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Abkurzungen

Abklrzungen

APC: antigen presenting cells (antigenprasentierende Zellen)

cLNC: cervicale lymph node cells (cervikale Lymphknotenzellen)

DC: dendritic cells (dendritische Zellen)

FACS: fluorescence-activated cell sorter (Durchflusszytometer)

IL-2R: Interleukin-2-Rezeptor

LEW: Lewis Ratte

LNC: lymph node cells (Lymphknotenzellen)

mLNC: mesenteric lymph node cells (mesenteriale Lymphknotenzellen)
MHC: major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
NK: Naturliche Killerzellen

PBS: phosphate buffered saline

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

WEF:

Wistar-Furth Ratte




1 Einleitung

1 Einleitung

Die allogene Organtransplantation, d.h. die Ubertragung zwischen genetisch
nicht-identischen Individuen der gleichen Spezies, ist bei irreversiblen Organ-
erkrankungen nach wie vor die Therapie der Wahl. Fortschritte bei den
chirurgischen Operationstechniken, der MHC-Typisierung (Opelz G et al., 1977)
und vor allem bei der Entwicklung von Immunsuppressiva (Henry ML, 1999)
flhrten dazu, dass sich die Uberlebensraten transplantierter Organe kontinuier-
lich verbesserten. So hat die Einfuhrung des Calcineurininhibitors Cyclosporin A
in die Klinik zu einer Steigerung der Ein-Jahres-Uberlebensrate nach Nieren-
transplantation von etwa 64 Prozent Anfang der 80er Jahre auf 78 Prozent in
den Jahren 1985-1989 gefuhrt (Gjertson DW, 1991 und 1995). Inzwischen
werden weitere Immunsuppressiva eingesetzt, doch ist allen gemeinsam, dass
sie die Funktion des gesamten Immunsystems hemmen (Abb 1.1). Diese Stra-
tegie verhindert einerseits die Transplantatabstol3ung, doch ist sie andererseits

fur schwerwiegende Infektionen und einem erhohten Malignomrisiko verant-

(A) unter Immunsuppression (B) unter antigenspezifischer
Therapie

4
Immunsystem

Tumor Tumor <t

Infektionen IJ*- Infektionen <t

Immunsystem

Transplantat IJ‘" Transplantat IJ*-

Abbildung 1.1: Darstellung der immunologischen Situation nach Organtransplantation
unter (A) Immunsuppression und (B) einer antigenspezifischen Therapie. Immun-
suppressiva schiitzen zwar das Transplantat vor der AbstoBung, doch hierzu hemmen
sie die lebenswichtige Immunabwehr. In einem nicht-immunsupprimierten Organismus
schutzt die Immunabwehr vor Infektionen und Tumoren. Das Ziel einer antigenspezifi-
schen Therapie ist es daher, nur die gegen das Transplantat gerichtete Inmunantwort zu
hemmen, ohne dabei das gesamte Inmunsystem zu beeinflussen. So bleibt die lebens-

wichtige Immunabwehr erhalten.
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wortlich (Walz MK, 1992; Cobbold SP, 2005). Hinzu kommt, dass diese
Immunsuppressiva Uber toxische Nebenwirkungen wie Nephro- und Neuro-
toxizitat verfugen (Shapiro R, 1991; Hong JC, 2000). Das grof3e Ziel der Trans-
plantationsimmunologie ist daher, Therapien zu entwickeln, die ausschlieRlich
die gegen das allogene Organ gerichtete Immunantwort selektiv hemmen
(Gorantla VS et al., 2000). Als wesentlich fur solche antigenspezifischen An-
satze wird die gezielte Beeinflussung der CD4+ Helfer-T-Lymphozyten ge-
sehen. Sie werden in erster Linie durch die sogenannten Transplantat- oder
Alloantigene aktiviert; hierunter werden vor allem die besonders polymorphen
Molekule des MHC-Komplexes zusammengefasst (Bjorkman PJ et al., 1987).
Die Funktion der alloreaktiven CD4+ T-Lymphozyten besteht darin, verschie-
dene Effektorzellen des Immunsystems wie B-Lymphozyten, zytotoxische T-
Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen zu aktivieren, die sich ihrerseits an
der als Transplantatabstolfung bezeichneten Gewebezerstorung beteiligen
(Rogers NJ und Lechler RI, 2001). Sollte es gelingen, diese T-Lymphozyten ge-
zielt zu hemmen, so sollte auch die von ihnen initiierte zellulare Zerstérung zu
verhindern sein. Um den Zusammenhang zwischen MHC-Antigenen und der
Aktivierung alloreaktiver CD4+ T-Lymphozyten darzustellen, werden im
folgenden Abschnitt die Aktivierungswege von T-Lymphozyten nach allogener

Transplantation erlautert.

1.1 Immunologische Grundlagen der TransplantatabstoRung

Lechler und Batchelor vertraten als Erste die Ansicht, dass Alloantigene in der
Lage sind, die T-Lymphozyten des Empfangers Uber zwei unterschiedliche
Wege zu aktivieren: Uber den ,direkten“ und ,indirekten Weg“ der Alloantigen-
erkennung (Lechler Rl et al., 1982). Bei dem direkten Weg erkennen CD8+ und
CD4+ T-Lymphozyten die MHC-Klasse-lI bzw. MHC-Klasse-Il Molekule auf der
Zelloberflache von Spenderleukozyten und werden hierdurch aktiviert. Unter
den Spenderleukozyten, auch ,passenger leukocytes® genannt, sind in erster
Linie die antigenprasentierenden Zellen von Bedeutung, da sie auch die not-

wendigen kostimulatorischen Molekule exprimieren (Haspot F et al., 2002). Die-

-2-



1 Einleitung

ser direkte Weg der Alloantigenerkennung wird damit erklart, dass die T-Zell-
Rezeptoren bestimmter T-Zell-Subfamilien eine Kreuzreaktivitat fur allogene
MHC-Molekule aufweisen (Lombardi G et al., 1990; Lechler RI et al., 1990).
Ungefahr 1-10 Prozent der Empfanger-T-Lymphozyten erkennen so die Allo-
antigene (Sherman LA und Chattopadhyay S, 1993; Succhin EJ et al., 2001).
Mit dem nahezu vollstandigen Verschwinden der ,passenger leukocytes® kurze
Zeit nach Transplantation verliert dieser Weg jedoch seine Bedeutung flr die

Aktivierung alloreaktiver T-Lymphozyten.

(A) Direkter Weg (B) Indirekter Weg

Passenger
leukocytes

Allo-MHC- —
Klasse-lI-Molekill

Prozessierung und
Prasentation des

Spender &2
P E— Allo-MHC-Molekils

Spender

‘ APC

Allo-MHC- . "

. < —— Peptide Empfanger MHC-
Klasse-I-Molekul JIL X Kiasse-ll-Molekill
Empféanger — 3 \Allo-MHC-Peptid

T-Lymphozyten
T-Zell-Rezeptor

B-Lymphozyten

Antikdrpervermittelte
Zytotoxizitat

Zerstorung des Transplantats (AbstoRung)

Abbildung 1.2: Die beiden Wege zur Aktivierung alloreaktiver T-Lymphozyten des Emp-
fangers: Der direkte (A) und indirekte (B) Weg der Alloantigenerkennung. Der direkte
Weg ist durch die Interaktion antigenprasentierender Zellen (APC) mit den Empféanger-T-
Lymphozyten charakterisiert. Dagegen werden beim indirekten Weg die MHC-Molekiile
des Spenders von Empfanger-APC aufgenommen, prozessiert und den eigenen T-

Lymphozyten prasentiert.
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Der indirekte Weg der Alloantigenerkennung stellt die zweite Moglichkeit dar,
um allogene T-Lymphozyten nach Transplantation zu aktivieren. Dabei nehmen
antigenprasentierende Zellen des Empfangers von der Zelloberflache abge-
schilferte allogene Proteine Uber Endozytose auf und zerlegen sie in Bruch-
stucke, die anschlieRend uber Selbst-MHC-Klasse-II-Molekule den eigenen T-
Lymphozyten prasentiert werden. Unter ihnen befinden sich auch Bruchsticke
von allogenen MHC-Molekulen (Benichou G et al., 1992; Auchincloss H et al.,
1993; Auchincloss H et al., 1996). Auch die Uber diesen Weg aktivierten CD4+
T-Lymphozyten steuern ihrerseits weitere Effektorzellen (Abb. 1.2).

Die Antigenprasentation als Voraussetzung zur Induktion einer T-Zell-spezifi-
schen Immunantwort wurde lange Zeit flr eine spezielle Funktion von professio-
nellen antigenprasentierenden Zellen gehalten. Inzwischen weil3 man jedoch,
dass auch CD4+ T-Lymphozyten nach ihrer Aktivierung MHC-Klasse-II-
Molekule auf ihrer Zelloberflache exprimieren und zur Antigenprasentation be-
fahigt sind (Barnaba V et al., 1994; Broeren CP et al., 1995; Mannie MD et al.,
2004). Diese durch T-Lymphozyten vermittelte Antigenprasentation bezeichnet
man als Autostimulation und weist besondere Eigenschaften auf, wie z.B. die
Induktion von Anergie (Mannie MD, 2001). Dies wurde jedoch bisher nur in vitro
an T-Zellinien beobachtet und es ist nicht klar, ob dieser Effekt auch in vivo
auftritt.

1.2 Der T-Zell-Proliferationsassay

Mit dem sogenannten T-Zell-Proliferationsassay lasst sich die Starke der Uber
den indirekten Weg der Alloantigenerkennung induzierten T-Zell-Proliferation
messen. Hierbei wird sich die besondere Eigenschaft der MHC-Klasse-II-Mole-
kile zunutze gemacht, dass diese auch von aulien mit synthetischen Peptiden

beladen werden konnen.

Diese Eigenschaft der MHC-Klasse-II-Molekule wurde auch in der vorliegenden

Arbeit genutzt. Der T-Zell-Proliferationsassay bildet dabei das Kernstlick dieser
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Arbeit und funktioniert folgendermaf3en: Durch Immunisierung einer Lewis-Ratte
mit einem synthetischen Peptid (s. Kapitel 3.1) werden antigenspezifische
CD4+ T-Lymphozyten induziert. Die T-Lymphozyten werden aus den lokalen
Lymphknoten isoliert und mit syngenen dendritischen Zellen in vitro inkubiert,
die zuvor mit dem (gleichen Peptid beladen wurden, das auch zur
Immunisierung verwendet wurde. Diese Restimulation der antigenspezifischen
T-Lymphozyten wird Gber den Einbau von radioaktivem Thymidin quantifiziert.
Der T-Zell-Proliferationsassay ist streng antigenspezifisch und basiert auf dem
immunologischen Gedachtnis aktivierter T-Lymphozyten. Naive T-Lymphozyten
werden in diesem Assay nicht aktiviert. Als Antigen wurde in dieser Arbeit das
synthetische Peptid P1 verwendet, das mit einem Bereich des MHC-Klasse-I-
Molekuls der Wistar Furth (WF)-Ratte identisch ist (Abb. 3.2). Charakteristisch
fur P1 ist, dass es eine starke T-Zellantwort in Lewis-Ratten induziert. Erhalten
namlich mit P1 immunisierte Lewis-Ratten ein WF-Transplantat, so wird das
Organ von dem Immunsystem dieser Tiere beschleunigt abgestoflen (Sitaru
AG, 2003). Aus diesem Grund wurde P1 als Modellantigen fir diese

Untersuchungen gewahilt.

1.3 Zielsetzung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob nach einer induzierten Immunantwort in
vivo MHC-Klasse-ll-positive CD4+ T-Lymphozyten entstehen, die zur Auto-
stimulation befahigt sind. lhre mogliche Funktion als antigenprasentierende Zel-
len wurde in vitro intensiv untersucht (Abschnitte 4.1.3, 4.2.1 und 4.2.2). Auler-
dem sollten Blockierungsexperimente mit monoklonalen Antikérpern zeigen, wie
die Autostimulation beeinflusst werden kann (Abschnitt 4.2.3). Auch bestimmte
Parameter des hier verwendeten Proliferationsassays wurden Uberpruft (4.1.2),
und die Auswirkungen der Immunisierung mit dem Modellantigen P1 (s. oben)

auf die lokale Lymphknotenpopulation analysiert (Abschnitt 4.1.1).
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2 Fragestellung

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung antigen-

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

dabei beantwortet werden:

1.

Das allogene Peptid P1 aktivierte nach subkutaner Applikation das
Immunsystem der Lewis-Ratte. Welche Auswirkung hatte diese Immuni-

sierung auf die Lymphozytenpopulation in den lokalen Lymphknoten?

Im T-Zell-Proliferationsassay wurde die in vitro Proliferation restimulierter
antigenspezifischer T-Lymphozyten in Gegenwart von antigenprasentieren-
den Zellen bestimmt.

a) Welches sind die Charakteristika dieses Assays?

b) Was sind die sensitivitatsbestimmenden Parameter?

Nach der Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 entstanden T-Lym-

phozyten, die MHC-Klasse-II-Moleklle auf der Zelloberflache exprimierten.

a) Welche Eigenschaften im T-Zell-Proliferationsassay sind flr diese Zellen
charakteristisch?

b) Lassen sich kostimulatorische Oberflachenmolekile identifizieren, die an

der Autostimulation beteiligt sind?
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3.1 Peptide

Das Peptid P1 gehdrt zu einer Gruppe von sieben Wistar-Furth (Haplotyp:
RT1.AY) MHC-Klasse-I-Peptiden, deren Immunogenitit bereits in friiheren
Arbeiten untersucht wurde (Sitaru AG et al., 2002 und 2004). P1, bestehend
aus 19 Aminosauren (Aminosauren 1-19, s. Abb. 3.1), induzierte dabei eine
besonders starke Immunantwort in Lewis-Ratten und wurde deshalb fur diese
Arbeit als Modellantigen ausgewahlt. Als Kontrolle diente das 15 Aminosauren
umfassende Peptid Pc (Aminosauren 110-124, Abb. 3.1). Pc stammt aus einem
Abschnitt des MHC-Klasse-lI Molekuls, der bei Lewis- und Wistar-Furth-Ratten
identisch ist (s. Abb. 3.1). Die Synthese dieser beiden Peptide erfolgte nach
publizierten Aminosauresequenzen (Joly E et al., 1995; Chowdhury NC et al.,

Wistar-Furth MHC-Klasse-l: RT1.A" (Spender)
Lewis MHC-Klasse-l: RT1.A' (Empfanger)

a1-Doméne
B-Faltblatt B-Faltblatt B-Faltblatt B-Faltblatt a-Helix a-Helix
2 14 20 27 32 37 44 48 50 55 58 84
S C— <> — l
1 10 20 30 40 50 60 70 80
RT1.A” GSHSLRYFLTAVSRPGL GEPRFI AVGYVDDTEFVRYDSDAENPRVEPRARWWEREGPEYWERET QGAKGHEQVNRVNL RTLRGYYNQSEG
RT1A ----M--Dl----------- Y-S----- H----F------- Y----P------- D------ K---N--NYRVS-------------

GSHSLRYFLTAVSRPGLGE (P1)

a2-Doméne
B-Faltblatt B-Faltblatt B-Faltblatt B-Faltblatt a-Helix a-Helix a-Helix a-Helix
92 104 12 118 124 127 132 136 138 148 151 161 163 173 175 180 182
C— < <O>—<=> I H ! |
91 100 110 120 130 140 150 160 170 180
RT1.A° GSHTI QVMFGCDVGT DWSL L RGYRQDAYDGRDY| AL NEDL KTWIAADFAAQ TRNKLERDGDADYYKAYLEGTCLESVRRYLELGKERLLRS
RT1A ------ R Y------- [ e WD A- V- ERLR- - - - - - - V-WL- - - - - H--T---L

LRGYRQDAYDGRDY! (Pc)

Abbildung 3.1: Aminosauresequenz der Wistar-Furth (RT1.AU) und LEW (RT1.A') MHC-
Klasse-I-Molekiile. Von RT1.A' sind nur die Aminosiuren dargestelit, die sich von RT1.AY
unterscheiden. Die Sequenzen der Peptide P1 und Pc sind ebenfalls abgebildet (nach
Bjorkman PJ et al., 1987).
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1998) durch die Firma Jerini AG (Berlin, Deutschland). Die Reinheit lag bei
95%. Die Abbildung 3.2 zeigt die Lage von P1 im WF-MHC-Klasse-I Molekaul.

