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EINLEITUNG

1. Simulation von Viruserkrankungen durch Poly (I:C)

Zur Abwehr von viralen Erkrankungen tragen verschiedene Mechanismen der angeborenen

und adaptiven Immunität bei. Dazu gehören zelluläre und humorale Mechanismen. Da viele

Viren Mechanismen entwickelt haben, um der Immunüberwachung zu entgehen, werden

neben der klassischen T-Zell-Antwort weitere, v. a. MHC-unabhängige Abwehrsysteme

benötigt.

Zur Einschränkung der Virusreplikation tragen u. a. sowohl NK-Zellen durch die Erken-

nung und Lyse von virusinfizierten Zellen bei als auch vielfältige Wirkungen der Interferon

Typ I Zytokine: IFN-α und IFN-β hemmen die Proteinsynthese und damit die Virusver-

mehrung in infizierten Zellen, führen zu einer gesteigerten Expression von MHC-Klasse-I-

und TAP-Transport-Proteinen oder induzieren den Abbau viraler RNS [1]. Daneben akti-

vieren sie T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen und verstärken deren Zytotoxizität [2].

Ausgelöst wird die Induktion der Interferone in vielen verschiedenen Viren durch dop-

pelsträngige Virus-RNS: Diese Nukleinsäure wird im Infektionszyklus bestimmter Viren

gebildet und kommt in normalen Säugerzellen nicht vor. In vitro oder in vivo kann so eine

Virusinfektion durch die Inkubation mit einer synthetischen Doppelstrang-RNS (ds-RNS),

wie Poly (I:C) (Poly-Inosin-:Poly-Cytidyl-Säure), simuliert werden [3]. Bei Anwesenheit

von ds-RNS wird die Serin/Threonin-Kinase PKR (ds-RNS-abhängige Proteinkinase) akti-

viert und phosphoryliert den Initiationsfaktor eIF2 der eukaryontischen Proteinsynthese,

was zur Translationshemmung und damit Unterbindung der viralen Replikation führt [4, 5].

Poly (I:C) kann sowohl direkte als auch indirekte Effekte vermitteln: So wurde die Indukti-

on einer Reihe unterschiedlicher Gene, die Aktivierung von latenten Enzymen, die Inhibie-

rung des Wachstums tumoröser Zellen sowie die Verstärkung von zellvermittelter Zytoto-

xizität und B-Zell-Antwort auf Antigene beschrieben. Manche dieser Effekte werden durch

die Induktion von Interferonen, andere durch direkte Wirkung der RNS vermittelt (Review:
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[6]).

Poly (I:C) verstärkt die zytotoxische Aktivität verschiedener Zellen wie NK-Zellen oder

Monozyten [175, 176]. Im Fall der Makrophagen kann Poly (I:C) dies durch TNF-α allein

oder im Kombination mit IFN I bewirken [7]. T-Zellen werden in vitro nicht direkt akti-

viert, jedoch kann in LAK T-Zellen (Lymphokine activated killer cells: durch Zytokine

aktivierte Killerzellen) durch Inkubation mit niedrig dosiertem IL-2 und ds-RNS für 3–4

Tage eine zytotoxische Aktivität induziert werden [6].

Poly (I:C) beschleunigt die Entwicklung von Diabetes in DP-BB Ratten [8, 9], was mögli-

cherweise durch die Induktion verschiedener Zytokine verursacht wird. So zeigen antigen-

spezifische T-Zell-Klone, die in Gegenwart von Poly (I:C) expandiert werden, ein TH1-

Profil; werden neutralisierende Antikörper sowohl gegen IL-12 als auch IFN-α dazugege-

ben, kann diese Polarisierung verhindert werden [10]. Bei in vivo Studien an Mäusen zeigte

sich, dass während viraler Infekte v. a. die Untergruppe der „Gedächtnistyp“ CD44high CD8-

positiven Zellen proliferiert. Dies kann auch durch die Injektion von Poly (I:C) oder Typ I

IFN erreicht werden. Dabei werden weder CD25 noch CD69 heraufreguliert, was für einen

nicht TZR-vermittelten Effekt spricht [11]. Induziert wird das Wachstum der CD44high

CD8-positiven Zellen vermutlich durch IL-15, welches nach Inkubation von Makrophagen

mit IFN I oder z. B. Poly (I:C) vermehrt gebildet wird [12].

Neueste Untersuchungen beschäftigen sich eingehend mit der Wirkung von Poly (I:C) auf

dendritische Zellen (DC). DCs sind professionelle APCs mit der Fähigkeit, primäre Im-

munantworten zu generieren. Sie besiedeln als unreife Zellen peripheres Gewebe, um dort

Antigene einzufangen und anzureichern. Unreife („immature“) DCs (iDCs) reagieren auf

Exposition mit Antigenen mit morphologischen und funktionellen Änderungen, Reifung

genannt. Dieser Prozess ereignet sich auf dem Weg vom Gewebe in die drainierenden

Lymphknoten. Dort werden die prozessierten Antigene T-Zellen präsentiert und additiv von

den heraufregulierten kostimulierenden Oberflächenmolekülen oder sezernierten Zytokinen

aktiviert und somit die adaptive Immunantwort eingeleitet [13]. Zu den durch DCs erkann-

ten Antigenen gehören invariable molekulare Motive verschiedener mikrobieller Herkunft,

die sogenannten „PAMPs“. Zu diesen gehört auch Poly (I:C) [14]. Mittlerweile sind ver-
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schiedene Untergruppen von DCs bekannt, abhängig von ihrer Herkunft: So gibt es die

lymphoiden oder myeloischen Ursprungs, die sich durch die Expression von CD11c unter-

scheiden [15]. Plasmazytoide, CD11c-negative DCs werden als Typ 2 DC-Vorläuferzellen

bezeichnet; sie reifen nach IL-3- oder Virusexposition zu DCs aus. Auf eine virale Stimu-

lation hin, jedoch nicht nach Inkubation mit ds-RNS, sezernieren sie 1000 mal mehr Typ I

IFN als CD11c-positive DCs oder Monozyten [16, 17]. Die myeloischen DCs sind unreif,

CD11c-positiv und werden über ihren TLR3-Rezeptor durch Poly (I:C) aktiviert [17, 18].

Nach Erkennen der ds-RNS durch den TLR3 werden Signale transduziert, die NF-kappaB

und den IFN-β Promotor aktivieren [19]. Zunächst wurde die Expression von TLR3 mRNS,

neben den DCs, nur in Fibroblasten und intestinalen Epithelzellen beschrieben [20–22].

Neuere Ergebnisse zeigen, dass auch NK-Zellen TLR3 exprimieren und somit direkt durch

Poly (I:C) stimuliert werden können. TLR3 mRNS wird nach Aktivierung durch das Oligo-

nukleotid verstärkt exprimiert [23, 24]. Durch die Stimulation der aufgereinigten NK-

Zellen wird deren Zytotoxizität signifikant gesteigert, CD69 heraufreguliert und darüber

hinaus die proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und IFN-γ, jedoch kein IFN I, indu-

ziert. Weder die TLR3 mRNS noch die Sekretion der beschriebenen Botenstoffe konnte

durch diese Arbeitsgruppe dagegen für T-Zellen gefunden werden [24]. Dem widerspre-

chen neueste Ergebnisse [25]. Die aktivierten NK-Zellen sind wiederum in der Lage, die

Reifung der iDCs zu initiieren. Dies trifft auch auf die anderen lymphatischen Effektorzel-

len der angeborenen Immunität zu, die NKT und γδ T-Zellen.

2. γγγγδδδδ T-Zellen

Eng mit den NK-Zellen ist eine Untergruppe von T-Zellen verwandt, die γδ T-Lymphozy-

ten. Da sie daneben auch Gemeinsamkeiten mit den αβ T-Zellen teilen, kommt ihnen eine

besondere Rolle in der Verknüpfung der angeborenen und erworbenen Immunität zu. Ne-

ben ihren immunmodulierenden Eigenschaften besitzen sie gegen Tumoren, Viren, Bakte-

rien und Protozoen gerichtete Effektorfunktionen. Durch ihre schnelle und unspezifische

Aktivierung wird eine zeitaufwendige klonale Expansion einzelner T-Zellen vermieden;



4

dies ist ein Hinweis auf eine wichtige Rolle in der „first line of defense“ (Reviews: [26,

27]).

Die γδ T-Zellen wurden 1986 von Brenner bei der Sequenzierung des αβ T-Zell-Rezeptors

entdeckt und in Analogie TZR γ- und δ-Kette genannt [28]. Im Gegensatz zu den αβ T-

Zellen wurden für γδ T-Zellen 6 Vγ und 3-4 Vδ-Gene beschrieben [29], die Anzahl der D-

und J-Gensegmente von γδ T-Zellen ist ebenfalls geringer. Sowohl im murinen als auch

humanen System wird ein limitiertes γδ TZR-Repertoire ausgebildet (Review:[26]). Der

Entwicklungszeitraum des humanen γδ T-Zell-Repertoires beträgt zwischen einem und 10

Jahre und ist wahrscheinlich abhängig von Umweltfaktoren wie mikrobiellen Infektionen

[30]. Bei der Geburt herrschen im peripheren Blut γδ T-Zellen mit der Vδ1-Kette vor, wer-

den dann aber von denen mit Vγ9Vδ2-TZR ersetzt, die beim Erwachsenen ca. 70% der pe-

ripheren γδ T-Zellen ausmachen. Dabei gibt es für jedes Individuum einzigartige, domi-

nante Klone [31, 32]. Im peripheren Blut des Erwachsenen gibt es ca. 2% γδ T-Zellen mit

einer enormen Schwankungsbreite von 0,5–10%. Die Anzahl bleibt im Lauf des Lebens

konstant, kann aber während verschiedener Infektionen enorm ansteigen und nach einigen

Wochen wieder auf den Ausgangswert abfallen.

γδ T-Zellen mit der Vδ1-Kette kommen beim Erwachsenen v. a. im Thymus (50–70% der

γδ T-Lymphozyten), in der Milz und in den Epithelien (30–60%) vor, sind meist nicht mit

Vγ9 verbunden und CD45RA-positiv, was auf eine Population ohne bisherigen Antigen-

kontakt schließen lässt. Die Verteilung der Untergruppe Vδ2 beträgt dagegen im Blut

50–90%, in den Epithelien 10–30% und 1–20% im Thymus. Sie sind meist mit Vγ9 asso-

ziiert und CD45RO-positiv, was Memory-Effektorzellen entspricht [33]. Interessant ist,

dass bereits im Alter von einem Jahr die meisten Vδ2-Zellen voraktiviert sind [34].

2.1. Antigene

Die verschiedenen Untergruppen der humanen γδ T-Zellen reagieren auf eine Reihe unter-

schiedlicher Antigene; dies schließt potentielle Selbstantigene und Antigene mikrobieller

und nicht mikrobieller Herkunft ein, Proteine und Nichtproteine.
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Proteine werden von einigen γδ T-Zellen erkannt: neben den klassischen auch nicht- klassi-

sche MHC-Moleküle, Mitglieder der Immunglobulingen- Superfamilie wie CD1, CD48

oder Ig, aber auch Hitzeschock-Proteine (HSP) oder native virale Glykoproteine [26]. In-

testinale, intraepitheliale δ1 positive γδ T-Zell-Klone erkennen die mit MHC-Klasse-I ver-

wandten Moleküle MICA und MICB, welche stressinduziert sind und nach Verletzungen

oder Infektionen auftreten [35]. Eine weitere Subgruppe mit einer Vδ3-Kette wurde be-

schrieben, die v. a. im Intestinum angesiedelt ist [36]. Dabei wurde ein Vδ3-Klon mit star-

ker Zytotoxizität gegen die meisten B-lymphoblastoiden Zell-Linien, verschiedene MHC-I-

oder -II-defiziente B-Zell-Tumoren und verschiedene αβ T-Zell-Linien entdeckt; der Li-

gand wurde jedoch bislang nicht identifiziert [37].

Auf der Suche nach γδ-spezifischen Tumorantigenen ging man zunächst von HSPs aus, da

murine und humane γδ T-Zellen das mykobakterielle HSP 65 und verwandte Proteine er-

kennen [38]. In Infektionsmodellen mit Mykobakterien wurden dann wichtige Ergebnisse

über γδ T-Zell-spezifische Antigene erhoben. Erstmals wurden humane, auf Mykobakterien

reagierende γδ T-Zellen  in der Synovialflüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis

entdeckt [39]. Obwohl auch humane HSP65-reaktive γδ T-Zell-Klone in geringer Anzahl

existieren, konnte die starke Proliferation von γδ T-Lymphozyten nach Inkubation dieser

Zellen mit Extrakten aus Mykobakterien jedoch nicht allein durch die proteinspezifischen

Klone erklärt werden. Auf der Suche nach weiteren Antigenen konnten extrem kleine (<

600 Da), Protease-resistente Moleküle charakterisiert werden, die zudem durch die Be-

handlung mit Säure, Natriumperjodat, alkalischer Phosphatase und Nukleotidpyrophospha-

tase inaktiviert werden konnten. Dies spricht für phosphorylierte Kohlenhydrate [40–43].

Fournie und Bonneville beschrieben 1994 vier aus Mykobakterien gewonnene Antigene,

nämlich TUBag 1–4 („Tuberculosis antigen“ 1–4). TUBag 3 und 4 enthielten Nukleoti-

danteile, jedoch nicht TUBag 1 und 2. Der Nukleosidrest von TUBag 3 wurde als 5’UTP,

der von TUBag 4 als 5’dTTP charakterisiert. Die Analyse von TUBag 1 und 2 ergab eine

X-Phosphat-Struktur, wobei „X“  zunächst einen nicht näher zu bestimmenden Rest dar-

stellte [44]. Diese Substanz wurde von Belmant und Mitarbeiter als 3-Formyl-1-butyl-

Pyrophosphat beschrieben; sie ist in TUBag 1, 3 und 4 nachweisbar [45]. TUBags stimulie-

ren bereits im nanomolaren Bereich und kommen in unterschiedlichen Mykobakterien vor.
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Daneben wurde diese Substanz auch in E. coli  nachgewiesen [46]. Darüber hinaus finden

sich strukturverwandte Antigene in anderen, ebenfalls γδ T-Zell-stimulierenden Pathogenen

( z.B. MALag 1–2 in Schizontenlysaten von Plasmodium falciparum [47]).

Da für die Stimulation der γδ T-Zellen der Phosphatrest essentiell ist, wurden weiterhin

synthetische Phosphate wie Monoalkylphosphate oder Kohlenhydratphosphate auf ihre

Stimulationsfähigkeit hin untersucht; diese fiel jedoch sehr unterschiedlich aus [48]. Die

erste sehr gut stimulierende Antigengruppe waren Prenylpyrophosphate, wozu auch Iso-

pentenylpyrophosphat (IPP) gehört. IPP stellt das erste vollständig charakterisierte Antigen

für γδ T-Zellen dar, stimuliert im Bereich von 10–100 µM und wurde von Tanaka auch in

Mykobakterienextrakten nachgewiesen. IPP ist ein ubiquitär vorhandenes Zwischenprodukt

der Terpenbiosynthese prokaryontischer und eukaryontischer Zellen. Es ist ein essentieller

Vorläufer für Cholesterin, Vitamine, Dolicholphosphate, Karotinoide, Gibberelline, Taxoi-

de und Ubichinone, aber auch verantwortlich für die Membranverankerung von

Signaltransduktionsmolekülen wie Ras [49, 50] (Review). Zunächst wird Pyruvat zu Aze-

tyl-CoA oxidiert. Drei Azetyl-CoA-Moleküle werden zu 3-Hydroxy-3-Methyl-Glutaryl-

CoA kondensiert und durch die HMG-CoA-Reduktase zu Mevalonat umgewandelt. Auf

drei Phophorylierungsschritte folgt eine Dekarboxylierung zu IPP. Die IPP-Isomerase wan-

delt IPP in sein Isomer Dimethylallyl-Pyrophosphat (DMAPP) um. Beide Moleküle werden

im weiteren z. B. zu Sterolen synthetisiert.

Bislang wurden die unterschiedlichsten γδ T-Zell-stimulierenden Mikroorganismen be-

schrieben. (Review: [51]). Das bislang stärkste natürlich vorkommende Phosphoantigen,

nämlich (E)-4-Hydroxy-3-Methylbut-2-Enyl-Pyrophosphat (HDMAPP), wurde aus E. coli,

aber auch in Pflanzen nachgewiesen [52, 53]. Diese Substanz ist ein Vorläufer des mikro-

biellen, Mevalonat-unabhängigen Wegs der Isoprenoidsynthese, der in Zyanobakterien,

Algen, Chloroplasten und den meisten Eubakterien nachweisbar ist [54–56]. Hierbei wird

IPP aus seinem Vorläufer 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat (DOXP) gebildet. Dies wird zu

2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat reduziert, an CDP konjugiert und zu CDP-Methyl-

Erythritol-2-Phosphat phosphoryliert. Nach enzymatischer Spaltung und Reduktion entsteht

HDMAPP, welches wiederum zu IPP und DMAPP reduziert wird. Interessant ist die Be-
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obachtung, dass nur Bakterien, die den nichtklassischen Mevalonat-unabhängigen Weg der

Isoprenoidsynthese besitzen, γδ T-Zellen stimulieren können [54, 57]. Inzwischen konnte

HDMAPP als X-Rest auch in TUBag1 identifiziert werden [52].

Neben Antigenen mikrobiellen Ursprungs wurden auch nichtmikrobielle, γδ T-Zell-

spezifische Antigene bekannt: Das Aminobisphosphonat (ABP) Pamidronat (3-Amino-1-

hydroxy-propyliden-1, 1-Bisphosphonsäure) stellt eine Substanz dar, die zur Behandlung

tumorassoziierter Osteolysen eingesetzt wird. Chemisch stellt es ein Phosphatase-

resistentes Analogon zu endogenen Pyrophosphaten mit einer P-C-P-Gruppierung dar.

Durch die Hemmung der Farnesylpyrophosphat (FPP)-Synthetase im Mevalonat-Weg der

Cholesterinbiosynthese wirkt es als Inhibitor der Knochenresorption durch Induktion von

Apoptose in Osteoklasten [58]. Bei erstmaliger Gabe von stickstoffhaltigen Vertretern der

Bisphosphonate können jedoch bei einigen Patienten Fieber und grippeähnliche Symptome

auftreten, die an eine Akut-Phase-Reaktion erinnern [59]. Durch die Strukturverwandt-

schaft mit IPP stellte sich die Frage, inwieweit γδ T-Zellen durch ABP aktiviert werden

können und dadurch zu der Anti-Myelom-Wirkung dieser Substanzen beitragen: So waren

bei Patienten mit Osteoporose bzw. multiplem Myelom, die im Anschluss an die erste Infu-

sion von Pamidronat grippeähnliche Symptomen entwickelten, die Anzahl der γδ T-Zellen

im peripheren Blut deutlich erhöht [60]. Daneben konnte Pamidronat auch in vitro als γδ T-

Zell-spezifisches Antigen charakterisiert werden [61]. Erklärbar ist die Wirkung der ABP

durch die Hemmung der FPP-Synthetase mit konsekutiver Anreicherung von Mevalonat-

Stoffwechselmetaboliten wie IPP oder anderen γδ T-Zell-spezifischen Antigenen in der

Zelle [62]. Derselbe Wirkungsmechanismus ist inzwischen auch für Alkylaminverbindun-

gen beschrieben worden. Diese kommen in Pflanzen und Tee vor, werden aber auch von

Bakterien sezerniert [50 (Review), 63, 64]

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Vielzahl von phosphorylierten Antigenen

für Vγ9 Vδ2 T-Zellen existiert, die man als Phosphoantigene bezeichnet und deren Ge-

meinsamkeit nichtpeptidische Komponenten mit Phosphosäureester-Strukturen darstellt;

diese sind für die eigentlichen TZR-Interaktionen verantwortlich. Alle bisher isolierten

Vγ9Vδ2-Antigene sind mit dem Mevalonat-Stoffwechselweg assoziiert. Die unterschiedli-

chen Antigengruppen für Vγ9Vδ2- oder Vδ1- bzw. Vδ3-positive γδ T-Zellen weisen auf
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verschiedene biologische Funktionen dieser T-Zellen hin.

2.2. Antigenerkennung und Aktivierung

Wie bereits beschrieben, zeigen Vγ9Vδ2 T-Zellen einen TZR mit stark begrenzter Struktur

und reagieren sowohl auf Mykobakterienextrakte als auf Daudi-Lymphomzellen [65]. Im

Unterschied zu αβ T-Zellen reagieren γδ T-Zellen polyklonal. Dass der TZR an der Anti-

generkennung beteiligt ist, konnte in Experimenten gezeigt werden, in denen die Reaktivi-

tät auf Phosphoantigene durch blockierende Antikörper verhindert wurde [48]. Weiterhin

gelang es, die TZR-defiziente T-Lymphom-Zelllinie Jurkat mit dem Vγ9Vδ2-TZR zu trans-

fizieren, die danach reaktiv für Phosphoantigene wurde [66]. Wie Phosphoantigene durch

den γδ T-Zell-Rezeptor erkannt werden können, ist immer noch Gegenstand der Forschung.

Aus dem Vergleich der Längen der CDR3 (complementarity determining regions 3) des γδ-

TZR mit bekannten Sequenzen von Antikörpern und αβ T-Zellen schloss man auf eine grö-

ßere Ähnlichkeit zu Antikörpern [29, 67]. Durch die Röntgen-Strukturaufklärung eines

Phosphoantigen-reaktiven γδ-TZRs durch Allison und Mitarbeiter konnten diese Vermu-

tungen nur zum Teil bestätigt werden: Die Strukturen der γδ-TZR C-Domänen sind sehr

verschieden zu denen der αβ T-Zellen, was möglicherweise zu differenten Erkennungs-

oder Signaltransduktionsmechanismen führen könnte. Falls Antigene präsentiert werden,

erlaubt die Struktur des Rezeptors kein bisher bekanntes MHC-Molekül [68]. Daneben sind

die meisten γδ T-Zell-Klone CD4- und CD8-negativ, was zur Folge hat, dass sie nicht

MHC-restringiert oder alloreaktiv  sind. 20–30% der γδ T-Zellen exprimieren CD8, die

meisten davon sind δ1 positiv; CD4-positive γδ T-Zellen sind extrem selten. Es sind zwar

auch γδ T-Zellen beschrieben, die von MHC-Genen kodierte Oberflächenmoleküle erken-

nen; sie spielen aber in der Anzahl eine untergeordnete Rolle [33].

Werden native γδ T-Zellen ohne APC oder fixierten APCs mit einem Pyrophosphomono-

ester aktiviert, kommt es bereits nach 5–20 Minuten Antigenkontakt zur TNF-Sekretion,

Steigerung der Zytotoxizität und Ca2+-Einstrom. Dies deutet darauf hin, dass keine Prozes-
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sierung notwendig ist. Werden γδ T-Zellen während der Aktivierung in Suspension gehal-

ten, nehmen der Ca2+-Einstrom und die TNF-Sekretion ab; dies kann auf die Notwendigkeit

kostimulierender Signale oder einer vorübergehenden Selbstpräsentation der Antigene

durch γδ T-Zellen hinweisen. Die Suche nach antigenpräsentierenden Molekülen war je-

doch erfolglos. Die bisher getesteten blockierenden Antikörper gegen klassische und nicht-

klassische MHC-Moleküle können die Aktivierung der γδ T-Zellen nicht hemmen. Auch

die Verwendung von Zellen, die defizient für Proteine der Antigenpräsentation oder -pro-

zessierung (MHC-Klasse-I/II, TAP, DM) sind, vermindern die Reaktivität von γδ T-Zellen

nicht [69, 70]. Verwendet man jedoch als Antigen ein ABP, sind zur Aktivierung der γδ T-

Zellen APCs notwendig. Zum einen konnte u. a. eine Monozyten-Zelllinie mit dem Antigen

„gepulst“ werden, was neben ihrer Aktivierung zur Zunahme der Zytotoxizität der γδ T-

Zellen gegenüber der antigentragenden Zelle führte [71, 72]. Dabei ist die Endozytose des

ABP essentiell. Die durch die Hemmung der FPP-Sythetase akkumulierenden Mevalonat-

Metabolite werden im weiteren wahrscheinlich durch ein bisher unbekanntes, aber ubiqui-

tär vorhandenes Oberflächenmolekül präsentiert [62].

Werden γδ T-Zellen in vitro kultiviert, so verlieren sie zuerst die Proliferationskapazität in

Reaktion auf schwächere Liganden hin, dann auf stärkere. Die Fähigkeit, auf Mitogene zu

reagieren, bleibt jedoch erhalten, ebenso die Dichte der exprimierten γδ TZ-Rezeptoren.

Das heisst, dass sich die biologische Ansprechbarkeit (gemessen an der Fähigkeit zur Proli-

feration) mehr verändert als die Reaktivität: Substanzen, die in der Frühphase als Agonist

wirken, können in der Spätphase zum Antagonisten werden [177]. Diese Form der Regula-

tion dient der Immunmodulation während der späten Phase der Immunantwort und ist not-

wendig, um eine überschießende Immunantwort zu verhindern.

