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1. Einleitung 

1. 1 Das Schwein in Medizin und Forschung 

1.1.1 Die bisherige Verwendung von porcinen Produkten in der 

Medizin 

Die Verwendung porciner Produkte hat in der Medizin eine lange Tradition. So empfahl Hip-

pocrates bereits 400 v. Chr. das Auftragen von ausgelassenem Schweinefett zusammen mit 

Baumharz als Therapieoption zur Wundbehandlung [1].  

Die Entdeckung der medikamentösen Substituierbarkeit menschlicher Hormone durch porcine 

Homologa erfolgte jedoch erst einige Zeit später gegen Ende des 19. Jhr. [2]. Bis zur standar-

disierten Synthese von Tetrajodthyronin (T4), das erstmals in den 1960ern erfolgreich herge-

stellt werden konnte [3], bestand die bevorzugte Therapie des Hypothyreoidismus bis Mitte 

der 1970er aus der oralen Einnahme von porcinem getrockneten Schilddrüsenextrakt [4]. 

Nicht nur in der Hypothyreose-, sondern auch in der Diabetes-Therapie fanden Schweine An-

wendung. Etwa 30 Jahre nach Einführung des porcinen Schilddrüsenhormonersatz erfolgte 

1922 die erstmalige Anwendung von porcinem Insulin am Menschen [5]. Bis zur enzymatischen 

Semi-Synthese von Humaninsulin aus Schweineinsulin in den 1970er Jahren wurde daher pri-

mär Schweineinsulin zusammen mit Rinderinsulin therapeutisch eingesetzt [6; 7]. Kurze Zeit 

später, zu Beginn der 1980er, gelang dann die erste rekombinante Synthese des Humaninsulins 

[8–10]. 

Während porcine Produkte Ende des 20. Jhr. im Bereich des Hormonersatzes durch biotechno-

logische Verfahren ersetzt wurden, finden sie heute im Bereich des Aortenklappenersatz [11–

14] und der Verbrennungs- [15–17] bzw. Wundtherapie [18] immer noch ihre berechtigte Ver-

wendung. 
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1.1.2 Die zunehmende Etablierung des Schweins als 

Krankheitsmodell 

Berechtigten und zunehmenden Einsatz finden Schweine heute auch in der Forschung als 

Krankheitsmodell für verschiedene Erkrankungen des Menschen [19; 20]. Ein Ausschnitt der 

verschiedenen Forschungsfelder findet sich dabei in Tab. 1. 
 

Fachbereich Quelle Fachbereich Quelle Fachbereich Quelle 

chirurgisch [21; 22] bildgebend [23; 24] regenerativ [25] 

infektiologisch [26; 27] onkologisch [28; 29] immunologisch [30; 31] 

humangenetisch [32; 33] kardiovaskulär [34; 35]   

Tab. 1: Forschungsfelder mit porcinen Tiermodellen 

 

 

1.1.3 Das Schwein als potenzielle Ressource für künftige 

Xenotransplantationen 

Neben den erwähnten großen, bedeutenden Forschungsfeldern, wie dem der Kardiologie, 

stellt die porcine Xenotransplantation einen weiteren wichtigen Forschungsaspekt dar. Ein As-

pekt, der aufgrund des ubiquitären Mangels an Spenderorganen zunehmend an Bedeutung 

gewinnt [36]. Trotz langjähriger Bemühungen lässt sich hier jedoch noch keine der xenogenen 

Herzklappentransplantation [37] ähnliche Erfolgsgeschichte für die Transplantation solider Or-

gane [38], der Haut [39; 40] oder den Knochen [41] verzeichnen. Gründe hierfür stellen unter 

anderem die ungelösten Probleme der Spenderorganabstoßung durch das Immunsystems des 

Empfängers dar [42]. Bemühungen bestehen daher, die Immunologie des Schweins und des 

Menschen besser zu verstehen, um zielgerichtet eine effektive Toleranz auf T-Zell-Ebene be-

wirken und die gewonnenen Ergebnisse auch auf andere porcine Tiermodelle mit translativem 