Abbildung 3.2: Der extrazelluldre Bereich des
MHC-Klasse-I-Molekiils mit der Peptid-
bindungstasche. Das Antigen P1 , entstammt*
dem ersten B-Faltblatt der a1-Doméne (schwarz

unterlegt).

3.2 Tiere

Verwendet wurden 8-12 Wochen alte, 150-200g schwere mannliche Lewis-
(LEW, RT1') und Wistar-Furth- (WF, RT1Y) Ratten. Die Lieferung der beiden
Inzucht-Rattenstamme erfolgte durch die Firma Harlan-Winkelmann (Borchen,
Deutschland).

3.3 Immunisierung

100 pg Peptid einer 1 mg/ml Stamm-Lésung wurde mit 100 ul eines Adjuvans
(TiterMax, Alexis GmbH, Grunberg, Deutschland) gemischt. Anschliefend
wurden je 50 pul dieser Emulsion Lewis-Ratten subkutan in die Sohlen der
HinterfulRe injiziert. Vor jeder Immunisierung wurden die Tiere mit Isofluran
(Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) fur 5 Minuten betaubt. 7 Tage nach

Immunisierung wurden die poplitealen Lymphknoten isoliert.
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3.4 Kulturmedium und Pufferlosungen

3.4.1 Kulturmedium

Das Standard-Kulturmedium bestand aus RPMI 1640, das 20 mM HEPES, 1
mM Natrium-Pyruvat, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pyg/ml Strepto-
mycin, 5x10° M 2-Mercaptoethanol, 1% nicht-essentielle Aminosauren und
10% fetales Kalberserum (Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

enthielt (alle Angaben als Endkonzentration).

3.4.2 Lysepuffer

Der Puffer zum Lysieren von Erythrozyten setzte sich aus 1,68 M Ammonium-
chlorid, 99,88 mM Kaliumhydrogencarbonat und 12,6 mM EDTA zusammen. Da
der Puffer 10-fach konzentriert war, wurde er vor Gebrauch im Verhaltnis 1:10

mit sterilem Aqua dest. verdunnt.

3.4.3 PBS (Phosphate buffered saline)

Der PBS-Puffer enthielt 140 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 7,2 mM
Natriumdihydrogenphosphatdihydrat, 1,47 mM Kaliumdihydrogenphosphat und
wurde auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt.

3.5 T-Zell-Proliferationsassay

Der T-Zell-Proliferationsassay wurde in Zellkultur-Mikroplatten mit 96 Rund-
boden-Vertiefungen (,96-well-Platten”) von Greiner Bio-One, Frickenhausen,
durchgefiihrt. Popliteale Lymphknotenzellen (jeweils 10° Zellen pro Vertiefung)
wurden ohne weitere Aufreinigung mit 20 Gray bestrahlten syngenen DC (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 flir 3 Tage bei
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37°C und 5% CO,-Sattigung kultiviert. Die letzten 6 Stunden wurden die Zellen
mit 0,5 uCi/Vertiefung [*H]-Thymidin inkubiert (,gepulst). Der [*H]-Thymidin-
Einbau wurde mit einem ,[3-plate“-SzintillationsmeRgerat in der Einheit ,counts
per minute“ (cpm) bestimmt (Institut flr Virologie und Immunbiologie der

Medizinischen Fakultat der Universitat Wurzburg).

3.6 Auswertung

Um die Daten verschiedener Experimentalserien miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden sie als Stimulationsindex (SI) nach folgender Formel umge-
rechnet: SI = cpm [Experiment] / cpm [Kontrolle]. Bei dieser Kontrolle handelte
es sich um popliteale Lymphknotenzellen (,popliteale lymph node cells® oder
,PLNC®) in Abwesenheit P1-beladener dendritischer Zellen. Zusatzlich zu die-
ser, fur die Berechnung des SI-Wertes wichtigen Kontrolle, wurden weitere Kon-
trollen durchgefuhrt: So lag der Stimulationsindex von pLNC inkubiert mit Pc-
beladenen dendritischen Zellen in der Groflenordnung unbeladener dendri-
tischer Zellen (1,77+0,21; n=5 vs. 1,70+0,30; n=42), wahrend dendritische
Zellen allein einen sehr niedrigen S| von 0,05 £ 0,03 (n=22) aufwiesen. Somit

wurden Sl-Werte, die unter dem Wert von 1,7 lagen, als Hintergrund gewertet.

50~ 127
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Abbildung 3.3: T-Zell-Proliferation P1-spezifischer T-Lymphozyten in vitro: Vergleich der

Proliferation dargestellt als cpm-Werte und als dimensionsloser Stimulationsindex.
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Abbildung 3.3 vergleicht die in ,cpm®“ angegebene Proliferation mit dem dimen-
sionslosen Stimulationsindex: Eine Proliferationsstarke von durchschnittlich
etwa 35.000 cpm und einem Kontrollwert von ca. 4.000 cpm ergibt einen Stimu-
lationsindex von 8,7 (siehe auch Daten im Appendix). Mittelwerte und Standard-
abweichungen wurden wie folgt berechnet: Pro Experiment reprasentierten we-
nigstens sechs Parallelwerte eine Messreihe. Wurde das Experiment nicht
wiederholt (n=1), so wurde der Mittelwert und die Standardabweichung aus
diesen 6 Parallelwerten errechnet. Wurde hingegen das Experiment wiederholt
(n>2), so bildeten samtliche Werte die Grundlage zur Berechnung von Mittel-
wert und Standardabweichung.

3.7 Zellisolierungen

3.7.1 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 sie durch ein Sieb (,Cell Strainer® der Firma
Falcon) gepresst. Nach dieser mechanischen lIsolierung wurden die Zellen
zweimal ,gewaschen® (d.h. die Zellen wurden abzentrifugiert, und das Zellpellet
erneut in PBS oder Kulturmedium resuspendiert). Zum Abschluss wurde das
Zellpellet mit 1 ml PBS aufgenommen und die Zellzahl mit der Neubauer-
Kammer bestimmt. Hierzu wurden sie mit 0,04% Trypanblau (Endkonzentration)

versetzt.

3.7.2 lIsolierung von dendritischen Zellen

Dendritische Zellen aus den Milzen naiver Lewis-Ratten dienten als syngene
antigenprasentierende Zellen. Hierzu wurde die Milz aseptisch entnommen,
durch ein Sieb gepresst und die so gewonnenen Zellen mit Kulturmedium ,ge-

waschen® (siehe oben). Zur Lyse der Erythrozyten wurde das Pellet mit 10 ml
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3 Material und Methoden

10-fach verdunntem Lysepuffer resuspendiert und nach einer 3-minutigen
Inkubation die Zellsuspension durch ein weiteres Zellsieb (,Cell Strainer®, siehe
oben) filtriert, um Gewebefragmente aus der Zellsuspension zu entfernen.
Anschlielend wurden die Zellen mit RPMI 1640 ,gewaschen und Uber Nacht
bei einer Zelldichte von 1x10” Zellen pro Petrischale mit 15 ml Kulturmedium
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die nicht-adharenten Zellen wurden gesam-
melt, auf 14,5% Metrizamid (Linaris, Biologische Produkte GmbH, Wertheim)
uberfuhrt und 13 Minuten bei 1823 xg und 4°C ohne Bremse zentrifugiert. Die
angereicherten dendritischen Zellen wurden vorsichtig aus der Interphase ent-
nommen, gewaschen und in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. Vor ihrer An-
wendung als antigenprasentierende Zellen wurden sie mit 20 Gray bestrahlt
(Gammastrahler, Institut fir Strahlenkunde der Medizinischen Fakultat der
Universitat Wiirzburg). Pro Milz wurden durchschnittlich 2,5x10° dendritische

Zellen isoliert (n=31).

3.7.3 Isolierung von B-Lymphozyten

B-Lymphozyten aus der Milz naiver Lewis-Ratten wurden ebenfalls als antigen-
prasentierende Zellen eingesetzt. Hierzu wurden die isolierten Milzleukozyten
(Technik siehe oben) auf 2x107 Zellen/ml PBS eingestellt. Fiir 1x10° B-Lympho-
zyten (ihr Anteil wurde durchflusszytometrisch ermittelt) wurden 0,3 ug des
Antikorpers OX33 (Linaris, Wertheim, Deutschland) eingesetzt. Nach 20-
minutiger Inkubation bei 4°C wurden die Zellen gewaschen und erneut auf
2x10" Zellen/ml PBS eingestellt. Pro Zielzelle wurden zwei paramagnetische
Dynalbeads (CELLection Pan Mouse IgG Kit der Firma DYNAL, Hamburg,
Deutschland) kalkuliert, und dieser Ansatz fur 20 Minuten bei 4°C inkubiert.
Anschlielend wurden die markierten B-Lymphozyten durch einen Magneten
von den ubrigen Zellen abgetrennt. Zur Entfernung der Dynalbeads wurden die
Zellen in 200 pl Kulturmedium aufgenommen und fir 15 Minuten mit 5 ul DNase
(50 U DNase/ul; DYNAL, Hamburg, Deutschland) bei Raumtemperatur inku-
biert. Die zwischen den magnetischen Partikeln und den Pan-anti-Maus-Anti-
korpern befindlichen DNA-Spacer wurden durch die DNase zerschnitten. Somit
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3 Material und Methoden

tragen die von den Dynalbeads freigesetzten B-Lymphozyten zusatzlich zum
OX33 noch den Pan-anti-Maus-Antikorper auf ihrer Zelloberflache. Um mdg-
liche falschpositive Ergebnisse in durchflusszytometrischen Analysen zu ver-
meiden, wurde dieser Pan-Anti-Maus-Antikdrper abgesattigt. Hierzu wurden 107
Zellen in 1 ml PBS mit 50 yl Mausserum 20 Minuten bei 4°C inkubiert, zweimal
,gewaschen® und anschlieend in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. Die
Positivselektion von T-Lymphozyten und MHC-Klasse-ll-positiven T-Lympho-
zyten wurde in gleicher Weise mit dem Antikérper R73 bzw. mit der Kombina-
tion aus R73 und OX6 durchgefuhrt.

3.7.4 lIsolierung von Makrophagen

Auch Makrophagen wurden als antigenprasentierende Zellen untersucht. Sie
wurden ebenfalls aus Milzen naiver Lewis-Ratten gewonnen. Die Milzleuko-
zyten (siehe Abschnitt 3.6.2) wurden auf 2x10’Zellen/ml Kulturmedium einge-
stellt, und die Zellen fur mindestens 72 Stunden bei 37°C inkubiert. Bei der Iso-
lierung der Makrophagen wurde ihre Fahigkeit genutzt, auf Kunststoffober-
flachen zu adharieren. Mit einem sterilen Gummischaber wurden die am Boden

von Petrischalen haftenden Makrophagen geerntet.

3.8 Zellstimulierung mit lonomycin und PMA

Zur Zellstimulierung wurden 2x10° Zellen pro ml Kulturmedium mit 500 pg/ml
lonomycin (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) und 10 ng/pl des Phorbol-
esters PMA (Sigma-Adrich, Taufkirchen, Deutschland) tber Nacht bei 37°C und
5% CO,-Sattigung inkubiert (Angaben als Endkonzentration). Anschlief3end

wurden die Zellen zweimal mit Kulturmedium gewaschen.

3.9 Blockierungsexperimente mit monoklonalen Antikorpern

Fir die Blockierungsversuche wurden die unkonjugierten monoklonalen
Antikorper (alle Linaris, Wertheim, Deutschland) OX6 (anti-RT1.B), OX17 (anti-
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RT1.D), OX18 (anti-RT1.A), NDS61 (anti-IL-2R) und JJ319 (anti-CD28)
verwendet. Jeweils 1x10° popliteale Lymphknotenzellen (Kapitel 3.6.1) wurden
mit unterschiedlichen Antikorperkonzentrationen (50, 10, 1 und 0,1 pg/ml) in
den Vertiefungen einer Zellkultur-Mikroplatte far 45 Minuten bei 4°C inkubiert
(Endvolumen 100 ul). Anschlieend wurde die Platte bei 402 xg fur 6 Minuten
zentrifugiert. Nichtgebundene Antikérper wurden mit dem Uberstand entfernt.
Hierzu wurden 50 pl Uberstand abgenommen und 50 pl Kulturmedium
zugegeben. Die mit Antikorpern beladenen Zellen wurden anschliellend im

Proliferationsassay getestet.

3.10 Durchflusszytometrie

Jeweils 5x10° Zellen wurden mit der zuvor austitrierten Konzentration monoklo-
naler Antikorper fur 15 Minuten bei 4°C in 50 pl PBS inkubiert. Danach wurden
die Zellen mit 200 yl PBS gewaschen (s. oben). Die Maus-Anti-Ratte Antikorper
(alle Linaris, Wertheim, Deutschland) waren entweder mit Fluorescein-Isothio-
zyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) konjugiert: OX6 (anti-RT1.B), OX8 (anti-
CD8a), OX18 (anti-RT1.A), OX33 (anti-CD45RA, B-Zellen), OX39 (anti-CD25),
R73 (anti-TCR ap) und W3/25 (anti-CD4) (Ubersicht bei van den Berg TK et al.,
2001). Mit 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) (Becton Dickinson Pharmingen,
Kalifornien, USA) wurden die toten Zellen identifiziert (die Ergebnisse hierzu
sind im Appendix aufgefuhrt). Als Isotopenkontrollen wurden FITC- oder PE-
konjugierte Mausantikdrper (IgG1«) eingesetzt (Becton Dickinson Pharmingen).
Die Messung wurde an einem FACScan (Becton Dickinson) durchgefihrt. Die
Auswertung von jeweils 10.000 Ereignissen erfolgte mit dem im Internet frei
erhaltlichen Programm WinMDI von Joseph Trotter in der Version 2.8
(http://facs.scripps.edu/software.html). Die Streulichtdaten wurden in linearer
und die Fluoreszenzdaten in logarithmischer Skalierung dargestellt. Die gra-
phische Auswertung einzelner Parameter erfolgte in Form von Histogrammen

und die Auswertung von zwei Parametern in x-y-Diagrammen.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die antigenspezifische Restimulation alloreak-
tiver CD4+ T-Lymphozyten im T-Zell-Proliferationsassay untersucht. Das Prin-
zip dieses Assays beruht darauf, dass die aktivierten, antigenspezifischen T-
Lymphozyten mit ,ihrem® Antigen in vitro ein weiteres Mal in Kontakt kommen
und hierdurch reaktiviert werden. Als Mal} fur diese Proliferation wurde der
Anteil des wahrend der Zellteilung in die sich verdoppelnde DNA eingebauten
tritiummarkierten Thymidins bestimmt. Die Experimente wurden in An- und Ab-
wesenheit antigenprasentierender Zellen durchgefihrt. Als Modellantigen wurde
das synthetische allogene Peptid P1 verwendet, das in Lewis-Ratten eine
starke Immunantwort induziert (Sitaru AG et al., 2004). Eine zentrale Frage die-
ser Arbeit war, ob aktivierte P1-spezifische CD4+ T-Lymphozyten MHC-Klasse-

[I-Molekulle exprimieren.