Neben der Antigenstärke modulieren auch membranständige Rezeptoren die γδ T-Zell-

Funktionen, die als NKR (Natural Killer Cell Receptors) bezeichnet werden. NKR stellen

eine Rezeptorenfamilie dar, die zunächst auf NK-Zellen beschrieben wurde und unter-

schiedliche Aufgaben hat. Für die γδ T-Zellen sind v. a. KIR (Killer Cell Inhibitory Recep-

tor), NK-Zell-inhibierende Rezeptoren von Bedeutung. Da es bestimmten Tumorzellen

(wie der Lymphom-Zelllinie Daudi) an MHC-Klasse-I-Molekülen, die durch die spezifi-
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schen KIRs erkannt würden, mangelt, führt dies neben der Proliferation zur gesteigerten

Zytotoxizität von Vγ9Vδ2-Zellen [73, 74].

Die Interaktion von CD94 und HLA-Klasse-I-Molekülen bewirkt auch eine Anhebung der

TZR-Aktivierungsschwelle. Dies ist besonders wirksam für niedrige Ligandkonzentratio-

nen und stellt damit ein wichtiges Signal zur Vermeidung autoimmuner Reaktionen von

ubiquitär aktivierten, zytotoxischen γδ T-Zellen dar [75]. Im Gegensatz dazu kann durch

eine mykobakterielle Infektion MICA auf dendritischen und epithelialen Zellen induziert

werden, welches einen Liganden für den NK-aktivierenden Rezeptor NKG2D auf NK- oder

T-Zellen darstellt. Dies bewirkt eine Steigerung der antigeninduzierten Vγ9δ2-

Effektorantwort [76, 77]. Ebenfalls können Vδ1 Zellen durch dieses KAR-Molekül kosti-

muliert werden: Werden unreife, myeloische DCs mit Lipidextrakten von gramnegativen

Bakterien aktiviert, bewirken die daraufhin exprimierten Oberflächenmoleküle MICA/B,

LFA1 und 3 sowie IL-12 eine TZR-abhängige Kostimulation von Vδ1 Zellen [78]. Das

eigentliche Antigen für die γδ T-Zellen konnte jedoch nicht identifiziert werden.

2.3. Einfluss von Zytokinen auf die Aktivierung und Proliferation von γγγγδδδδ T-Zellen

Zur Auslösung einer proliferativen Antwort benötigen γδ T-Zellen ebenso wie αβ T-Zellen

zwei Signale: Neben der TZR-Stimulation ist auch Kostimulation in Form von zellvermit-

telten Signalen wie die Interaktion von CD80/CD86 und CD28, CD40-CD40L, CD2-LFA-

3, LFA-ICAM notwendig [33]. Durch Kokultivierung mit bestrahlten APC (wie etwa B-

lymphoblastoide Zellen oder CLL B-Zellen) wird die Proliferation der γδ T-Zellen verstärkt

[79]. Anstelle von zellvermittelten Signalen können auch verschiedene Zytokine die Proli-

feration, aber auch Aktivierung von γδ T-Zellen induzieren. Zur Proliferation dieser T-

Zellen werden IL-2 oder vergleichbare Wachstumsfaktoren exogener oder endogener Her-

kunft benötigt [80, 81], z. B. IL-15. In Kombination mit IL-12 wirkt es synergistisch auf

die Phosphoantigen-induzierte Sekretion von IFN-γ durch γδ T-Zellen; ohne Antigenkon-

takt induzieren die beiden Zytokine keine IFN-γ-Freisetzung [82]. Nach Kontakt mit

Phosphoantigenen wird die Proliferation von γδ T-Zellen auch moderat durch IL-4, IL-7
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und IL-12 gesteigert [83, 84]. Die Wirkung von TNF-α auf die γδ T-Zell-Proliferation ist

dagegen nicht eindeutig geklärt: Während es Arbeitsgruppen gibt, die keine Kostimulation

bei Zugabe des Zytokins nachweisen können [83, 84], postulieren andere diesen Effekt.

Werden γδ T-Zellen mit TNF-α kultiviert und über Anti-CD3 aktiviert, ist die γδ T-Zell-

Proliferation im Vergleich zur alleinigen Anti-CD3-Aktivierung gesteigert [85]. Unter be-

stimmten Versuchsbedingungen kann TNF-α CD69 und CD25 auf γδ T-Zellen induzieren,

jedoch auch im weiteren Kulturverlauf zur Apoptose führen [86]. Synergistisch zu TNF-α

wirkt IL-12 auf γδ T-Zellen. IL-12 induziert auf γδ T-Zellen die Expression verschiedener

TNF-Rezeptoren und, im Gegensatz zu αβ T-Zellen, CD25 mit einem Maximum an den

Tagen 4–6. Somit kann man von einer zytokininduzierten „Bystander“-Aktivierung spre-

chen, die unabhängig von einem spezifischen Antigen ist. Neben CD25 wird auch CD56,

ein Marker für Zytotoxizität, auf γδ T-Zellen induziert; beide Oberflächenmoleküle können

durch IL-12 auch auf NK-Zellen induziert werden [87]. Dies weist auf eine Beteiligung

beider Zelltypen in der frühen, unspezifischen Immunantwort hin. Die Untersuchung der

Makrophagen-sezernierten Zytokine IL-1β, IL-6 und GM-CSF zeigte keine Modulation der

γδ T-Zell-Aktivierung oder -Proliferation [87].

2.4. Effektorfunktionen

Humane Vγ9Vδ2-Zellen, die normalerweise im Blut und in lymphatischen Organen gefun-

den werden, können durch die Wirkung verschiedener Chemokine lokal in Infektionsher-

den akkumulieren [88]. Dort können die γδ T-Zellen sowohl Botenstoffe sezernieren als

auch infizierte Zellen lysieren [33]. Inzwischen ist bekannt, dass Vδ2-Effektor-

Gedächtniszellen (TEM) in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt werden können: die auf

Phosphoantigen reagierenden Helferzellen TEMH und die zytotoxischen NK-ähnlichen,

CD16-positiven TEMRA-Zellen. TEMH-Zellen exprimieren eine Reihe von Chemokinrezepto-

ren, TEMRA-Zellen verschiedene NKR. Während die CD16-negativen TEMH-Zellen auf

Phosphoantigen-Stimulation hin Zytokine sezernieren, üben TEMRA-Zellen diese Funktion

CD16-vermittelt aus [89].
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2.4.1. Zytokin- und Chemokinproduktion

Nach Aktivierung durch Phospholiganden werden sowohl TH1- als auch TH2-Zytokine ge-

bildet, was einem TH0-Profil entspricht. Dabei handelt es sich um INF-γ, IL-2, IL-4, IL-5,

IL-10 und TNF. Dies führt physiologisch zu einer Makrophagen-Aggregation mit Granu-

lombildung und ist damit wichtig für die Eindämmung von mykobakteriellen Infektionen.

Im Mausmodell wurde eine Differenzierung peritonealer γδ T-Zellen in TH1- und TH2-

Effektorzellen abhängig vom verwendeten Stimulus beschrieben; während das intrazellulä-

re Bakterium Listeria monozytogenes IFN-γ-produzierende Zellen aktiviert, induziert der

Parasit Nippostrongylus brasiliensis IL-4 [90]. Im humanen System ist v. a. die Sekretion

der TH1- Zytokine IFN-γ und TNF-α nach Stimulation mit verschiedenen Pathogenen be-

schrieben [178–181]. So können von γδ T-Zellen sezernierte Zytokine, die sehr früh im

Verlauf von Infektionen gebildet werden, über die Entstehung von TH1- oder TH2-

Immunantworten entscheiden. Das Auslösen verschiedener Immunantworten könnte auch

ein Hinweis auf die Beteiligung von γδ T-Zellen an allergischen Reaktionen sein. Die Be-

teiligung von γδ T-Zellen an der Regulation der Hämatopoese ist ebenfalls mit der Fähig-

keit zur Zytokinsekretion zu erklären, da sie die myelosuppressiv wirkenden IFN-γ und

TNF-α sezernieren [91–93]. Aktivierte humane oder murine γδ T-Zellen produzieren inner-

halb 4–12 Stunden auch Chemokine wie MIP-1α, MIP-1β, RANTES oder Lymphotaktin.

Diverse Chemokinrezeptoren werden nach Aktivierung herunterreguliert [94, 95]. Auch

dies ist ein Hinweis für die Beteiligung von γδ T-Zellen an der frühen Regulation von Im-

munantworten.

2.4.2. Zytotoxizität und Tumorabwehr

Neben der Sekretion von verschiedenen Botenstoffen oder Wachstumsfaktoren besitzen die

verschiedenen Untergruppen von γδ T-Zellen auch zytotoxische Aktivität. Die Erkennung

ihrer Zielzellen wie Tumoren oder mit Viren, Bakterien oder Protozoen infizierten Zellen

ist nicht MHC-restringiert. Vγ9Vδ2-Zellen erkennen und lysieren bestimmte humane B-
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Zell-Tumorzelllinien, wie das Daudi Burkitt-Lymphom oder die Myelom-Zelllinie RPMI

8226, was v. a. über den Perforin/Granzym-Weg vermittelt wird. Auch Vδ1-Zellen können

über Perforin-abhängige Mechanismen ihre Zielzellen lysieren (Review: [96]). γδ T-Zellen

können daneben über den Fas (CD95)/Fas-Ligand (CD95-L)-Weg Apoptose in anderen

Zellen induzieren; beide Moleküle werden nach Aktivierung auf γδ T-Zellen heraufregu-

liert. So wurden Vδ1-Zellen aus der Synovialflüssigkeit von Lyme-Arthritis-Patienten be-

schrieben, die nach Stimulation mit Borrelia burgdorferi autologe CD4-positive αβ T-

Zellen via CD95 lysieren [97]. Werden γδ T-Zell-Klone restimuliert und mit Daudi-

Lymphomzellen kokultiviert, so kommt es zum Absterben von einem Teil der γδ T-Zellen.

Dies weist auf eine nach Stimulation veränderte Empfindlichkeit der γδ T-Zellen in Bezug

auf Apoptose durch CD95, welches während der Kultur gleichbleibend hoch exprimiert

wird, hin [98, 99]. Die Aktivierung von γδ T-Zellen ist damit im Sinne eines „aktivierung-

sinduzierten Zelltodes“ (AICD) selbstlimitierend und trägt neben der Anergie zur Beendi-

gung der γδ T-Zell-Antwort bei.

Weder die zunächst vermuteten HSPs noch andere Moleküle konnten als tumorspezifische

Antigene für γδ T-Zellen identifiziert werden [66, 100, 101]. Wie jedoch bereits beschrie-

ben, spielen bei der Erkennung von Tumoren Oberflächenmoleküle eine große Rolle, v. a.

die NKRs (siehe Kap. 2.2.). Dies erklärt u. a. , warum die β2-Mikroglobulin-defiziente

Zelllinie Daudi von Vγ9Vδ2-Klonen lysiert wird. Andere HLA-I-defiziente Tumoren dage-

gen, wie die Melanome FO-1 und SK-MEL-33 sowie das Kolonkarzinom HCT, brachten γδ

T-Zellen allerdings nicht zum Auswachsen [73]. Daneben wurden weitere B-Zell-

Lymphome auf ihre Fähigkeit hin untersucht, γδ T-Zellen zu stimulieren oder lysiert zu

werden, wie die Raji und Akata oder RPMI 8226. Keine der Zelllinien war diesbezüglich

mit Daudi-Lymphomzellen vergleichbar, was durch die Anwesenheit von HLA-Klasse-I an

der Oberfläche erklärt werden kann [101, 102]. Diese Beobachtung wurde von einer ande-

ren Arbeitsgruppe nicht bestätigt: Während die Lymphome REC1 und PASC mit schwa-

cher HLA-I-Expression nicht lysiert werden, ist dies für starkexprimierende Linien wie

OCI-Ly8, DG75, RPMI8662 oder VAL der Fall [103]. Ein weiterer Ligand, auslösend für

die γδ T-Zell-Reaktivität, scheint somit auf verschiedenen B-Zellen exprimiert zu werden.
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Dies könnten z. B. kostimulierende oder stressinduzierte Moleküle oder solche homolog zu

bakteriellen Phosphoantigenen sein. Inzwischen wurden Metabolite des Mevalonat-

Stoffwechselweges als Tumorantigene identifiziert. So ist in Daudi-Zellen, Mamma-

Karzinomzellen oder hämatologischen Malignomen  die HMGR als „rate-limiting“ Enzym

mit konsekutiver Anreicherung von γδ T-Zell-Antigenen überexprimiert. Zudem können

auch viele andere Tumorzelllinien nach Inkubation mit ABP γδ T-Zellen aktivieren [62].

Für Vδ1-Zellen scheinen MICA oder MICB eine wichtige Rolle zu spielen. Diese MHC-

Moleküle sind nicht mit β2-Mikroglobulin assoziiert und binden nicht an Peptide [35]. E-

benso ist eine Untergruppe von Vδ1-Zellen beschrieben, die CD1 und CD1-exprimierende

Tumorzellen, wie bestimmte T-ALL-Zellen, erkennt [104] (Review: [105]). Aus tumorin-

filtrierenden Lymphozyten verschiedener Gewebe, wie Lungen-, Nieren- und epithelialen

Tumoren konnten tumorreaktive γδ T-Zellen isoliert werden. Sehr häufig waren diese Zel-

len Vδ1-positiv [106–108].

2.4.3. Beteiligung von γδ T-Zellen an der Infektionsabwehr

2.4.3.1. Bakterielle und protozoonale Infektionen

Wie bereits beschrieben, sind γδ T-Zellen sowohl an der humanen als auch murinen Im-

munantwort gegen verschiedene bakterielle und protozoonale Infektionen beteiligt. Zu den

humanen Infektionen gehören die Salmonellose, Tularaemie, Brucellose, Tuberkulose,

Leishmaniose, Malaria und Toxoplasmose [109–116].

Die Bedeutung der humanen γδ T-Zellen bei der Abwehr bakterieller Infektionen wurde am

intensivsten an durch Mykobakterien verursachten Erkrankungen untersucht. γδ T-Zellen

reagieren auf verschiedene Spezies wie M. tuberculosis oder M. leprae [117]. Neben der

Produktion von Zytokinen wie IFN-γ und TNF-α besitzen γδ T-Zellen zytotoxische Aktivi-

tät gegen infizierte Monozyten [118]. Eine weitere Möglichkeit der Hilfe für Makrophagen

und B-Zellen besteht in einer Kostimulation z. B. durch das CD40-CD40L-System(Review:

[119]). Die genaue Funktion der γδ T-Zellen bei der Immunantwort gegen Mykobakterien
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in vivo jedoch konnte bislang nicht definitiv bestimmt werden. Die Schutzwirkung der Imp-

fung mit BCG könnte γδ T-Zell-vermittelt sein, da die γδ T-Zellen tuberkulinpositiver

Spender nach Inkubation mit M. tuberculosis leichter aktivierbar sind; unklar ist jedoch,

inwieweit die im einzelnen sehr variablen T-Zell-Antworten eine Protektion gegen eine

Reinfektion bedeuten [84, 120].

Je nach Infektion können γδ T-Zellen die Rolle von αβ T-Zellen an der Infektionsabwehr

ergänzen oder ersetzen. Dies wurde eingehend anhand der murinen Listerieninfektion un-

tersucht [121–123]: Sowohl TZRβ- als auch TZRγ-depletierte Tiere sind resistent gegen die

Erkrankung; in Mäusen ohne jegliche T-Zellen können sich die Erreger dagegen ausbreiten

[122]. Im Unterschied zu heterozygoten Kontrolltieren exazerbiert die Infektion in TZRγ-

depletierten Tieren im Anfangsstadium, obwohl die Bakterienmenge im Gesamtverlauf der

Krankheit in Mäusen mit und ohne γδ T-Zellen vergleichbar ist. Dies spricht für die Betei-

ligung der γδ T-Zellen in frühen Infektionsstadien (Review: [26]).

Im Verlauf von verschiedenen chronischen Bakterien- oder Parasiteninfektionen wie der

Tuberkulose kommt es zur Anergie und Abnahme der Vγ9Vδ2-Zellen [124–126]. Dies

stellt womöglich einen Schutzmechanismus vor autoreaktiven Effekten stimulierter γδ T-

Zellen dar: Während die Sekretion von Zytokinen (v. a. TNF) in der Frühphase zur Ein-

dämmung der Infektion nötig ist, kann eine Überproduktion dieses Zytokins auch zur Aus-

lösung eines septischen Schocks führen (z. B. im Verlauf einer Malariainfektion [115]).

Daher ist das Abschalten oder eine Herunterregulierung der γδ T-Zell-Antwort im Krank-

heitsverlauf notwendig.

2.4.3.2. Virale Infektionen

Neben einer antibakteriellen Funktion besitzen γδ T-Zellen auch antivirale Wirkungen: So

sind humane und murine Infektionen bekannt, wie z. B. durch HIV, Influenza-, Sendai-,

Coxsackie-, Vaccinia-Viren, VSV (vesicular stomatitis virus) oder HSV-1, in denen γδ T-

Zellen an der Immunantwort beteiligt sind (Review: [127]). Je nach Erkrankung sind γδ T-
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Zellen  ausreichend für eine Beseitigung der Infektion, haben aber in der Regel zu den αβ

T-Zellen kompensatorische Funktionen: In Mäusen sind γδ T-Zellen an der Immunantwort

gegen HSV-1 beteiligt und reichen aus, um HSV-1-Infektionen zu beseitigen. Des weiteren

schützen γδ T-Zellen vor einer tödlichen Enzephalitis, indem sie infizierte Zellen der Haut

und in den Ganglien lysieren und damit die Ausbreitung der Infektion in das ZNS verhin-

dern, aber auch eine Viruslatenz induzieren. Als Antigen kommt das virale Hüll-

Glykoprotein I (gI) in Frage [128, 129]. Auch aus nicht infizierten Mäusen konnten in vitro

gI-spezifische Klone kultiviert werden, was auf einen Pool gI-reaktiver γδ T-Zellen in nai-

ven Mäusen hinweist [130]. Dies unterstreicht die Bedeutung von γδ T-Zellen an der Im-

munabwehr der murinen HSV-1 Infektion.

Untersucht wurde auch, inwieweit γδ T-Zellen an der Abwehr der murinen Influenzainfek-

tion beteiligt sind und hat dabei festgestellt, dass sie in αβ T-Zell-depletierten Mäusen nur

zu einer unzureichenden Reduktion oder Elimination der Viruslast beitragen [131]. Dies

lässt sich dadurch erklären, dass die Migration verschiedener γδ T-Zell-Populationen in das

infizierte Lungengewebe während der späten Immunantwort, die mit einer Reduktion der

Viruslast einhergeht, von Influenza-spezifischen αβ T-Zellen abhängig ist [132]. Dennoch

sind γδ T-Zellen bei der Ausheilung der murinen Influenzainfektion von Bedeutung: Einige

γδ T-Zell-Klone (Vg1.1) erkennen das HSP65, welches auf einer vermehrten Anzahl von

Makrophagen exprimiert wird [133, 134]. In diesen γδ T-Zellen konnten in vivo große

Mengen an Zytokin-mRNS nachgewiesen werden [135]. Dies spricht für einen immunmo-

dulatorischen Effekt von γδ T-Zellen.

Werden Infektionen mit anderen Viren durchgeführt, kommt man zu vergleichbaren Ergeb-

nissen. Neben der Lyse infizierter Zielzellen könnte die γδ T-Zell-vermittelte Zytotoxizität

auch eine schädigende Wirkung zeigen: So führt die Infektion mit  dem Coxsackie B-Virus

u. a. zu einer Myokarditis. Als Ursache hierfür kommen neben einer schädigenden Wirkung

des Virus Milz-γδ T-Zellen in Frage, die in vitro infizierte Myozyten zerstören können.

Dies ist möglicherweise auf eine Expression von HSP auf Myozyten zu erklären [136].

Für murine Virusinfektionen scheinen zusammenfassend HSPs eine wichtige Rolle in der

Rekrutierung zytotoxischer γδ T-Zellen zu spielen. Es ist keine Virusinfektion beschrieben

worden, die allein durch γδ T-Zellen bekämpft wird [127].
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Welche Rolle γδ T-Zellen bei der Abwehr humaner Virusinfektionen spielen, ist bis heute

Gegenstand der Forschung. Bislang ist nicht bekannt, welche Antigene für die Erkennung

virusinfizierter Zellen eine Rolle spielen. Zudem sind beim Menschen auch unterschiedli-

che Untergruppen der γδ T-Zellen im Rahmen viraler Erkrankungen vermehrt [137]. So ist

in vivo eine Zunahme von aktivierten Vγ9Vδ2 T-Zellen im Blut akut EBV-infizierter Per-

sonen beschrieben [138]. Auch in vitro proliferieren diese Zellen nach Stimulation mit

EBV-transformierten B-Zell-Linien wie z.B. Daudi. [100], (Review: [139]). Die im peri-

pheren Blut von HIV-1 seropositiven Personen vorhandenen γδ T-Zellen können bis zu

75% der T-Zellen betragen [140]. Dabei ist auffällig, dass die Vγ9Vδ2-Population polyklo-

nal vermindert, die Vδ1-Subpopulation hingegen stark vermehrt ist [127].

Versuche mit Herpes simplex-Viren ergaben, dass γδ T-Zellen HSV1/2 infizierte Zellen

TZR-vermittelt erkennen und lysieren. Die infizierten Zellen werden zudem ohne vorheri-

ges Erkennen von HSV-Antigenen auch durch mittels PHA oder Phosphoantigen aktivierte

γδ T-Zellen lysiert. Daneben werden weitere, z. B. mit dem Vaccinia-Virus infizierte Zellen

durch γδ T-Zellen zerstört; dies weist auf die Induktion oder Modifikation von Oberflä-

chenmolekülen durch Viren hin. Eine Assoziation zu den HSP 60 oder HSP70 konnte dabei

nicht gefunden werden [141, 142]. Auch im Fall der HIV-Erkrankung sind zytotoxische γδ

T-Zell-Klone beschrieben worden [143]. Daneben können γδ T-Zellen durch die Sekretion

von TH1-Zytokinen oder anderen Botenstoffen die antivirale Immunantwort unterstützen.

Die Entdeckung der KIRs lässt vermuten, dass zytopathische Viren über eine Veränderung

von HLA-Klasse-I-Molekülen der Zielzellen in den γδ T-Zellen v. a. eine unspezifische,

NK-ähnliche Zytotoxizität induzieren. Eine weitere Erklärung hierfür besteht in der Hoch-

regulierung von stressinduzierten Liganden für NKG2D, wie MICA/B.

Wie bereits erwähnt, werden Vγ9Vδ2-Zellen im Rahmen der HIV-Erkrankung, ebenso wie

in chronischen bakteriellen Infekten, anerg oder deletiert [144]. Durch die Anergisierung

der Vγ9Vδ2 T-Zellen kommt es zur Verschlechterung der antimykobakteriellen Immunität

und möglicherweise auch zur Zunahme von Tumoren, wie etwa Lymphomen. Ob die γδ T-

Zell-Anergie die Prognose der Erkrankung insgesamt jedoch verbessert oder verschlechtert,
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bleibt noch zu klären. Es gibt Hinweise darauf, dass durch die persistierende Aktivierung

des Immunsystems mit Anreicherung von blastären T-Zellen potentiell autoreaktive Vδ2-

Zellen aktiviert werden können [145]; daneben scheint eine chronische Vγ9Vδ2-

Hyperaktivierung durch ein Übermaß an Phosphoantigenen an der HIV-Immunpathogenese

beteiligt zu sein. Eine Immunvakzine mit dem Ziel, die γδ T-Zellen zu anergisieren, wäre

dann von Vorteil (Review: [146].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch ihre Fähigkeit, virusinfizierte Zellen

unspezifisch zu erkennen, γδ T-Zellen eine wichtige antivirale Funktion erfüllen können.

Nach ihrer schnellen und polyklonalen Aktivierung differenzieren γδ T-Zellen sowohl in

zytotoxische als auch Zytokin- und Chemokin-produzierende Effektorzellen. Ob jedoch

weitere, zellunabhängige Faktoren im Rahmen einer Virusinfektion γδ T-Zellen aktivieren,

wurde bisher noch nicht untersucht.
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ZIELE DER UNTERSUCHUNG

Die Untergruppe der γδ T-Zellen besitzt neben zahlreichen Gemeinsamkeiten zu αβ T-

Zellen viele Ähnlichkeiten zu NK-Zellen und scheint damit eine wichtige Rolle in der „first

line of defense“ gegen verschiedene Infektionen einzunehmen. Die Beteiligung von γδ T-

Zellen an der Abwehr von Virusinfektionen wurde mehrfach beschrieben. Dabei scheinen

virusunspezifische, Zell-Zell-Kontakt-vermittelte Mechanismen entscheidend zu sein. Ob

darüber hinaus auch andere, virusinduzierte Mechanismen γδ T-Zellen aktivieren und zu

Effektorzellen ausreifen lassen können, wurde bislang noch nicht untersucht. Eine Mög-

lichkeit, die Infektion mit einem Virus in vitro oder in vivo zu simulieren, besteht in der

Inkubation der peripheren Lymphozyten mit dem synthetischen doppelsträngigen Oligo-

nukleotid Poly (I:C), da während der Vermehrung von bestimmten Viren Doppelstrang-

RNS gebildet wird. Diese ds-RNS ist ein potenter Induktor von zahlreichen Zytokinen, v. a.

