty KJ, 1980).

Untersuchungen mit modifizierten, zur Kostimulation unfahigen APC zeigen,
dass sie nicht mehr in der Lage waren, T-Lymphozyten zu aktiveren. Des Wei-
teren unterschieden sich diese T-Lymphozyten deutlich von solchen T-Lympho-
zyten, die mit "normalen” APC in Kontakt gekommen waren (Jenkins MK und
Schwartz RH, 1987; Quill und Schwartz, 1987). Wurden humane T-Zellklonen
mit Antigen in Abwesenheit von antigenprasentierenden Zellen inkubiert, so
wurden sie in Anergie Uberfthrt (Lamb JR et al., 1983; Lamb JR und Feldmann,
M 1984). Anergie wird dabei als Zustand partieller oder totaler Nichtreaktivitat
aufgrund einer unzureichenden Aktivierung durch unvollstdndige oder fehlende
Kostimulation bezeichnet (Quill H und Schwartz RH, 1987).

In verschiedenen Untersuchungen wurde die Bedeutung anergischer Zellen als
Suppressorzellen gezeigt. Hierin unterscheiden sie sich eindeutig von indiffe-
renten, ruhenden Zellen. Durch Injektion von Superantigenen ist es mdglich,
anergische Zellen mit suppressiven Eigenschaften zu induzieren (Kawabe Y
und Ochi A, 1990; Rellahan BL et al., 1990). Der Zusammenhang zwischen A-
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nergie und Suppressoraktivitat wurde jedoch erst eindeutig gezeigt, als anergi-
sche humane T-Zellklone zu nicht anergischen T-Lymphozyten hinzugegeben
wurden. Hierdurch wurde namlich die Proliferation der nicht anergischen Zellen
gehemmt (Lombardi G et al., 1994).

Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, welche
Auswirkung die Antigenprasentation durch R73P°°, Ox6°°* T-Lymphozyten auf
die T-Zellproliferation hat. Wurden sie als Stimulatorzellen im T-Zellprolifera-
tionsassay eingesetzt, mit dem der indirekte Weg der Alloantigenerkennung
analysiert wird, so war eine deutliche Proliferation der Responderzellen zu beo-
bachten (Abb. 4.15 und 4.16). Die Ergebnisse dieser Experimente lassen somit
nicht den Schluss zu, dass die R73P*°, Ox6°® T-Lymphozyten hemmende Ei-
genschaften aufweisen. Die Frage, ob die R73°°, Ox6°® T-Lymphozyten Aner-
gie in "naiven" T-Lymphozyten induzierten, wurde in der gemischten Leukozy-
tenkultur untersucht (Abb. 4.18). Danach spricht einiges daflr, dass die Abwe-
senheit von CD80 auf der Zelloberflache der R73°°, Ox6P°° T-Lymphozyten zu
einer stark verminderten Proliferation der naiven T-Lymphozyten flhrte. Die
Grunde hierfir missen aber nicht zwangslaufig in der Induktion von Anergie

liegen. Weitere Experimente hierzu werden Klarheit schaffen.

Das wesentliche Ergebnis dieser Arbeit ist, dass sich nach Immunisierung mit
dem Peptidantigen P1 zwei antigenspezifische T-Zellpopulationen unterschei-
den lassen, namlich MHC-Klasse-Il-positive und -negative T-Lymphozyten. Fir
die R73°°, Ox6"°* T-Lymphozyten (Abb. 4.7) wurde gezeigt, dass sie sie sich
als ausgezeichnete Stimulatorzellen fir P1-spezifische T-Lymphozyten erwie-

sen.
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Uberlequngen fiir einen méglichen therapeutischen Ansatz mit R73°°, Ox6°°

T-Lymphozyten

Die Beobachtung, dass R73P%, Ox6°°® T-Lymphozyten wie dendritische Zellen
von auBen, d.h. ohne Prozessierungsschritt durch die Zellen, mit synthetischen
Peptiden beladen werden kénnen, fiihrte zu der Uberlegung, ob sie nicht auch
therapeutisch einzusetzen sind. Hierbei kénnten sie bestimmte immunregulato-
rische Peptidvarianten zu den alloreaktiven T-Lymphozyten im Transplantat und
mit Hilfe dieser Peptide die Immunantwort hemmen. Der Vorteil dieser Vorge-
hensweise wére, dass mit Hilfe dieser Zellen auch im Transplantat die Immun-
antwort reguliert werden kénnte. Dendritische Zellen suchen erst die Lymphkno-
ten auf (Cerundolo et al., 2004), um eine von hier ausgehende zellulare Immun-
suppression zu induzieren. Des Weiteren ist nicht vollstandig geklart, ob eine
inhibierende Immunantwort von hier aus wirksam wird. Zu dieser theoretischen

Vorstellung sind bisher jedoch keine experimentellen Daten verflgbar.