4.1 T-Zell-Restimulierung in Anwesenheit antigenprasen-

tierender Zellen

Antigenprasentierende Zellen exprimieren unter anderem MHC-Klasse-Il Mole-
kile auf ihrer Oberflache, die auch von auf’en mit Peptidantigenen, wie dem

Modellantigen P1, beladen werden kénnen.

4.1.1 Charakterisierung der alloantigeninduzierten T-Zell-Prolifera-

tion

Um antigenspezifische T-Lymphozyten zu erhalten, wurden Lewis-Ratten mit
dem Peptidantigen P1 subkutan immunisiert. Nach 7 Tagen wurden die
poplitealen Lymphknoten entnommen und die Lymphknotenzellen isoliert. Auf-
fallig war die GrélRenzunahme der Lymphknoten von etwa 1-2 mm bei nicht
immunisierten Lewis-Ratten auf ca. 6-8 mm nach Immunisierung mit P1. Diese

GroRenzunahme aulerte sich auch in einer Zunahme der Zellzahl: Wahrend
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aus den poplitealen Lymphknoten nicht-immunisierter Lewis-Ratten durch-
schnittlich 2,3x10” + 0,6x10” Lymphozyten (n=4) isoliert wurden, vervielfachte
sich die Zellmenge nach Immunisierung mit P1 auf nahezu 8,9x10” + 2 4x10’
Zellen (n=23).

27 (A 27 (B)

Zellzahl (x 107)
—
Zellzahl (x 107)

.
T T

-
1

Naiv Pc P1 Naiv Adjuvans

Abb. 4.1: (A) Vergleich der Zellzahlen poplitealer Lymphknoten vor (naiv) bzw. 7 Tage
nach subkutaner Immunisierung mit dem syngenen Kontrollpeptid Pc und dem
Alloantigen P1. Die Immunisierung mit P1 fiihrte zu einem starken Anstieg der
Lymphknotenzellen. (B) Das fiir eine erfolgreiche Immunisierung notwendige Adjuvans

(siehe Text) hatte alleine keinen Einfluss auf die Zellzahl im Lymphknoten.

Auch die Immunisierung mit dem fir T-Lymphozyten der Lewis-Ratte nicht-
immunogenen Kontrollpeptid Pc erhdhte den Anteil an Lymphozyten in den
politealen Lymphknoten (4,2x10” + 1,6x10 Zellen; n=3), doch blieb die Zellzahl
hier deutlich unter der durch P1-Immunisierung induzierten Zellzahl (s. oben).
Das Adjuvans TiterMax war notwendig, um eine spezifische Immunantwort
gegen das Peptidantigen zu induzieren, hatte aber keinen Einfluss auf die
Zellzahl im Lymphknoten (2,5%x10” + 0,8x10’ Zellen; n=3).

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen der Lymphknotenzellen zeigten,
dass sich ihre prozentuale Zusammensetzung durch die Immunisierung mit P1
anderte (Abb. 4.2). Zwar blieb der Anteil an CD8+ T-Lymphozyten unverandert
(vor Immunisierung: 23%; nach Immunisierung: 21%), doch stieg die Anzahl der
B-Lymphozyten mit 28% (vor Immunisierung: 11%) um mehr als das Doppelte
an. Der prozentuale Anteil an CD4+ T-Lymphozyten nahm zwar deutlich ab (vor
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Immunisierung: 66% und nach Immunisierung: 51%), doch wurden durch die
Immunisierung mit dem Antigen P1 antigenspezifische CD4+ T-Lymphozyten

induziert (siehe unten).

Vor Immunisierung mit P1 Nach Immunisierung mit P1

B-Lymphozyten B-Lymphoz

yten
28%
51%

CD8+
T-Lymphozyten

CD4+
T-Lymphozyten

CD4+ CD8+
T-Lymphozyten T-Lymphozyten

Abb. 4.2: Durchflusszytometrische Untersuchung der Lymphozytenpopulationen vor
bzw. 7 Tage nach Immunisierung mit dem immunogenen Peptidantigen P1.
Repréasentative Darstellung aus drei Versuchen.

Weiter wurde untersucht, ob P1-spezifische T-Lymphozyten auller in den
poplitealen Lymphknoten auch in weiteren Lymphknoten zu finden sind. Hierzu
wurden nach der Immunisierung mit P1 nicht nur die Lymphknotenzellen der
poplitealen Lymphknoten im Proliferationsassay (siehe hierzu Kapitel 4.1.2)

untersucht, sondern auch die Zellen der parailiakalen, mesenterialen und

Cervikale LK 0 Abb 4.3: Nach subkutaner

Mesenteriale LK 3 Immunisierung mit P1 lieR
12+ i

liakale LK sich im Proliferationsassay
10 Popliteale LK

die Verteilung der P1-spezi-
fischen T-Zellen in den ver-

schiedenen Lymphknoten-

Stimulationsindex
»
1

47 stationen nachweisen. P1-
27 |—I—| |—I—| spezifische T-Zellen waren
0+ T T T T

1 nur in den poplitealen und

opliteale iliakale = mesenteriale cervikale naive .
pop parailiakalen Lymphknoten

Lymphknotenzellen .
yme z (LK) zu finden.
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cervikalen Lymphknoten. Diese Zellen wurden in vitro mit P1 inkubiert und die
Proliferationsstarke bestimmt (Abb. 4.3). Als Kontrolle dienten naive Lymph-

knotenzellen, d.h. Zellen aus einem nicht immunisierten Lewis-Tier.

Die Auswertung des Proliferationsassays ergab folgendes Bild von der Prasenz
alloreaktiver P1-spezifischer T-Lymphozyten: In den poplitealen Lymph-
knotenzellen wurde, wie erwartet, die starkste antigenspezifische T-Zell-
Proliferation mit einem durchschnittlichen Stimulationsindex von 8,7 + 1,7
(n=23) gemessen. Ein Stimulationsindex von 7,6 + 0,6 (n=4) fur die iliakalen
Lymphknotenzellen wies eindeutig auf die Prasenz P1-spezifischer CD4+ T-
Lymphozyten in diesen Lymphknoten hin. Die Indices flr die mesenterialen
bzw. cervikalen Lymphknotenzellen mit 1,7 + 0,4 (n=3) und 1,4 + 0,5 (n=3)
befanden sich dagegen im Bereich naiver Lymphknotenzellen (0,8 + 0,2; n=3)
und =zeigten somit sehr deutlich die Abwesenheit P1-spezifischer T-

Lymphozyten an.

Die Ergebnisse belegen somit, dass die poplitealen und iliakalen Lymphknoten,
die den Applikationsbereich drainieren, P1-spezifische CD4+ T-Lymphozyten
enthielten. Nach ihrer subkutanen Applikation erreichte die Peptid-Adjuvans-
Emulsion Uber die afferenten Lymphbahnen die regionalen Lymphknoten und
|6ste eine Immunantwort aus. In den mesenterialen und cervikalen Lymph-
knoten waren hingegen aufgrund einer fehlenden antigenspezifischen Prolifera-
tion keine P1-spezifischen T-Lymphozyten nachzuweisen (Abb. 4.3). Somit war
die nach Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 induzierte Immunantwort,
zumindest 7 Tage nach Antigenapplikation, lokal auf die poplitealen und

iliakalen Lymphknoten begrenzt.

Die Zunahme der Zellgrofle und die Expression des Interleukin-2-Rezeptors
sind zwei charakteristische Parameter fur stimulierte T-Lymphozyten. Weniger
als 5% der poplitealen Lymphknotenzellen waren nach der Immunisierung P1-
spezifische T-Lymphozyten. |Ihr eindeutiger Nachweis im T-Zell-Proliferations-

assays unterstreicht die Sensitivitat dieses Assays. Abbildung 4.4 zeigt den
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Anteil aktivierter T-Lymphozyten unter unterschiedlichen Aktivierungsbedin-

gungen.
AN = N .
=1 Il Naive LNC =1 [l Naive LNC
[ ] P1-alloreaktive LNC [ ] lonomycin/PMA-
stimulierte LNC
@ g @ 8
5 N 5 N e B
: sy °
& CD25* i@
o o
100 10" 102 10° 104 100 10" 102 10% 104
0X39 0X39
5 ] N 5 !
0 N\ 255 0 255
FSC > FSC >

Abbildung 4.4: Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten, dass nach Immu-
nisierung mit dem Peptidantigen P1, der Anteil P1-spezifischer T-Lymphozyten unter 5%
lag. Diese sind liber die GroRenzunahme (Kreis im FSC-Diagramm) und Expression des
IL-2-Rezeptors (Kreis im kleinen Bild) zu identifizieren. Doch nicht alle IL-2-Rezeptor-
positiven Zellen werden auch antigenspezifische Zellen sein (Stichwort: CD25+
Regulatorzellen). Zum Vergleich: lonomycin/PMA-stimulierte T-Lymphozyten (Kapitel 3.7)
zeigen eine deutliche GroBenzunahme und eine starke IL-2-Expression. Reprasentative

Darstellung von drei Isolierungen.

Der T-Zell-Proliferationsassay erlaubt die Detektion antigenspezifischer CD4+
T-Lymphozyten in vitro, wenn diese Zellen ,ihr" Antigen ein weiteres Mal
prasentiert bekommen (weitere Daten hierzu im Kapitel 4.1.2). In Abb. 4.5 ist
diese Antigenspezifitdt am Beispiel P1-spezifischer CD4+ T-Lymphozyten ge-
zeigt, die entweder mit P1 oder dem Kontrollpeptid P6 (Abb. 3.1) inkubiert
wurden. Die durch Immunisierung mit P1-aktivierten T-Lymphozyten proliferier-
ten ausschlielllich in Gegenwart von P1. Andere Peptidantigene mit vergleich-
barer Lange sind zum Nachweis P1-spezifischer Zellen ungeeignet, wie am
Beispiel von Peptid P6 gezeigt (Werte im Appendix). Umgekehrt konnen Pc-
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oder P6-spezifische T-Lymphozyten durch das Peptidantigen P1 nicht
restimuliert werden (nicht gezeigt).

-
N
|

Abbildung 4.5: T-Zell-Proliferation
P1-spezifischer T-Lymphozyten in

-
o
1
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P1-aktivierten CD4+ T-Lympho-
zyten lieBRen sich nur in An-
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0 ' ' ' 1 gene wie P6 wurden nicht als

P1 P6 Pc @
Antigen erkannt. Pc = Kontroll-

peptid; O = kein Peptid.

4.1.2 Der T-Zellproliferationsassay: Analyse sensitivitatsbestim-

mender Parameter

Im letzten Kapitel wurden einige Charakteristika der durch Immunisierung mit
dem Peptidantigen P1 induzierten T-Zellproliferation aufgezeigt. Da ein Grolteil
der Ergebnisse in dieser Arbeit mit dem T-Zell-Proliferationsassay erhoben
wurden, werden in diesem Kapitel einige Besonderheiten wie Spezifitat und
Sensitivitat der antigenspezifischen Restimulation im Proliferationsassay Uber-
pruft, um sie gegebenenfalls zu optimieren. Dabei wurde stets ein Parameter
verandert, wahrend die anderen konstant blieben. Folgende Faktoren wurden
untersucht:

* Anzahl poplitealer Lymphknotenzellen

* Anzahl dendritischer Zellen

* Peptidmenge

* Inkubationszeit
Aulerdem wurde der Einfluss der fir die Immunisierung eingesetzten

Peptidmenge auf die Frequenz der P1-spezifischen CD4+ T-Lymphozyten

-20 -



4 Ergebnisse

untersucht. Hierzu wurden Lewis-Ratten mit 100 yg P1 (Standard) bzw. mit 50
Mg P1 immunisiert und die Anzahl der aus den poplitealen Lymphknoten
isolierten Lymphknotenzellen bestimmt. Die durchschnittliche Zellzahl mit 100
ug Peptid betrug 8,9x10” + 2,4x10"Zellen (n=23) und mit 50 pg 5,2x10" +
1,9x10” Zellen (n=8). Auch der Proliferationsindex sank von 8,7 + 1,7 (n=23) fiir
100 pg Peptid auf 7,7 £ 1,2 (n=6) fur 50 ug Peptid. Der Proliferationsassay
wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, durchgeflhrt. Hierzu wurden
die Zellen (routinemaRig wurden 1x10° Lymphknotenzellen und 1x10* den-
dritische Zellen eingesetzt) jeweils in 150 pl einer Zellkultur-Mikroplatte mit 96

Vertiefungen fur 3 Tage inkubiert.

Die Anzahl poplitealer Lymphknotenzellen (Abb. 4.6): Hierzu wurde die
Anzahl an poplitealen Lymphknotenzellen zwischen 1x10° und 1x10’ Zellen
variiert (Abb. 4.6). Sowohl fiir 1x10® als auch 1x10* Lymphknotenzellen, dies
entspricht weniger als 50 bzw. 500 antigenspezifischen T-Lymphozyten, wenn
von einer Frequenz von 5% P1-spezifischer Zellen ausgegangen wird (wie der

Abbildung 4.4 in Kapitel 4.1.1 zu entnehmen ist), wurde keine bzw. eine sehr

127 Abb. 4.6: Der Einfluss un-

107 terschiedlicher Anteile an
8- 1 Lymphknotenzellen auf
die T-Zellproliferation. Die
Daten sind als Mittelwert

Stimulationsindex
(o]
1

4 mit Standardabweichung

5 fiir jeweils drei Versuche
|—I—| angegeben.

0 T T T T 1

108 104 10° 10° 107
Anzahl der poplitealen Lymphknotenzellen

geringe Proliferation nachgewiesen. Der Stimulationsindex (SlI) betrug 0,1 = 0,1
fur 1x10° bzw. 1,7 £ 0,2 fUr 1x10* Zellen (naive Lymphknotenzellen: 0,8 = 0,2).
Im Bereich zwischen 1x10° (SI: 8,7 + 0,98) und 1x10° (SI: 8,4 * 1,0)
Lymphknotenzellen (entsprechend 5.000 bzw. 50.000 aktivierten T-Lympho-
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zyten) wurde die optimale Zellzahl gefunden, wéhrend fiir 1x10” Lymph-
knotenzellen die vorgegebenen Kultivierungsbedingungen (siehe auch Kapitel
3.5) suboptimal waren (Stichwort Nahrstoffmangel). Der Stimulationsindex be-
trug hier 1,2 + 0,2.

Die Anzahl dendritischer Zellen (Abb. 4.7): Die Anzahl der dendritischen
Zellen wurde zwischen 10% und 10° Zellen pro Ansatz eingestellt. Das Maximum
der T-Zellproliferation lag mit einem Stimulationsindex von 8,7 + 1,7 bei 1x10*
dendritischen Zellen (n=23). Dies entsprach einem Verhaltnis von einer den-
dritischen Zelle zu 10 Lymphknotenzellen. Die Stimulationsindices fur die an-
deren Versuchsansatze waren: 5,2 + 0,9 fir 1x10? Zellen, 5,5 + 0,9 fiir 1x10°
Zellen und 4,9 + 1,2 fiir 1x10° Zellen. Der Effekt der Nullkontrolle (keine Zugabe
von dendritischen Zellen) auf die Proliferation P1-spezifischer T-Lymphozyten
(4,7 £ 0,7) wird im Kapitel 4.2 naher behandelt.