Typ I Interferonen, besitzt darüber hinaus aber auch direkte Wirkungen auf verschiedene

Zellen des Immunsystems und Endothelzellen. Untersucht wurde in dieser Arbeit, ob Poly

(I:C) auch auf γδ T-Zellen wirkt.
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MATERIAL UND METHODEN

1. Reagentien

1.1. γγγγδδδδ     T-Zell-spezifische Antigene und Mitogene

• IPP (Isopentenyl-Pyrophosphat Ammonium-Salz), Sigma, Deisenhofen

• PMA (Phorbol 12-Myristat 13-Azetat), Sigma, Deisenhofen

• Ionomycin Kalziumsalz 1 mg, 500 µg /ml in Methanol, 4°C; Calbiochem-Novabiochem

GmbH, Bad Soden/ Taunus

• Poly (I:C) (Poly-Inosin-: Poly-Cytidyl-Säure) Sigma, Deisenhofen

1.2. Zytokine

• IL-2: Proleukin (18x106 IE), Euro Cetus GmbH: wurde mit 1,2 ml Aqua dest. aufge-

nommen und  davon 500 µl 1:2 mit 1% BSA (Fraktion V, Sigma, Deisenhofen) in

RPMI verdünnt; 222 µl des verdünnten Proleukins wurden auf 100 ml mit RPMI-

Medium verdünnt und in 200 Röhrchen à 500 µl aliquotiert (104 I.E. IL-2 pro Röhr-

chen)

• IL-6, ohne Azid, Pepro Tech inc., TEBU, Frankfurt; in PBS gelöst

• IL-12, ohne Azid, Pepro Tech inc., TEBU, Frankfurt; in PBS gelöst

• IL-15, ohne Azid, Endogen, Biozol, München, in Aqua dest. gelöst

• TNF-α, ohne Azid, Sigma, Deisenhofen, in PBS+ 0,1% BSA  gelöst

• INF-β, ohne Azid, Pepro Tech inc., TEBU, Frankfurt; in Aqua dest. gelöst, verdünnt in

10% AB- Medium

• IFN-α 2a, ohne Azid, Hoffmann- La Roche AG, Grenzach-Wyhlen, in Aqua dest. ge-

löst
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•  Fiblaferon 5 (Interferon beta), ohne Azid, Dr. Rentschler Arzneimittel, Laupheim, in

Aqua dest. gelöst

• Polyferon 50 (Interferon gamma), ohne Azid, Dr. Rentschler Arzneimittel, Laupheim,

in Aqua dest. gelöst

 

 

1.3. Neutralisierende Antikörper

 Es wurden neutralisierende Anti-Zytokin-Antikörper ohne Azid verwendet:

• Anti-IFN-α polyklonal, Endogen, Biozol, München; 1 mg/ml unverdünnt aliquotiert

• Anti-IFN-β polyklonal, Fa. TEBU, Frankfurt; 1 mg/ml unverdünnt aliquotiert

•  Anti-IFN-α/-β-Rezeptor Kette 2 monoklonal, Biomedical Laboratories, New Brun-

swick, NJ; 500 µg/ml

•  Anti-IFN-γ-Antiserum, Pepro Tech Inc., TEBU, Frankfurt; 500 µg in 100 µl A. dest.

gelöst

• Anti-IL-15 polyklonal, Endogen, Biozol, München; 1:10 verdünnt in 10% AB-Medium

•  Gereinigter Maus IgG1 κ, Isotypkontroll-Ig, Pharmingen, Hamburg; 500 µg in 500 µl

PBS

 

 

 

2. Medien

2.1. Kultur- und Waschmedien

 RPMI-Medium: In RPMI (RPMI 1640 mit 25 mM Hepes Puffer, L-Glutamin, Gibco BRL

Life Technologies, Karlsruhe) wurde L-Glutamin (Ek 2 mMol/l; Gibco BRL, Paisley,

Schottland) und Penicillin/Streptomycin (EK 100 U/ml bzw. 100 µg/ml; Seromed, Biochrom

KG, Berlin) sterilfiltriert.
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 Kulturmedien enthielten neben RPMI-Medium auch AB-Serum (bis 02/1999 Serum aus

Einzelspenden, BRK-Blutspendedienst; seit 02/1999 gepooltes AB-Serum Charge B04128-

134, PAA, Cölbe) oder FCS (FCS Charge 76H3380 komplementinaktiviert, Sigma, Dei-

senhofen) mit einem 10%igen Serumanteil und wurden nach Zugabe des AB-Serums steril-

filtriert. Für einige Versuche wurde komplementinaktiviertes Serum (56°C, 30 Minuten;

Schüttelwasserbad Fa. Köttermann) verwendet.

 Waschmedien: RPMI-Medium, 1%ig FCS oder HBSS (Hank’s Balanced Solution, 10x

verdünnt und auf pH 7,4 eingestellt; Gibco Life Technologies, Karlsruhe), 1%ig FCS

 Einfriermedien: RPMI-Medium, 40%ig FCS und RPMI-Medium, 20%ig DMSO ((Di-

methylsulfoxid), Fa. Roth, Karlsruhe)

 

 

2.2. Klonierungsmedium

 10%iges AB-Medium wurde mit 200 U/ml IL-2 und 1 µg/ml PHA-L (Lectin aus Phaseolus

vulgaris, verdünnt in RPMI-Medium, Sigma, Deisenhofen) angesetzt. Nach zwei bis drei

Wochen wurde die IL-2- Dosis langsam verringert und kein PHA mehr gegeben.

 

 

2.3. Medien für MACS

 Eine 200 mM EDTA-Lösung (5,445 g EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Dinatriumsalz

Dihydrat, Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe; ad 100 ml Aqua dest.) wurde auf pH 8,0 einge-

stellt und sterilfiltriert. Die Stocklösung kann bei 4°C gelagert werden. In eine 500 ml-

Flasche steriles 1x PBS (PBS ohne Ca2+, Mg2+ (10x), Gibco Life Technologies, Karlsruhe)

wird 5 ml EDTA- Lösung und 2,5 ml steriles FCS pipettiert. Dieser MACS-Puffer wird bei

4°C gelagert.
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2.4. FACS- Puffer

 1x PBS mit 0,1% Na-Azid (Natrium-Azid reinst 20%, Merck, Darmstadt) und 1% FCS.

 

 

3. Antikörper

Die FITC- oder PE-markierten Antikörper bzw. Antikörpergemische wurden in der Regel

von Beckman Coulter GmbH Diagnostic, Krefeld, bezogen. Der FITC-markierte Antikör-

per gegen CD16 wurde von der Fa. DAKO, Hamburg, erworben. FITC-markierte Antikör-

per gegen CD56 und den αβ TZR, ein PE-markierter Anti-CD11c-Antikörper sowie ein

FITC- bzw. PE-markierter IgG1 Isotypkontroll-Antikörper wurden von der Fa. Becton Di-

ckinson GmbH, Heidelberg, erworben. Darüber hinaus wurden ein weiterer Anti-αβ TZR-

Antikörper (TCR 2043, Klon BMA 031) der Fa. T cell diagnostics und ein Anti-Vδ1 (δ1-

Kette des γδ TZR) über Endogen Biozol, Eching, bezogen.

4. Normalspender-Zellen

Die Zellen der Normalspender wurden nach Abgabe einer Einverständniserklärung gewon-

nen.

5. Zellkultur von Suspensionszellen

Die EBV-transformierte B-Zell-Linie wurde als Suspensionszelllinie in 10%igem FCS-

Medium kultiviert. Die Zellkonzentration betrug dabei 3–5*105 Zellen/ml. Die Zellen wur-

den alle 2–3 Tage geteilt oder mit neuem Medium versehen.
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6. Immunfluoreszenz

FACS bedeutet „Fluorescent Activated Cell Sorting“ und stellt eine Methode dar, mit spe-

zifischen, fluoreszenzmarkierten Antikörpern Zellen aufzutrennen oder einzelne Zellpopu-

lationen, die sich durch spezifische Oberflächenmoleküle voneinander unterscheiden, in

einem Zellgemisch zu bestimmen. Zur Analyse der Zellen wurden 1*105 PBL in FACS-

Röhrchen pipettiert, mit 2 µl eines spezifischen FITC- (Fluoresceinisothiocyanat, grün)

und/oder PE- (Phycoerythrin, hellrot) markierten Antikörpers gemischt, gevortext und 15

Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Zur Kontrolle wurde die gleiche Menge eines irre-

levanten, markierten Antikörpers gleicher Ig-Klasse (Isotypkontrolle) verwendet. Nach der

Inkubation wurden die Zellen mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen. Nach Dekantieren des

Waschpuffers wurden die Proben bis zum Messen im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt. Die

Proben wurden am FACScan (FACScan Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) bei Stan-

dardeinstellung und dem Programm CellQuest gemessen und analysiert.

Zur Auswertung des γδ T-Zell-Proliferationsassays wurden wegen der geringen Zellzahl die

verwendeten Antikörper verdünnt: Zur Herstellung des pan γδ/CD3-Antikörper-Gemischs

wurden 30 ml FCS in ein steriles 50-ml-Schraubgefäß vorgelegt, dazu der Inhalt je eines

Fläschchens Anti-pan γδ-FITC (1 ml) und Anti-CD3-PE (2 ml) sowie 50 µl Na-Azid (20%)

pipettiert und auf 50 ml mit PBS aufgefüllt. Das Schraubgefäß wurde mit Alufolie umhüllt

(Lichtschutz!) und bei 4°C gelagert. Zur Färbung wurden je FACS-Röhrchen 50 µl Antkör-

pergemisch verwendet und 30 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert.

7. Intrazytoplasmatische Zytokinfärbung

Für die letzten 4–6 h der Kulturzeit wurden die Proben mit Monensin (5 µg/ml: Monensin

Na-Salz, Sigma, Deisenhofen) inkubiert, was ein Ansammeln von intrazellulären Proteinen

bewirkt. Dazu wurden 500 mg Monensin in 10 ml Methanol gelöst und in 50 µl-Aliquots

bei -20°C gelagert. Monensin wurde zunächst in Methanol (1:10), dann in 10%igem Kul-
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turmedium (bis auf 1:103) verdünnt. Die Zellen wurden dann mit einem Antikörper gegen

pan-γδ gefärbt und bei RT 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Eine Probe diente als Isotyp-

kontrolle und wurde mit einem irrelevanten Ig-PE gefärbt. Die Zellen wurden nach der In-

kubation mit 50 µ l des Fixationsreagenzes A eines Permeabilisierungskits (DAKO

IntraStain, DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg) versetzt, gevortext und 10 Minuten bei

RT im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden danach mit 2 ml FACS-Puffer 5 Minuten bei

RT gewaschen und bis auf 50 µl dekantiert. Nach Zugabe von 50 µl des Permeabilisie-

rungsreagenzes B wurden 10 µl Anti-Interferon-FITC (Beckman Coulter GmbH Di-

agnostic, Krefeld) bzw. die gleiche Menge der Isotypkontrolle dazugegeben und für 15–30

Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert, gewaschen und gemessen. Durch die Fixierung sind

die Proben bei 2–8 °C bis zu 8 h lagerbar.

Um eine spezifische Zytokinanfärbung zu beweisen, wurden nach Zugabe der Lösung B in

ein Röhrchen bis zu 5 µg eines ungefärbten polyvalenten Anti-IFN-γ-Antikörpers (Kanin-

chen) bzw. in ein Kontrollröhrchen die gleiche Proteinmenge eines ungefärbten irrelevan-

ten Kaninchen-Igs gegeben und 45 Minuten bei RT im Dunklen inkubiert. Danach wurde in

beide Ansätze der gefärbte Anti-IFN-γ-Antikörper gegeben und weiter nach Protokoll ver-

fahren.

8. Gewinnung von peripheren Blutlymphozyten

Mononukleäre Zellen wurden aus heparinisiertem Blut (Heparin ohne Konservierungsmit-

tel, z. B. Liquemin, Fa. Roche, Grenzach-Wyhlen oder Vetren®, Fa. Promonta, Hamburg)

nach Verdünnung mit einer Waschlösung aus HBSS oder RPMI 1640 mittels Dichtegra-

dienten-Zentrifugation (Ficoll-PaqueTM, Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,

Schweden) gewonnen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in das weiter

verwendete Medium aufgenommen und in einer Zählkammer (Neubauer improved, Fa.

Neubauer, Marienfeld) gezählt. Ebenfalls über einen Dichtegradienten wurden Zellen aus

einem Zellaphereseseparat (Spender S.K.) (Transfusionsmedizinische Abteilung der Uni-
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versität Würzburg) aufgereinigt. Die Zellen wurden entweder sofort verwendet oder kryo-

konserviert und bei Bedarf aufgetaut:

Die einzufrierenden Zellen wurden in 0,9 ml eines 40%igen FCS-Mediums aufgenommen,

in Kryoröhrchen (Fa. Nunc, Wiesbaden) gefüllt und kurz vor dem Einfrieren mit einer kal-

ten, 20%igen DMSO-Lösung vermischt. Die Zellen wurden dann in einer programmierba-

ren Einfriermaschine (Nicool, Fa. Air Liquide) eingefroren und danach in flüssigem Stick-

stoff gelagert.

9. Gewinnung von unreifen dendritischen Zellen

Unreife, dendritische Zellen wurden aus der Universitäts-Hautklinik von Fr. Dr. Otto bezo-

gen: Nach Gewinnung von peripheren Blutlymphozyten wurden Monozyten mittels Adhä-

renz an Plastik angereichert. Nach dem Ablösen wurden sie in Flachboden 24-Napf-Platten

transferiert und in RPMI-Medium (unter Zusatz von 10% autologem Serum, GM-CSF (103

U/ml) und IL-4 (103 U/ml)) für sechs Tage im Brutschrank (37°C, 5% CO2-Zufuhr) inku-

biert. Frisches Medium sowie Zytokine wurden alle drei Tage hinzugefügt. Die gewonne-

nen Zellen bestanden aus über 90% unreifen DCs, was anhand morphologischer und durch-

flusszytometrischer Kriterien überprüft wurde.

10. MACS

MACS bedeutet „Magnetic Cell Sorting”, also das Sortieren von Zellpopulationen mit Hil-

fe paramagetischer Partikel in einem starken Magnetfeld. Die entscheidende Zellfraktion

wird mit einem spezifischen Antikörper markiert, der bereits mit paramagnetischen Parti-

keln (MicroBeads: Eisenoxid und Polysaccharid, 50 nm im Durchmesser) versetzt ist oder

mit Hilfe eines zweiten, MicroBead-gekoppelten Antikörper, indirekt markiert. Die Zell-

suspension wird auf eine magnetisierbare Separationssäule gegeben, die in einem starken
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Magnetfeld plaziert wird. Dadurch entsteht ein hochgradientes Magnetfeld. Die magnet-

markierten Zellen haften in der Säule, während die unmarkierten Zellen durchfließen kön-

nen. Nach Entfernen der Säule aus dem Magnetfeld können die Zellen eluiert werden.

Vorgehen:

PBL wurden über eine Dichtegradienten-Zentrifugation gewonnen oder aufgetaut. Zum

Zählen wurden die Zellen in 10%igem AB-Medium ohne IL-2 aufgenommen, gezählt und

nach Bedarf aufgeteilt (für Versuche, in denen Gesamtzellen mit um eine oder mehrere

Zell-Populationen depletierten Zellfraktionen verglichen werden). Die nicht separierten

Zellen wurden bei 4°C im Dunkeln gelagert. Wurden Monozyten depletiert, so vermied

man Adhärenz und damit Aktivierung durch Aufnahme in Polypropylenröhrchen. Die zu

depletierenden Zellen wurden mit MACS-Puffer gewaschen und in 1 ml Puffer resuspen-

diert. Dazu wurde der spezifische Antikörper gegeben:

• Anti-CD14-FITC zur Monozytendepletion (Fa. Beckman-Coulter)

• Anti-αβ-FITC zur αβ T-Zell-Depletion (Fa.T cell diagnostics)

• Anti-CD19-FITC zur B-Zell-Depletion (Fa. Beckman-Coulter)

• Anti-CD16-FITC (Fa. DAKO) und Anti-CD56-FITC (Fa. Becton Dickinson) zur NK-

Zell-Depletion

• Anti-CD11c-PE zur Depletion von. unreifen myeloischen DCs

Die Menge des Antikörpers war abhängig von der Zellzahl. Für 1-2*107 Zellen wurden 50

µl Anti-CD14-Antikörper, 100 µl Anti-αβ-AK, 50 µl Anti-CD16-AK und 25 µl Anti-CD56-

AK, 80 µl Anti-CD19-AK oder 60 µl Anti-CD11c-AK verwendet. Die Zellen wurden

25–30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert und danach zweimal mit je 10 ml MACS-

Puffer gewaschen. Je 1*107 Zellen wurden dann 10 µl Anti-FITC- bzw. 20 µl Anti-PE-

MicroBeads (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch- Gladbach) zugegeben und mit MACS-

Puffer 1:10 (Anti-FITC) bzw. 1:5 (Anti-PE) verdünnt, 25–30 min bei 4°C im Dunkeln in-

kubiert und zweimal mit je 10 ml MACS-Puffer gewaschen. Bei Depletion von αβ T- Zel-
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len wurde die doppelte Menge MicroBeads zugegeben. Dann wurden die Zellen in 0,5 ml

MACS-Puffer resuspendiert.

Zur Negativ-Zelldepletion wurden, abhängig von der zu bindenden Zellmenge, die Separa-

tionssäulen vom Typ AS, BS oder CS (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch-Gladbach) ver-

wendet. Die v. a. verwendete BS-Säule bindet zwischen 3*107 bis zu 1*108 Zellen. Die

Säulen wurden nach Vorschrift  mit MACS-Puffer gespült und nach dem Spülen eine Ka-

nüle (23G) als Flowresistor (Erhöhung der Verweildauer der Zellen auf der Säule) ange-

bracht. Die Zellen wurden danach auf die Trennsäule pipettiert; dann wurde mit einer ent-

sprechenden Menge an MACS-Puffer nachgespült. Zur Positivdepletion der CD11c-

Fraktion wurde bei einer Zellmenge von 3*107 Zellen die LS-Säule verwendet. Diese wurde

einmal mit 3 ml MACS-Puffer vorgespült, die Zellen dann in 1 ml Puffer auf die Säule ge-

geben und dreimal mit je 3 ml Puffer gespült. Die gesammelte Fraktion enthielt die CD11c-

negativen Zellen. Nach Entnahme der Trennsäule aus dem Magnetfeld wurde die positive

Fraktion mit 5 ml Puffer von der Säule eluiert.

Die gewonnenen Zellen wurden mittels FACScan auf ihre Reinheit hin untersucht, mit

Kulturmedium gewaschen und für weitere Versuche verwendet.

11. Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen

PBL (1*105 Zellen/Napf) wurden nach dem Auftauen in 10%igem AB-Medium ohne IL-2

in Duplikaten auf einer 96-Napf-Platte (Rundboden) (Fa. Greiner GmbH, Frickenhausen)

ausplattiert und im Brutschrank (37°C, 5% CO2-Zufuhr) inkubiert. An Tag 1, in manchen

Versuchen auch an den Tagen 2 und 3, wurden die Zellen (γδ T-Zellen, CD4-, CD8-

positive Zellen, αβ T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen, Monozyten) im Durchflusszytometer

auf ihre Aktivierung anhand von Antikörpern gegen CD25, CD54, CD69, CD80, CD86,

CD95 und CD122 untersucht.

Die Wirkung von Poly (I:C), IPP, verschiedenen Zytokinen oder neutralisierenden Anti-

Zytokin-Antikörpern wurde in diesem Versuchsansatz untersucht; daneben wurden in ei-
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nem Teil der Ansätze zelldepletierte (ohne CD11c-, CD14-, CD16/CD56-, CD19-positive

Zellen) PBL-Fraktionen eingesetzt und mit Gesamt-PBL verglichen.

12. Proliferationsassay

PBL (5*104 Zellen/Napf) wurden nach dem Auftauen in 10%igem AB-Medium, in einigen

Versuchen auch in 10%igem FCS-Medium in Duplikaten ausplattiert und im Brutschrank

(37°C, 5% CO2-Zufuhr) inkubiert. Der Zusatz von IL-2 war variabel und betrug 10, 50 oder

100 U/ml bzw. unterblieb. IPP (2,5 µg/ml, verdünnt in 10%igem AB-Medium) wurde als

Positivkontrolle für die γδ T-Zell-Proliferation eingesetzt und z. T. auch in anderen Kon-

zentrationen verwendet. Als Negativkontrolle diente 10 µl Verdünnungsmedium.

Am Tag 7 oder 8 wurden die Zellen mit Hilfe des FACScan  auf das Auswachsen von γδ T-

Zellen untersucht, indem jedes Röhrchen mit 50 µl des pan γδ-FITC-/CD3-PE-Antikörper-

Gemischs gefärbt, die Anzahl der lebenden γδ T-Zellen pro 104 aufgenommene Zellen be-

stimmt und das Verhältnis aus γδ T-Zellen und den gesamten CD3-positiven Zellen berech-

net wurde. In Versuchen ohne αβ T-Zellen wurden die Zellen gezählt und aus dem Anteil

der γδ TZR-positiven Zellen an den Gesamtzellen sowie der Zellzahl die Absolutzellzahl

der γδ T-Zellen berechnet.

In diesem Assay wurden ebenfalls die in Abschnitt 10 beschriebenen Substanzen und die

zelldepletierten Fraktionen analysiert.

13. Klonierung

Nach Gewinnung von PBL durch Dichtegradienten-Zentrifugation wurden αβ T-Zellen und

ein Teil der NK-Zellen mittels MACS depletiert sowie durch Zählen und mittels Durch-

flusszytometer der absolute Anteil der γδ T-Zellen bestimmt.
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Als Fütterzellen wurden aufgetaute PBL mit 35 Gy, kultivierte EBV-transformierte B-

Zellen mit 25 Gy bestrahlt. Pro Napf wurden 3*104 Fütterzellen in einem Verhältnis von

5/7 PBL und 2/7 EBV-Zellen ausplattiert. Die bestrahlten Fütterzellen wurden gewaschen,

in Klonierungsmedium aufgenommen, gezählt und auf das Gesamtvolumen verdünnt (in

der Regel ausreichend für 10 sterile 96-Napf-Rundbodenplatten). Pro Napf wurden rein

rechnerisch 0,45 γδ T-Zellen zu den Fütterzellen gegeben und ausplattiert. Nach ca. zwei

Wochen wurden die Klone durch Zugabe neuer Fütterzellen und 10%igem AB-Medium

(100 U/ml IL-2) weiterkultiviert. Ein Klon besteht am Ende der mehrwöchigen Inkubati-

onszeit aus 1–5*106 Zellen. Zur Bestimmung des Zelltyps wurde jeder Klon mit pan

γδ/CD3 gefärbt und im FACS analysiert. γδ- positive Klone wurden mit Anti-Vδ1-FITC/

Anti-CD3-PE, Anti-Vδ2-FITC/Anti-CD3-PE und Anti-Vγ9-FITC/Anti-CD3-PE auf ihre

Untergruppen untersucht.

Klone können kryokonserviert, nach dem Auftauen mit Fütterzellen gemischt und in Klo-

nierungsmedium mit 100 U/ml IL-2 kultiviert werden.

14. Zytokin-ELISA

ELISA bedeutet „Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay“. Mit Hilfe von ein bis zwei An-

tikörpern wird ein spezifisches Antigen gebunden, wobei der zweite Antikörper biotinyliert

ist. Streptavidin, das an ein Enzym (Alkalische Phosphatase oder HRP(eroxidase), „horse

radish peroxidase”) gekoppelt ist, geht eine starke Bindung mit Biotin ein. Zum Entwickeln

werden ein enzymspezifisches Substrat, nämlich die Farbstoffe p-Nitrophenyl-Phosphat

oder TMB, gegeben, die Reaktion gestoppt und im ELISA-Reader ausgewertet.

Die vorgefertigten ELISA-Platten (Human IFN-γ ELISA Detektionskit, Fa. Endogen, Bio-

zol, Eching) sind bereits mit dem ersten Antikörper beschichtet. In jeden Napf wurden 50

µl des zu testenden Kulturüberstandes bzw. eine Verdünnung bei hoher Zytokinkonzentra-

tion in Duplikate pipettiert. Zur semiquantitativen Auswertung wurden lyophilisierte Stan-

dards mit Aqua dest. aufgelöst, in sechs Stufen (1:2,5) in Kulturmedium verdünnt und e-

benfalls in Doppelansätzen pipettiert. Der als Leerwert herangezogene Ansatz enthielt e-
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benfalls das zur Verdünnung der Standards benutzte Medium. Zu den Testansätzen wurden

jeweils 50 µl des zweiten, biotinylierten Antikörpers gegeben und die Platte 2 h bei RT

inkubiert. Mit verdünntem Waschpuffer wurde die Platte mehrfach gewaschen, danach 100

µl der Streptavidin-HRP-Lösung dazugegeben und 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach er-

neutem Waschen wurden 100 µl der TMB-Lösung dazugegeben, die Platte 30 Minuten bei

RT im Dunkeln inkubiert und die Reaktion nach Zugabe von 100 µl des Stop-Reagenzes

beendet. Die Platte wurde dann im ELISA-Reader (Photometer für Mikrotiterplatten: Ti-

tertek Multiskan Plus MK 2, Fa. ICN, München) bei 450 nm bzw. 450 nm/550 nm gemes-

sen.