Die in dieser Arbeit untersuchten R73°°°, Ox6*® T-Lymphozyten stellen somit
eine hoch interessante Zellpopulation dar, die mit groBer Wahrscheinlichkeit zu

neuen Erkenntnisse in der Immunologie von T-Lymphozyten flihren wird.
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Abb. 6.3: Vorstellung fiir einen méglichen therapeutischen Ansatz mit R73°°, Ox6”°° T-Lym-
phozyten. Hierzu werden diese Zellen mit immunmodulierenden Peptidvarianten beladen. Im
Gegensatz zu dendritischen Zellen wird erwartet, dass die R73°°, Ox6"*° T-Lymphozyten direkt

in das Transplantat einwandern, um hier "intraorganisch" die Immunantwort zu hemmen.

-53 -



7 Ausblick

7 Ausblick

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit war der Nachweis, dass ein Teil der
antigenspezifischen T-Lymphozyten sowohl MHC-Klasse-Il als auch kostimula-
torische Molekile exprimieren. Diese Zellen, sie werden in dieser Arbeit als
R73P°°, Ox6P°*® T-Lymphozyten bezeichnet, sind zur Autostimulation befahigt.

In der Literatur wird die Antigenprasentation durch T-Lymphozyten mit regulato-
rischen Phdnomenen in Verbindung gebracht. Die Daten in dieser Arbeit lassen
den Schluss zu, dass es einen Unterschied gibt, ob R73°%°, Ox6P*° T-
Lymphozyten als Stimulatorzellen im Proliferationsassay oder in der gemischten
Leukozytenreaktion eingesetzt werden. Wahrend sie antigenspezifische T-
Lymphozyten sehr gut stimulieren, scheinen sie bei der Aktivierung naiver T-
Lymphozyten weniger effektiv zu sein (Abb. 6.2). Somit sind weitere Untersu-
chungen notwendig, um die Auswirkungen der Antigenprasentation aktivierter
T-Lymphozyten im Detail zu verstehen. Zusatzlich ist die Frage zu klaren, ob
antigenprasentierende T-Lymphoyzten der Ratte Uber die Fahigkeit verfligen,

Antigene zu prozessieren.

Durch ihre geringe Anzahl an der Lymphknotenpopulation ist die Isolierung von
R73P%, Ox6P*® T-Lymphozyten zeitintensiv und aufwendig. Ein wesentlicher
Fortschritt ware, wenn sich diese Zellen in vitro unter dem Einfluss des Antigens
kultivieren lieBen. Dies ware auch eine wesentliche Voraussetzung, um ausrei-
chende Zellzahlen fir umfangreiche Untersuchungen in vitro aber auch in vivo
zur Verfugung zu haben. Dabei ist zu prifen, inwieweit ihr Phanotyp stabil
bleibt, oder ob sich die Zellen unter bestimmten Bedingungen, z.B. bei ausblei-
bender Stimulation, zu R73P%°, Ox6°°*, CD25" T-Lymphozyten entwickeln, die
moglicherweise Gedachtniszellen darstellen. Auch kénnte geklart werden, ob
die ebenfalls in dieser Arbeit beschriebenen R73°°, Ox6"*® T-Lymphozyten eine
eigenstandige Population darstellen oder ob sie sich aus den R73P°°, Ox6"*° T-
Lymphozyten entwickeln.
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T-Lymphozyten vermitteln sowohl die TransplantatabstoBung (Stichwort: allo-
reaktive T-Lymphozyten) als auch die Transplantatprotektion (Stichwort: regula-
torische T-Lymphozyten). Fir ihre Aktivierung bendtigen die T-Lymphozyten
entsprechende T-Zellantigene, die im Rahmen der Transplantation als
Transplantations- oder Alloantigene bezeichnet werden. Hierbei handelt es sich
um die von den Zellen des Transplantates stammenden MHC-Klasse-l und
Klasse-Il Molekile. Diese werden von dendritischen Zellen aufgenommen und
zerkleinert. Die im Rahmen der Prozessierung entstandenen Peptide werden
zusammen mit Selbst-MHC-Klasse-1I-Molekilen an die Zelloberflache transpor-
tiert und dort den eigenen T-Lymphozyten prasentiert. Die Auswirkungen dieser
Uber den indirekten Weg der Alloantigenerkennung vermittelten Aktivierung von
T-Lymphozyten auf die Transplantatfunktion sind weitgehend bekannt: Die un-
ter dem Einfluss alloreaktiver T-Lymphozyten induzierten Effektorzellen, wie
zytotoxische T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Makrophagen und NK-Zellen,
sind an der Zerstérung des Transplantates beteiligt. Ungeklart ist, ob im Rah-
men der allogenen Immunaktivierung neben aktivierenden auch inhibierende T-
Zell-Antworten entstehen. Hierzu ist es notwendig, die wahrend einer allogenen