Zahlenverhiltnis DC : pLNC Abbildung 4.7: Der Ein-

127 (1:1000)  (1:100) (1:10) (1:1) fluss unterschiedlicher
10 Anteile an dendritischen
3 Zellen (DC) auf die
5 8 Proliferation von Lymph-
é 6 T T T knotenzellen (pLNC). Die
3 I 1 1 i Daten sind als Mittelwert
§ 4] mit Standardabweichung
2 fir jeweils drei Versuche

0 . angegeben. [1 = keine DC.

%] 102 103 104 105

Anzahl der dendritischen Zellen

Die Peptidmenge (Abb. 4.8): Als nachstes wurde der Einfluss unterschied-
licher Peptidmengen auf die Restimulation gepruft. Die Werte fur 8,3 ug/ml P1
(entspricht 1,25 pug pro Vertiefung einer Zellkulturschale mit 96 Vertiefungen)
waren genauso hoch wie der Standard mit 33,3 pug/ml P1 (entspricht 5 ug pro
Vertiefung). Bei niedrigeren Peptidkonzentrationen verringerte sich auch die
Proliferation. Ab 0,03 pg/ml war keine Proliferation mehr zu messen gewesen

(Werte s. Appendix).
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121

s 10

3

§ 8 l ;

S 67 T 1 T

s

E 4 i i I

b7
2- T T
0 T T T T T 1

33,3 16,7 8,3 42 0,8 0,2 0,05 0,03 %]

P1 [pg/ml]

Abb. 4.8: Der Einfluss der Antigenkonzentration auf die Stirke der Restimulation im T-
Zell-Proliferationsassay. In einem Konzentrationsbereich zwischen 33,33 und 8,33 pg/ml
war die T-Zell-Proliferation gleich stark. Die Anzahl der Versuchswiederholungen

variierte zwischen 1 und 8 (s. hierzu Appendix). 0 = Abwesenheit von P1.

Die Inkubationszeit (Abb. 4.9): In einer weiteren experimentellen Serie wurde
der Einfluss der Inkubationsdauer auf die Proliferationsstarke untersucht. Dazu
wurde ein Zeitraum von 24 bis 120 Stunden Uberpruft. Wie erwartet, konnte
eine maximale Proliferation bestimmt werden; dabei lag das Optimum mit einem
Simulationsindex von 8,6 = 0,5 (n=4) bei 72 Stunden. Die Indices flir die
anderen Zeitpunkte waren: nach 24 Stunden 0,7 £ 0,1 (n=2), nach 48 Stunden

2,7 £ 0,5 (n=2), nach 96 Stunden 7,6 + 1,2 (n=4) und nach 120 Stunden 5,0 +

127 Abbildung 4.9: Der Ein-
s 107 fluss der Inkubations-
(]

2 g L T dauer auf die Restimula-
0

15 6 L T tion antigenspezifischer T-
5 .

E 4 1 Lymphozyten im T-Zell-
b7 ) T Proliferationsassay.

0 T T T T 1

24 48 72 96 120

Inkubationszeit [Stunden]
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1,1 (n=2).

Die Uberprifung dieser Parameter filhrte dazu, dass die fiir den
Proliferationsansatz notwendige Peptidkonzentration von 33,33 ul/ml auf 8,33
Ml/ml reduziert wurde (Abb. 4.8). Die anderen Parameter wurden nicht

verandert, da sie bereits optimal eingestellt waren.

4.1.3 Bedeutung MHC-Klasse-ll-exprimierender Zellen fur die T-Zell-

Restimulierung

Dendritische Zellen exprimieren konstitutiv MHC-Klasse-II-Molekule auf ihrer
Zelloberflache (Abb. 4.10 A) sowie die zur Kostimulation notwendigen Moleklle
(nicht gezeigt). Auch B-Lymphozyten exprimieren MHC-Klasse-lI-Molekule auf
ihrer Zelloberflache, wenn auch nicht so stark wie dendritische Zellen (Abb.
4.10 B). Deshalb wurden sie im T-Zell-Proliferationsassay auf ihre Fahigkeit

Uberpruft, die Restimulation zu ermdglichen.

Abbildung 4.10: Durch-
flusszytometrische Unter-

A DC © B BC suchung der MHC-Klasse-
& P 9 = ll-Expression auf ange-
reicherten (A) dendriti-
‘2 % schen Zellen (DC) und (B)
L%J E B-Lymphozyten (BC). Bei-
de Populationen wurden
o | o | aus der Milz isoliert.
10° 10" 102 10% 10* 10° 10" 102 10% 10% Reprisentative  Darstel-
MHC-Klasse-Il (OX6) » lung von jeweils drei Iso-

lierungen.
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Hierzu wurden B-Lymphozyten der Milz mit dem B-Zell-spezifischen Antikorper

OX33 und magnetischen Partikeln, sog. Dynalbeads, aufgereinigt (s. Kapitel
3.5.3). Aus 1x10® Milzzellen wurden durchschnittlich 1,3x10” + 0,5x10° (n=6)

hochreine B-Lymphozyten gewonnen (Abb. 4.11).

10*

! SN T
& 98,5%| 1,3%
© 3] 0.1%| 0,0%
e
T o
2 ¢ >
» Ko
X
g 2]
E -
=
255 100 10" 102 108 104
FSC-SOLO——— — o/B-T-Lymphozyten (R73) —»

Abb. 4.11: Durchflusszytometrische Analyse aufgereinigter B-Lymphozyten der Milz. Die

Reinheit dieser Zellen lag tiber 98%. Reprasentative Darstellung aus vier Isolierungen.

Die Zahl der B-Lymphozyten wurde im Proliferationsassay zwischen 1x10? und
1x10° Zellen variiert (Abb. 4.12). Mit 1x10% B-Lymphozyten wurde ein Prolifera-

tionsindex von 6,1 + 0,9 (n=3) erzielt und mit 1x10° B-Lymphozyten das Maxi-

mum von 6,6 = 1,1 (n=6) erreicht. Bei grolReren Zellzahlen nahm die Proli-

12- Zahlenverhiltnis BC : pLNC
s 10 (1:1000) (1:100) (1:10) (1:1)
g
g 8- .
o
s 64
s T L I T
g 44 [1L 1
7]

2_

0 T T T T

%] 102 108 10* 105

Anzahl der B-Lymphozyten

Abb. 4.12: Der Einfluss
unterschiedlicher Anteile
aufgereinigter B-Lympho-
zyten (BC) auf die Prolife-
ration poplitealer Lymph-
knotenzellen (pLNC). Die
Daten sind als Mittelwert
mit Standardabweichung
fiir jeweils drei Versuche

angegeben. [0 = keine BC.
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feration wieder ab: fiir 1x10* Zellen 5,3 + 1,1 (n=6), fir 1x10° Zellen 4,8 + 0,8
(n=3). Der Durchschnittswert der Kontrolle ohne antigenprasentierende Zellen
lag bei 4,6 + 0,8 (n=25). Diese Ergebnisse zeigen, dass aufgereinigte B-
Lymphozyten aus der Milz als antigenprasentierende Zellen fur den T-Zell-
Proliferationsassay nicht geeignet sind (Abb. 4.12). Dagegen waren aktivierte
B-Lymphozyten hierzu sehr wohl in der Lage (Abb. 4.13). Bereits mit 1x10°
aktivierten B-Lymphozyten war die induzierte T-Zellproliferation mit einem Si
von 9,5 + 2,7 (n=3) deutlich starker als mit 1x10* dendritischen Zellen (8,7 + 1,7;
n=23). Mit steigendem Anteil an aktivierten B-Lymphozyten stieg auch die
Proliferation. So wurden mit 10* B-Lymphozyten ein Index von 14,2 + 3,1 (n=3)
und mit 10° B-Lymphozyten sogar ein Index von 23,0 + 4,1 (n=3) erreicht.
Prinzipiell ist es somit mdglich, B-Lymphozyten als antigenprasentierende

Zellen im Proliferationsassay einzusetzen.

Zahlenverhiltnis BC : pLNC
30+ (1:100) (1:10

Abb. 4.13: Der Einfluss lonomycin
/IPMA-stimulierter B-Lymphozyten

) (1:1)
257 auf die Restimulation P1-spezi-
20 fischer T-Lymphozyten im T-Zell-
Proliferationsassay. Solche Zellen
10+ induzierten nach ihrer Beladung
5 H mit dem Antigen P1 eine sehr
0 ﬂ . . . starke Restimulation. O = keine BC.
%] 103 105

104
Anzahl der stimulierten B-Lymphozyten

Stimulationsindex
o
1

Zusammenfassung von Kapitel 4.1: Die subkutane Immunisierung mit dem
Peptidantigen P1 fuhrte zu einer lokal begrenzten Immunantwort in den
poplitealen und iliakalen Lymphknoten (Abb. 4.3) mit deutlicher GroRenzu-

nahme der poplitealen Lymphknoten und einem Zuwachs der Lymphknoten-
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zellen auf das Vierfache (Abb. 4.1 A). Dabei veranderte sich die Verteilung der
Populationen im Lymphknoten (Abb. 4.2). Auffallig war vor allem die Verdoppe-
lung des B-Lymphozyten-Anteils. Dennoch wurden mit der Immunisierung
zweifelsfrei P1-spezifische CD4+ T-Lymphozyten induziert. Anteilmallig mach-
ten diese Zellen weniger als 5% der poplitealen Lymphknotenzellen aus (Abb.
4.4). Der eindeutige Nachweis dieser wenigen P1-spezifischen T-Lymphozyten
im Proliferationsassay unterstreicht die Sensitivitat dieses Assays. Die Spezifitat
des T-Zell-Proliferationsassays wurde dadurch gezeigt, dass peptidspezifische
T-Lymphozyten ausschlieRlich in Anwesenheit des Peptidantigens proliferierten,
mit dem die Lewis-Ratte zuvor immunisiert wurde (Abb. 4.5). Im Rahmen der
Analyse der sensitivitatsbestimmenden Parameter des T-Zell-Proliferationsas-
says wurde der Anteil poplitealer Lymphknotenzellen (pLNC) und dendritischer
Zellen, die Peptidmenge sowie die Inkubationszeit variiert. Optimale
Proliferationswerte wurden mit 10° bis 10° pLNC (Abb. 4.6), 10* dendritische
Zellen (Abb. 4.7), einer Peptidmenge von wenigstens 8,3 pg/ml (Ab. 4.8) und
einer Inkubationsdauer von 72 Stunden (Abb. 4.9) erzielt. AuRerdem wurden
nicht aktivierte B-Lymphozyten aus der Milz auf ihre Fahigkeit zur Antigen-
prasentation untersucht, da sie wie dendritische Zellen MHC-Klasse-II-Molekule
auf ihrer Oberflache exprimieren (Abb. 4.10/11). Im Gegensatz zu dendritischen
Zellen waren B-Lymphozyten als antigenprasentierende Zellen nicht geeignet
(Abb. 4.12). Erst nach ihrer Stimulation mit lonomycin und PMA induzierten die
B-Lymphozyten eine sehr starke Restimulation im T-Zell-Proliferationsassay
(Abb 4.13).
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4.2 T-Zell-Restimulierung in Abwesenheit antigenprasentie-

render Zellen

Fir die in vitro Restimulation alloreaktiver, P1-spezifischer CD4+ T-Lymphozy-
ten sind antigenprasentierende Zellen notwendig, um das Peptidantigen P1 in
den MHC-Klasse-II-Molekllen zu prasentieren und um die Kostimulation zu
gewahrleisten (z.B. Abb. 4.7). Andererseits war, wie bereits in Abb. 4.12
gezeigt, eine Restimulation P1-alloreaktiver T-Lymphozyten durch alleinige
Antigenzugabe auch ohne die Prasenz antigenprasentierender Zellen moglich.
Der Stimulationsindex lag dabei signifikant Uber dem naiver T-Lymphozyten
(4,6 £ 0,8; n=25 vs. 0,8 + 0,2; n=3). Die Starke dieser Autostimulation machte
dabei ungefahr 50% der durch dendritische Zellen vermittelten Proliferation aus
(Abb. 4.14).

Abb. 4.14: T-Zell-Proliferation bei An- bzw.
Abwesenheit dendritischer Zellen (DC). Die
8 Proliferation ohne die Prasenz antigen-
prasentierender Zellen betrug ca. 50% der DC-

4 vermittelten Proliferation. Diese durch T-

Stimulationsindex
o
|

24 Lymphozyten vermittelte Restimulation wird

als Autostimulation bezeichnet.

mit DC ohne DC

Autostimulation lie3 sich nicht nur fir P1-spezifische T-Lymphozyten nach-
weisen. Auch andere antigenspezifische T-Lymphozyten proliferierten durch
Autostimulation, wenn sie im Proliferationsassay mit ,inrem*“ Peptidantigen resti-
muliert wurden. So wurde ebenfalls mit dem allogenen MHC-Klasse-II-Peptid
RT1.D2 (Sayegh MH et al., 1992; Otto C et al., 2002) eine solche Autostimula-
tion beobachtet (Abb. 4.15; Sl: 6,6 £ 0,7; n=3).
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127 Abb. 4.15: Die Autostimulation lieB sich nicht
g 107 nur fir P1-spezifische T-Lymphozyten nach-
@ 87 weisen. Auch RT1.D2-spezifische T-Lympho-
% 61 zyten proliferierten durch Autostimulation,
é 4 wenn sie im Proliferationsassay mit ,,ihrem“
@ 24 Peptidantigen, in diesem Fall das RT1.D2-
0 : Peptid, restimuliert wurden.

pLNC und P1 pLNC und RT1.D2

4.2.1 Nachweis der MHC-Klasse-ll-Expression auf aktivierten T-

Lymphozyten

In weiteren Experimenten galt es nun zu Uberprifen, ob diese Proliferation
wirklich auf Autostimulation aktivierter CD4+ T-Lymphozyten zuruckzufuhren
war, oder ob andere Lymphknotenzellen, wie B-Lymphozyten, aufgrund ihrer
Fahigkeit MHC-Klasse-II-Moleklle zu exprimieren (Abb. 4.11), hierzu in der
Lage waren. Die Abbildung 4.16 zeigt, dass in den Lymphknoten P1-immuni-
sierter Tiere vor allem B-Lymphozyten MHC-Klasse-lI-Moleklle exprimierten
(OX6P).

Naive pLNC P1-stimulierte pLNC IP-stimulierte pLNC
5 5 b

103
103
103

12,6%( 3,4% 34,5%| 10,1% 23,6%| 18,1%
B 1,9%| 82,1% ] 2,8%| 52,6% ] 1,1%| 57,2%

102
102
102

101
10°

MHC-Klasse-Il (OX6)
10!

100

100

. ) “'I’ ' c. -
100 10! 102 103 104 100 10! 103 104 100 101 102 108 10*
o/B-T-Lymphozyten (R73) >

10°

Abbildung 4.16: Durchflusszytometrische Analyse der MHC-Klasse-llI-Expression durch
popliteale Lymphknotenzellen (pLNC). Ein Teil der R73+ T-Lymphozyten exprimierte
MHC-Klasse-lI-Molekiile (Kreise). Nach Stimulierung mit P1 oder mit lonomycin/PMA (IP)
stieg der Anteil der OX6P°° T-Lymphozyten an. Reprisentative Darstellung aus drei

Versuchen.
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Auch ein Teil der R73+ T-Lymphozyten war OX6°*. So exprimierten 3,4% der
naiven und 10% der P1-aktivierten T-Lymphozyten MHC-Klasse-II-Molekule
(Abb. 4.16). Wurden naive Lymphknotenzellen fir 72 Stunden mit lonomycin
und PMA stimuliert, so waren sogar 18% der R73+ T-Lymphozyten OX6"*.