32

ERGEBNISSE

1. Poly (I:C)-vermittelte Aktivierung von mononukleären Zellen

Nach ihrer Aktivierung lässt sich auf PBL eine Heraufregulierung von verschiedenen Ober-

flächenmarkern nachweisen. Da bei den mit den γδ T-Zellen verwandten NK-Zellen eine

Aktivierung durch ds-RNS Poly (I:C) beschrieben ist [6], wurden zunächst PBL und γδ T-

Zellen auf ihre Aktivierbarkeit durch Poly (I:C) hin untersucht.

1.1. Induktion von Aktivierungsmarkern auf γγγγδδδδ  T-Zellen

Nach Inkubation mit γδ T-Zell-spezifischen Antigenen werden sowohl CD69 als auch

CD25 induziert [84]. So untersuchten wir auf PBL, die mit und ohne Poly (I:C) für 1–3

Tage inkubier t wurden, die Expression verschiedener Aktivierungsmarker im FACS. Wie

in Abbildung 1 gezeigt, konnten wir auf γδ T-Zellen nach Gabe von Poly (I:C) einen ra-

schen Anstieg des CD69-Moleküls von Tag 0 auf Tag 1 feststellen; die Expression war ab

Tag 2 wieder rückläufig. CD25 wurde nach Poly (I:C)-Gabe auf γδ T-Zellen nicht induziert,

gleichermaßen auch nicht CD54, CD95  oder CD122 (zu CD54 siehe Tabelle 1). In den

weiteren Versuchen wurde somit die CD69-Expression auf γδ T-Zellen an Tag 1 als Marker

für die Poly (I:C)-vermittelte Aktivierung untersucht.
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Abbildung 1: Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen durch Poly (I:C): Zeitkinetik

Periphere Blutlymphozyten eines Normalspenders (PBL 1*105/Napf) wurden als Duplikate

in 10%igem AB-Medium ohne IL-2 ausplattiert und ihre Aktivierung mit und ohne Poly

(I:C) (100 µg/ml) an den Tagen 1, 2 und 3 gemessen; die Zellen wurden sowohl mit einem

Antikörper gegen den γδ TZR (pan γδ-FITC) als auch in verschiedenen Ansätzen mit Anti-

körper gegen die Aktivierungsmarker CD25, CD69, CD95 und CD122 gefärbt und in ei-

nem FACS untersucht. Dargestellt ist der Mittelwert des prozentualen Anteils aktivierter

Zellen an den Gesamt γδ T-Zellen.

Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob die Poly (I:C)-vermittelte CD69-Expression

auf γδ T-Zellen konzentrations- oder spenderabhängig ist. Die von drei Normalspendern

gewonnenen PBL wurden mit verschiedenen Konzentrationen der ds-RNS inkubiert und

die CD69-Expression auf γδ T-Zellen nach 24 h gemessen. Der für Poly (I:C) bestimmte

Wert wurde durch den Wert der Meduimkontrolle geteilt. In Abbildung 2 wird gezeigt, dass

0

5

10

15

20

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

C
D

 1
22

+ [
%

 p
an

 γγγγ
δδδδ +

] Medium
Poly (I:C)

0

5

10

15

20

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

C
D

95
+
 [

%
 p

an
 γγγγ

δδδδ +
] Medium

Poly (I:C)

0

5

10

15

20

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

C
D

25
+ [

%
p

an
 γγγγ

δδδδ
+] Medium

Poly (I:C)

0
10
20
30
40
50
60
70
80

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

C
D

69
+[

%
pa

n 
γγγγ δδδδ

+
] Medium

Poly (I:C)



34

die CD69-Induktion auf γδ T-Zellen durch Poly (I:C) in allen drei untersuchten Normal-

spendern titrierbar war. Je nach Spender war die Zunahme der CD69-positiven Zellen nach

Gabe der ds-RNS unterschiedlich und war maximal 4,6- (PBL 3) bzw. 2,4-fach (PBL 1 und

2).

Abbildung 2: Poly (I:C)-Titration zu PBL verschiedener Spender

PBL von drei Normalspendern (1*105/Napf) wurden als Duplikate in 10%igem AB-

Medium ohne IL-2 mit Poly (I:C) in verschiedenen Konzentrationen (100/50/10/1 µg/ml)

ausplattiert und die CD69-Expression an Tag 1 auf γδ T-Zellen im FACS gemessen. Nach

Bestimmung des Mittelwertes des prozentualen Anteils der CD69-positiven γδ T-Zellen

wurde die stimulationsbedingte Zunahme durch Poly (I:C) wie folgt ermittelt und darge-

stellt:

 CD69+ [% pan-γδ TZR+] Poly (I:C) Tag 1
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Um die mit Poly (I:C) erzielte Aktivierung von γδ T-Zellen mit der Wirkung eines spezifi-

schen Phosphoantigens (IPP) vergleichen zu können, wurden PBL mit IPP ohne IL-2 inku-

biert und die Oberflächenmoleküle CD69 und CD25 auf γδ T-Zellen an verschiedenen Ta-

gen im FACS untersucht.

 Wie in Abbildung 3 dargestellt, konnten wir für IPP bekannte Daten bestätigen: Das Anti-

gen induzierte beide Aktivierungsmarker, jeweils mit maximaler Ausprägung an Tag 3.

Dabei wurde CD69 früher exprimiert als CD25; CD69 war bereits an Tag1 deutlich nach-

weisbar, CD25 erst an Tag 2.
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Abbildung 3: IPP-induzierte Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen

 PBL (2*105/Napf) wurden mit Medium (Kontrolle) bzw. mit IPP (5 µg/ml) ohne IL-2 inku-

biert und die Aktivierungsmarker CD69 und CD25 auf γδ T-Zellen an den Tagen 0, 1, 2

und 3 im FACS gemessen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil CD69- oder CD25-

positiver γδ T-Zellen in zeitlicher Reihenfolge.
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 Desweiteren wurde auch die Expression von CD54 (ICAM-I) auf γδ T-Zellen an Tag 1 un-

tersucht. Dazu wurden PBL ohne IL-2 mit IPP oder Poly (I:C) inkubiert und ICAM-I an

Tag 1 auf den γδ T-Zellen im FACS gemessen. Während an Tag 0 kein CD54 auf γδ T-

Zellen nachweisbar war, waren durch IPP-Inkubation 21% der γδ T-Zellen und durch Poly

(I:C) 2,1% positiv für ICAM-I (Kontrolle: 0,6% der γδ T-Zellen). Dies wird in Tabelle 1

gezeigt. Dies bedeutet, dass im Vergleich zu IPP Poly (I:C) nur eine sehr schwache CD54-

Expression zu induzieren vermag.

 

 Tabelle 1: Induktion von CD54 auf γγγγδδδδ T-Zellen

 

CD54+[% pan-γγγγδδδδ+]

Medium 0,6

IPP 21,0

Poly (I:C) 2,1

PBL (1*105/Napf) wurden in 10%igem AB-Medium ohne IL-2  mit IPP (5 µg/ml) oder

Poly (I:C) (50 µg/ml) inkubiert und CD54 an Tag 1 auf den γδ T-Zellen im FACS gemes-

sen.

1.2. Induktion von Aktivierungsmarkern auf     ααααββββ T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen und

Monozyten

Da in der Literatur eine Poly (I:C)-vermittelte Stimulierung von T-Zellen bisher nicht be-

schrieben wurde, untersuchten wir, ob die auf γδ T-Zellen entdeckte Aktivierung auch auf

CD4-positiven und CD8-positiven αβ T-Zellen nachzuweisen ist. Wie in Tabelle 2 darge-

stellt wird, nahm die Expression von CD69 auf CD8-positiven Zellen an Tag 1 geringfügig

zu und fiel ab Tag 2 wieder ab. Dasselbe traf für CD4-positive Zellen zu. CD25 und CD122

konnte, wie auf den γδ T-Zellen, nicht auf αβ T-Zellen nachgewiesen werden.
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Die in der Literatur beschriebene Aktivierung von NK-Zellen [6] konnten wir auch anhand

des von uns untersuchten CD69-Moleküls bestätigen. Durch Poly (I:C) ließ sich auf NK-

Zellen an Tag 1 CD69 induzieren; dabei blieb die CD69-Expression auf NK-Zellen im Ge-

gensatz zu γδ T-Zellen an den Tagen 2 und 3 erhöht. Auch CD25 nahm im Unterschied zu

den γδ T-Zellen deutlich auf NK-Zellen zu und ließ sich bis Tag 3 nachweisen. Die CD122-

Expression fiel unabhängig von der Poly (I:C)-Gabe an Tag 1 ab und war auf den NK-

Zellen durch die ds-RNS ab Tag 2 höher als in der Negativkontrolle. Die Expression von

CD95 wurde, ebenso wie auf γδ T-Zellen, auf NK- oder αβ T-Zellen nicht beeinflusst.

Wurde weiterhin die Untergruppe der CD16/56-positiven T-Zellen, die neben den γδ T-

Zellen auch αβ T-Zellen enthält, untersucht, konnte  Poly (I:C) einen ähnlichen Effekt er-

zielen wie auf NK-Zellen.

Tabelle 2a und b): Veränderung von Aktivierungsmarkern auf PBL durch Poly (I:C)

CD69 CD25 CD122 CD95

CD4+ 1,5 2,1 0,2 15,7

CD8+ 3 0,2 9,1 1,7

Tab. 2a): Ausgangswerte Tag 0

CD69 CD25 CD122 CD95

CD4+ + 0 0 - -

CD8+ + 0 0 0

CD3-/CD16+/CD56+ ++ +++ + 0

CD3+/CD16+/CD56+ ++ ++) +

Tab. 2b): Änderung der Aktivierungsmarker :

0: keine Änderung des Aktivierungsmarkers

+: 2-fache Zunahme des prozentualen Anteils aktivierter Zellen durch Poly (I:C)

++: bis 3-fache Zunahme des prozentualen Anteils aktivierter Zellen durch Poly (I:C)

+++: > 3-fache Zunahme des prozentualen Anteils aktivierter Zellen durch Poly (I:C)

- -: 2-fache Abnahme des prozentualen Anteils aktivierter Zellen durch Poly (I:C)
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Tab. 2:

Versuchsdurchführung siehe Abb.1; die Zellen wurden sowohl mit einem Antikörper

(FITC-) gegen spezifische Oberflächenmarker (CD4, CD8, CD3/CD16/CD56) als auch

gegen Aktivierungsmarker gefärbt und in einem FACS untersucht. Dargestellt ist in Tab.

2a) der prozentuale Anteil der aktivierter Zellen an Tag 0 sowie in Tab. 2b) die Änderung

des prozentualen Anteils aktivierter Zellen im Vergleich nach Inkubation mit Medium/Poly

(I:C).

Neben den beschriebenen Aktivierungsmarkern sollten auf APCs (Monozyten und B-

Zellen) weitere Oberflächenmoleküle untersucht werden. Typisch für APCs ist die Expres-

sion von kostimulierenden Molekülen, die oft abhängig von der Aktivierung der Zellen

sind. Da Poly (I:C) Monozyten und B-Zellen stimuliert [6], wurden PBL mit der ds-RNS

inkubiert und die Expression von CD80, CD86 und CD69 auf CD14- und CD19-positiven

Zellen an Tag 1 und 3 im FACS analysiert. Diese Ergebnisse werden in Tabelle 3 darge-

stellt: CD80 wurde, gemessen am MFI, an beiden Tagen dezent auf Monozyten exprimiert,

jedoch stärker ohne Poly (I:C). Auf B-Zellen wurde dieses Oberflächenmolekül weder mit

noch ohne Poly (I:C) detektiert. Eine deutliche Zunahme der CD86-Expression bis Tag 3

war ohne Poly (I:C) auf den Monozyten zu finden; nach ds-RNS-Inkubation wurde dieses

Molekül herunterreguliert. Auf B-Zellen konnte es nicht nachgewiesen werden.

Wie bereits für T- oder NK-Zellen festgestellt, wurde auch auf Monozyten  durch die Inku-

bation mit Poly (I:C) CD69 stärker exprimiert. Im Gegensatz dazu wurde das CD69-

Molekül auf B-Zellen kaum durch die ds-RNS induziert.
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Tabelle 3: Aktivierung von B-Zellen und Monozyten durch Poly (I:C) Mean

Monozyten B-Zellen

Tag 1 Tag 3 Tag 1 Tag 3

-PoIC +PoIC -PoIC +PoIC -PoIC +PoIC -PoIC +PoIC

CD80 12,0 8,8 14,6 12,3 4,5 4,1 4,8 4,2

CD86 30,8 22,0 39,5 6,0 4,4 6,6 4,5 6,0

CD69 5,8 26,0 6,4 3,7 3,1 8,8 3,4 5,9

PBL (5*104/Napf) wurden in 10%igem AB-Medium ohne IL-2 mit und ohne Poly (I:C)

(100 µg/ml) ausplattiert und ihre Aktivierung an den Tagen 1 und 3 gemessen. Auf den

CD14- positiven und den CD19-positiven Zellen wurden verschiedene Aktivierungsmarker

im FACS untersucht. Dargestellt ist der MFI (Mean Flourescence Intensity) .

Zusammenfassend bestätigt dies eine unspezifische Aktivierung verschiedener lympho-

oder monozytärer Zellen, was sich in der Regel anhand einer verstärkten Expression von

CD69 zeigte. Daneben wurden weder die kostimulierenden Moleküle CD80/86 induziert.

 

 

2. Untersuchung von weiteren Effektorfunktionen

2.1. Poly (I:C)-vermittelte Proliferation von γγγγδδδδ  T-Zellen

Nach Aktivierung von γδ T-Zellen durch spezifische Antigene,  Anti-CD3 oder Mitogene

kommt es zur Proliferation der Zellen, wenn ein zweites Signal (z. B. T-Zell-Wachstums-

faktoren IL-2 oder IL-15, Kostimulation über Zell-Zell-Kontakt) vorhanden ist. Da Poly

(I:C) auf γδ T-Zellen den Aktivierungsmarker CD69 induzieren konnte, stellte sich die Fra-

ge, ob durch ein zweites Signal die Proliferation dieser Zellen ausgelöst wird oder ob die

ds-RNS in der Art eines Kostimulans die Proliferation von γδ T-Zellen bei suboptimalen

Dosen von Antigen (IPP) und Zytokin (IL-2) verstärkt. Zur Klärung dieser Frage wurden

Proliferationsassays durchgeführt: PBL wurden mit IPP, IL-2 und Poly (I:C) inkubiert und
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der Anteil der γδ T-Zellen an den CD3-positiven Zellen an Tag 7 im FACS bestimmt (Ab-

bildung 4a) sowie die absolute Zahl an γδ T-Zellen ermittelt (Abbildung 4b): Bei Zugabe

verschiedener Konzentrationen von Poly (I:C) konnte ein dosisabhängiger kostimulierender

Effekt auf die γδ T-Zell-Proliferation nachgewiesen werden. Der relative Anteil von γδ T-

Zellen war im Mittel mit ds-RNS 50% höher als ohne ds-RNS. Die Gabe von Poly (I:C)

führte bereits bei einer niedrigen IL-2 Konzentration ohne spezifisches Antigen (IPP) zu

einer geringen kostimulierenden Wirkung (Anstieg von 1.800 auf 4.150 γδ T-Zellen). Ohne

IL-2 war kein Effekt nachweisbar (Anstieg von 2.350 auf 2.650 γδ T-Zellen). Hervorzuhe-

ben ist auch, dass Poly (I:C) mit IPP bereits ohne IL-2 zu einer signifikanten Proliferation

der γδ T-Zellen führt; d. h., die ds-RNS kann die Wirkung von IL-2 imitieren.

Abbildung 4a: Proliferation von γγγγδδδδ T-Zellen: Einfluss von Poly (I:C)

PBL (5*104 Zellen/Napf) wurden in 10%igem AB-Medium mit und ohne IPP (2,5 µg/ml),

mit IL-2 (10 U/ml, Abb. 4a) sowie Poly (I:C) (100/50/25/10/5 µg/ml) als Duplikate inku-
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biert und an Tag 7 der Anteil pan γδ TZR-positiver CD3-positiver Zellen im FACS analy-

siert. Dargestellt ist der Mittelwert des prozentualen Anteils der pan γδ TZR-positiven Zel-

len an den Gesamt CD3-positiven Zellen.

Abbildung 4b: Kostimulation durch Poly (I:C): Absolute Anzahl der γγγγδδδδ T-Zellen

PBL (5*104 Zellen/Napf) wurden in 10%igem AB-Medium mit und ohne IPP (2,5 µg/ml),

sowohl mit als auch ohne IL-2 (10 U/ml) sowie Poly (I:C) (100 µg/ml) als Duplikate inku-

biert und an Tag 7 der Anteil pan γδ TZR-positiver CD3-positiver Zellen im FACS analy-

siert sowie in mit der Gesamtzellzahl korreliert. Dargestellt ist der Mittelwert der Gesamt-

zahl der pan γδ TZR-positiven Zellen
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2.2. Induktion von IFN-γγγγ

2.2.1. ELISA

Nach Aktivierung von TH1- oder NK-Zellen kommt es zur Sekretion von verschiedenen

Zytokinen; ein sehr wichtiges und typisches Zytokin ist IFN-γ. Da IFN-γ auch von akti-

vierten γδ T-Zellen gebildet wird, wurde die Sekretion dieses Zytokins mit den beiden fol-

genden Methoden bestimmt: Mittels ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) wurde

in den Überständen aktivierter Lymphozyten semiquantitativ die Konzentration von IFN-γ

gemessen, mittels intrazytoplasmatischer Zytokinmessung wurden γδ T-Zellen im FACS

auf ihre spezifische IFN-γ Sekretion nach Stimulierung mit Poly (I:C) hin untersucht.

Wie in Tabelle 4 gezeigt wird, wurden Gesamt-PBL oder PBL nach Monozytendepletion

mit Poly (I:C) für 24 oder 64 h inkubiert, danach die Überstände abpipettiert und die IFN-γ

Konzentration mittels ELISA gemessen. Die Zugabe von Poly (I:C) führte selbst nach drei

Tagen kaum zur Produktion von IFN-γ. Wurden jedoch die Monozyten entfernt, konnte

deutlich mehr IFN-γ im Überstand gemessen werden. Die Gabe von Poly (I:C) induzierte

im Ansatz der Gesamt-PBL kaum die Sekretion des Zytokins; nach Depletion der Mono-

zyten jedoch konnte eine sehr ausgeprägte Zunahme an IFN-γ im Überstand gemessen wer-

den, wobei in diesem Versuchsansatz die sezernierenden Zellen nicht untersucht wurden.
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Tabelle 4: IFN-γγγγ Sekretion nach Poly (I:C)-Gabe

24 h 64 h
IFN-γγγγ [pg/ml] / [U/ml]

[pg/ml] [U/ml] [pg/ml] [U/ml]

PBL allein 0 0 0 0

PBL ohne Monozyten 456 18,2 965 38,6

PBL allein mit Poly (I:C) 115 4,6 232 9,3

PBL ohne Monozyten mit Poly (I:C) 1266 50,6 6238 250

PBL mit und ohne Monozyten (nach MACS-Depletion) wurden in einer Konzentration von

5*104/Napf ohne IL-2 und ohne IPP ausplattiert; dazu wurde Poly (I:C) (100 µg/ml) hi-

neinpipettiert. Nach 24 und 64 h wurden die Überstände abpipettiert und bei –20°C gela-

gert. Nach dem Auftauen wurde IFN-γ [pg/ml] in den Überständen mittels ELISA gemes-

sen. Dargestellt ist die Konzentration von IFN-γ in pg/ml sowie U/ml.

1 pg Endogen Standard = 0,04 U NIAID

2.2.2.  Intrazytoplasmatische Zytokinmessung

Mittels einer intrazytoplasmatischen Zytokinmessung können im FACS zytokinproduzie-

rende Zellen näher charakterisiert werden. So wurde in einem PBL-Gemisch IFN-γ in γδ T-

Zellen nach Inkubation mit IL-2 und PMA/Ionomycin oder Poly (I:C) gemessen.

Wie in Tabelle 5 dargestellt ist, konnten die γδ T-Zellen durch beide Substanzen aktiviert

werden (Induktion von CD69). In einem hohen Anteil der γδ T-Zellen konnte nach Inkuba-

tion mit PMA das Zytokin detektiert werden. Nach Poly (I:C)-Gabe waren nur wenige γδ T-

Zellen auch IFN-γ-positiv. Dieses Ergebnis korrelierte auch mit den ELISA-Daten, in de-

nen keine erhöhte IFN-γ Κonzentration im Überstand von Gesamt-PBL an Tag 3 (siehe

Kap. 2.2.1.) zu finden war.
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Tabelle 5: Intrazytoplasmatische IFN-γγγγ    Messung in γγγγδδδδ T-Zellen

CD69+ [% pan γγγγδδδδ+] IFN-γγγγ+ [% pan γγγγδδδδ+]

Kontrolle 27,1 0

PMA/Ionomycin 100 83,1

Poly (I:C) 73,5 9,0

PBL (1,5*105/Napf) wurden mit 100 U/ml IL-2 und Poly (I:C) (50 µg/ml) für drei Tage

ausplattiert. Dabei wurde zu den Ansätzen, die mit PMA (25 ng/ml) und Ionomycin (500

ng/ml) ab Tag 3 für 6 h inkubiert werden sollten, zunächst RPMI dazugegeben. Ebenfalls

wurde Monensin (5 µg/ml) ab Tag 3 für 6 h in alle Ansätze pipettiert, in denen IFN-γ ge-

messen wurde. Aus je einem Napf (ohne Monensin) wurde die Aktivierung der γδ T-Zellen

(CD69) an Tag 3, im Ansatz mit PMA/Ionomycin nach 6 h, im FACS gemessen. Daneben

wurde an Tag 3 der Anteil der IFN-γ-positiven γδ T-Zellen im FACS bestimmt. Dargestellt

ist der Anteil der aktivierten und der IFN-γ-positiven γδ T-Zellen.

3. Mechanismus der Poly (I:C)-vermittelten γγγγδδδδ     T-Zell-Stimulation

3.1. Wirkung von Poly (I:C) auf γγγγδδδδ     T-Zell-Klone

Da Poly (I:C) direkte und indirekte Wirkungen auf verschiedene Zellen zeigt, untersuchten

wir eine direkte Wirkung von Poly (I:C) auf isolierte γδ T-Zellen. Da wir auf γδ T-Zellen

Aktivierungsmarker gemessen hatten, konnten wir zur Isolation der Zellen keine Technik

einsetzen, die zur Voraktivierung der Zellen geführt hätte (z. B. MACS mit Anreicherung

γδ TZR-positiver Zellen nach Inkubation mit einem Anti-pan γδ TZR-Antikörper). Daneben

existieren keine Antikörper, die eindeutig zwischen γδ T-Zellen und NK-Zellen unterschei-

den können. Somit war eine Depletion aller Zellen mit Anreicherung von γδ T-Zellen nicht

möglich, weshalb wir die Aktivierung von γδ T-Zell-Klonen untersucht haben.  Auf je ei-
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nem Vγ9Vδ2- bzw. δ1-Klon wurden nach dreiwöchiger Expansionsdauer zunächst CD69

an Tag 0 bestimmt und eine konstitutive CD69-Expression von 60% (Klon 4C6 :Vδ1) bzw.

30% (Klon 7B10 : Vγ9δ2) nachgewiesen :

Die Zellen wurden danach für 24 h mit PHA bzw. Poly (I:C) inkubiert und wiederum die

CD69-Expression gemessen. Bereits in der Negativkontrolle war nach diesem Zeitraum

eine weitere Aktivierung des Vδ1-Klon auf 70% CD69-positive Zellen festzustellen. Die

Expression von CD69 hatte auf dem Vγ9Vδ2-Klon um 50% abgenommen (Tag 1: 14%

CD69+). PHA bewirkte auf dem Vδ1-Klon eine Zunahme von CD69 um 38%, auf dem

Vγ9Vδ2-Klon auf den 2,7fachen Wert der Negativkontrolle an Tag 1. Die CD69-

Expression nach Poly (I:C)-Inkubation blieb im Vergleich zur Kontrolle unverändert. Die

Aktivierung des Vγ9Vδ2-Klones wird in Abbildung 5 dargestellt. Damit konnte keine di-

rekte Induktion des CD69-Moleküls auf γδ T-Zell-Klonen durch Poly (I:C) nachgewiesen

werden.