Immunantwort aktivierten CD4+ T-Lymphozyten genauer zu untersuchen.

Ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit war die Beobachtung, dass
sieben Tage nach Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 zwei unter-
schiedliche Populationen an R73°*° T-Lymphozyten zu unterscheiden waren.
Sie wurden nach ihrer Fahigkeit, den anti-MHC-Klasse-II-Antikérper Ox6 zu
binden, als R73P%, Ox6°*° bzw. als R73P°°, Ox6"*9 T-Lymphozyten bezeichnet.
Der Anteil der R73P°°, Ox6°°° T-Lymphozyten an der Lymphknotenpopulation
war mit ca. 5% im Vergleich zu den R73P%, Ox6"9 T-Lymphozyten mit 77%
sehr gering. Nach Zugabe des Antigens P1 proliferierten ausschlieBlich die
R73P°°, Ox6P°° T-Lymphozyten, wahrend die R73°°, Ox6"° T-Lymphozyten fir
ihre Reaktivierung P1-beladene dendritische Zellen bendtigten. Somit zeigten

nur die R73P%°, Ox6P* T-Lymphozyten Eigenschaften antigenprasentierender
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Zellen. Dies setzt neben der Expression von MHC-Klasse-II Molekilen auf der
Zelloberflache auch die Prasenz von Molekilen zur Kostimulation voraus.

Bei der Restimulation antigenspezifischer T-Lymphozyten unterschieden sich
die R73P°, Ox6"*9 T-Lymphozyten in ihrer Fahigkeit als Stimulatorzellen nicht
von reifen dendritischen Zellen, als den potentesten antigenstimulierenden Zel-
len des Immunsystems. Wurden sie dagegen mit naiven T-Lymphozyten inku-
biert, so war die induzierte T-Zellproliferation wesentlich schwéacher als bei
dendritischen Zellen: R73P°°, Ox6"*° T-Lymphozyten: 3.700 + 687 cpm; dendriti-
sche Zellen: 15.209 + 1.254 cpm.

Sowohl fur die Restimulation aktivierter T-Lymphozyten als auch flr die Aktivie-
rung naiver T-Lymphozyten ist es notwendig, dass die R73°°, Ox6P** Zellen
neben MHC-Klasse-Il Molekllen auch kostimulatorische Molekile exprimieren.
Exklusiv fur die R73P°°, Ox6P°® T-Lymphozyten wurde spezifische mRNA fir
MHC-Klasse-Il, dem kostimulatorischen Molekil CD86 und CIITA Il in der RT-
PCR nachgewiesen. Die MHC-Klasse-Il Moleklle auf der Oberflache der
R73P°%, Ox6"°® T-Lymphozyten sind wichtig, um eine Beladung mit Antigenen, in
diesem Fall mit Peptid P1, zu erméglichen. Die Expression von MHC-Klasse-l|
Molekilen wird vom "Master-Regulator" MHC-II Transaktivator/Promotor oder
CHTA reguliert. Nur in den R73%, Ox6°°° T-Lymphozyten wurde auch das
Transkript fir den Promotor Ill (CITTA lll) erfolgreich nachgewiesen. Uber
CD86 vermitteln die R73P°°, Ox6P°° T-Lymphozyten die Kostimulation.

Im Gegensatz zur allgemeinen Auffassung, wonach die durch T-Lymphozyten
vermittelte Antigenprasentation zur Induktion von Anergie flhrt, wurde diese
Eigenschaft weder bei den R73°°, Ox6P°® T-Lymphozyten noch R73P°, Ox6"*
T-Lymphozyten beobachtet. Welche Bedeutung diesen Zellen bei der Trans-
plantatabstoBung zukommt, ist zum jetzigen Zeitpunkt vollkommen ungeklart.
Ob sie z.B. fur die Verstarkung der lokalen Immunantwort gegen das Transplan-

tat bendtigt werden, ist in weiterflhrenden Arbeiten zu untersuchen.
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