4.2.2 MHC-Klasse-ll-positive CD4+ T-Lymphozyten als Ursache der

Autostimulation

Um auszuschlieBen, dass die B-Lymphozyten fir die Aktivierung der P1-
alloreaktiven T-Lymphozyten verantwortlich sind, wurden diese mit dem
Antikdrper OX33 und magnetischen Beads (Dynalbeads) aus der Lymphozyten-
population depletiert. Hierdurch wurde ihr Anteil auf ca. 1,3% reduziert (Abb.
4.17). Die verbliebene Zellpopulation (hierbei handelte es sich vor allem um
CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten) wurde im Proliferationsassay restimuliert. Wie
Abb. 4.17 zeigt, proliferierten die alloreaktiven CD4+ T-Lymphozyten in diesem

Zellgemisch in Gegenwart von P1 auch weiterhin (Sl: 5,7 £ 1,4; n=5).

A B
5 Vor B-Zell-Depletion 5 Nach B-Zell-Depletion
34,5%| 10,1% 1,3%| 3,5%
3] 2,8%| 52,6% 3] 3,1%| 92,2% 101
. 8
=l

10

10'
Stimulationsindex
@

MHC-Klasse-Il (OX6) ————
102

.0".

100
100

100 10" 102 10°  10¢ 100

a/B-T-Lymphozyten (R73) > nicht B-Zell-

depletiert depletiert

Abbildung 4.17: (A) Durchflusszytometrische Analyse P1-aktivierter poplitealer Lymph-
knotenzellen vor und nach der B-Lymphozyten-Depletion mit OX33. (B) Im T-Zell-
Proliferationsassay war die Proliferation in Abwesenheit von B-Lymphozyten
unverandert hoch. Somit scheinen B-Lymphozyten nicht an der Prasentation von P1

beteiligt zu sein. Reprasentative Darstellung aus drei Versuchen.
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Aus diesem Grund wurden neben den B-Lymphozyten auch die CD8+ T-
Lymphozyten depletiert (Abb. 4.18). Hierzu wurden die beiden Antikbrper OX33
(anti-CD45RA) und OX8 (anti-CD8a) verwendet. Wie bereits fur die B-Lympho-
zyten gezeigt, war diese Methode auch bei der Depletion der CD8+ T-Lympho-
zyten von uber 20% auf 3,1% sehr effektiv. Anschlielend wurden die OX33-
und OX8-negativen Zellen im Proliferationsassay mit dem Peptid P1
restimuliert. Auch jetzt blieb der Stimulationsindex mit 59 + 0,8 (n=3)

unverandert hoch.

Die Ergebnisse beider Experimente legen somit nahe, dass weder B-Lympho-
zyten noch CD8+ T-Lymphozyten an der Prasentation von P1 beteiligt waren,
da ihre Abwesenheit nicht die Starke der induzierten Proliferation P1-allo-

reaktiver CD4+ T-Lymphozyten im Proliferationsassay beeinflusste.

A B

Vor Depletion 3 Nach Depletion (Ox33/0x8)

- 127
28,2%| 11,5% 2,7%| 19,8%
21,3%| 39,0% 3,1%| 74,4%

10*

10°
10°

0%

10°

10°
Stimulationsindex
?

MHC-Klasse-Il (OX6) ————
102

10°
100

10 10" 102 10®  10* 10° 10' 102  10%®  10°

CD4+ (W3/25) - nicht depletiert

depletiert (Ox33/0x8)

Abbildung 4.18: (A) Durchflusszytometrische Analyse P1-aktivierter poplitealer Lymph-
knotenzellen vor und nach der Depletion von B-Lymphozyten und CD8+ T-Lymphozyten.
(B) Im T-Zell-Proliferationsassay war die Proliferation in Abwesenheit der OX33- und
OX8-positiven Zellen unverandert hoch. CD8+ T-Lymphozyten waren somit ebenfalls
nicht an der Prasentation von P1 beteiligt (s. auch Abb. 4.17). Reprasentative Darstellung

aus vier Versuchen.
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Im nachsten Schritt wurden diese Ergebnisse Uberprift, indem die T-Lympho-
zyten positiv selektiert wurden (Kapitel 3.7.3). Hierfur wurde der Antikorper R73
(HUnig T et al., 1989), der an den a/pB-T-Zell-Rezeptor bindet, verwendet. Durch
die Positivselektion mit R73 wurden auch die CD8+ T-Lymphozyten ange-
reichert, diese sind aber - wie bereits gezeigt - nicht an der Antigenprasentation
beteiligt (siehe oben). Nach der Aufreinigung mit R73 waren die B-Lymphozyten
nahezu vollstandig entfernt (Abb. 4.19). Der Anteil an CD8+ T-Lymphozyten lag
bei 17,2% und der Anteil an CD4+ T-Lymphozyten bei 82,1%. Diese angerei-
cherten T-Lymphozyten wurden im Proliferationsassay mit dem Peptid P1 re-
stimuliert. Wie erwartet, proliferierten sie ohne Zugabe von antigenprasentieren-

den Zellen.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass aktivierte, P1-spezifische CD4+ T-

Lymphozyten P1 binden konnen und somit zur Autostimulation fahig sind.

Vor Selektion + Nach Selektion (R73+)

104
10
]
]

28,2%| 11,5% 0,7%| 4,8%
21,3%| 39,0% 17,2%| 77,3%

i
100

102
102

Stimulationsindex
?

10"
10"

MHC-Klasse-Il (OX6)

10°
100

100 10" 102 10°  10¢

CD4+ (W3/25) - nicht selektiert

selektiert R73-positiv

Abbildung 4.19: (A) Durchflusszytometrische Analyse P1-aktivierter poplitealer Lymph-
knotenzellen vor und nach Positiv-Selektion der CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten mit dem
anti-a/B-TCR-Antikorper R73. (B) Im T-Zell-Proliferationsassay proliferierten auch diese
aufgereinigten T-Lymphozyten in Abwesenheit antigenprasentierender Zellen nach
Zugabe von P1. Da bereits die CD8+ T-Lymphozyten als Kandidaten zur Prasentation von
P1 ausgeschlossen wurden (Abb. 4.18), miissen die CD4+ T-Lymphozyten fiir die

Proliferation verantwortlich sein. Reprasentative Darstellung aus vier Versuchen.
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Anschlieend wurden aus der R73-positiven Population die MHC-Klasse-II-
positiven Zellen mit dem Antikdrper OX6 depletiert (Kapitel 3.7.3). Die Reinheit
dieser R73-positiven, OX6-negativen Zellen wurde durchflusszytometrisch
Uberpruft: Die MHC-Klasse-ll-exprimierenden Zellen wurden dabei von 4,8%
auf 0,3% reduziert. B-Lymphozyten, die ja ebenfalls MHC-Klasse-II Molekule
auf ihrer Zelloberflache exprimieren, waren nicht mehr nachweisbar (Abb. 4.20).

Vor Selektion +  Nach Selektion (R73+) 5 Nach Depletion mit OX6

28,2%| 11,5% 0,7%| 4,8% 0,0%| 0,3%
21,3%| 39,0% i 17,2%| 77,3% i 19,4%| 80,3%

104
10
1

10°
103
108

10°
102
102

10
10
10

MHC-Klasse-Il (OX6)

10°
100
10°

100 10" 102 10°  10%
CD4+ (W3/25) -

Abbildung 4.20: Durchflusszytometrische Analyse poplitealer Lymphknotenzellen: Aus
den Lymphknotenzellen (links) wurden zuerst die R73-positiven Zellen positiv selektiert
(mitte). AnschlieBend wurden die MHC-Klasse-ll-positiven Zellen mit OX6 depletiert
(rechts). Reprasentative Darstellung aus vier Versuchen.

Die aufgereinigten R73-positiven, OX6-negativen T-Lymphozyten wurden im
Proliferationsassay mit dem Ergebnis restimuliert, dass sie nun nicht mehr in
Gegenwart von P1 proliferierten (0,4 + 0,10; n=3). Zum Vergleich: Fir die nicht-
aufgereinigten Lymphknotenzellen einer P1-immunisierten Lewis-Ratte wurde
eine Proliferation von 4,6 + 0,83 (n=25) und fur die OX6-positiven, R73+ T-
Lymphozyten eine Proliferation von 4,9 £ 1,20 (n=3) nach Zugabe von P1 be-
stimmt. Diese Daten bestatigen die Bedeutung MHC-Klasse-lI-positiver CD4+

T-Lymphozyten flr die Autostimulation.
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N
N
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Abbildung 4.21: T-Zell-Proliferation nach
Positiv-Selektion mit dem Antikorper R73

-
o
1

8- und Depletion der OX6°°° T-Lympho-
zyten (Reinheit in Abb. 4.20 dargestellt).

Die MHC-Klasse-llI-negativen Zellen proli-

Stimulationsindex
(o]
1

47 ferierten nicht mehr nach Zugabe von P1.
2 Die MHC-Klasse-lI-Molekiile auf den T-
0 1 1 | Lymphozyten (Abb. 4.20 u. 4.22) schienen

alle Zellen R73-positiv  R73-positiv somit das zugegebene Peptidantigen P1

OX6-negativ  den eigenen antigenspezifischen Zellen

zu prasentieren (n=3).

4.2.3 Beeinflussung der Autostimulation: Blockierungsexperimente

mit monoklonalen Antikorpern

Die in diesen Versuchen verwendeten Antikorper wurden in folgenden Konzen-
trationen getestet: 50, 10, 1 und 0,1 pg/ml. Nach der Antikérperinkubation
wurden die poplitealen Lymphknotenzellen zweimal gewaschen, bevor das
Peptidantigen zugegeben wurde. Auf eine Aufreinigung der P1-spezifischen T-
Lymphozyten aus den Lymphknotenzellen wurde verzichtet, da offensichtlich
weder B-Lymphozyten noch CD8+ T-Lymphozyten an der Restimulation der

P1-spezifischen T-Lymphozyten beteiligt waren (s. oben).

Zuerst wurden die MHC-Klasse-lI-Molekule aus dem RT1.B- und RT1.D-Lokus
mit den Antikdrpern OX6 und OX17 blockiert. Die Zugabe von OX6 zum
Proliferationsansatz fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung der T-
Zell-Proliferation. Dabei spielte es keine Rolle, ob zuerst der Antikdrper oder
das Peptidantigen P1 dem Versuchsansatz zugesetzt wurde. In beiden Fallen
wurde die Proliferation mit dem Antikorper OX6 blockiert. Mit 50 pg/ml, 10 ug/ml
und 1 pg/ml OX6 lag der Stimulationsindex unter bzw. in der Nahe von 1,7
(Abschnitt 3.6). Dieser Wert markiert die Grenze zwischen Proliferation und

Nichtproliferation. Folgende Werte wurden ermittelt: 50 ug/ml: 0,72 = 0,10; 10
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pg/ml: 1,2 £ 0,08; 1 ug/ml: 1,8 £ 0,19 (jeweils n=3). Selbst eine Antikérperkon-
zentration von 0,1 ug/ml OX6 (3,6 £ 0,32; n=3) reichte aus, um die Proliferation

im Vergleich zur Kontrolle (4,5 £+ 0,8; n=5) doch deutlich zu supprimieren.

67 Ox6 (RT1.B) 67 Ox17 (RT1.D)
: , {IVIT : , {IVIT
2 2
-E 4 s -2 4 1 1
2 3 2 3
© 1]
] ]
E 27 " E 27
b7 »
1 - i ' 1 -
0 -j T T T T 1 0 T T T T T 1
50ug/ml 10pg/ml 1pg/ml 0,1pg/mli [} 50ug/ml 10pg/mi 1pg/ml 0,1pg/mli [
Antikorperkonzentration Antikorperkonzentration

Abbildung 4.22: T-Zell-Proliferation nach Blockade der MHC-Klasse-lI-Molekiile mit den
Antikorpern OX6 (RT1.B) und OX17 (RT1.D). Die Ergebnisse zeigen, dass P1 hauptsach-
lich von MHC-Klasse-ll-Molekiilen aus dem RT1.B-Lokus prasentiert werden. 0 = kein

Antikorper.

Die Zugabe des anti-RT1.D-Antikdrpers OX17 hemmte wesentlich schwacher
die Proliferation der alloreaktiven CD4+ T-Lymphozyten. Nur in der hochsten
Konzentration von 50 ug/ml war eine deutliche Hemmung zu beobachten (2,2 +
0,58; n=3). Bereits bei 10 yg/ml naherte sich der Stimulationsindex mit 3,49 +
0,78 (n=3) der Kontrolle ohne Antikorper (4,6 £ 0,8; n=25) an. Mit 1 pg/ml bzw.
0,1 pg/ml des Antikdrpers OX17 lag der Stimulationsindex (Sl) bei 3,73 = 0,64
bzw. 4,07 + 0,37 (jeweils n=4). Der Vergleich der Inhibitionsversuche mit den
beiden Antikérpern zeigt, dass das Peptidantigen P1 wohl in erster Linie von
MHC-Klasse-lI-Molekllen aus dem RT1.B-Lokus prasentiert werden, da die
Blockade dieser MHC-Molekule die T-Zell-Proliferation am starksten beein-

flusste.
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse mit dem anti-MHC-Klasse-| Antikdrper OX18 (Abb. 4.20) unter-
streichen, dass P1 durch MHC-Klasse-Il Molekule prasentiert wird. Bis zu einer
Dosierung von 50 pg/ml war keinerlei Verringerung der Proliferation zu
beobachten: 10 yg/ml: 3,7 £ 0,47; 1 pg/ml: 4,1 + 1,12; 0,1 pg/ml: 4,3 + 0,93;
jeweils n=4). Jedoch war bei einer Antikdrperkonzentration von 50 pg/ml die
Proliferation effektiv gehemmt (1,5 + 0,20; n=3). Da die Kontrolle mit Mausse-
rum auch bei einer Konzentration von 50 ug/ml keinerlei Effekte zeigte (Abb.
4.26), erscheint es nicht gerechtfertigt, die Wirkung von OX18 bei dieser Kon-
zentration als unspezifisch zu interpretieren. Jedoch ist zum jetzigen Zeitpunkt

dieses Ergebnis nicht vollstandig zu erklaren.
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Als nachstes wurde die a-Kette (CD25) des Interleukin-2 Rezeptors (IL-2R) mit
dem Antikorper NDS61 blockiert (Abb. 4.24). Bei einer Antikbrperkonzentration
von 50 yg/ml wurde eine vollstandige Inhibition der T-Zellproliferation erreicht
(0,04 £ 0,01; n=5). Da jedoch die Vitalitat der Zellen zum Versuchsende nicht
Uberpruft wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die kaum messbare
Proliferation nicht eher ein Indiz daflr ist, dass bei dieser Antikdrper-
konzentration samtliche Zellen in Apoptose uberfuhrt wurden. Niedrigere

Konzentrationen dieses Antikdrpers waren ebenfalls noch effektiv (10 pg/mi
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NDS61: 1,9 = 0,23; n=4) bzw. fuhrten zu einer Verringerung der Proliferation: 1
mg/ml: 3,4 £ 0,49; n=4; 0,1 yg/ml: 4,1 £ 0,77; n=4).
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Abbildung 4.24: T-Zell-Proliferation nach Blockade kostimulatorischer Signale. Wahrend
die Blockade des Interleukin-2 Rezeptors die Restimulation sehr stark hemmte, fiihrte die
Blockade des CD28-Rezeptors zu keiner wesentlichen Reduktion der Proliferation. 0 =
kein Antikorper (siehe auch Abb. 4.25).