       Medium                                   PHA                                  Poly (I:C)

14%

86%

51%

49%

14%

86%

                                                       pan γδ-FITC  �

Abbildung 5: Vγγγγ9δδδδ2-Klon: Aktivierung an Tag 1          

Der γδ T-Zell-Klon (3,4*105 Zellen /Napf) wurde in 10%igem AB-Medium ohne IL-2 in

Duplikaten ausplattiert. Als Negativkontrolle wurde Medium, als Positivkontrolle PHA (1

µg/ml) bzw. Poly (I:C) (100 µg/ml) dazupipettiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit einem
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Anti-pan γδ-Antikörper (-FITC markiert, x-Achse) und einem Anti-CD69-Antikörper (-PE

markiert, y-Achse) gefärbt und im FACS gemessen. Dargestellt sind im rechten oberen

Quadranten der Anteil der CD69-positiven γδ T-Zellen (doppelt gefärbt), im rechten unte-

ren Quadranten der Anteil der CD69-negativen γδ T-Zellen (FITC-gefärbt).

3.2. Untersuchung indirekter Mechanismen auf die Poly (I:C)-vermittelte γγγγδδδδ  T-Zell-

Stimulation

3.2.1. Bedeutung verschiedener Subpopulationen

Die Wirkung von Poly (I:C) umfasst, wie in der Literatur beschrieben [6, 17] und in unse-

ren Experimenten gezeigt (Kapitel 1.1.), u. a. die Aktivierung von NK-Zellen, αβ T-Zellen,

B-Zellen, Monozyten und CD11c-positiven DCs. Die Zellen erwerben daraufhin verschie-

dene Effektorfunktionen. Daneben konnten wir in Kap. 3.1. darstellen, dass Poly (I:C)

CD69 nicht auf γδ T-Zell-Klonen induzierte. Im folgenden wurden Experimente durchge-

führt, in denen verschiedene Zelluntergruppen depletiert und das Ansprechen der γδ T-

Zellen auf die ds-RNS durch Bestimmung von CD69 nach 24 h in Ansätzen vor und nach

Entfernen verschiedener Zellen miteinander verglichen wurde. Die Depletionseffizienz ,

der relative Anteil der γδ T-Zellen  an den CD3-positiven Zellen sowie der Anteil CD69-

positiver Zellen sind in den Abbildungen 6a–d) aufgeführt. Da nach Entfernung der Unter-

gruppen z. T. erhebliche Schwankungen der CD69-Expres-sion auf den γδ T-Zellen an Tag

0 im Vergleich zu den T-Zellen im nicht separierten Ansatz zu finden waren, wurden die

Stimulationsindices des prozentualen Anteils CD69-positiver γδ T-Zellen (%CD69) be-

rechnet:

CD69+ [% pan-γδ TZR+] Tag 1 - CD69+ [% pan-γδ TZR+] Tag 0
Stimulationsindex:

CD69+ [% pan-γδ TZR+] Tag 0
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Wie in Tabelle  6 dargestellt ist, war nach Depletion einzelner Subgruppen bereits ohne

Poly (I:C) im Vergleich zu den Gesamt-PBL eine Zunahme (ohne B-Zellen oder αβ T-

Zellen) bzw. Abnahme (ohne CD4-, CD14- oder CD16/CD56-positive Zellen) der akti-

vierten γδ T-Zellen zu sehen, was auf unterschiedliche Interaktionen der restlichen Zellen

mit den γδ T-Zellen in der Kultur hinweist. In allen Ansätzen der depletierten und nicht

depletierten Zellen konnte eine Zunahme der Stimulationsindices durch die Inkubation mit

Poly (I:C) nachgewiesen werden, die z.T. erheblich schwankte. Nach der Depletion der B-

Zellen kam es durch Poly (I:C) zur ausgeprägten Zunahme der γδ T-Zell-Aktivierung, nach

Depletion der CD4- oder CD16/CD56-positiven Zellen zu einer deutlich geringeren Zu-

nahme als ohne Entfernung der Zellen. Wurden CD14-positive oder αβ T-Zellen entfernt,

konnten γδ T-Zellen weiterhin mittels ds-RNS aktiviert werden. Zu beachten ist jedoch,

dass durch die Entfernung von CD16/CD56-positiven Zellen auch γδ T-Zellen (v.a.

Vγ9Vδ2) depletiert wurden, was ebenfalls die Aktivierung von γδ T-Zellen durch Poly (I:C)

beeinflusst haben könnte.

Abbildung 6a–d): MACS-Kontrollen:

Vor MACS  Nach MACS

Vor MACS Nach MACS

Pan γγγγδδδδ+ [% CD3+] 3,4 4,3

CD69+ [% pan γγγγδδδδ+] 11,4 4,7

Abb. 6a): Versuch 1: Depletion von CD19-positiven Zellen
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Vor MACS   Nach MACS

Vor MACS Nach MACS

Pan γγγγδδδδ+ [% CD3+] 3,9 3,7

CD69+ [% pan γγγγδδδδ+] 10,8 5

Abb. 6b): Versuch 2: Depletion von CD14-positiven Zellen

       Vor MACS                  Nach MACS

Vor MACS Nach MACS

Pan γγγγδδδδ+ [% CD3+] 4,1 0,9

CD69+ [% pan γγγγδδδδ+] 9,2 21,2

Abb. 6c): Versuch 3: Depletion von CD16/56-positiven Zellen

CD45-FITC
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Vor MACS Nach MACS

% CD3+ 75,5 14,7

Pan γγγγδδδδ+ [% CD3+] 4,1               100

CD69+ [% pan γγγγδδδδ+] 9,2 10,5

Abb. 6d): Versuch 3: ααααββββ T-Zellen

Tabelle 6: Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen durch Poly (I:C) nach der Depletion von

CD19-,  CD14-, CD16/CD56-, CD4- oder ααααββββ TZR-positiven Zellen

Stimulationsindex SI Negativkontrolle Poly (I:C) Anstieg SI

Versuch 1: PBL 0,2 2,6 13

                   - CD19 2,9 6,8 2,3

Versuch 2: PBL 0,7 2,8 4

                   - CD14 0,1 2,5 25

Versuch 3: PBL 1,1 3,3 3

                   - αβ T-Zellen 2,2 3,7 1,7

                   - CD16/CD56 -0,2 0,4 -2

Gesamt-PBL und PBL nach Depletion von CD19-, CD14-, CD16/CD56- oder αβ TZR-

positiven Zellen wurden in der Konzentration von 1*105 Zellen/Napf in 10%igem AB-

Medium ausplattiert. Dazu wurde Poly (I:C) (50 µg/ml) gegeben und die CD69-Expression

auf γδ T-Zellen an Tag 1 im FACS analysiert. Dargestellt sind die Stimulationsindices des

prozentualen Anteils CD69-positiver γδ T-Zellen:

Stimulationsindex SI:

CD69+ [% pan-γδ TZR+] Tag 1 - CD69+ [% pan-γδ TZR+] Tag 0

CD69+ [% pan-γδ TZR+] Tag 0
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Da sich unreife, myeloische DCs über ihren TLR3 mittels Poly (I:C) aktivieren und zur

Synthese von IFN I stimulieren lassen, wurden CD11c-positive Zellen aus den PBL ent-

fernt und über Nacht mit der ds-RNS inkubiert. Dabei ist zu beachten, dass dieses Oberflä-

chenmolekül nicht nur auf oben genannter Subpopulation von dendritischen Zellen, son-

dern auch auf Monozyten, NK-Zellen oder manchen B- und T-Zellen exprimiert wird

[147]. Dargestellt wird in Abbildung 7, dass eine Expression von CD11c auf γδ T-Zellen

kaum vorhanden ist und sie daher durch das Depletionsverfahren nicht entfernt wurden. Die

Depletionseffizienz  der CD11c-positiven Zellen ist in Abbildung 8a zu sehen. Eine voll-

ständige Entfernung dieser Zellen konnte jedoch mit dem gewählten Verfahren nicht er-

reicht werden.

Ebenfalls stimuliert wurden CD11c-positive DCs. Am Folgetag wurden nicht separierte

Zellen bzw. die CD11c-negative Fraktion mit ds-RNS bzw. den vorstimulierten CD11c-

positiven Zellen in Kultur gegeben und die CD69-Expression auf γδ T-Zellen nach einem

weiteren Tag mittels FACS gemessen. Wie in Abbildung 8b) dargestellt war nach Entfer-

nung der CD11c-positiven Fraktion die durch Poly (I:C) vermittelte Aktivierung der γδ T-

Zellen in den Gesamt-PBL nicht mehr nachweisbar. Wurden an Tag 1 CD11c-Zellen hin-

zugefügt, konnte durch die ds-RNS Gabe bzw. durch zuvor stimulierte Zellen die Aktivie-

rung wieder hergestellt werden. Dabei war der Effekt durch die hohe ds-RNS Dosis bei den

vorstimulierten Zellen nicht mehr so deutlich ausgeprägt wie durch die niedrige Dosis.

Durch Zugabe von DCs war dieser Effekt ebenfalls sichtbar, abhängig sowohl von der

Konzentration der DCs (1:10/1:100) als auch der von Poly (I:C). Interessant ist, dass die

Inkubation mit DC 1:100 im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Ansätzen nur dann

einen aktivierenden Effekt zeigte, wenn die DCs vorstimuliert wurden.
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Abbildung 7: Expression von CD11c auf γγγγδδδδ T-Zellen

PBL wurden gegen CD11c (PE-markierter Farbstoff) und pan gamma delta- bzw. Vdelta2

(FITC-markiert) gefärbt und im FACS analysiert.

Abbildung 8a–b: Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen durch Poly (I:C): Bedeutung von

CD11c-positiven Zellen

Vor MACS Nach MACS

            

Abb. 8a: MACS-Kontrolle (Expression von CD11c/CD20)

PBL wurden gegen CD11c (PE-markierter Farbstoff) und CD20-FITC vor und nach

MACS-Depletion gefärbt und im FACS analysiert.
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                          PBL ohne CD11c+  ohne CD11c+  ohne CD11c+  ohne CD11c+

                +CD11c+        +DC 1:10      +DC 1:100

Abbildung 8b: Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen durch Poly (I:C): Bedeutung von CD11c-

positiven Zellen

Gesamt-PBL und PBL nach Depletion von CD11c-positiven Zellen wurden in der Konzen-

tration von 1*105 Zellen/Napf in 50 ml 10%igem AB-Medium ohne IL-2 ausplattiert. Wur-

den an Tag 1 CD11c-positive Zellen dazugegeben, wurden nur 5*104 Zellen/Napf ausplat-

tiert. Die CD11c-positive Fraktion bzw. unreife, CD11c-positive DCs wurden über Nacht

mit Medium inkubiert. An Tag 1 wurden die Zellen zweimal mit Medium gewaschen und

in die jeweiligen Ansätze zu den zuvor ausplattierten Zellen gegeben. Die DCs wurden zu

je 1*105 Zellen/Napf in Konzentrationen von 1*104 (1:10) bzw. 1*103 (1:100) Zellen/Napf

hinzugefügt. In so bezeichnete Ansätze wurde Poly (I:C) (100 bzw. 25 mg/ml) an Tag 1
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gegeben. An Tag 2 wurde die CD69-Expression auf γδ T-Zellen im FACS analysiert. Dar-

gestellt sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils CD69-positiver γδ T-Zellen.

3.2.1. Effekt der Überstände von Poly (I:C)-stimulierten DCs

Wie beschrieben, besteht ein Wirkungsmechanismus der ds-RNS stimulierten DCs in der

Synthese von IFN I. Daher wurde untersucht, inwieweit bereits durch den Überstand mit

Poly (I:C) aktivierter DCs eine Stimulation der γδ T-Zellen induziert werden kann. CD11c-

positive DCs wurden für fünf Stunden stimuliert, gewaschen und erneut inkubiert. Am Fol-

getag wurden PBL mit den Überständen in verschiedenen Konzentrationen bzw. mit der ds-

RNS in Kultur gegeben und die CD69-Expression auf γδ T-Zellen nach einem weiteren Tag

mittels FACS gemessen. Wie in Abbildung 9 dargestellt ist, kann auch durch den Über-

stand CD69 auf γδ T-Zellen induziert werden. Die Wirkung ist jedoch nicht so ausgeprägt

wie bei Inkubation der PBL mit der ds-RNS in gleicher Konzentration. Dennoch lässt sich

zeigen, dass der Poly (I:C)-Effekt auf γδ T-Zellen durch lösliche Substanzen imitiert wer-

den kann.
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Abbildung 9: Bedeutung des Überstandes von CD11c-positiven DCs für Poly (I:C)-

Wirkung

Gesamt-PBL (1*105 Zellen/Napf) wurden in 50 µl 10%igem AB-Medium ohne IL-2 aus-

plattiert. Unreife, CD11c-positive DCs eines Fremdspenders (2*105) wurden in 500 µl Me-

dium ohne IL-2 für 5 Stunden mit Poly (I:C) (100/50 bzw. 25 µg/ml) oder Medium inku-

biert und im Anschluss die Zellen zweimal mit Medium gewaschen. Die DCs wurden er-

neut in 500 µl Medium ohne Poly (I:C) aufgenommen und für weitere 20 Stunden inku-

biert. An Tag 1 wurden die Überstände abgenommen und in die jeweiligen Ansätze zu den

zuvor ausplattierten Zellen gegeben. Alternativ wurde in so bezeichnete Ansätze Poly (I:C)

(100/50 bzw. 25 µg/ml) bzw. Medium hinzugefügt und das Gesamtvolumen auf 100 µl er-

gänzt. An Tag 2 wurde die CD69-Expression auf γδ T-Zellen im FACS analysiert. Darge-

stellt sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils CD69-positiver γδ T-Zellen.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente eine klare Abhängigkeit der Poly (I:C)-

vermittelten γδ T-Zell-Stimulierung von CD11c-positiven Zellen, insbesondere von unrei-

fen, myeloischen DCs. Eine Beteiligung von NK-Zellen, die ebenfalls sowohl CD11c als

auch den TLR3 exprimieren können, blieb grundsätzlich möglich. Diese Stimulation ist v.a.
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auf lösliche, in den ersten 24 h sezernierte Faktoren zurückzuführen; eine zusätzliche, addi-

tive Zell-Zell-Kontakt-vermittelte Aktivierung konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden.

3.2.3. Wirkung Poly (I:C)-induzierter Zytokine

Neben der direkten Wirkung von Poly (I:C) auf eine Reihe verschiedener Zellen werden

viele Wirkungen der ds-RNS indirekt vermittelt; dies geschieht v.a. durch die Induktion

von Zytokinen wie den Typ I Interferonen (IFN-α oder IFN-β)[3]. Daneben sind weitere

Zytokine (wie TNF-α, IL-12 oder IL-15) bekannt, die γδ T-Zellen ohne spezifisches Anti-

gen aktivieren können [82, 85, 87]. Zunächst haben wir deshalb die Wirkung von verschie-

denen Zytokinen auf γδ T-Zellen direkt untersucht.  PBL wurden mit folgenden Zytokinen

IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, TNF-α, IFN-α, IFN-β und IFN-γ in unterschiedlichen Konzentra-

tionen für 1–3 Tage inkubiert und die Expression von CD69 oder CD25 auf γδ T-Zellen im

FACS analysiert.

Dabei konnten wir nur teilweise die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestätigen: Wie in

Abbildung 10 und den Tabellen 7 bzw. 8 gezeigt, konnte in unseren Experimenten weder

durch TNF-α noch durch IL-12 CD69 an Tag 1 oder CD25 an Tag 3 nachgewiesen werden.

IL-2 induzierte eine mäßige CD69-Expression auf 35% bzw. 25% der γδ T-Zellen (100

bzw. 1 U/ml), IL-15 eine starke CD69-Expression von 80% (100 ng/ml) und 50% (50

ng/ml) als auch von CD25 auf 25% bzw. 15% der γδ T-Zellen (100 bzw. 50 ng/ml IL-15).

IL-6 induzierte kein CD69 auf den γδ T-Zellen.



56

Tabelle 7: Induktion von CD69 auf γγγγδδδδ T-Zellen durch IL-6

CD69+ [% pan-γγγγδδδδ]

NK 11,9

Poly (I:C) 100 µµµµg/ml 72,0

IL-6             10 ng/ml 16,1

IL-6               5 ng/ml 13,6

IL-6               1 ng/ml 13,5

IL-6            0,5 ng/ml 12,9

IL-6            0,1 ng/ml 10,2

PBL (1*105/Napf) wurden in 10%igem AB-Serum ohne bzw. mit IL-6 (10/5/1/0,5/0,1

ng/ml) oder Poly (I:C) (100 µg/ml) inkubiert und die CD69-Expression auf γδ T-Zellen an

Tag 1 im FACS gemessen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil CD69- positiver γδ T-

Zellen.
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Abbildung 10: Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen durch Zytokine (TNF-αααα, IL-2, IL-12, IL-

15)

PBL (1*105/Napf) wurden in 10%igem AB-Serum mit verschiedenen Konzentrationen von

TNF-α (100/10/1/0,1 ng/ml), IL-2 (100/50/10/1 U/ml), IL-12 (50/10/5/1 ng/ml), IL-15

(100/50/10/1 ng/ml) und Poly (I:C) (100/50/25/10 µg/ml) inkubiert und die CD69-

Expression auf γδ T-Zellen an Tag 1 gemessen.

Bislang nicht untersucht wurde die Wirkung von IFN-α als auch IFN-β  auf die γδ T-Zell-

Aktivierung. Beide Interferone regulierten be reits bei alleiniger Gabe die CD69-Expres-
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sion stark hoch (bis 80% mit 104 U/ml, 70–80% mit 103 U/ml, 45–60% mit 100 U/ml); da-

bei wirkte IFN-α etwas schwächer. Die bisher publizierten Daten beschreiben nur eine Ak-

tivierung durch die Kombination beider Interferone [148]. IFN-γ induzierte nur in einer

Konzentration von 104 U/ml CD69 auf 30% der γδ T-Zellen. Das CD25-Molekül wurde

weder durch IFN-α noch IFN-β hinaufreguliert; IFN-γ  induzierte den IL-2-Rezeptor nur

mäßig auf 7% der γδ T-Zellen in einer Konzentration von 104 U/ml. Dargestellt wird dies in

Abbildung 11 sowie Tabelle 8.
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Abbildung 11: Aktivierung von γγγγδδδδ T-Zellen durch IFN-αααα, IFN-ββββ, IFN-γγγγ

PBL (1*105/Napf) wurden in 10%igem AB-Serum mit IFN-α, IFN-β und IFN-γ in den

Konzentrationen von 104/103/102 bzw. 10 U/ml inkubiert und die CD69-Expression auf γδ

T-Zellen an Tag 1 im FACS gemessen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil CD69-

positiver γδ T-Zellen.
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Tabelle 8: Zytokinvermittelte CD25-Induktion auf γγγγδδδδ T-Zellen

CD 25+ [% γγγγ    δδδδ T-Zellen] Konzentration

Medium < 1% -

IL-2 ≤ 3% -

IL-12 ≤ 2% -

TNF-αααα ≤ 2% -

IFN-αααα ≤ 2% -

IFN-ββββ ≤ 3% -

IFN-γγγγ ≤≤≤≤ 9% 104 U/ml

IL-15 27% 102ng/ml

PBL (1*105/Napf) wurden in 10%igem AB-Serum mit den in den Abbildungen 9 und 10

verwendeten Konzentrationen von TNF-α, IL-2, IL-12, IL-15, IFN-α, IFN-β oder IFN-γ

inkubiert und die CD25-Expression auf γδ T-Zellen an Tag 3 im FACS gemessen. Darge-

stellt sind die maximalen Werte des prozentualen Anteils CD25-positiver γδ T-Zellen in der

wirksamen Zytokinkonzentration.

3.2.4. Poly (I:C)- vermittelte γδ T-Zell-Aktivierung nach Hemmung von Zytokinen

Um zu untersuchen, ob Poly (I:C)-induzierte Zytokine für den Anstieg der CD69-

Expression auf den γδ T-Zellen verantwortlich sind, wurden in mehreren Versuchen neut-

ralisierende Anti-Zytokin -Antikörper eingesetzt. Verwendet wurden dabei Antikörper ge-

gen die Zytokine, die nach ds-RNS Gabe induziert werden (wie IL-12 und IFN-α [10]), die

γδ T-Zellen aktivieren können (TNF-α [85, 87]) oder in unseren Versuchen γδ T-Zellen

aktivierten (IFN-β, IL-15). Verschiedene mono- und polyklonale Antikörper wurden in

unterschiedlichen Konzentrationen zu PBL mit oder ohne zu blockierendes Zytokin gege-

ben. An Tag 1 wurde die CD69-Expression auf γδ T-Zellen im FACS analysiert und die

Konzentration des Antikörpers bestimmt, die zur Hemmung der Zytokin-vermittelten

CD69-Induktion auf γδ T-Zellen geführt hatte. In den weiteren Experimenten wurde die
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Konzentration des Antikörpers verwendet, der den Anteil der durch das Zytokin vermittel-

ten, maximal aktivierten γδ T-Zellen auf einen Anteil in der Größenordnung der nicht sti-

mulierten T-Zellen senken konnte; diese Antikörperkonzentration lag bei 5–10 µg/ml.

Daneben wurde durch Zugabe einer Isotypkontrolle in den Ansätzen unter Verwendung

stimulierender Zytokine die Expression von CD69 auf γδ T-Zellen nicht reduziert.

In mehreren Experimenten wurden die beschriebenen Antikörper allein oder in Kombinati-

on eingesetzt; Poly (I:C) wurde in der Konzentration von 50 µg/ml verwendet. Da jedoch

bereits manche Antikörper ohne ds-RNS das CD69-Molekül auf den γδ T-Zellen (Wirkung

von Anti-TNF-α mit Anti IL-12) induzierten oder  die Ergebnisse nur z. T. reproduzierbar

waren, wurde auf deren Darstellung verzichtet. Wie in denTabellen  9a und b) gezeigt wird,

induzierte die Zugabe von Poly (I:C) in diesen Versuchsansätzen eine Expression von

CD69 auf 44 bzw. 53,3% der γδ T-Zellen; ohne Poly (I:C) waren 11,8 bzw. 11,9% der Zel-

len aktiviert. Keiner der eingesetzten spezifischen oder Isotyp-Antikörper selbst aktivierte

die γδ T-Zellen.In den dargestellten Versuchen wurde die Poly (I:C)-vermittelte Aktivie-

rung durch die Neutralisierung von IFN-α und/oder IFN-β mittels spezifischer bzw. einen

gegen den IFN-I Rezeptor gerichteten Antikörper deutlich verringert. Auch eine Kombina-

tion dieser Antikörper mit anti IL-15 konnte zur Reduktion der CD69-Expression führen. In

einigen Ansätzen  war jedoch das Ausmaß der Hemmung schwächer ausgeprägt. Eine voll-

ständige Unterdrückung der ds-RNS-bedingten Aktivierung war in keinem Versuch zu er-

zielen. Eine ausschließliche Vermittlung des Poly (I:C)-Effekts durch IFN-α und IFN-

β bzw. IL-15 sind daher unwahrscheinlich und das Vorhandensein weiterer, bisher unbe-

kannter Faktoren naheliegend.
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Tabelle 9a–b: Wirkung von Anti-Zytokin-Antikörpern auf die Poly (I:C)-vermittelte

γγγγδδδδ T-Zell-Aktivierung

Medium
Isotyp-
kontrolle

Anti-IFN-
αααα

Anti-IFN-
ββββ

Anti-IFN-
Rezeptor

Medium 11,9 - 9,7 10,2 9,5

Poly (I:C) 44,0 52,1 24,7 27,0 18,8

IFN-αααα 58,9 61,6 14,4 - 27,9

IFN-ββββ 40.9 41,5 - 9,1 19,7

Tab. 9a)

Medium
Isotyp-
kontrolle

Anti-IFN-
Rezeptor

Anti-IL-15
Anti-IFN-Rezeptor
+Anti-IL-15

Medium 11,8 13,7 16,4 16,1 15,0

Poly (I:C) 53,3 54,4 40,4 52,1 38,4

IFN-αααα    ++++IFN-ββββ 41,2 35,9 15,9 - -

IL-15 42,3 46,1 - 16,1 -

Tab. 9b)

PBL (1*105/Napf) wurden als Duplikate in 10%igem AB-Medium ohne IL-2 in Ansätzen

ohne bzw. mit Poly (I:C) (50 µg/ml) bzw. Zytokin (IFN-α bzw. IFN-β 103 U/ml; IL-15 50

ng/ml) ausplattiert und je 5 µg/ml neutralisierende Anti-Zytokin-Antikörper (Anti-IFN-α,

Anti-IL-15, Anti-IFN-β, Anti-IFN I-Rezeptor) bzw. Isotypkontrolle (Antikörper verdünnt

in 10%igem Medium) dazugegeben. An Tag 1 wurde die CD69-Expression auf γδ T-Zellen

im FACS analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert des prozentualen Anteils CD69-positiver

γδ T-Zellen
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4. Bedeutung von verschiedenen Zellen und Zytokinen für die Poly (I:C)-

vermittelte Proliferation von γγγγδδδδ T-Zellen

4.1. Wirkung von CD11c-positiven Zellen, B-Zellen, ααααββββ T-Zellen und NK-Zellen

4.1.1. CD11c-positive Zellen

Wie in Kapitel 3.2.1. ausgeführt wird, wurde die Poly (I:C)-vermittelte Aktivierung von γδ

T-Zellen v. a. durch CD11c-positive Zellen bewirkt. Um herauszufinden, ob diese Subpo-

pulation auch für den kostimulierenden Effekt auf die γδ T-Zell-Proliferation verantwortlich

ist, wurde sie aus einem PBL-Gemisch mittels MACS entfernt und im Vergleich zu nicht-

separierten PBL in Kultur genommen.