Ansatz übertragen zu können. Vielversprechende Ansätze zur Verhinderung einer Organabsto-

ßung bilden genetisch veränderte Spenderschweine [43–46], die Expansion regulatorischer T-

Zellen [47] oder die Beeinflussung kostimulatorischer Signalwege [48; 49]. In den folgenden 

Kapiteln sollen daher das humane und porcine Immunsystem mit Fokus auf T-Zellen näher 

beleuchtet werden.  
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1. 2 T-Zellen 

1.2.1 Die Rolle der T-Zelle im Immunsystem 

Zusammen mit den B-Zellen gehören die T-Zellen dem erworbenen Immunsystem, dem phy-

logenetisch jüngeren Part unseres Immunsystems, an [50]. Die erwähnten Zellnamen leiten sich 

von ihrem jeweiligen Entdeckungs- bzw. Entstehungsort im primär lymphatischen System ab. 

T steht daher für Thymus und B für Bursa Fabricii, dem aviären Äquivalent zum Knochenmark 

[51; 52]. Funktionell betrachtet wird den B-Zellen die sogenannte humorale Immunantwort zu-

geschrieben, die mit einer Produktion von Antigen-erkennenden Immunglobulinen (Ig) einher-

geht [53]. Diese im Grundaufbau Y-förmigen Glykoproteine, bestehend aus sogenannten 

schweren und leichten Polypeptidketten, können entsprechend ihrer Klasse [54–60] entweder 

primär transmembranär oder sekundär gelöst in verschiedenen Körperflüssigkeiten an soge-

nannte Fc-Rezeptoren von Immunzellen, Leukozyten, gebunden sein. Fc steht dabei für das 

kristallisierbare Fragment der schweren Kette, die die biologische Aktivität vermittelt, während 

Fv, die variable Domäne beider Ketten, die Antigen-Bindungsstelle repräsentiert [61–63]. Obli-

gatorisch für eine suffiziente Immunglobulinherstellung ist eine Antigen-Bindung an den B-

Zell-Rezeptor (BCR) mit konsequenter endozytotischer Internalisierung und reziproker Selbst-

aktivierung durch Antigenpräsentation an T-Zellen über Major Histocompatibility (MHC) Mo-

leküle [64–68]. Die zelluläre Immunantwort [53], repräsentiert durch T-Zellen, reift zusammen 

mit der humoralen Immunantwort erst im Laufe des Lebens aus [69]. Als Ort des Geschehens 

sind vor allem sekundär lymphatische Organe, wie Lymphknoten und Milz, zu nennen [70].  

Der phylogenetisch ältere Teil unseres Immunsystems wird als angeborenes Immunsystem be-

zeichnet und setzt sich zusammen aus Monozyten, natürlichen Killerzellen (NK), Granulozyten, 

Mastzellen [71] und dendritischen Zellen (DC). Letztere stellen durch die Effizienz ihrer Pha-

gozytose, Prozessierung und Antigenpräsentation ein wichtiges Bindeglied beider Systeme dar 

[50; 69]. Neben den DCs gehören auch Monozyten und B-Zellen zu den sogenannten profes-

sionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APCs), während Mastzellen und Granulozyten den 

atypischen APCs angehören [72]. Aufgabe dieser Zellen ist es, das erworbene Immunsystem im 

nahe lokalisierten sekundär lymphatischen Gewebe zu aktivieren und bis zur Bereitstellung ei-

ner spezifischen Immunantwort eine schnelle erste Immunabwehr gegenüber potenziell schä-

digenden Erregern oder Zellen zu gewährleisten  [73].  