Die Blockade des CD28-Rezeptors flhrte zu keiner wesentlichen Reduktion der
Proliferation (Abb. 4.24). Fur diese Versuche wurde der anti-CD28-Antikorper
JJ319 verwendet. Nur in der hochsten Konzentration von 50 pg/ml war die
Proliferation der poplitealen Lymphknotenzellen leicht erniedrigt (3,10 + 0,48;
n=3). Bei den anderen Konzentrationen des Antikorpers JJ319 lagen die Werte
im Bereich der Kontrolle, d.h. der unbeeinflussten T-Zellproliferation: 10 pug/mi:
4,6 £0,25; 1 yg/ml: 4,9 £ 0,88; 0,1 pg/ml: 4,7 £ 0,45; jeweils n=3).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Interleukin-2 fur die Auto-
stimulation ein wichtiger kostimulatorischer Signalubertrager ist. Das Uber den
Rezeptor CD28 vermittelte kostimulatorische Signal hat dagegen unter den hier

gewahlten Bedingungen keinen wesentlichen Effekt auf die Restimulation.

Anders scheint die Situation zu sein, wenn dendritische Zellen die Restimulation
induzieren. Die Blockade von CD28 fuhrt hier zu einer deutlichen Hemmung der
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T-Zell-Proliferation (Abb. 4.25). Die hochste Antikorperkonzentration von 50
Mg/ml JJ319 brachte die Proliferation vollig zum Erliegen (0,2 + 0,02; n=3), aber
auch in den niedrigeren Konzentrationen hemmte der Antikorper JJ319 die T-
Zell-Proliferation (10 ug/ml: 2,0 = 0,5; 1 yg/ml: 3,7 £ 0,9; 0,1ug/ml: 7,2 = 1,5;
jeweils n=3). In Abbildung 4.25 ist zusatzlich auch die Wirkung von OX6

dargestellt. Dieser Antikorper inhibiert die Proliferation in Anwesenheit antigen-

-
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Abbildung 4.25: T-Zell-Proliferation nach Blockade des CD28-Molekiils mit JJ319 bzw.
des MHC-Klasse-lI-Molekiils mit OX6 in Anwesenheit dendritischer Zellen nach Zugabe
von P1. Beide Antikorper fiihrten zu einer starken Hemmung der Restimulation im T-Zell-

Proliferationsassay (vergl. mit Abb. 4.22 und 4.24). O = kein Antikorper.

prasentierender Zellen ahnlich stark wie bereits flr die Autostimulation gezeigt
wurde: 50 yg/ml: 0,03 £ 0,01; 10 yg/ml: 0,3 £ 0,1; 1 pg/ml: 2,4 + 0,6; 0,1 pyg/ml:
6,1 £ 1,2 (jeweils n=3). Die sehr niedrige Proliferation bei 50 pyg/ml Antikdrper
kdénnte auch auf einen anderen Effekt beruhen als den blockierenden Effekt des

Antikdrpers (siehe hierzu auch Kommentar zur Abb. 4.24 im Text).

Die Kontrolle mit Mausserum (Abb. 4.26) hatte keinen groRen Einfluss auf die
Proliferation. Bei allen vier Konzentrationen lag die Proliferation auf dem Niveau
der Kontrollwerte (50 ug/ml: 4,5 + 0,75; 10 yg/ml 4,8 + 0,60; 1 uyg/ml: 4,6 + 0,71;
0,1 pg/ml: 4,5 £ 0,77; jeweils n=3).
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Um auszuschliel3en, dass die oben angefiuihrten Ergebnisse vom Peptidantigen
P1 abhangig waren, wurden diese Blockierungsexperimente mit dem MHC-
Klasse-lI-Peptid R1.D2 wiederholt. Die Ergebnisse dieser Versuchsserie waren
vergleichbar mit den mit P1 erzielten Ergebnissen (s. Appendix).

Zusammenfassung von Kapitel 4.2: Die Proliferation antigenspezifischer
Lymphknotenzellen in Abwesenheit antigenprasentierender Zellen betrug nach
Zugabe von Peptidantigen P1 ca. 50% der durch dendritische Zellen vermit-
telten Proliferation (Abb. 4.14). Fur diese sogenannte Autostimulation scheinen
MHC-Klasse-lI-positive T-Lymphozyten verantwortlich zu sein. Sie prasentieren
wie antigenprasentierende Zellen das Antigen Uber MHC-Klasse-II-Molekule.
Nach Immunisierung mit P1 verdreifachte sich der Anteil MHC-Klasse-II-
positiver T-Lymphozyten auf ca. 10% (Abb. 4.16). Nach ihrer Depletion war
keine Proliferation fur die verbliebenen MHC-Klasse-ll-negativen T-
Lymphozyten nach Zugabe von P1 mehr festzustellen (Abb. 4.20/21). Die
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Bedeutung der MHC-Klasse-lI-Molekule fur die Autostimulation wurde auch in
Inhibitionsversuchen mit den Antikorpern OX6 (RT1.B) und OX17 (RT1.D)
deutlich. Dabei fUhrte die Blockade des RT1.B-Lokus mehr als die Blockade
des RT1.D-Lokus zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der
Proliferation (Abb. 4.22). Das Peptidantigen P1 scheint somit in erster Linie von
MHC-Klasse-lI-Molekllen des RT1.B-Lokus prasentiert zu werden, wahrend
MHC-Klasse-I-Molekiile offenbar keine Bedeutung fir die Autostimulation
haben. Ihre Blockade mit dem Antikérper OX18 (RT1.A) fuhrte jedenfalls zu
keiner wesentlichen Reduktion der Proliferation (Abb. 4.23). Auch kostimulatori-
sche Signale sind fur die Autostimulation von grof3er Bedeutung. Die Blockade
des Interleukin-2-Rezeptors mit 50 ug/ml des Antikérpers NDS61 brachte die
Proliferation der T-Lymphozyten vollig zum Erliegen. Die Blockade des
kostimulatorischen Molekuls CD28 mit dem Antikorper JJ319 hatte nur geringe
Auswirkungen auf die Autostimulation (Abb. 4.24), fuhrte jedoch zu einer
deutlichen Hemmung der Proliferation in Anwesenheit dendritischer Zellen
(Abb. 4.25). Mausserum hatte keinen Einfluss auf die Proliferation (Abb. 4.26).
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5 Beantwortung der Fragen

1. Das allogene Peptid P1 aktivierte nach subkutaner Applikation das
Immunsystem der Lewis-Ratte. Welche Auswirkung hatte diese Immuni-

sierung auf die Lymphozytenpopulation in den lokalen Lymphknoten?

Die subkutane Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 fuhrte zu einer
deutlichen VergroRerung der poplitealen Lymphknoten, da sich die Zahl der
Lymphknotenzellen von 2,3x107 Zellen auf 8,9x10” Zellen nahezu vervierfachte
(Abb. 4.1). Die Immunantwort war lokal begrenzt, und P1-spezifische T-
Lymphozyten waren nur in den poplitealen und iliakalen Lymphknoten nachzu-
weisen (Abb. 4.3). Die prozentuale Verteilung von B- und T-Lymphozyten
veranderte sich zugunsten der B-Lymphozyten; diese verdoppelten ihren Anteil
(Abb. 4.2). Durchflusszytometrische Analysen zeigten auRerdem, dass sich der
Anteil MHC-Klasse-ll-positiver T-Lymphozyten nach Immunisierung verdrei-
fachte (Abb. 4.16).

2. Im T-Zell-Proliferationsassay wurde die in vitro Proliferation restimu-
lierter antigenspezifischer T-Lymphozyten in Gegenwart von antigenpra-

sentierenden Zellen bestimmt.

a) Welches sind die Charakteristika dieses Assays?

Im T-Zell-Proliferationsassay wurden die durch Immunisierung mit P1
induzierten antigenspezifischen T-Lymphozyten in vitro mit demselben Peptid-
antigen restimuliert. Die Proliferation dieser P1-spezifischen Zellen, ihr Anteil
lag unter 5% der Lymphknotenzellen, wurde uUber den Einbau von radioaktivem
Thymidin gemessen (Abb. 4.4). Neben seiner Sensitivitat zeichnete sich der T-

Zell-Proliferationsassay durch seine Spezifitat aus. Die antigenspezifischen T-
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Lymphozyten proliferierten nur in Anwesenheit des Antigens, das zuvor auch fur
die Immunisierung verwendet wurde (Abb. 4.5).

b) Was sind die sensitivitatsbestimmenden Parameter?

Die sensitivitatsbestimmenden Parameter des T-Zell-Proliferationsassays
waren neben der Anzahl der Lymphknotenzellen und antigenprasentierenden
Zellen auch die Peptidmenge, die fur die Restimulation verwendet wurde, sowie
die Inkubationsdauer. Optimale Proliferationswerte wurden mit 10° bis 10°
pLNC (Abb. 4.6), 10* dendritische Zellen (Abb. 4.7), einer Peptidmenge von
mindestens 8,3 pg/ml (Ab. 4.8) und einer Inkubationsdauer von 72 Stunden
(Abb. 4.9) erzielt. Zusatzlich beeinflusste auch die Art der antigenprasen-
tierenden Zellen die Proliferation. Dendritische Zellen waren als professionelle
antigenprasentierende Zellen fur den T-Zell-Proliferationsassay ausgezeichnet
geeignet, wahrend B-Lymphozyten erst nach ihrer Stimulierung mit lonomycin

und PMA als potente antigenprasentierende Zellen zu verwenden waren.

3. Nach der Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 entstanden T-
Lymphozyten, die MHC-Klasse-ll-Molekule auf der Zelloberflache expri-

mierten.

a) Welche Eigenschaften im T-Zell-Proliferationsassay sind fur diese
Zellen charakteristisch?

Die Fahigkeit zur Autostimulation war von der Expression des MHC-Klasse-II-
Molekuls abhangig. Etwa 10% der T-Lymphozyten exprimierten diese Ober-
flachenmolekule nach Immunisierung mit P1 (Abb. 4.16). Die durch diese
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Autostimulation induzierte T-Zell-Proliferation betrug 50% der durch dendriti-
sche Zellen vermittelten Proliferation (Abb. 4.14).

b) Lassen sich kostimulatorische Oberflachenmolekiile identifizieren, die
an der Autostimulation beteiligt sind?

Wie bereits erwahnt, ist die Expression von MHC-Klasse-lI-Molekllen wichtig
fur die Autostimulation. Wurden namlich die MHC-Klasse-ll-positiven T-
Lymphozyten depletiert, so war unter den MHC-Klasse-ll-negativen T-Lympho-
zyten keine Autostimulation nach Zugabe von P1 mehr nachweisbar (Abb.
4.21). Auch die Inhibition des MHC-Klasse-II-Molekuls mit dem Antikorper OX6
fuhrte zu einer konzentrationsabhangigen Hemmung der Proliferation im T-Zell-
Proliferationsassay (Abb. 4.22). Ebenfalls beeinflussten kostimulatorische
Signale die Autostimulation, wie die erfolgreiche Blockade des IL-2-Rezeptors
mit dem Antikorper NDS61 zeigte (Abb. 4.24). Die Inhibition des kostimulato-
rischen Molekuls CD28 mit dem Antikorper JJ319 hatte dagegen keinen
wesentlichen Einfluss auf die Autostimulation (Abb. 4.24).
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass nach Immunisierung mit dem
Peptid P1 antigenspezifische T-Lymphozyten entstehen, von denen 10% MHC-
Klasse-lI-Molekule auf ihrer Zelloberflache exprimieren (Abb. 4.16). Des Weite-
ren wurde gezeigt, dass diese Zellen zur Autostimulation befahigt waren (Abb.
4.21). Inr Nachweis gelang im T-Zell-Proliferationsassay; hierzu wurden sie mit
P1 restimuliert (Abb. 4.5).

6.1 Die T-Zell-vermittelte Antigenprasentation

MHC-Klasse-II-Molekule wurden auf aktivierten CD4+ T-Lymphozyten der Ratte
(Sopori ML et al., 1985; Reizis B et al., 1994), der Maus (Michaelides M und
McKenzie IF, 1981) und des Menschen (Evans RL et al., 1978; Hewitt CR und
Feldmann M, 1989; Barnaba V et al., 1994; Holling TM et al., 2004a) nach-
gewiesen. Auch sind aktivierte T-Lymphozyten von Rind (Isaacson JA et al.,
1998), Pferd (Bendali-Ahcene S et al., 1997) und Kaninchen (Doveren RF et al.,
1986) positiv fur MHC-Klasse-Il-Molekdle.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein Teil der alloreaktiven T-Lymphozyten
der Lewis-Ratte, die nach subkutaner Immunisierung mit P1 aus den regionalen
Lymphknoten isoliert wurden, MHC-Klasse-II-Molektle exprimierten (Abb. 4.16).
Bereits vor Immunisierung mit P1 waren 3% der T-Lymphozyten MHC-Klasse-
[l-positiv. Dies deckt sich mit Beobachtungen von Doveren RF et al., die eben-
falls MHC-Klasse-II-Molekule auf nicht-aktivierten T-Lymphozyten nachwiesen
(Doveren RF et al., 1986). Die Immunisierung mit P1 fUhrte zu einer Verdrei-
fachung der MHC-Klasse-ll-positiven T-Lymphozyten auf rund 10%. Die Starke
der MHC-Klasse-lI-Expression auf T-Lymphozyten war dabei um den Faktor 10
geringer als auf B-Lymphozyten (linker oberer Quadrant in Abb. 4.16). Auch
Walker und Mannie konnten zeigen, dass die Starke der MHC-Klasse-II-Expres-
sion auf T-Lymphozyten 10- bis 50-fach schwacher war als auf antigenprasen-
tierenden Zellen (Walker MR und Mannie MD, 2002).
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Ungefahr 3 bis 5 Tage nach T-Zell-Aktivierung ist die Expression von MHC-
Klasse-lI-Molekulen nachzuweisen (Holling TM et al., 2004b). Dies ist eine
lange Zeitspanne verglichen mit der bereits wenige Stunden nach Aktivierung
beginnenden Synthese und Sezernierung von Interferon-y und Interleukin-2. In
den eigenen Experimenten war eine MHC-Klasse-Il-Expression 7 Tage nach

Immunisierung mit P1 deutlich nachzuweisen.

Die Expression von MHC-Klasse-II-Molekulen stellt eine wesentliche Voraus-
setzung dar, damit Zellen von auRen aufgenommene Antigene prasentieren
konnen. Austin et al. transfizierten erfolgreich Maus-Fibroblasten mit der
genetischen Information fur das humane MHC-Klasse-lI-Molekil HLA-DP.
Dieses Molekul wurde auf der Zelloberflache exprimiert und war auch in der
Lage, Antigen zu prasentieren (Austin P et al., 1985). Evans et al. beschrieben
bereits 1978, dass T-Lymphozyten die Funktion von antigenprasentierenden
Zellen Ubernehmen kénnen (Evans RL et al., 1978). Spatere Studien bestatig-
ten diese T-Zell-vermittelte Antigenprasentation iber MHC-Klasse-lI-Molekdle,
die als Autostimulation bezeichnet wird (Lanzavecchia A et al. 1988; Hewitt CR
und Feldmann M, 1989; LaSalle JM et al.,, 1991; Barnaba V et al., 1994;
Broeren CP et al., 1995). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Prasenz
aktivierter, MHC-Klasse-ll-positiver CD4+ T-Lymphozyten nachgewiesen. Diese
Zellen prasentierten das Peptidantigen P1 Uber eigene MHC-Klasse-lI-Molekile
und sind zur Autostimulation befahigt, da die Blockade der MHC-Klasse-II-
Moleklle mit dem monoklonalen Antikorper OX6 bzw. die selektive Depletion
der MHC-Klasse-lI-positiven T-Lymphozyten die Autostimulation zum Erliegen
brachte (Kapitel 4.2.2).