In diesen Versuchen, dargestellt in den Abbildungen 12 und 13, war nach Depletion der

CD11c-positiven Zellen das Auswachsen der γδ T-Zellen nach IPP-Stimulation stark einge-

schränkt. Dieser Effekt konnte auch durch den Zusatz einer hohen IL-2-Konzentration oder

von ds-RNS nicht aufgehoben werden. Dies lässt sich möglicherweise durch eine bisher

unbekannte kostimulierende Wirkung von CD11c-positiven Zellen erklären. Durch die er-

neute Zugabe von unstimulierten CD11c-positiven Zellen konnte die Poly (I:C)-vermittelte

γδ T-Zell-Kostimulation wiederhergestellt werden. Wurden unreife, myeloische DCs sub-

stituiert, konnte die IPP-induzierte Proliferation von γδ T-Zellen auch unabhängig vom

Vorhandensein von Poly (I:C) induziert werden. Dieses Ergebnis könnte ebenso als Hin-

weis auf eine bisher unbekannte Beteiligung von CD11c-positiven DCs an der IPP-

induzierten Proliferation von γδ T-Zellen gewertet werden, z.B. durch Zell-Zell-Kontakt-

vermittelte Signale.
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 PBL              ohne CD11c+        ohne CD11c+        ohne CD11c+

            +CD11c+                 +DC

Abbildung 12: Bedeutung CD11c-positiver Zellen für die Poly (I:C)-induzierte γγγγδδδδ T-

Zell-Proliferation

Gesamt-PBL und PBL nach Depletion von CD11c-positiven Zellen wurden in der Konzent-

ration von 1*105 Zellen/Napf in 10%igem AB-Medium ohne IL-2 ausplattiert. Wurden an

Tag 1 CD11c-positive Zellen dazugegeben, wurden nur 5*104 Zellen/Napf ausplattiert. Die

CD11c-positive Fraktion bzw. unreife, CD11c-positive DCs wurden über Nacht mit Medi-

um (CD11c+ oder DC) inkubiert. An Tag 1 wurden die Zellen zweimal mit Medium gewa-

schen und z. T. zu den zuvor ausplattierten Zellen hinzugegeben. Die DCs wurden zu je

1*105 Zellen/Napf in Konzentrationen von  5*103 Zellen/Napf hinzugefügt. Alle Ansätze

wurden mit IL-2 (10 U/ml) substituiert, als Positivkontrolle wurde IPP (2,5 µg/ml), als Ne-

gativkontrolle Medium verwendet. Ggf. wurde Poly (I:C) (50 µg/ml) dazugegeben. An Tag

7 wurde der Anteil der γδ T-Zellen an den CD3-positiven Zellen im FACS analysiert. Dar-

gestellt sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils γδ TZR-positiver T-Zellen.

0

10

20

30

40

50

60
pa

n 
γγγγ δδδδ

+
 [%

C
D

3+
]

Medium
IPP 
Poly (I:C) 
Poly (I:C) +IPP 



64

PBL          PBL          ohne CD11c+        ohne CD11c+

     10 U/ml IL-2         100 U/ml IL-2        10 U/ml IL-2       100 U/ml IL-2

Abbildung 13: Bedeutung CD11c-positiver Zellen für die Poly (I:C)-induzierte γγγγδδδδ T-

Zell-Proliferation

Gesamt-PBL und PBL nach Depletion von CD11c-positiven Zellen wurden in der Konzent-

ration von 1*105 Zellen/Napf in 10%igem AB-Medium mit IL-2 (10 U/ml bzw. 100 U/ml)

substituiert. Als Positivkontrolle wurde IPP (2,5 µg/ml), als Negativkontrolle Medium ver-

wendet; ggf. wurde Poly (I:C) (50 µg/ml) dazugegeben. An Tag 7 wurde der Anteil der γδ

T-Zellen an den CD3-positiven Zellen im FACS analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte

des prozentualen Anteils γδ TZR-positiver T-Zellen.
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4.1.2. B-Zellen

Weiterhin wurden B-Zellen entfernt und die Wirkung von Poly (I:C) auf PBL und B-Zell-

depletierte PBL in γδ T-Zell-Proliferationsassays untersucht, was in Tabelle 10 gezeigt ist.

Dabei konnte eine verminderte IPP-induzierte γδ T-Zell-Proliferation nach B-Zell-

Depletion (bei niedriger IL-2 Dosis) festgestellt werden. Durch eine Steigerung der IL-2

Dosis war dieser Effekt nicht mehr nachzuweisen. Die Wachstumshemmung könnte durch

Anreicherung von Monozyten, αβ T-Zellen oder NK-Zellen nach der Depletionsbehand-

lung erklärt werden. Eine Poly (I:C)-induzierte Kostimulation war in sehr unterschiedli-

chem Ausmaß sowohl unter Einschluss als auch nach Entfernen der B-Zellen in den Ansät-

zen mit oder ohne IPP vorhanden. Diese Subpopulation ist demnach ebenso nicht an der ds-

RNS induzierten Kostimulierung der γδ T-Zellen beteiligt.

Tabelle 10: Einfluss von Poly (I:C) auf die γγγγδδδδ T-Zell-Proliferation nach der Depletion

von CD19-positiven Zellen

Medium IPP Poly (I:C) IPP+ Poly (I:C)

PBL 0,3 7,1 0,2 12,410 U/ml
IL-2 Ohne CD19+ 0,1 3,4 1,2 9,9

PBL 2,0 18,8 3,5 19,750 U/ml
IL-2 Ohne CD19+ 1,6 15,5 4,9 18,4

Gesamt-PBL und depletierte PBL (ohne CD19-positive Zellen) wurden in der Konzentrati-

on von 5*104 Zellen/Napf in 10%igem AB-Medium mit IL-2 (10 U/ml bzw. 50 U/ml), IPP

(2,5 µg/ml) und/ oder Poly (I:C) (100 µg/ml)  ausplattiert. An Tag 8 wurde im FACS die

Proliferation der γδ T-Zellen bestimmt. Dargestellt sind die Stimulationsindices des Anteils

der γδ T-Zellen an den CD3-positiven Zellen.
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4.1.3. CD14-positive Zellen

Monozyten können, abhängig von den Versuchsbedingungen, unterschiedliche Effekte auf

das Wachstum von γδ T-Zellen haben (sowohl proliferationsfördernd als auch -hemmend)

[149, 150]. Da Poly (I:C) auch auf Monozyten einwirkt, wurden in mehreren γδ T-Zell-

Proliferationsassays PBL, teilweise nach Depletion von CD14-positiven Zellen, mit Poly

(I:C) inkubiert. Dabei waren die Depletionseffizienzen in den einzelnen Versuchen ver-

gleichbar, was in  Abbildung 14a) dargestellt wird. Weiterhin war eine kostimulierende

Wirkung der ds-RNS auf das Wachstum von γδ T-Zellen sowohl im PBL-Ansatz als auch

nach der Entfernung der Monozyten nachzuweisen (siehe Abbildung 14b)). Deutlich wird

jedoch auch, dass die Proliferation der γδ T-Zellen in den einzelnen Versuchen  sehr unter-

schiedlich war. So konnte in Versuch 5 (im Ansatz ohne Monozyten) bereits eine ausge-

prägte Stimulation in der Positivkontrolle ohne Poly (I:C) nachgewiesen werden, so dass

durch Zugabe der ds-RNS kein zusätzlicher Effekt sichtbar war. Zum Teil konnte allein

durch die Entfernung der Monozyten eine Zunahme der Proliferation (Versuche 1, 4 und 5)

nachgewiesen werden, zum anderen eine Hemmung des Auswachsens (Versuch 2 und 3).

Dies wäre möglicherweise auch allein durch die Depletionsbehandlung erklärbar. Ver-

gleicht man die Zunahme der Stimulationsindices mit oder ohne Monozyten, so sind diese

Werte in jedem Versuch ähnlich; in den Versuchen 1, 4 und 5 war die Zunahme ohne Mo-

nozyten jedoch geringer, im Versuch 2 etwas höher und in Versuch 3 nach Inkubation mit

der ds-RNS sehr ausgeprägt. In der Regel war auch nach Entfernung der CD14-positiven

Zellen eine Kostimulation der γδ T-Zell-Proliferation durch Poly (I:C) zu sehen; die Aus-

prägung war jedoch davon abhängig, ob nach der Depletion das Auswachsen ohne Poly

(I:C) gehemmt oder stimuliert worden war.
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Abbildung 14a–b): Depletion von Monozyten: Einfluss auf die Poly (I:C)-vermittelte

γγγγδδδδ T-Zell-Proliferation

    Vor MACS           Nach MACS

PBL 5

Abb. 14a): MACS-Kontrolle

PBL

+IPP

PBL +IPP

+Poly (I:C)

-fache Zu-

nahme SI

-CD14+

+IPP

-CD14++IPP

+Poly (I:C)

-fache Zu-

nahme SI

PBL 1 5,68 9,30 1,64 7,92 9,70 1,23

PBL 2 2,90 15,37 5,3 1,99 12,22 6,13

PBL 3 3,52 7,79 2,21 0,37 6,15 16,40

PBL 4 2,37 13,00 5,49 3,65 16,04 4,40

PBL 5 9,22 15,61 1,69 17,71 17,98 1,02

Abb.14b:

In verschiedenen Versuchen wurden Gesamt-PBL und depletierte PBL (ohne CD14-

positive Zellen) als Duplikate in der Konzentration von 5*104 Zellen/Napf in 10%igem

AB-Medium mit IL-2 (10 U/ml), IPP (2,5 µg/ml) und Poly (I:C) (100 µg/ml)  ausplattiert.

An Tag 8 wurde im FACS die IPP-induzierte Proliferation der γδ T-Zellen bestimmt; auf

eine Darstellung der Ansätze ohne IPP wurde verzichtet. Dargestellt sind die Mittelwerte

des prozentualen Anteils der γδ T-Zellen an den CD3-positiven Zellen der Einzelexperi-

mente sowie der Mittelwert aller Versuche für jeden Ansatz.

CD14+

Vor MACS Nach MACS

PBL 1 17,0 0,2

PBL 2 17,5 0,1

PBL 3 10,2 0,1

PBL 4 9,7 0,3
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4.1.4.  αβ T-Zellen

In γδ T-Zell-Proliferationsassays wurde der Einfluss von Poly (I:C) auf das Auswachsen

der T-Zellen untersucht: Dazu wurde entweder der Anteil der γδ T-Zellen an den Gesamt

CD3-positiven Zellen an Tag 8 im FACS oder die Absolutzahl der γδ T-Zellen (siehe

Erläuterung zu Tabelle 11) sowie der Stimulationsindex nach Depletion der αβ  T-Zellen

bestimmt.

In Abbildung 15 wird zunächst die Depletionseffizienz gezeigt. Wie weiterhin in der

Tabelle 11 dargestellt ist, konnte durch Poly (I:C) im Vergleich zu den Ansätzen ohne ds-

RNS das Auswachsen der γδ T-Zellen in den Ansätzen mit IPP immer gesteigert werden,

jedoch in sehr unterschiedlichem Ausmaß. Ohne IPP wurde das Wachstum der γδ T-Zellen

durch Poly (I:C) bereits ohne IL-2 und ohne αβ T-Zellen gesteigert. Dies weist auf eine z.

T. Antigen-unabhängige kostimulierende Wirkung von Poly (I:C) auf γδ T-Zellen hin.

Weiterhin hatte die Entfernung der αβ T-Zellen im allgemeinen keinen negativen, sondern

einen fördernden Einfluss auf das Wachstum der γδ T-Zellen. Anders verhielt es sich im

Ansatz mit IPP und Poly (I:C): Nach Entfernung der αβ T-Zellen nahmen die γδ T-Zellen,

gemessen am SI, im Vergleich zu den nichtseparierten Zellen nicht mehr so stark zu. Dies

könnte als Hinweis auf eine Mitbeteiligung der αβ T-Zellen am ds-RNS-Effekt auf die γδ

T-Zell-Proliferation gedeutet werden.

       Vor MACS  Nach MACS

Abbildung 15: MACS-Kontrolle

ααααββββ-FITC
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Tabelle 11: Einfluss von αααα ββββ     T-Zellen auf die Poly (I:C)-vermittelte γγγγ δδδδ T-Zell-

Proliferation

PBL PBL ohne ααααββββ T-Zellen

Tag 0 Tag 8 SI Tag 0 Tag 8 SI

Medium 1.300 2.350 0,8 3.400 5.500 0,6

IPP 1.300 2.650 1,0 3.400 13.500 3,0

Poly (I:C) 1.300 2.650 1,0 3.400 7.000 1,1

IPP+ Poly (I:C) 1.300 48.000 35,9 3.400 58.000 16,1

Aus einem Teil der durch Dichtegradienten-Zentrifugation gewonnenen PBL wurden die

αβ T-Zellen durch MACS depletiert und im Vergleich zu nichtseparierten Zellen in einer

Konzentration von 5*104 Zellen/Napf in 10%igem AB-Medium, ohne IL-2, mit oder ohne

Poly (I:C) (100 µg/ml) bzw. IPP (2,5 µg/ml) in Duplikaten ausplattiert. Dabei war die An-

zahl der γδ T-Zellen in beiden Ansätzen unterschiedlich. Zur Bestimmung der absoluten

Zahl an γδ T-Zellen wurden die Zellen an Tag 8 gezählt und mit dem im FACS gemessenen

Anteil  der pan γδ TZR-positiven Zellen korreliert. Dargestellt sind die Mittelwerte der ab-

soluten Anzahl der γδ T-Zellen, sowie der Stimulationsindex SI:

Anzahl (pan-γδ TZR+) Tag 8 - Anzahl (pan-γδ TZR+) Tag 0
Stimulationsindex SI:

Anzahl (pan-γδ TZR+) Tag 0

4.1.5. NK-Zellen

Wie bereits für αβ T-Zellen beschrieben, wurden in γδ T-Zell-Proliferationsassays PBL mit

und ohne Depletion von CD16/CD56-positiven Zellen nach Poly (I:C)-Gabe untersucht.

Diese beiden Oberflächenmoleküle sind jedoch auch auf anderen Leukozyten nachweisbar

(γδ T-Zellen, CD16/56-positivenαβ T-Zellen (NKT-Zellen) sowie CD16-positiven Mono-

zyten), die durch die Depletionsbehandlung ebenfalls entfernt wurden.
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(γδ T-Zellen, CD16/56-positiven αβ T-Zellen (NKT-Zellen) sowie CD16-positiven

Monozyten), die durch die Depletionsbehandlung ebenfalls entfernt wurden.

In Abbildung 16 wird zunächst die Depletionseffizienz  sowie in Tabelle 12 a) der relative

Anteil der γδ  T-Zellen vor und nach MACS dargestellt. Dargestellt in Tabelle 12b), konnte

in diesem Versuch bereits durch die Depletion der CD16/56-positiven Zellen im Ansatz

ohne ds-RNS sowohl mit als auch ohne IPP im Vergleich zu den Gesamt-PBL ein deutlich

gesteigertes Auswachsen der γδ T-Zellen gemessen werden. Nach Zugabe des

Oligonukleotids war eine schwächere Proliferation nachzuweisen. Dieser Unterschied,

gemessen am SI, könnte ebenfalls durch eine von CD16/56-positiven Zellen vermittelte

Poly (I:C)-Wirkung auf das γδ T-Zell-Wachstum, aber auch durch eine „Überstimulation“

der ausgeprägten γδ T-Zell-Proliferation nach NK-Zell-Depletion durch die Poly (I:C)-

Gabe bedingt sein.

Vor MACS      Nach MACS

Abbildung 16: MACS-Kontrolle

Tabelle 12a): Relativer Anteil der γγγγδδδδ T-Zellen

Pan γγγγδδδδ T-Zellen [%CD3+]

Vor MACS Nach MACS

3,9 1,2
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Tabelle 12b): Einfluss von Poly (I:C) auf die γγγγδδδδ T-Zell-Proliferation nach der Depleti-

on von CD16/CD56-positiven Zellen

Medium IPP Poly (I:C) IPP+ Poly (I:C)

PBL 1,0 29,9 2,2 30,4

Ohne CD16/56+ Zellen 9,9 84,1 0,2 61,9

Gesamt-PBL und depletierte PBL (ohne CD16/CD56-positive Zellen) wurden in der Kon-

zentration von 5*104 Zellen/Napf in 10%igem AB-Medium mit IL-2 (10 U/ml), IPP (2,5

µg/ml) und/ oder Poly (I:C) (100 µg/ml) ausplattiert; zu beachten ist, dass auch γδ T-Zellen

bei der Depletion der NK-Zellen entfernt wurden. An Tag 8 wurde im FACS die Prolifera-

tion der γδ T-Zellen bestimmt. Dargestellt sind die Stimulationsindices des Anteils der γδ T-

Zellen an den CD3-positiven Zellen.

4.2. Zytokine

4.2.1. Wirkung von Überständen stimulierter iDCs

Da die Poly (I:C)-vermittelte Aktivierung von γδ T-Zellen bereits durch Zugabe des Über-

standes stimulierter, unreifer, myeloischer DCs imitiert werden konnte, sollte auch deren

Wirkung auf die γδ T-Zell-Proliferation untersucht werden. Hierzu wurden CD11c-positive

DCs für fünf Stunden mit der ds-RNS inkubiert, gewaschen und erneut kultiviert. Am Fol-

getag wurden PBL mit den Überständen bzw. mit Poly (I:C) unter Zugabe von IL-2 (10

U/ml) und IPP (2,5 µg/ml) bzw. Medium in Kultur gegeben und der Anteil der γδ T-Zellen

an den CD3-positiven Zellen nach sieben Tag mittels FACS gemessen. Wie in Abbildung

17 dargestellt ist, konnte durch den Überstand der aktiverten DCs kein kostimulierender

Effekt auf die γδ T-Zell-Proliferation induziert werden. Die für die Aktivierung mitverant-

wortlichen löslichen Substanzen sind eher nachteilig für das Auswachsen der γδ T-Zellen.
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Abbildung 17: Bedeutung des Überstandes von CD11c-positiven DCs für Poly (I:C)-

Wirkung

Gesamt-PBL (1*105 Zellen/Napf) wurden in 50 µl 10%igem AB-Medium ohne IL-2 aus-

plattiert. Unreife, CD11c-positive DCs eines Fremdspenders (2*105) wurden in 500 µl Me-

dium ohne IL-2 für 5 Stunden mit Poly (I:C) (100µg/ml) oder Medium inkubiert und im

Anschluss die Zellen zweimal mit Medium gewaschen. Die DCs wurden erneut in 500 µl

Medium ohne Poly (I:C) aufgenommen und für weitere 20 Stunden inkubiert. An Tag 1

wurden die Überstände abgenommen und in die jeweiligen Ansätze zu den zuvor ausplat-

tierten Zellen in einer Verdünnung von 1:10 gegeben. Alternativ wurde in so bezeichnete

Ansätze Poly (I:C) (50 µg/ml) bzw. Medium hinzugefügt und das Gesamtvolumen auf 100

µl ergänzt. An Tag 8 wurde der Anteil der γδ T-Zellen an den CD3-positiven Zellen im

FACS analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte des prozentualen Anteils γδ TZR-

positiver T-Zellen.
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4.2.2. Wirkung von Zytokinen

Wie beschrieben, wirkt Poly (I:C) über die Induktion verschiedener Zytokine aktivierend

auf γδ T-Zellen. So wurde in Proliferationsexperimenten untersucht, ob der kostimulierende

Effekt der ds-RNS auf γδ T-Zellen ebenfalls durch Wachstumsfaktoren vermittelt wird.

Dazu wurden PBL mit IPP und Zytokinen inkubiert und nach sieben Tagen der Anteil der

γδ T-Zellen an den CD3-positiven Zellen bestimmt. Eingesetzt wurden IFN-α, IFN-β, IFN-

γ, und TNF-α. Diese Zytokine sind in der Literatur sowohl als hemmend als auch kostimu-

lierend auf γδ T-Zellen beschrieben worden [83, 85, 151] und sollten mit der Wirkung von

Poly (I:C) verglichen werden (IFN I); daneben war von Interesse, ob ein Zusammenhang

zwischen der Induktion von CD69 auf γδ T-Zellen und ihrer Proliferationsfhigkeit besteht.

Da für TNF-α sowohl Hemmung als auch Kostimulation beschrieben wurden, sollte der

Einfluss der Kulturbedingungen auf das Auswachsen der γδ T-Zellen mit diesem Zytokin

untersucht werden.

Zur Untersuchung der Zytokinwirkung auf die IPP-vermittelte γδ T-Zell-Proliferation wur-

de eine Reihe von Versuchen durchgeführt, die in Tabelle 13 zusammengefasst sind. Dabei

konnten wir den wachstumshemmenden Effekt von IFN-α bestätigen, da dieses Zytokin im

gesamten Konzentrationsbereich von 10 bis 10 4 U/ml die γδ T-Zell-Proliferation titrierbar

verminderte. IFN-β wirkte gleichfalls in hohen Dosen hemmend; in einem Teil der Versu-

che war eine Kostimulation durch 10 U/ml (ohne IFN: 30% der CD3-positiven Zellen wa-

ren γδ-TZR positiv; 10 U/ml IFN-β: 50%) nachweisbar, mit 50 U/ml auch ohne IL-2 Zuga-

be (ohne IFN: 3% der CD3-positiven Zellen waren γδ-TZR positiv; 50 U/ml IFN-β: 10%).

IFN-γ war wiederholbar kostimulierend wirksam, jedoch in unterschiedlichen Konzentrati-

onen (10 2 bis10 3 U/ml) und nur bei Anwesenheit von Monozyten. TNF-α war in einem

Konzentrationsbereich von 5–10 2 ng/ml ausschließlich in FCS-haltigem Medium kostimu-

lierend wirksam. Dies entspricht den publizierten Ergebnissen der anderen Arbeitsgruppen.

Interessant ist, dass die CD69-Expression nicht mit der Wirkung der einzelnen Zytokine auf

das Wachstum der γδ T-Zellen korreliert. Dies kann durch den Effekt der Zytokine auf eine

Reihe von unterschiedlichen Zielzellen erklärt werden und bestätigt zum anderen, dass
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CD25 der bislang einzige prospektive Aktivierungsmarker ist, der bereits ab Tag 3 auf ein

Auswachsen der γδ T-Zellen (bei ausreichender IL-2 Gabe) hinweist.

Tabelle 13: Proliferation von γγγγδδδδ T-Zellen nach Zytokinzugabe

IFN-αααα IFN-ββββ IFN-γγγγ TNF-αααα

CD69 ↑↑↑ ↑↑↑ ↑ 0

Proliferation --- --/+ + ++

Konzentration für

Kostimulation
- 10–50 U/ml 102–103 U/ml 5–102 ng/ml

Anmerkungen - -
Nur bei Anwesenheit

von Monozyten

Nur in FCS-

haltigem Medium

↑↑↑: Zytokininduziert ausgeprägte CD69-Expression auf γδ T-Zellen (> 50% CD69+)

↑:      Zytokininduziert gute CD69-Expression auf γδ T-Zellen (< 40% CD69+)

++:    gute Kostimulation (> 20% der Ausgangszellzahl)

+:      mäßige Kostimulation (< 20% der Ausgangszellzahl)

0:      kein Einfluss auf die Proliferation

- - :   Proliferationshemmung im Konzentrationsbereich > 50 U/ml

- - - : Proliferationshemmung im gesamten Konzentrationsbereich

PBL (5*104/Napf) wurden in 10%igem AB-Medium und 10 U/ml IL-2, ohne und mit  IPP

(2,5 µg/ml) sowie Zytokinen in verschiedenen Konzentrationen inkubiert: IFN-α, IFN-β,

IFN-γ (104/103/102/50 bzw. 10 U/ml), TNF-α (102/50/10/5/1/0,5/0,1 ng/ml), verdünnt in

Medium. An Tag 7 wurde der Anteil der γδ T-Zellen an den CD3-positiven Zellen im

FACS bestimmt. Dargestellt ist die Wirkung der Zytokine auf die IPP-vermittelte Prolife-

ration aus mehreren Einzelversuchen sowie der Konzentrationsbereich, in dem eine Kosti-

mulation nachweisbar war. Zur Messung von CD69 siehe Kap. 3.2.3.
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 DISKUSSION

1. Kostimulation von PBL durch Poly (I:C)

1.1. Expression von Aktivierungsmarkern auf γγγγδδδδ  T-Zellen und Vergleich mit ande-

ren mononukleären Zellen

γδ T-Zellen sind, neben ihrer antibakteriellen und antiprotozoonalen Funktion, auch an der

Abwehr von Virusinfektionen beteiligt (Review: [127, 139]). Die bisherigen Untersuchun-

gen wurden sowohl im murinen als auch humanen System durchgeführt und bezogen sich

auf Aktivierungsmarker, Lokalisation, Kinetik und Funktion der γδ T-Zellen sowie die Be-

teiligung von Antigenen. Neben dem Anstieg der Aktivierungsmarker HLA-DR und CD38

wurden sowohl das Einwandern in infizierte Gewebe, eine Zunahme im peripheren Blut in

der Rekonvaleszenz als auch die unspezifische Lyse von virusinfizierten Zellen beschrie-

ben. Ein spezifisches Antigen wurde im humanen System nicht entdeckt; die Entdeckung

von NK-Zell-inhibierenden und -aktivierenden Rezeptoren (wie z. B. NKG2D) lässt jedoch

die virusinduzierte Modulation von Zelloberflächenmolekülen (wie die NKG2D-Liganden

MICA/B oder die UL16-bindenden Proteine ULBP 1–4, [152]) vermuten, die zur Initiie-

rung verschiedener Effektorfunktionen (wie Zytotoxizität, Zytokin- und Chemokin-

Produktion) führen. Im murinen System scheinen HSPs sowie bestimmte virale Hüllprotei-

ne γδ T-Zellen aktivieren zu können.