Damit MHC-Klasse-ll-positive CD4+ T-Lymphozyten auch andere T-
Lymphozyten erfolgreich reaktivieren kdnnen, sind neben dem ersten Signal,
das Uber die Bindung des MHC-Klasse-ll/Peptid-Komplexes an den T-Zell-
Rezeptor ausgelost wird, weitere kostimulatorische Signale erforderlich
(Bretscher P und Cohn M, 1970). Die Interaktion der Molekile CD80 (B7.1) und

CD86 (B7.2) auf antigenprasentierenden Zellen mit den Oberflachenmolekilen
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CD28 und CD152 (CTLA-4) auf T-Lymphozyten gelten als elementare ko-
stimulatorische Signalwege (June CH et al., 1994; Agadjanyan MG et al., 1999).
Tatsachlich wurden CD80 (Azuma M et al., 1993) und CD86 (Prabhu Das MR
et al., 1995) auch auf aktivierten T-Lymphozyten nachgewiesen. Die Interaktion
von CD86 mit CD28 ist fur die T-Zell-Aktivierung bedeutsam, wahrend die
Interaktion zwischen CD80 und CD152 die Aktivierung herunterreguliert (June
CH et al., 1994; Sharpe AH et al., 2002). Die Bedeutung der Kostimulation flr
die Autostimulation wurde in dieser Arbeit durch Blockierung des IL-2-
Rezeptors und des CD28-Molekuls mit monoklonalen Antikdrpern Uberprift
(Abb. 4.24). Die Inhibition des IL-2-Rezeptors mit NDS61 hemmte effektiv die
Restimulation im T-Zell-Proliferationsassay (Abb. 4.24). Dies wird auch von
Hewitt und Feldmann (1989) sowie DeSilvia et al. (1991) bestatigt. Die
Blockade des CD28-Molekuls hatte hingegen keine wesentliche Auswirkung auf
die Autostimulation (Abb. 4.24). Dagegen fuhrte die Blockade des CD28-
Molekuls bei Anwesenheit antigenprasentierender Zellen zum Erliegen der T-
Zell-Proliferation (Abb. 4.25). So lasst sich z.B. mit dem anti-CD28-Antikorper
JJ319 die TransplantatabstoRung erfolgreich verzogern. Dengler et al. berich-
teten, dass unter dem Einfluss von JJ319 das Transplantatiberleben von 7
Tagen auf 5 Wochen gesteigert werden konnte (Dengler T et al., 1999).

6.2 Die biologische Funktion MHC-Klasse-ll-positiver T-
Lymphozyten

Aktivierte T-Lymphozyten kdnnen somit Antigene Uber eigene MHC-Klasse-II-
Moleklle prasentieren und exprimieren zusatzlich auch kostimulatorische
Signale wie z.B. CD80 und CD86. Solche T-Lymphozyten weisen damit alle
Voraussetzungen auf, um andere T-Lymphozyten zu aktivieren. Doch ist die
biologische Bedeutung dieser Autostimulation durch MHC-Klasse-Il-positive T-
Lymphozyten bisher nicht geklart. So konnten einige Autoren zeigen, dass die
T-Zell-vermittelte Antigenprasentation immunregulatorische Funktionen auf-
weist, da diese Autostimulation Apoptose als ,activation-induced cell death®
(O’Hehir RE et al., 1990; LaSalle JM et al.,, 1992) und Anergie in den
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,Responder*-T-Lymphozyten auslost (Lamb JR et al., 1983; Lamb JR und
Feldmann M, 1984; Celis E und Saibara T, 1992; Mannie MD und Norris MS,
2001; Lombardi G et al., 1996; Satyaraj E et al., 1994). Sowohl Apoptose als
auch Anergie verhindern die Akkumulation antigenspezifischer aktivierter T-
Lymphozyten, wenn das entsprechende Antigen bereits beseitigt ist (Pichler WJ
et al., 1994). Anergie wird dabei als Zustand partieller oder totaler Nichtreak-
tivitat aufgrund einer unzureichenden Aktivierung durch unvollstandige oder
fehlende Kostimulation bezeichnet (Quill H und Schwartz RH, 1987; Mueller DL
et al., 1991; Lechler Rl et al., 2001).

Der Begriff Anergie wurde von Nossal und Pick eingefuhrt, um ein Stadium der
Nichtreaktivitat von B-Lymphozyten zu beschreiben (Nossal GJ und Pick BL,
1980). Inzwischen spricht man bei einer Vielzahl funktioneller Limitierungen
auch bei T-Lymphozyten von Anergie. In der Tat konnten LaSalle et al. zeigen,
dass antigenprasentierende T-Lymphozyten Anergie induzieren, da ihnen
kostimulatorische Molekule fehlten (LaSalle JM et al., 1994). Dagegen spricht
jedoch der Nachweis von CD80 und CD86 auf aktivierten T-Lymphozyten
(Lamb JR und Feldmann M, 1984; LaSalle JM et al.; 1991). Dies muss jedoch
nicht ein Widerspruch sein, da z.B. die Interaktion zwischen den beiden Ober-
flachenmolekilen CD80 und CD152 eine hemmende Wirkung auslést (June CH
et al., 1994; Sharpe AH et al., 2002). Die Hochregulierung von CD80 kdnnte
folglich zu Anergie fuhren. Holling et al. zeigten, dass MHC-Klasse-Il-positive
Maus-T-Lymphozyten naive T-Lymphozyten zur Proliferation und IL-2-Sekretion
fuhrten, wahrend sie dagegen in aktivierten, MHC-Klasse-ll-positiven T-
Lymphozyten Apoptose und Anergie ausldsten (Holling TM et al., 2004b). Dies
bestatigen auch Messungen iiber den Einstrom von Ca®" in die Zelle: Dieser ist
geringer, wenn MHC-Klasse-ll-positive T-Lymphozyten untereinander agieren
als bei der Interaktion von MHC-Klasse-Il-positiven T-Lymphozyten mit antigen-
prasentierenden Zellen. Damit verbunden ist auch eine geringere Ausschuttung

von IL-2, wodurch die Induktion von Anergie begunstigt wird.
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Andere Autoren dagegen schreiben der Antigenprasentation durch T-
Lymphozyten eine die Proliferation fordernde Wirkung zu (Lanzavecchia A et
al., 1988; LaSalle JM et al., 1991; Nisini R et al., 1992). So beobachtete LaSalle
et al. (1992), dass MBP (myelin basic proteine)-reaktive T-Zelllinien MBP-Frag-
mente erkannten, die ihnen durch aktivierte autologe T-Zellen prasentiert
wurden und proliferierten darauf hin. Auch Hewitt und Feldmann beschrieben
CD4+ T-Zelllinien, die in Gegenwart von Antigen (Influenza HA, Aminosaure
306-330) deutlich proliferierten (Hewitt CR und Feldmann H, 1989). Dabei
induzierte die Antigenprasentation durch diese Zellen eine geringere Prolife-
ration als die Antigenprasentation durch professionelle antigenprasentierende
Zellen. Diese Ergebnisse stimmen mit den eigenen Beobachtungen Uberein,
nach denen MHC-Klasse-lI-positive P1-spezifische T-Lymphozyten in Abwe-
senheit von antigenprasentierenden Zellen T-Zell-Proliferation induzierten. Die-
se Proliferation lag bei 50% der durch dendritische Zellen vermittelten Prolife-
ration. Die proliferationsfordernde Wirkung der Antigenprasentation durch MHC-
Klasse-ll-positive T-Lymphozyten spricht daftir, dass solche Zellen die Immun-
antwort aufrechterhalten oder sogar verstarken konnen. Doch wird die Immun-
antwort nicht zwangslaufig durch das Fehlen MHC-Klasse-lI-positiver T-
Lymphozyten eingeschrankt (Holling TM et al., 2004b).

Die Funktion MHC-Klasse-ll-positiver T-Lymphozyten bleibt somit auch weiter-
hin ein kontroverses Thema. In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen der
durchgefuhrten Experimente eine durch MHC-Klasse-ll-positiven T-Lympho-
zyten vermittelte protektive Wirkung nicht beobachtet. Im Gegenteil, P1-belade-
ne MHC-Klasse-ll-positive T-Lymphozyten induzierten eine deutliche Prolifera-
tion im T-Zell-Proliferationsassay. Au3erdem belegen Daten der eigenen Grup-
pe, dass die Transplantatabstol3ung nach heterotoper Herztransplantation (WF)
durch die Ubertragung poplitealer Lymphknotenzellen, die durch Immunisierung
mit P1 aktiviert waren, beschleunigt wurde (Sitaru AG et al., 2002). Hierunter
befanden sich, wie Abb. 4.16 zeigt, auch MHC-Klasse-lI-positive T-Lympho-
zyten.
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6.3 MHC-Klasse-ll-Molekiile auf T-Lymphozyten: Ein aktiver

Mechanismus?

Bleibt noch die Frage zu klaren, ob T-Lymphozyten in der Lage sind, MHC-
Klasse-lI-Moleklle selbst zu synthetisieren. Fur diese Fahigkeit sprechen einige
interessante Beobachtungen. Die Expression der MHC-Klasse-llI-Gene wird
durch den sogenannten Klasse-ll-Transaktivator (class-ll-transactivator) oder
CIITA reguliert (Van den Elsen PJ et al., 1998). Die Regulation von CIITA auf
Transkriptionsebene wird durch verschiedene Promotoren gesteuert, wobei zur
Zeit drei Promotoreinheiten bekannt sind (Muhlethaler-Mottet A et al., 1997).
Die Promotoren CIITA-PI und CIITA-PIIl ermdglichen die konstitutive Expres-
sion von CIITA u.a. in dendritischen Zellen und B-Lymphozyten, wahrend der
Promotor CIITA-PIV an der Interferon-y-induzierten CIITA-Expression beteiligt
ist. In aktivierten humanen T-Lymphozyten wird dabei die Expression der MHC-
Klasse-lI-Molekile exklusiv durch die Promotoreinheit CHTA-PIIl kontrolliert
(Holling TM et al., 2004a). Holling et al. konnten zeigen, dass eine fehlende
MHC-Klasse-II-Expression auf T-Lymphozyten mit einer fehlenden Expression
von CIITA einhergeht (Holling TM et al., 2004a). Neben ihrer Funktion bei der
Antigenprasentation scheinen MHC-Klasse-Il Molekule insbesondere bei T-
Lymphozyten als Rezeptor zur Signaltransduktion von Bedeutung zu sein (Di
Rosa F et al., 1993).

Eine weitere Mdglichkeit der MHC-Klasse-lI-Expression auf der Oberflache von
T-Lymphozyten ist die Ubernahme dieser Molekiile von anderen T-
Lymphozyten oder antigenprasentierenden Zellen (Lanzavecchia A, 1990; Patel
DM et al.,, 1999). Dabei scheint die Interaktion zwischen T-Lymphozyt und
antigenprasentierender Zelle den interzellularen Transfer von MHC-Klasse-II-
positiven Vesikeln zu fordern (Arnold PY et al., 1997; Arnold PY und Mannie
MD, 1999). Diese Fahigkeit wurde kirzlich auch fur T-Lymphozyten der Maus
nachgewiesen (Tsang JY et al., 2003). Die Grundlagen eines solchen Molekul-

transfers sind jedoch noch nicht geklart.
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Somit scheinen zwei Mechanismen in Frage zu kommen, wie aktivierte T-
Lymphozyten zu MHC-Klasse-II-Molekllen ,kommen®, entweder durch eigene
Synthese oder durch Ubernahme der ,fertigen® Oberflaichenmolekiile. Abge-
sehen davon, welcher dieser beiden Mechanismen sich die T-Lymphozyten be-
dienen, bedarf es noch weiterer intensiver Untersuchungen, um die Bedeutung

MHC-Klasse-lI-positiver T-Lymphozyten fur die Immunregulation zu verstehen.

Als gesichert gilt, dass T-Lymphozyten nicht in der Lage sind, selbst Antigene
zu prozessieren. Experimente von Hewitt und Feldmann zeigen, dass antigen-
spezifische CD4+ T-Lymphozyten in Gegenwart von Virusprotein-Fragmenten
(Influenza HA, Aminosaure 306-330), nicht aber des gesamten Virusproteins
proliferierten (Hewitt CR und Feldmann M, 1989). Erst nach Zugabe antigen-
prasentierender Zellen, die das Virusprotein prozessierten und als Peptid-
antigen prasentierten, begannen die T-Lymphozyten zu proliferieren. Ebenfalls
wird das MBP (myelin basic protein) nicht von T-Lymphozyten prozessiert
(LaSalle JM et al., 1991).

6.4 Uberlegungen zu einem antigenspezifischen Therapie-

konzept mit MHC-Klasse-ll-positiven T-Lymphozyten

Die MHC-Klasse-II-Molekule auf CD4+ T-Lymphozyten lassen sich, wie auch
die MHC-Klasse-II-Molekule dendritischer Zellen, von au3en mit synthetischen
Peptiden beladen. Diese Fahigkeit liel3e sich moglicherweise therapeutisch aus-
nutzen, um eine AbstoRungsreaktion nach Organtransplantation zu verhindern

oder zumindest abzuschwachen.

Hierfur sind besondere Antigene notwendig, die in der Lage sind, eine Immun-
antwort abzuschalten (Sloan-Lancaster J und Allen PM, 1996). Prinzipiell ist es
moglich, durch kleinste Anderungen der Aminosduresequenz von MHC-
Peptiden die Immunantwort gegen das urspringliche Peptid zu modulieren
(Sloan-Lancaster J und Allen PM, 1996; Collins EJ und Frelinger JA, 1998;
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Akdis CA und Blaser K, 2000; Sitaru AM et al., 2003). Die Vorstellung ist, auto-
loge, antigenspezifische, MHC-Klasse-Il positive CD4+ T-Lymphozyten mit sol-
chen immunregulatorischen Peptiden zu beladen, um sie anschliefend dem
Zellspender zurlickzugeben. Sie wandern in das Transplantat ein und kénnten,
so zumindest die Vorstellung, vor Ort die Immunantwort hemmen (Abb. 6.1).
Hierbei handelt es sich bisher um theoretische Uberlegungen, fiir die noch

keine experimentellen Daten vorliegen.

Lokale Immunregulation
Lokaler

Lymphknoten

>

Transplantat

‘ Peptidanalogon

Abbildung 6.1: Vorstellungen zu einem maéglichen therapeutischen Ansatz auf der Basis
antigenspezifischer, MHC-Klasse-llI-positiver T-Lymphozyten. Diese Zellen werden mit
immunmodulatorischen Peptidvarianten beladen, die in der Lage sind, eine
Immunantwort zu hemmen. Mit solchen Peptiden beladene T-Lymphozyten wandern in
das transplantierte Organ ein, um dort die Immunantwort zu hemmen. Hierbei wird
ausgenutzt, dass antigenspezifische T-Lyphozyten die Ursache ihrer Aktivierung suchen
und somit spezifisch ,,homen*“ (Westermann J und Bode U, 1990). Moglicherweise konnte
eine solche T-Zell-basierte Strategie Ansatze mit dendritischen Zellen erganzen bzw.
optimieren. Dendritische Zellen wandern in erster Linie in die lokalen Lymphknoten und
bewirken dort eine Immunregulation.
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Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit war die Beobachtung, dass aktivierte
MHC-Klasse-lI-positive CD4+ T-Lymphozyten der Lewis-Ratte zur Autostimu-
lation befahigt sind.