Da γδ T-Zellen sowohl mit αβ T-Zellen als auch NK-Zellen funktionelle Gemeinsamkeiten

besitzen, stellt sich die Frage, ob unspezifische Mechanismen der Zellaktivierung im Rah-

men von viralen Infektionen auch für die Aktivierung von γδ T-Zellen eine Rolle spielen.

Mit der synthetischen Doppelstrang-RNS Poly (I:C) wurde in den durchgeführten Experi-

menten eine Substanz verwendet, die bestimmte Virusinfektionen simuliert und NK-Zellen

sehr gut aktiviert [6]. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit Poly (I:C) auch

γδ T-Zellen aktiviert, welche Unterschiede zu anderen Zellpopulationen bestehen und wel-

che Mechanismen der Aktivierung zugrunde liegen. Weiterhin sollte die Poly (I:C)-
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vermittelte Stimulation von γδ T-Zellen mit der spezifischen Aktivierung durch Phospoan-

tigene verglichen werden.

Im Gegensatz zu den spezifischen Antigenen, die verschiedene Aktivierungsmarker (wie

z.B. CD69, CD25, CD54, CD95 oder CD122) über einen mehrtägigen Zeitraum zu induzie-

ren vermögen, stieg in unseren Untersuchungen Poly (I:C)-vermittelt allein das zu einem

frühen Zeitpunkt nachweisbare CD69-Molekül an; die Expression war nach 24 Stunden

maximal, fiel dann rasch wieder ab und wurde auch im Verlauf von mehreren Tagen nicht

wieder hinaufreguliert [84, 138]. Dies spricht für eine suboptimale Aktivierung der T-

Zellen durch die ds-RNS, da CD69 nur bei anhaltender Stimulation und damit PKC-

Aktivierung an der Zelloberfläche nachweisbar bleibt (Review: [153]). Die in anderen Vi-

rusexperimenten in vivo/in vitro beschriebene Erhöhung von HLA-DR wurde in diesen

Versuchen nicht untersucht [138].

Auch in unserem System konnte, wie beschrieben, eine Aktivierung von Monozyten gefun-

den werden [6, 10]. Daneben war ein Anstieg der CD69-Expression auf NK-Zellen, CD4-

und CD8-positiven Zellen, insbesondere auf CD16/CD56-positiven T-Zellen, nachzuwei-

sen. Bislang war nur die Aktivierung von NK-Zellen durch Poly (I:C), nicht aber von T-

Zellen bekannt [6]. Dabei blieb, im Gegensatz zu den γδ T-Zellen, die CD69-Expression

auf den NK-Zellen auch an den Tagen 2 und 3 erhöht; zudem wurde auch CD25 verstärkt

exprimiert. Dies steht im Einklang mit neuen Ergebnissen, die eine direkte Aktivierung der

NK-Zellen durch die ds-RNS zeigen [24]. Interessant ist auch, dass mehr NK-Zellen, NKT-

Zellen oder γδ T-Zellen durch Poly (I:C) stimuliert werden. Die durch Poly (I:C) vermittelte

Zellaktivierung scheint daher ein relativ unspezifisches Geschehen zu sein und wurde bis-

lang für T-Zellen noch nicht beschrieben. Die Reaktivität der NK-Zellen und γδ T-

Lymphozyten ist jedoch deutlich stärker ausgeprägt als die der αβ T-Lymphozyten, was im

Einklang mit ihrer Rolle bei der „first line of defense“ gegen Infektionen (auch viralen)

steht [26].
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1.2. Bedeutung der CD69-Zunahme

Die Bedeutung des CD69-Moleküls ist bislang noch nicht eindeutig geklärt. Als Aktivie-

rungsmarker auf Lymphozyten und anderen Zellen in der Durchflusszytometrie etabliert, ist

seine eigentliche biologische Funktion noch nicht ausreichend bekannt [154]. Beschrieben

wurde die Auslösung einer Proliferation von T- und B-Zellen sowie Thymozyten mittels

monoklonaler Antikörper gegen CD69 in Gegenwart von PMA. Die Quervernetzung von

CD69 auf aktivierten T-Zellen erzeugt einen extrazellulären Ca2+-Einstrom, der bei gleich-

zeitiger PKC-Stimulation die Genexpression für IL-2, IFN-γ oder TNF-α, aber auch CD25

stimuliert. Daneben wird berichtet, dass über CD69 eine zytotoxische Aktivität von NK-

Zellen oder γδ T-Zellen entstehen kann [155]. Bei Monozyten kann eine CD69-Stimulation

ebenfalls zu zytotoxischer Aktivität führen, die über NO-Produktion und -Freisetzung ver-

mittelt wird. Welcher natürliche zelluläre Ligand CD69 stimuliert, ist nicht bekannt. Mögli-

cherweise wird er im Rahmen einer Virusinfektion auf der Oberfläche von infizierten Zel-

len exprimiert; der Kontakt mit der Zielzelle könnte in den durch Virus-RNS aktivierten,

CD69-positiven T-Zellen eine gerichtete zytotoxische Aktivität auslösen. Dieser Mecha-

nismus würde die Bedeutung der γδ T-Zellen als MHC-unabhängige, NK-ähnliche Zellen

zur schnellen Abwehr viraler Erkrankungen unterstreichen. Da für die Induktion von CD25

mit nachfolgender Proliferation ein weiteres Signal vonnöten ist, das zur PKC-Aktivierung

führt, ist ein Schutz vor einer andauernden γδ T-Zell-Aktivierung gegeben.

1.3. Effektorfunktionen von T-Zellen nach Aktivierung durch Poly (I:C)

Nach Aktivierung von T-Zellen über ihren TZ-Rezeptor durch spezifische Antigene, einen

Anti-TZR/Anti-CD3-Antikörper oder Mitogene reifen sie zu Effektorzellen aus und werden

zytotoxisch, sezernieren Zytokine und Chemokine und proliferieren in Abhängigkeit von

einem zweiten Signal (Review: [26]). Von Interesse war daher, inwieweit eine Poly (I:C)-

vermittelte Aktivierung auch Effektorfunktionen von T-Zellen bedingte. Dabei wurden die

Proliferation und IFN-γ Sekretion der γδ T-Zellen näher untersucht.
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Da Poly (I:C) auf γδ T-Zellen den Aktivierungsmarker CD69 induzieren konnte, stellte sich

die Frage, ob durch ein zweites Signal (wie einer suboptimalen IPP-Dosis oder durch IL-2)

die Proliferation von γδ T-Zellen ausgelöst bzw. verstärkt werden konnte und die ds-RNS

damit in der Art eines Kostimulus wirkt. Zunächst wurde in γδ T-Zell-Proliferationsversu-

chen nachgewiesen, dass nach Zugabe von Poly (I:C) kein isolierter Effekt auf das Aus-

wachsen der γδ T-Zellen vorhanden war. Wurde die ds-RNS jedoch zusätzlich zu IPP

und/oder IL-2 dazugegeben, war konzentrationsabhängig ein kostimulierender Effekt vor-

handen. Dies wurde v. a. bei Vorhandensein niedriger IL-2 und IPP-Konzentrationen deut-

lich. Zudem korrelierte diese Beobachtung mit der Tatsache, dass durch die ds-RNS nur

eine vorübergehende Expression von CD69 und nicht von CD25 (als prospektivem Marker

für eine Proliferation) induziert wurde. Welches spezifische virale Antigen von γδ T-Zellen

erkannt wird, bleibt weiterhin unklar. Zwar wurden natürlich vorkommende, bakterielle

Vγ9Vδ2 T-Zell-Liganden beschrieben, die mit dem nichtklassischen Mevalonat-Weg der

Isoprenoidsynthese assoziiert sind [46, 52, 54]. Weder dieser Stoffwechselweg noch

Phosphoantigene wurden jedoch in Viren nachgewiesen. Des weiteren ist die Erkennung

von virusinfizierten Zellen γδ TZR-abhängig und auch Poly (I:C) wirkt nur additiv zu

Phosphoantigen kostimulierend auf die γδ T-Zell-Proliferation [142]. Wahrscheinlicher ist

ein zellulärer (Selbst-) Ligand, welcher durch eine virale Infektion induziert oder modifi-

ziert wird [74, 152].

Wie auch für andere Substanzen mit einer unspezifischen, proliferationsfördernden Wir-

kung auf γδ T-Zellen beschrieben, konnten zu den spezifischen Antigenen vergleichbare

Effekte nur durch das Zusammenwirken verschiedener Faktoren erzielt werden, was einen

Schutz vor andauernder, unspezifischer γδ T-Zell-Aktivierung und -Proliferation darstellt.

Eine wesentliche Effektorfunktion von γδ T-Zellen ist die Sekretion von IFN-γ nach Akti-

vierung mit einem Antigen oder Stimulation z. B. durch PMA und Ionomycin. Daher wur-

de untersucht, ob auch Poly (I:C) die IFN-γ Freisetzung durch γδ T-Zellen fördert. Dazu

wurden die Überstände im ELISA von PBL bzw. Monozyten-depletierten PBL nach 24 und

64 h mit und ohne Poly (I:C) auf ihren Gehalt an IFN-γ untersucht. Die Zugabe von Poly

(I:C) allein führte selbst nach drei Tagen kaum zur Produktion von IFN-γ. Wurde zu den
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depletierten Zellen Poly (I:C) dazugegeben, konnte im Vergleich zum Ansatz ohne ds-RNS

die höchste Konzentration von IFN-γ gemessen werden. Zielzellen für IFN-γ sind v. a. Mo-

nozyten [182]; sie könnten durch eine Aufnahme dieses Botenstoffes zu der niedrigen Kon-

zentration im nicht separierten Ansatz geführt haben. Dies kann auch dadurch erklärt wer-

den, dass Monozyten andere Zellen hemmen und nach ihrer Entfernung jetzt aktivierte

Zellen ohne weiteren Stimulus IFN-γ sezernieren. In diesem Versuchsansatz wurden die

IFN-γ produzierenden Zellen nicht untersucht. Nach neuesten Ergebnissen sind dies wahr-

scheinlich NK-Zellen, die nach Stimulation mit der ds-RNS große Mengen an IFN-γ sezer-

nieren und daneben unter der Kontrolle von Monozyten stehen [24, 156]. In weiteren Ver-

suchen wurde daher in γδ T-Zellen IFN-γ intrazytoplasmatisch gemessen. Während durch

PMA/Ionomycin in γδ T-Zellen IFN-γ induziert wurde, konnte dies für Poly (I:C) nicht

nachgewiesen werden. Dies stellt sowohl einen Gegensatz zu den bekannten Phosphoanti-

genen als auch der Reaktion der mit den γδ T-Zellen verwandten NK-Zellen dar. In Vγ9Vδ2

T-Zell-Linien hingegen kann die ds-RNS in Gegenwart eines Anti-Vγ9-Antikörpers eine

Verstärkung der IFN-γ Sekretion induzieren [25].

2. Mechanismus der Poly (I:C) vermittelten γγγγδδδδ T-Zell-Stimulierung

2.1. Direkte Mechanismen

Für Poly (I:C) sind sowohl direkte als auch indirekte Wirkungsmechanismen beschrieben.

Die sowohl in vivo als auch in vitro erzeugte Resistenz gegen verschiedene Viren [3], die

Inhibierung des Zellwachstums von normalen und tumorösen Zellen sowie die Verstärkung

von zellvermittelter Zytotoxizität und der B-Zell-Antwort auf Antigene lässt sich sowohl

durch die Poly (I:C)-bedingte Induktion verschiedener Zytokine (v. a. Interferone) als auch

die Interaktion mit ds-RNS-abhängigen Enzymen erklären [6]. Während man in der Ver-

gangenheit davon ausging, dass Poly (I:C) nur intrazellulär wirkt (wie auf die IFN-

induzierbare ds-RNS-abhängige PKR), ist inzwischen ein Mitglied der Toll-like Rezepto-

renfamilie (TLR) als Oberflächen-Rezeptor für die ds-RNS identifiziert worden, nämlich
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TLR3 [19]. Da die mit den γδ T-Zellen verwandten NK-Zellen dieses Oberflächenmolekül

exprimieren und dadurch direkt aktiviert werden, stellte sich die Frage, ob dies auch für γδ

T-Zellen zutrifft. So wurden isolierte γδ T-Zellen mit der ds-RNS inkubiert und deren Akti-

vierung untersucht. Die für das Experiment benötigten nicht aktivierten Zellen konnten

nicht durch positive Selektionsverfahren gewonnen werden, da durch die Separation eine zu

starke Voraktivierung erfolgt wäre. Zum anderen ist keine ausreichende Aufreinigung in

einer negativen MACS-Selektion zu erreichen, nachdem kein Antikörper verfügbar ist, der

spezifisch NK-Zellen markiert und damit zur vollständigen Depletion „verunreinigender“

NK-Zellen ohne Verlust von γδ T-Zellen verwendbar wäre. Daher wurden die Untersu-

chungen an zwei γδ T-Zell-Klonen durchgeführt: Während der Expansion der T-Zellen zu

Klonen sterben andere „Bystander“-Zellen weitestgehend ab und können somit keine Zyto-

kine mehr produzieren oder über Zelloberflächenmoleküle kostimulierende Signale an die

γδ T-Zellen weiterleiten. Bei diesem Versuch kam es durch Poly (I:C) nicht zur Induktion

des CD69-Moleküls auf den γδ T-Zellen. Das Mitogen PHA dagegen war in der Lage, die

Zellen zu aktiveren. Dieses Phänomen lässt sich auf unterschiedliche Weise erklären: Klone

entstehen in vitro durch repetitive Stimulation mit einem starken Antigen (z. B. PHA). Na-

tive T-Zellen werden bereits bei wiederholter Reaktivierung auf schwache Antigene anerg

[177] und benötigen bei der Expansion als Klone dann starke Antigene. Falls Poly (I:C) ein

sehr schwaches Antigen darstellt, kann deshalb eine CD69-Hinaufregulierung, im Gegen-

satz zur Wirkung von PHA, unterbleiben, weshalb die Aussagekraft von mit Klonen durch-

geführten Experimenten einschränkt ist. Es kann aber auch ein Hinweis auf eine indirekte

Poly (I:C)-Wirkung sein, da die für einen Poly (I:C)-Effekt benötigten „Bystander“-Zellen

durch die Klonierung nur in äußerst geringem Umfang vorhanden waren.

Dieses Ergebnis wird auch durch andere Arbeitsgruppen bestätigt: Zum einen werden iso-

lierte T-Zellen nicht direkt durch Poly (I:C) aktiviert [24]. Während der Großteil der neue-

ren Untersuchungsergebnisse gegen eine Expression des TLR3 auf γδ T-Zellen spricht ([23,

24, 157], konnten Wesch und Mitarbeiter inzwischen TLR3 auf γδ T-Zellen nachweisen.

Diese schwache Oberflächenexpression betrifft jedoch γδ T-Zell-Linien und Klone, also

vorstimulierte Zellen. TLR3 wurde in unstimulierten γδ T-Zellen nur intrazellulär entdeckt,

so dass eine direkte Aktivierung dieser Zellen wohl ein zeitlich nach geordnetes Phänomen
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darstellt [25]. Darüber hinaus wurde TICAM 1 („Toll/IL-1R containing adapter molecule

1), welches vorzugsweise die Signaltransduktion  durch TLR3 vermittelt, nur in unreifen

DCs, Makrophagen und NK-Zellen detektiert [157].

2.2. Indirekte Mechanismen

Poly (I:C) wirkt auf eine Reihe unterschiedlicher Zellen, wie Zellen des Immunsystems (z.

B. B-Zellen, Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen sowie NK-Zellen) oder Endo-

thelzellen und Fibroblasten. Dies konnte auch in unseren Versuchen durch die Aktivierung

von NK-Zellen, Monozyten und B-Zellen gezeigt werden. Dabei werden neben verschiede-

nen Zytokinen, v. a. IFN Typ I, auch kostimulierende Moleküle (auf B-Zellen oder DCs)

induziert [6, 10, 14, 18, 24, 158].

2.2.1. Induktion kostimulierender Moleküle durch Poly (I:C)

Sowohl im murinen als auch humanen System wurde die Kostimulation von γδ T-Zellen

durch die Interaktion von CD28 mit CD80 (B7.1) oder CD86 (B7.2) beschrieben. Dies

führt neben einer Verstärkung der Proliferation nach Aktivierung mit spezifischen Antige-

nen oder durch Anti-TZR-/Anti-CD3-Antikörper auch zu einer autokrinen IL-2 Sekretion

durch die γδ T-Zellen [79, 159]. Ob die Aktivierung durch die kostimulierenden Moleküle

allein die CD69-Expression auf γδ T-Zellen beeinflusst, ist nicht bekannt. In den gezeigten

Experimenten kam es im Verlauf von drei Tagen zur Abnahme der Expression von CD86

auf Monozyten nach Inkubation mit Poly (I:C) im Vergleich zum Ansatz ohne ds-RNS.

Auf B-Zellen war keine Änderung der CD80/CD86-Expression nach Poly (I:C)-Inkubation

zu erkennen. Eine Kostimulierung durch diese Zellen ist damit unwahrscheinlich. Bei In-

kubation von unreifen myeloischen dendritischen Zellen mit ds-RNS kommt es zu einer

Zunahme der Expression von CD80, CD86, CD40, CD83 und HLA-DR [14, 160]. In die-



82

sem System konnte jedoch die Aktivierung dieser DCs aufgrund ihrer geringen Anzahl im

PBL-Gemisch nicht untersucht werden.

Grundsätzlich ist daher die Beteiligung anderer, nicht untersuchter, kostimulierender Mole-

küle möglich. In Frage kämen z. B. NKG2D-Liganden wie das MICA/B-Molekül, welches

nach bakterieller Infektion auf dendritischen Zellen induziert wird und eine antigenindu-

zierte Lyse dieser Zellen erleichtert. Dieses Molekül wird auch im Rahmen von Virusin-

fektionen exprimiert und wirkt kostimulierend auf CD8-positive T-Zellen [76, 161].

2.2.2. Kostimulation durch Bystanderzellen (αβ T-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, B-

Zellen, CD11c-positive Zellen)

Da in den mit γδ T-Zell-Klonen durchgeführten Experimenten keine Aktivierung der T-

Zellen durch Poly (I:C) mehr möglich war, wurde die Bedeutung von „Bystander“-Zellen

für die Wirkung der ds-RNS untersucht. So wurden durch MACS unterschiedliche Zellen

anhand ihrer Oberflächenmoleküle aus PBL entfernt und die CD69-Expression auf γδ T-

Zellen an Tag 1 mit denen in Gesamt-PBL verglichen. Entfernt wurden CD11c-, CD14-,

CD16/CD56-positive Zellen, αβ T-Zellen oder B-Zellen.

Durch Kadowaki und Mitarbeiter konnte nachgewiesen werden, dass eine Untergruppe von

dendritischen Zellen, die unreifen myeloischen CD11c-positiven DCs sowie Fibroblasten

mittels ds-RNS aktiviert werden [17]. Daher wurden die CD11c-positiven Zellen aus den

PBL depletiert. Diese Fraktion enthält jedoch neben den CD11c-positiven DCs auch NK-

Zellen, Monozyten und eine Untergruppe von B-Zellen sowie T-Zellen [147]. Nach Entfer-

nung dieser Zellen konnte die Wirkung von Poly (I:C) auf γδ T-Zellen vollständig unter-

bunden werden. Wurde die CD11c-positive Fraktion bzw. wurden unreife, myeloische DCs

erneut dazugegeben, konnte die Stimulation der γδ T-Zellen rekonstituiert werden. Eine

Aktivierung ließ sich ebenso durch den nach eintägiger Stimulation mit der ds-RNS ge-

wonnenen Überstand der CD11c-positiven DCs erreichen. Die Wirkung ist jedoch nicht so

ausgeprägt wie bei Inkubation der PBL mit der ds-RNS in gleicher Konzentration. Dabei

spielt sicherlich der Verdünnungseffekt der im Überstand enthaltenen Botenstoffe eine
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Rolle. Daneben könnten bereits zu einem früheren Zeitpunkt Stoffe sezerniert worden sein,

die in diesem Versuchsansatz verworfen wurden. Dennoch deuteten diese Ergebnisse be-

reits auf eine mittels löslicher Botenstoffen erzielte Stimulation der γδ T-Zellen durch

CD11c-positive Zellen hin.

Wurden CD11c-positive Zellen aus dem PBL-Gemisch entfernt, führte dies zur vollständi-

gen Hemmung der γδ T-Zell-Proliferation unabhängig von einer Poly (I:C)-Gabe und

konnte nur durch Zugabe von CD11c-positiven Zellen oder iDCs wiederhergestellt werden.

Da weder durch eine hohe Dosis von IL-2 noch durch den Überstand stimulierter iDCs ein

ähnlicher Effekt erzielt werden konnte, spricht dieses Ergebnis möglicherweise für eine

bisher unbekannte kostimulierende Wirkung CD11c-positiver Zellen, v. a, iDCs, auf die

Phosphoantigen induzierte γδ T-Zell-Proliferation. Es wurde jedoch nicht untersucht, in-

wieweit eine eher unwahrscheinliche Präsentation von IPP oder ausschließlich kostimulie-

rende Moleküle für diesen Effekt verantwortlich sein könnten, da durch die Inkubation mit

Poly (I:C) die u. a. Expression des Oberflächenantigens CD86 herauf reguliert wird. Dieses

kostimulierende Molekül kann die Proliferation von γδ T-Zellen verstärken, wenn andere

wachstumsfördernde Faktoren wie IL-2 oder spezifische Antigene in suboptimalen Kon-

zentrationen vorhanden sind [79, 159]. Gerade DCs und lymphozytäre Effektorzellen des

angeborenen Immunsystems scheinen ein Netzwerk zu bilden, welches letztlich Zellen der

adaptiven Immunität stimulieren; dabei tragen aktivierte γδ T-Zellen v. a. durch TNF-α,

aber auch IFN-γ, zur Reifung der DCs bei [162, 163]. Welche Rolle unreife myeloische

DCs für die ds-RNS vermittelte γδ T-Zell-Proliferation grundsätzlich spielen, konnte jedoch

in diesem Versuchssystem nicht geklärt werden.

Um auszuschließen, dass weitere Zellfraktionen innerhalb der CD11c-positiven Zellen für

die Wirkung des Oligonukleotids verantwortlich sind, wurden weitere Experimente durch-

geführt. Dabei konnte keine Subpopulation gefunden werden, nach deren Depletion eine so

deutliche Aufhebung der Poly (I:C)-Wirkung sichtbar gewesen wäre. Besonders deutlich

ließen sich die γδ T-Zellen durch die ds-RNS, aber auch ohne Oligonukleotid, aktivieren,

wenn zuvor die B-Zellen entfernt worden waren. Weiterhin wurden B-Zellen auf ihre Be-

teiligung an der Poly (I:C)-vermittelten Kostimulation von γδ T-Zellen untersucht. In γδ T-
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Zell-Proliferationsassays konnte die kostimulierende Wirkung von Poly (I:C) jedoch durch

eine Entfernung der B-Zellen nicht gehemmt werden. Auffallend war, dass nach der Deple-

tion der CD19-positiven Zellen die Positivkontrolle mit niedrigen IL-2 Dosen weniger gut

proliferierte. Wurden höhere Dosen von IL-2 zugesetzt, konnte kein Unterschied in der

Proliferation der γδ T-Zellen mit oder ohne Poly (I:C) in B-Zell-depletierten und nicht sepa-

rierten Ansätzen festgestellt werden; dies bestätigt, dass die Wirkung der ds-RNS nur unter

suboptimalen Proliferationsbedingungen für die γδ T-Zellen nachweisbar ist. Dieser Effekt

lässt sich jedoch nicht durch die Beteiligung von B-Zellen erklären.

Auch Monozyten schienen nicht für die Poly (I:C)-vermittelte γδ T-Zell-Aktivierung rele-

vant zu sein. Weiterhin waren sie nicht grundsätzlich notwendig für die Poly (I:C)-bedingte

Proliferationszunahme der γδ T-Zellen. Dennoch waren sie am Ausmaß des Effektes betei-

ligt, da eine Entfernung dieser Zellen z. T. bereits fördernd auf das T-Zell-Wachstum

wirkte und die ds-RNS-Wirkung daraufhin abgeschwächt wurde. Die Depletion der αβ T-

Zellen, die auch Tregs (T-Zell-regulierende Population) enthalten, konnte zum einen bereits

deutlich die γδ T-Zellen aktivieren und zum anderen die IPP-vermittelte Proliferation ver-

stärken. Dies ließe sich durch eine Konkurrenz der T-Zellen um Wachstumsfaktoren oder

die Freisetzung hemmender Zytokine durch die αβ T-Zellen erklären. Aktivierung  und

Proliferation der γδ T-Zellen durch Poly (I:C) war auch nach Depletion der αβ T-Zellen

sichtbar, wenngleich v. a. im Fall der Proliferation deutlich weniger ausgeprägt. Daher

könnten αβ T-Zellen an der Poly (I:C)-vermittelten Kostimulation der γδ T-Zellen beteiligt

sein, z.B. durch eine Sekretion von IL-2.

Die Entfernung der CD16/56-positiven Zellen hatte eine deutliche Abnahme in der Stimu-

lierbarkeit der γδ T-Zellen bereits ohne Poly (I:C) zur Folge. Ebenso war der ds-RNS-

Effekt nicht mehr so ausgeprägt wie im Gesamt-PBL Ansatz. Andererseits führte bereits

die Depletion dieser Zellen zur Zunahme der γδ T-Zell-Proliferation mit IPP. Die kostimu-

lierende Wirkung von Poly (I:C) war in diesem Versuchsansatz geringer. Dabei zu beach-

ten ist jedoch, dass durch die Entfernung CD16- bzw. CD56-positiver Zellen neben den

NK-Zellen auch weitere Subpopulationen wie NKT oder γδ T-Zellen depletiert wurden.

Diejenigen Zellen mit geringer Oberflächenausprägung dieser Antigene waren durch die

gewählte Selektionsmethode zum Teil erheblich vorstimuliert und haben möglicherweise
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auf Poly (I:C) hin nicht mehr reagiert. Interessant ist, dass sich auch die Untergruppe der

CD16/56-positiven T-Zellen sehr gut aktivieren ließ. Dies könnte ebenso für diese Subpo-

pulation von γδ T-Zellen zutreffen, die allerdings aufgrund ihrer geringer Anzahl schwer zu

untersuchen ist; eine Depletion von CD16/56-positiven Zellen wäre besonders nachteilig,

wenn die Poly (I:C)-vermittelte γδ T-Zell-Aktivierung untersucht werden soll.

Dass die Entfernung CD16/56-positiver Zellen hingegen vorteilhaft für das IPP-induzierte

Auswachsen von γδ T-Zellen ist, lässt sich dadurch erklären, dass nur CD16-negative Vγ2

Zellen auf eine Kombination von IL-2 und Phosphoantigen hin proliferieren [89]. Die

CD16-positive Fraktion der Effektor-Gedächtniszellen wurde neben den NK-Zellen als

„IL-2-Konsumenten“ entfernt und somit könnten gerade geringe Mengen an Wachstums-

faktoren effizienter wirken [165). Daneben wäre dieser Effekt auch durch die Depletion

von CD16/56-positiven NKT-Zellen als regulatorische T-Zellen erklärbar. Die Hemmung

der Poly (I:C)-vermittelten γδ T-Zell-Stimulation und -Proliferation nach CD16/56-

Depletion könnte jedoch auch ein Beleg für die Beteiligung von NK-Zellen sein, da NK-

Zellen über den TLR3 direkt durch Poly (I:C) aktiviert werden können. Unklar ist jedoch,

wie sie im weiteren auf γδ T-Zellen wirken.

Wie auch in der Literatur beschrieben, deuten diese Ergebnisse auf ein Netzwerk von αβ T-

Zellen, γδ T-Zellen und NK-Zellen hin. Diese Zellen wirken durch Sekretion von Zytokinen

(z. B. TNF-α oder IFN-γ durch NK-Zellen) oder die Konkurrenz um Wachstumsfaktoren

regulierend auf die Aktivierung und Proliferation der anderen Subpopulationen [87, 96,

164].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass CD11c-positive Zellen, insbesondere unreife

myeloische dendritische Zellen, die aktivierende Wirkung der ds-RNS auf γδ T-Zellen ver-

mitteln konnten. Zu ähnlichen Ergebnissen führten Untersuchungen von Rothenfusser, der

eine DC-vermittelte γδ T-Zell-Aktivierung durch bakterielle DNS-Motive (CpG ODN:

synthetische Oligodeoxynukleotide (ODN) mit CpG-Motiven (unmethylierte Cytosin-p-

Guanosin Dinukleotide innerhalb spezifischer flankierender Basen)) beschrieben hat [148].

Die untersuchten CpG DNA-Motive (wie AAC-30) stimulieren CD11c-negative, TLR-7-

und TLR-9-positive Typ 2 DC-Vorläuferzellen [17, 18] und besitzen ähnliche immunmo-
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dulierende Wirkungen wie Poly (I:C).

2.2.3. Kostimulation durch Zytokininduktion

Da die Poly (I:C)-Wirkung auf γδ T-Zellen im wesentlichen durch lösliche Botenstoffe er-

klärbar war, wurde dies im weiteren untersucht. Es ist bekannt, dass durch die Inkubation

mit verschiedenen Zytokinen γδ T-Zellen aktiviert werden können, ohne dass ein spezifi-

sches Antigen vorhanden ist [85, 87]. Dies wurde für TNF-α und IL-12 beschrieben. Auch

NK-Zellen, die eng mit γδ T-Zellen verwandt sind, können durch Zytokine wie IFN I, IL-15

oder IL-12 stimuliert werden [165]. Poly (I:C) gilt als potenter Zytokininduktor; dazu gehö-

ren die Interferone IFN-α, IFN-β und IFN-γ, sowie die Interleukine IL-1α, IL-2, IL-6, IL-8

und IL-12 [3, 10, 17, 158, 166, 167]. Daher wurden verschiedene Zytokine auf ihre Fähig-

keit hin untersucht, CD69 oder CD25 auf γδ T-Zellen zu induzieren. Weiterhin wurde ihre

Wirkung auf die γδ T-Zell-Proliferation getestet.

Umfassend ist die Aktivierung von γδ T-Zellen durch TNF-α beschrieben [85]. In den ge-

zeigten Experimenten konnte dieser Effekt jedoch nicht nachgewiesen werden. In den bis-

her veröffentlichten Daten ist die Wirkung dieses Zytokins auch umstritten: Während durch

die Inkubation mit TNF-α ein Anti-CD3-vermitteltes Wachstum verstärkt werden kann [85,

87], wurden diese Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen nicht bestätigt [83, 84]. Möglich

wäre eine kostimulierende Wirkung von TNF-α auf die γδ T-Zellen, die nur unter speziel-

len Kulturbedingungen auftritt. So verwendeten Lahn und Mitarbeiter ein FCS-haltiges

IMDM-Medium; die dargestellten Versuche wurden dagegen in Kulturmedium unter Zu-

satz humanen AB-Serums durchgeführt.

Neben TNF-α wurde auch für IL-12 eine γδ T-Zell-aktivierende Wirkung beschrieben [87].

Dabei wurde von Ueta und Mitarbeitern nur die Expression von CD25, nicht jedoch von

CD69, nach Inkubation mit IL-12 oder TNF-α untersucht. Daher können die gezeigten Da-

ten nicht direkt miteinander verglichen werden. Bei Messung von CD25 an Tag 3 mit IL-12

war in der vorliegenden Untersuchung kein signifikanter Anstieg der IL-2-Rezeptor α-

Kette nachweisbar; da der Gipfel der CD25-Expression, abhängig vom Spender, frühestens
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an Tag 4 in den Untersuchungen von Ueta sichtbar ist, widersprechen sich die dargestellten

Ergebnisse nicht. Weder die für Poly (I:C) beschriebene Induktion von IL-12 [10] noch das

wichtige TH1-Zytokin TNF-α scheinen demnach entscheidend für die Aktivierung der γδ T-

Zellen durch die ds-RNS zu sein. Die Wirkung von IL-12 auf die γδ T-Zell-Proliferation,

welche auch als kostimulierend beschrieben wurde, wurde nicht weiter untersucht [150].

Beschrieben ist die Beteiligung des Zytokins IL-15 an der antiviralen Immunantwort durch

NK-Zellen und die Induktion durch Poly (I:C): IL-15 mRNS wird in vitro durch HSV-6

und HSV-7 sowie die Typ I Interferone und in vivo durch LCMV- und MCMV-Infektionen

induziert [12, 165, 168, 169]. IL-15 kann als NK-Zell-Wachstums- und -Reifungsfaktor

dienen und, neben anderen Zytokinen, synergistisch mit IL-12 die IFN-γ Sekretion durch

NK-Zellen während bakterieller oder parasitärer Erkrankungen steigern [170–172].

Daneben wirkt es sehr potent auf γδ T-Zellen: Neben der in der Literatur beschriebenen

Verstärkung der Proliferation und Zytokinproduktion auf γδ T-Zell-spezifische Antigene,

wie IPP oder Malariaantigene [81, 82, 173], war auch die Induktion von CD69 und CD25

durch IL-15 nachweisbar. Interessant ist, dass allein die Inkubation mit IL-15 für die In-

duktion der IL-2-Rezeptor α-Kette ausreicht, was auf eine besondere Rolle dieses Zytokins

für die Regulation der verschiedenen γδ T-Zell-Funktionen hinweist.

Neben IL-15 sind in der Literatur auch andere Zytokine beschrieben, die NK-Zellen, mess-

bar an CD69, aktivieren können und durch Virusinfekte induziert werden. Dazu gehören

IL-2 und die Typ I Interferone IFN-α  und -β (Review:[153]). Da gerade die unreifen

CD11c-positiven DCs nach Stimulation mit Poly (I:C) die IFN I freisetzen [17], war eine

Aktivierung der γδ T-Zellen durch IFN-α oder das über den gleichen Rezeptor wirkende

IFN-β nahe liegend. So zeigten die Typ I Interferone, allein eingesetzt, neben IL-15 die

stärkste Induktion von CD69 auf γδ T-Zellen analog zu deren Wirkung auf NK-Zellen. Eine

Induktion von CD25 war jedoch nicht festzustellen. Dies wurde durch Ergebnisse von Ro-

thenfusser und Mitarbeitern bestätigt: Sie beschreiben ebenfalls einen kostimulierenden

Effekt einer Kombination von IFN-α/-β auf γδ T-Zellen anhand einem CD69-Anstieg nach

48 h und darüber hinaus eine Verstärkung der IPP-induzierten CD69-Expression nach Zu-

satz der IFN I. Daten zur Aktivierung von γδ T-Zellen durch die Einzelsubstanzen wurden

jedoch bisher nicht publiziert [148]. Im Gegensatz dazu wirkten IFN-α oder IFN-β in sehr
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hohen Dosen hemmend auf die IPP-vermittelte Proliferation der γδ T-Zellen. Dieser in vitro

untersuchte IFN I-Effekt auf die T-Zell-Proliferation wurde von anderen bestätigt [151].

Von IFN-γ ist bekannt, dass die Proliferation von γδ T-Zellen nach Zugabe von M. tuber-

culosis  von diesem Zytokin abhängig ist [83, 150]. IFN-γ wirkte auf γδ T-Zellen kostimu-

lierend, sofern im Versuchsansatz Monozyten vorhanden waren. Nach Entfernung der Mo-

nozyten konnte durch Zugabe der vorher stimulierenden IFN-γ Konzentrationen die Prolife-

ration der γδ T-Zellen nicht gesteigert werden. Diese Ergebnisse bestätigen publizierte Da-

ten anderer Arbeitsgruppen [83, 87].

Interessant ist, dass im Fall der beiden Typ I Interferone die CD69-Expression an Tag 1

nicht mit dem Auswachsen an Tag 7 korrelierte; bei gleich starker Aktivierung an Tag 1

durch beide Zytokine v. a. in sehr hohen Dosen hemmte IFN-α die γδ T-Zell-Proliferation

titrierbar, während der Effekt von IFN-β weniger stark ausgeprägt und in manchen Experi-

menten sogar kostimulierend war. Dieses Phänomen ist bisher für γδ T-Zellen nicht be-

schrieben worden. Erklärt werden könnte dieser Effekt durch die Wirkung der Zytokine auf

weitere Zielzellen. Daneben bestätigt sich, dass CD25 der bislang einzige prospektive Ak-

tivierungsmarker auf γδ T-Zellen ist, der bereits ab Tag 3 auf ein Auswachsen der T-Zellen

(bei ausreichender IL-2 Konzentration) hinweist.

Wie schon für NK-Zellen beschrieben [174], konnte auch bei γδ T-Zellen durch den Zusatz

von IL-2 eine noch stärkere Expression von CD69 erzielt werden. Eine Induktion von

CD25 durch IL-2 war jedoch nicht nachweisbar.

Die Reaktivität von γδ T-Zellen auf NK-Zell-aktivierende Zytokine kann als weiterer Hin-

weis auf die Verwandtschaft von NK- und γδ T-Zellen interpretiert werden und deutet auf

die Art ihrer Funktion in der frühen Immunität hin.

Neben Experimenten von rekombinanten Zytokinen in unterschiedlichen Dosierungen wur-

den auch solche mit neutralisierenden Antikörpern gegen die Zytokine durchgeführt, die

möglicherweise die Poly (I:C)-vermittelte Expression von CD69 auf γδ T-Zellen induzie-

ren. So wurden neutralisierende Antikörper gegen IL-15, IFN-α, IFN-β und den IFN I-

Rezeptor eingesetzt.

Die verwendeten Antikörper gegen IFN-α/-β bzw. den IFN I-Rezeptor führten, allein oder



89

in unterschiedlichen Kombinationen zugesetzt, zur deutlichen Reduzierung der ds-RNS

induzierten CD69-Expression auf γδ T-Zellen. Während Rothenfusser eine Reduktion der

durch bakterielle synthetische Oligonukleotide (CpG ODN) induzierten IFN I-Wirkung auf

γδ T-Zellen erst mittels zusätzlicher Gabe des gegen den IFN-Rezeptor gerichteten Anti-

körpers (neben blockierenden Antikörpern gegen beide Interferone) erreichen konnte [148],

war diese Antikörperkombination in den gezeigten Versuchen zur vollständigen Hemmung

der ds-RNS induzierten Aktivierung unzureichend. Welche zusätzlichen Faktoren die

CD69-Expression auf γδ T-Zellen vermitteln können, blieb in diesem Zusammenhang un-

geklärt.

Nicht untersucht wurde die Wirkung von IL-1α, weder durch Zugabe des Zytokins noch

durch einen neutralisierenden Antikörper. Da IL-6 per se keine γδ T-Zell-aktivierende Wir-

kung besaß, wurde auf Versuche zur Hemmung durch einen Anti-IL-6-Antikörper verzich-

tet. Eine Beteiligung von IL-15 an der ds-RNS vermittelten γδ T-Zell-Aktivierung schien

im verwendeten Versuchssystem nur eine untergeordnete Rolle zu spielen: Zum einen

konnte die CD69-Induktion nach Inkubation mit einem neutralisierenden Antikörper nicht

blockiert werden. Wären darüber hinaus die für die in vitro-Aktivierung notwendigen IL-15

Konzentrationen von 10–100 ng/ml erreicht worden, hätte diese hohe Interleukinkonzent-

ration zu einer Induktion von CD25 an Tag 3 führen müssen; durch Poly (I:C)-Gabe wurde

jedoch dieser IL-2-Rezeptor nicht auf γδ T-Zellen induziert. In vivo hingegen könnte IL-15

eine wesentliche Rolle bei der Poly (I:C) vermittelten γδ T-Zell-Aktivierung und -

Proliferation spielen: So ist aus dem Mausmodell bekannt, dass Poly (I:C) oder IFN I über

eine Induktion von IL-15 in Endothelzellen CD8-positive, CD44high Memory T-Zellen un-

spezifisch zur Proliferation anregen [12]. Im Mausmodell lässt sich dagegen keine Indukti-

on von CD69 oder CD25 auf diesen T-Zellen nachweisen [11]. Dies könnte ein Hinweis

auf eine funktionelle Verwandtschaft dieser murinen Memory T-Zellen mit γδ T-Zellen

sein; jedoch kann dies bisher in vitro nicht untersucht werden, da Endothelzellen, die

hauptsächlich IL-15 produzieren, im in vitro-Modell fehlen.

Zusammenfassend sind damit die Typ I Interferone an der Poly (I:C)-vermittelten γδ T-

Zell-Aktivierung, in Analogie zu bakteriellen Oligonukleotiden (CpG ODN) zu einem gro-

ßen Teil beteiligt. Daneben kommen jedoch, möglicherweise je nach experimentellen Be-
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dingungen, andere Faktoren wie Zell-Zell-Kontakt-vermittelte Signale hinzu.
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ZUSAMMENFASSUNG

Humane Vγ9Vδ2  T-Zellen stellen eine Gruppe von T-Lymphozyten dar, die, im Gegensatz

zu αβ T-Zellen, durch eine Fülle von phosphorylierten Antigenen und Phosphat-Analoga

aktiviert werden können. Diese sind allesamt mit dem Mevalonat-Stoffwechselweg assozi-

iert. Nach ihrer Stimulierung tragen sie zur schnellen, unspezifischen Infektionsabwehr, die

viele Ähnlichkeiten mit der Wirkung von NK-Zellen besitzt, bei. In dieser Arbeit wurde

erstmals der Einfluss von ds-RNS (Poly (I:C)) auf humane γδ T-Zellen untersucht. Diese

Substanz simuliert in vivo und in vitro die Infektion mit einem Virus und übt pleiotrope

Effekte auf eine Reihe von verschiedenen Zellen aus, u.a. auch auf die mit den γδ T-Zellen

verwandten, an der schnellen Virusabwehr beteiligten, NK-Zellen.

Poly (I:C) induziert eine partielle Aktivierung von γδ T-Zellen, sichtbar am Oberflächen-

molekül CD69, jedoch nicht CD25, CD95 oder ICAM-I. Daneben stimuliert die ds-RNS

die antigenspezifische γδ T-Zell-Antwort, nachweisbar an einer Zunahme der Proliferation.

Die Sekretion von IFN-γ durch γδ T-Zellen ist jedoch nicht gesteigert.

Die Wirkungsmechanismen von Poly (I:C) auf γδ T-Zellen sind, im Gegensatz zu den NK-

Zellen, in erster Linie indirekt. Wurde die Induktion von CD69 auf γδ T-Zell-Klonen nach

Inkubation mit der ds-RNS untersucht, konnte keine Aktivierung nachgewiesen werden.

Durch Depletion der CD11c-positiven Zellen wird die Poly (I:C)-vermittelte Aktivierung

der γδ T-Zellen vollständig aufgehoben.

Die Inkubation von γδ T-Zellen mit verschiedenen, durch Poly (I:C) induzierten Zytokinen

wie IFN I oder IL-15 führt ebenfalls zur Heraufregulierung des CD69-Moleküls. Durch

Neutralisierung dieser Zytokine war größtenteils eine Aufhebung der Poly (I:C)-

vermittelten CD69-Expression auf γδ T-Zellen möglich. Ein zumindest additiver Effekt von

weiteren, z.B. Zell-Zell-Kontakt-vermittelten Faktoren ist denkbar. Somit sind die von

CD11c-positiven Zellen (nämlich TLR3-positiven DCs) Typ I Interferone hauptverant-

wortlich für die Poly (I:C)-vermittelte Aktivierung von γδ T-Zellen. Daneben spielen mög-

licherweise auch TLR3-positive NK-Zellen, z.B. über die Bildung von IFN-γ oder IL-15,

ebenfalls eine Rolle bei den Poly (I:C)-Effekten auf γδ T-Zellen.
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ABKÜRZUNGEN

Abb. Abbildung

ABP Aminobisphosphonat

AICD activation induced cell death, aktivierungsinduzierter Zelltod

AK Antikörper

APC antigenpräsentierende Zelle

BCG Bacille-Calmette-Guérin Impfstoff

BL Burkitt-Lymphom

BSA bovines Serumalbumin

CD cluster of differentiation, Differenzierungscluster

CD45RA Isoformen von CD45 mit A-Exon

CD45RO Isoform von CD45 ohne A-, B- oder C-Exon

C-Domäne konstante Domäne

CDP Cytidindiphosphat

CDR3 complementarity determining regions 3

CLL chronisch lymphatische Leukämie

CpG-Motive unmethylierte Cytosin-p-Guanosin Dinukleotide innerhalb spezifi-

scher flankierender Basen

D-Domäne diversity (Vielfalts-) Domäne

DCs dendritische Zellen

DMAPP Dimethylallyl-Pyrophosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DOXP 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat

ds-RNS Doppelstrang-RNS

dTTP Desoxythymidintriphosphat

EBV Ebstein Barr- Virus

EDTA Ethylendiamine-tetraaceticacid Dinatriumsalz Dihydrat

eIF2 Initiationsfaktor der eukaryontischen Proteinsynthese
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ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

FACS Fluorescent Activated Cell Sorting

FCS fötales Kälberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FPP Farnesylpyrophosphat

gI virales Hüll-Glykoprotein I

GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor

HBSS Hank’s balanced solution

HDMAPP (E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl-Pyrophosphat

HIV humanes Immundefizienz-Virus

HLA-A, -B, -C Histokompatibilitäts-Antigen –A, -B, -C

HMG β-Hydroxy- β-methylglutaryl

HMG-CoA-R β-Hydroxy- β-methylglutaryl-CoA-Reduktase

HRP horse radish peroxidase

HSP Hitzeschock-Protein

HSV Herpes simplex-Virus

ICAM interzelluläres Adhäsionsmolekül

iDCs immature DCs, unreife DCs

IFN- Interferon

Ig Immunglobulin

IL- Interleukin

IL-2R Interleukin 2 Rezeptor

IPP Isopentenylpyrophosphat

J- Domäne joining (verbindende) Domäne

KAR Killer Cell Activting Receptor, aktivierender Rezeptor der Killerzel-

len

kDa Kilodalton

KIR Killer Cell Inhibitory Receptor, hemmender Rezeptor der Killerzel-

len

-L Ligand
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LAK Lymphokine activated killer cells, durch Zytokine aktivierte Killer-

zellen

LCMV lymphozytisches Choriomenigitis-Virus

LFA-3 lymphocyte function-associated antigen 3, Ligand für CD2

LPS Lipopolysaccharid

MACS Magnetic Cell Sorting

MALag Malaria antigen, P. falciparum Antigen

MFI mean flourescence intensity

MHC Major histocompatibility complex, Haupthistokompatibili-

tätskomplex

MICA/B MHC class I-related chains A/B, mit MHC-Klasse-I verwandte Mo-

leküle

mRNS messanger (Boten) Ribonukleinsäure

Na-Azid Natrium-Azid

NF κb nuclear factor κb

NKR Natural Killer Cell Receptors, Rezeptoren natürlicher Killerzellen

NK-Zellen natürliche Killerzellen

NKT-Zellen T-Zellen mit NK-ähnlichen Eigenschaften

NO Stickstoffmonoxid

ODN Oligodeoxynukleotide

-P Phosphat

PAMP pathogen-associated molecular pattern (invariable molekulare Moti-

ve verschiedener mikrobieller Herkunft

PBL periphere Blutlymphozyten

PBS Phosphate buffered solution

PE Phycoerythrin

PHA Phytohämagglutinin

PKC Proteinkinase C

PKR ds-RNS-abhängige Proteinkinase

PMA Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
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Poly (I:C) Poly-Inosin-: Poly-Cytidyl-Säure

PTK Protein-Tyrosin Kinase

RNS Ribonukleinsäure

RT Raumtemperatur

Tab. Tabelle

T-ALL akute T-lymphatische Leukämie

TAP Transportproteine im Rahmen der Antigenprozessierung

TEM T-Effektor-Gedächtniszellen

TEMH TEM-Helferzellen

TEMRA NK-ähnliche TEM-Zellen

TH 1-Zelle inflammatorische T-Zelle

TH 2-Zelle T-Helfer-Zelle

TICAM Toll/ IL-R1 containing adapter molecule 1

TLR Toll-like Rezeptoren

TNF-  Tumornekrosefaktor

TUBag 1-4 Tuberculosis antigen, M. tuberculosis  Antigen, 1-4

TZR T-Zell-Rezeptor

UTP Udenosintriphosphat

V- Domäne variable (variable) Domäne

VSV vesicular stomatitis virus, viraler Erreger der vesikulären Stomatitis

ULBP UL binding protein
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