Aktivierte T-Lymphozyten wurden durch Immunisierung mit dem Peptidantigen
P1 induziert und lieBen sich in vitro im T-Zell-Proliferationsassay nach Zugabe
von P1 Uber ihre Proliferation nachweisen. Solche P1-spezifischen T-
Lymphozyten beschleunigen die TransplantatabstoBung von WF-Herztrans-
plantaten in Lewis-Ratten (Sitaru AG et al., 2002). Jedoch ist derzeit nicht
geklart, ob die MHC-Klasse-II-positiven antigenspezifischen T-Lymphozyten fur
diese AbstoBung verantwortlich sind. Sollte die von Mannie et al. (2001)
beschriebene Beobachtung, dass die Autostimulation zur Induktion von
Apoptose und Anergie aktivierter T-Lymphozyten flhrt, auch fur die in vivo
Situation zutreffen, so scheint dieser Effekt nicht stark genug zu sein, um eine
AbstoBung zu verhindern. Weiterhin ist auch nicht geklart, ob sich Uber die
durch Autostimulation ausgeldsten Effekte Madoglichkeiten ergeben, die
TransplantatabstoRung antigenspezifisch zu verhindern oder gar Toleranz zu
induzieren. In weiterfUhrenden Untersuchungen sollte deshalb die Funktion
MHC-Klasse-lI-positiver T-Lymphozyten intensiver untersucht werden.
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Nach der Ubertragung MHC-differenter Organtransplantate sind die Transplan-
tatempfanger auf eine lebenslange Immunsuppression angewiesen, um die
Zerstorung des fremden Organs zu verhindern. Da hierzu jedoch das gesamte
Immunsystem supprimiert wird, sind solche Patienten einem erhdhten Risiko
ausgesetzt, an Infektionen oder Tumoren zu erkranken. Neue therapeutische
Ansatze sind somit erforderlich, die Transplantatabstol3ung selektiv zu hem-
men. Im Mittelpunkt solcher Strategien steht die gezielte Beeinflussung allo-
reaktiver CD4+ T-Lymphozyten, da sie fur die Aktivierung weiterer Immunzellen,
wie zytotoxische T-Lymphozyten, B-Lymphozyten oder Makrophagen, von Be-
deutung sind. Die alloreaktiven T-Lymphozyten selbst werden durch allogene

Peptide aktiviert, die von den Spender-MHC-Molekulen stammen.

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Auswirkungen des
Peptidantigens P1, das an der zur AbstoRung fihrenden Immunantwort beteiligt
ist, auf die Aktivierung alloreaktiver T-Lymphozyten zu untersuchen. Die
subkutane Immunisierung mit P1 fihrte zur Induktion antigenspezifischer T-
Lymphozyten in den poplitealen und iliakalen Lymphknoten. Dabei verdreifachte
sich der Anteil MHC-Klasse-ll-positiver T-Lymphozyten auf 10% der
Lymphknotenzellen. Die antigenspezifischen und MHC-Klasse-Il-positiven T-
Lymphozyten liel3en sich im T-Zell-Proliferationsassay nach Zugabe von P1
nachweisen. Diese T-Zell-vermittelte Restimulation wird als Autostimulation
bezeichnet und machte 50% der durch dendritische Zellen vermittelten
Proliferation aus. Sowohl die Blockade der MHC-Klasse-II-Molekile mit dem
monoklonalen Antikdrper OX6, als auch die selektive Entfernung dieser Zellen
hemmte die Autostimulation. Neben der Prasentation des Antigens Uber die
Selbst-MHC-Klasse-II-Molekule des RT1.B-Lokus war fur die Autostimulation
die Signalubertragung uber den IL-2-Rezeptor von Bedeutung. Wahrend
dessen hatte die Blockade des kostimulatorischen Molekils CD28 keine
wesentlichen Auswirkungen auf die Autostimulation. Im Gegensatz zu Literatur-

daten wurde eine immunregulatorische Funktion dieser zur Autostimlation fahi-
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gen T-Lymphozyten im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefuhrten Unter-

suchungen nicht beobachtet.

In der vorliegenden Arbeit wurde somit gezeigt, dass die durch Immunisierung
mit dem Alloantigen P1 antigenspezifische T-Lymphozyten entstehen, die MHC-
Klasse-lI-Molekule auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Weiter wurde gezeigt,
dass diese MHC-Klasse-lI-positiven T-Lymphozyten zur Autostimulation be-
fahigt sind. Welche Bedeutung und Funktion diese Zellen fir die Immunantwort
nach Transplantation haben, ist gegenwartig nicht bekannt. Weiterfuhrende in
vitro und in vivo Untersuchungen sollen jedoch die Immunbiologie dieser Zellen

klaren.
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Appendix

zu Kapitel 3.6: Die Einfuhrung des Stimulationsindex ermdglichte eine bessere
Vergleichbarkeit der verschiedenen Experimentalserien untereinander. Grund-
lage der Abb. 3.4 sind die Daten in Tabelle A.1.

Proliferation (x1.000 cpm) Stimulationsindex
pLNC/DC/P1 pLNC/DC pLNC pLNC/DC/P1 pLNC/DC
pLNC pLNC
Mittelwert 34,78 6,51 3,99 8,65 1,70
Stabw. 14,85 2,95 1,29 1,67 0,30
n 23 42 23 23 42

Tabelle A.1: Vergleich der com Daten mit den Sl-Werten

zu Kapitel 4.1.1: Die durchschnittliche ZellgroRe der poplitealen Lymphknoten-
zellen nahm durch die Immunisierung mit P1 zu. Eine noch deutlichere Zu-
nahme der ZellgroRe konnte durch die unspezifische Stimulation der Zellen mit

lonomycin und PMA erreicht werden.

Naive pLNC P1-stimulierte pLNC IP-stimulierte pLNC
A v 0 o]
& & &

SSC

o B BT
0 255

>

Abbildung A.1: Durchflusszytometrische Analyse: Dargestellt ist die ZellgroRe der
poplitealen Lymphknotenzellen vor und nach Immunisierung mit dem Peptidantigen P1

sowie nach Stimulation mit lonomycin und PMA (IP).
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zu Kapitel 4.1.1: Die Antigenspezifitat alloreaktiver T-Lymphozyten: Die aus
einer immunisierten Ratte isolierten Lymphknotenzellen (hierunter befinden sich
die antigenspezifischen T-Lymphozyten) lassen sich im Proliferationsassay
(Kapitel 3.5) nur mit dem Antigen restimulieren, mit dem zuvor auch immunisiert
wurde. Die nachfolgende Tabelle zeigt dies am Beispiel P1-aktivierter Lymph-
knotenzellen. Pc oder P6 induzieren bei solchen P1-spezifischen T-Lympho-

zyten keine Proliferation.

P1 P6 Pc 7]
Mittelwert 8,65 2,43 1,77 1,70
Stabw. 1,67 0,40 0,21 0,30
n 23 2 3 42

Tabelle A.2: Mittelwerte und Standardabweichung (Stabw.) der Proliferation P1-aktivierter
Lymphknotenzellen aus Lewis-Ratten nach Restimulation mit P1, P6, Pc bzw. ohne
Peptidantigen (@) im T-Zell-Proliferationsassay (Kapitel 3.5). Die Zellen proliferierten nur
in Gegenwart von P1, mit dem zuvor auch Lewis-Tiere immunisiert wurden. Der
Proliferationsassay zeichnet sich somit durch eine hohe Spezifitat aus (siehe auch Abb.
4.5).

zu Kapitel 4.1.2: Die Peptidmenge, die fur die Restimulation verwendet wurde,
variierte in einem Konzentrationsbereich von 0,026 und 33,33 pg/ml. Selbst
geringe Konzentrationen fuhrten zu deutlichen Proliferationswerten der T-
Lymphozyten. Die Werte in Tab. A.3. sind Grundlage fur die Abb. 4.8.

ug/ml (33,33 16,67 8,33 4,17 2,08 1,67 0,833 0,417 0,208 0,104 0,052 0,026 O

Mittelwert| 8,54 8,40 8,42 6,28 576 557 512 5,07 493 4,35 394 2,03 2,01
Stabw. (1,23 2,01 1,27 0,77 080 135 1,37 1,34 1,40 1,425 1,12 0,45 0,54
n 4 4 6 2 2 3 4 4 4 3 4 1 8

Tabelle A.3: Mittelwerte und Standardabweichung (Stabw.) der Proliferation P1-aktivierter
Lymphknotenzellen nach Restimulation mit verschiedenen Konzentrationen des
Peptidantigens P1. In der obersten Zeile ist die Peptidkonzentration angegeben. @ = ohne
P1.
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zu Kapitel 4.1.3: Auch Makrophagen wurden auf ihre Fahigkeit zur Antigen-
prasentation untersucht. Mit ansteigender Anzahl an Makrophagen sank die

Proliferation. Die Isolierung von Makrophagen ist in Kapitel 3.7.4 beschrieben.

Makrophagen o 10? 10° 10* 10° 10°
Mittelwert 4,62 4,86 476 2,37 0,25 0,15
Stabw. 0,83 0,22 0,47 0,04 0,10 0,01

n 25 3 3 2 3 2

Tabelle A.4: Mittelwerte und Standardabweichung (Stabw.) der mit Makrophagen
induzierten Proliferation P1-spezifischer Lymphknotenzellen im Proliferationsassay nach
Zugabe von P1 (vergl. mit Abb. A.2).

Abbildung A.2: Der Ein-
fluss unterschiedlicher
Anteile an Makrophagen
4 T als APC auf die T-Zell-
21 I I |_—| Proliferation (vergl. mit
" I e 1 1 T_'T Tab. Ad).

Anzahl der Makrophagen

Stimulationsindex
(o]
1

zu Kapitel 4.2.3: Um auszuschliel3en, dass die Ergebnisse der Blockierungs-
experimente moglicherweise vom Peptidantigen P1 abhangig waren, wurden
diese Versuche mit dem MHC-Klasse-lI-Peptid RT1.D2 (Sayegh MH et al.,
1992) wiederholt. Hierfur wurden RT1.D2-aktivierte Lymphknotenzellen im T-
Zell-Proliferationsassay mit RT1.D2 restimuliert. Folgende Antikérper wurden
getestet: OX6 (anti-RT1.B), OX17 (anti-RT1.D), OX18 (anti-RT1.A), NDS61
(anti-IL-2R) und JJ319 (anti-CD28). Mausserum diente als Kontrolle. Die
Ergebnisse dieser Versuchsserie waren ahnlich wie die mit P1 (Tab. A.5, Abb.
A.3).
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Hg/ml OX6 ox17 OXx18 NDS61 JJ319 Mausserum

50 0,55+0,11 2,08+0,41 3,23+0,71 0,02+0,01 4,91+0,76 6,23+1,00
10 1,85+0,25 2,58+0,47 4,04+0,52 2,18+0,32 6,21+0,81 6,86+0,73
1 3,06+0,39 3,84+0,59 5,38+0,53 5,78+0,77 6,77+0,72 6,36+1,00

0,1 4,77+0,68 6,07+0,82 6,17+0,84 6,38+0,77 6,60+0,48 6,71+1,09
7] 6,53+1,29

Tabelle A.5: Mittelwerte und Standardabweichung (Stabw.) der Proliferation RT1.D2-
spezifischer Lymphknotenzellen im T-Zell-Proliferationsassay nach Inhibition mit
verschiedenen Antikorpern (jeweils drei Versuche). O = kein Antikorper.

co

., OX6 (RT1.B) 8. OX17 (RT1.D)

1
1
1
el ol I
O-jI-I T T 1 0' T T T T

Stimulationsindex
S
Stimulationsindex
N

50ug/ml  10pg/ml 1pg/ml  0,1pg/ml (%} 50ug/ml 10pg/ml 1ug/ml 0,1pg/ml 7}
Antikdrperkonzentration Antikérperkonzentration
8. OX18 (RT1.A) 8., NDS61 (IL-2R)
x x
g % 1 _% g’ 1 1 _%
2 1 2
s 4] S 4
5 1 5
E g
’ ) ’ )
0 h T T T T 1 0 T T T T 1
50pg/ml 10pg/ml 1pg/ml - 0,1pg/ml z 50ug/ml  10pg/ml 1ug/ml 0,1pg/ml (%}
Antikérperkonzentration Antikorperkonzentration
8. JJ319 (CD28) 8 . Mausserum
a H B 1L { o ' 1L
2 2
g
S 4] o 4
B s
E Z
2 2] 3 2]
0+ T T T T 1 0- T T T T 1
50ug/ml - 10pg/ml 1pg/ml  0,1pg/ml 7} 50ug/ml 10pg/ml 1ug/ml 0,1pg/ml %]
Antikérperkonzentration Antikérperkonzentration

Abbildung A.3: Graphische Darstellung der Tab. A.5.
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Durchflusszytometrische Analysen zur Vitalitat der verwendeten Zellpopulatio-
nen: Nachfolgend sind Lebendfarbungen der fur diese Arbeit wichtigsten
Zellpopulationen angefuhrt. Die Farbungen wurden mit 7-Amino-Actinomycin (7-

AAD) durchgeflihrt. Die Zellen wurden hierzu 10 Minuten mit 7-AAD (5 ug fur
5x10° Zellen) inkubiert.

Naive pLNC
A B
A %
N o R1 o R2
[Te] AN
N —_— - s |
2 2
[ = [
? 2 2
(7] 1] L
o o
10° 10" 102 10° 104 100 10" 102 10° 10
7-AAD >

255
FSC-SOLO ——

Abbildung A.4: Durchflusszytometrische Analyse der Vitalitat naiver poplitealer Lymph-

knotenzellen. Repradsentative Darstellung aus drei Versuchen.

P1-stimulierte pLNC

A B
A g
N g R1 o R2
e X
— A
0 B2]
C C
2 g g
(7] w 1]
o ol
10° 10" 102 10% 10* 10° 10" 102 10% 104
7-AAD >

255

FSC-SOLO

Abbildung A.5: Durchflusszytometrische Analyse der Vitalitit P1-aktivierter poplitealer

Lymphknotenzellen. Reprasentative Darstellung aus zwolf Versuchen.
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Nach Depletion (Ox33)
A B

255

R1 R2
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Events
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Abbildung A.6: Durchflusszytometrische Analyse der Vitalitiat P1-aktivierter poplitealer
Lymphknotenzellen nach Depletion der B-Lymphozyten mit dem Antikorper OX33.
Reprasentative Darstellung aus drei Versuchen.

Nach Depletion (Ox33/0x8)

A B
A t“g
N © R1 © R2

[Te] [Te]
Nl— N —
2 ®

O 5 3
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o o

100 10" 102 10% 104 10° 10" 102 10%® 104

7-AAD >

255
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Abbildung A.7: Durchflusszytometrische Analyse der Vitalitit P1-aktivierter poplitealer
Lymphknotenzellen nach Depletion der B-Lymphozyten und CD8+ T-Lymphozyten mit

den Antikorpern OX33 und OX8. Reprasentative Darstellung aus vier Versuchen.
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T-Lymphozyten (R73+)

A B
A %
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Abbildung A.8: Durchflusszytometrische Analyse der Vitalitat R73-positiver P1-aktivierter

poplitealer Lymphknotenzellen. Reprasentative Darstellung aus vier Versuchen.

T-Lymphozyten (R73+/0x6-)
A B
R1

R2

255
256
256

SSC
Events
Events
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7-AAD >
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Abbildung A.9: Durchflusszytometrische Analyse der Vitalitidt R73-positiver P1-aktivierter
poplitealer Lymphknotenzellen nach Depletion der MHC-Klasse-ll-positiven Zellen (OX6).

Reprasentative Darstellung aus zwei Versuchen.
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