Zur Charakterisierung der Leukozyten wurde das sogenannte Cluster of Differentiation (CD) 

System entwickelt, das die einzelnen Zelloberflächenmoleküle kategorisiert [74].  
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1.2.2 Die immunologische Synapse 

T-Zellen, auch T-Lymphozyten genannt, kommunizieren mit APCs über sogenannte immuno-

logische Synapsen [75], einem Spalt von nur wenigen Nanometern, in dem eine Zell-Zell-Inter-

aktion auf molekularer Ebene erfolgt. Bei Bindung des T-Zell-Rezeptors (TZR) kommt es zu 

einer Unterdrückung der T-Zellbewegung und Ausbildung einer speziellen Kontaktstelle durch 

Rekrutierung verschiedener Signalmoleküle [76]. Der ringförmige Aufbau der Synapse wird da-

bei in ein zentrales, peripheres und distales supramolekulares Aktivierungscluster (SMAC) ein-

geteilt [77]. Schematisch ist dies für das zentrale supramolekulare Aktivierungscluster (cSMAC) 

in Abb. 1 zusammen mit den beteiligten Signalmolekülen und ihren interaktionsbedingten 

Auswirkungen auf T-Zellen festgehalten. 

       

 

Abb. 1: Die immunologische Synapse  

(A) Bei Zellkontakt zwischen T-Zelle und Antigen-präsentierender Zelle (APC) via Interaktion 

des kostimulatorischen Rezeptors CD28 mit dem CD80/86 Molekül sowie via Interaktion des 

T-Zell-Rezeptors mit dem Major Histocompatibility Complex (MHC) wird die Zelle aktiviert und 

sie beginnt zu proliferieren, differenzieren und führt Effektorfunktionen aus. (B) Bei alleiniger 

Interaktion zwischen dem MHC-Molekül und dem T-Zell-Rezeptor (TZR) wird die T-Zelle anerg 

und/ oder apoptotisch. (C) Bindet das CD80/86 Molekül jedoch an CTLA-4, anstelle von CD28, 

so kommt es durch Herunterregulation der IL-2/ -R (Interleukin 2/ -Rezeptor) Expression und 

einem Zellzyklusarrest zu einer Hemmung der T-Zell-Aktivierung. Quelle: In Anlehnung an  [78]. 

A

 

 

B

 

 

C
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Der αβ T-Zell-Rezeptor (TZR) 

Mittels seiner Bindungsstellen an den Enden der α- und β-Kette erkennt der αβ TZR zwar den 

Peptid-MHC, kann jedoch selbst kein Zellsignal auslösen. Dies erfolgt über einen dem TZR 

konstitutiv angelagerten CD3-Komplex, welcher aus einem CD3ζζ Homo- sowie zwei Heterodi-

meren, CD3εδ und CD3εγ [79], besteht. Zur Bindung des korrekten T-Zell spezifischen MHCs 

sind jedoch noch weitere Korezeptoren, CD4 und CD8, nötig.  Für die Bindung des MHC II ist 

dies das CD4 Molekül und für die Bindung des MHC I das CD8 Molekül [80]. Die alleinige TZR-

Peptid-MHC-Bindung zwischen APC und T-Zelle führt jedoch ohne weitere kostimulatorische 

Stimuli zur Anergie [81] und Apoptose [82]. 

 

Der kostimulatorische Rezeptor CD28 

Kommt es zwischen T-Zelle und APC zusätzlich zur TZR-Peptid-MHC-Bindung zur Interaktion 

des kostimulatorischen Rezeptors CD28 der T-Zelle mit Liganden der B7-Familie, B7-1 (CD80) 

und B7-2 (CD86), so wird die T-Zelle stimuliert und es erfolgt keine Anergie [83; 84].  

Die zusätzliche Bindung von CD28 mit den Liganden CD80/86 über das MYPPPY-Motiv [85] 

führt dann aktivierungsbedingt zur gesteigerten Expression des Interleukins IL-2 [86] und des 

IL-2 Rezeptors (IL-2R) [87], sowie zum Zellzyklusprogress [88]. Eine Verstärkung der APC-ab-

hängigen T-Zell-Aktivierung kann in-vitro durch die Zugabe von mitogenen Lektinen, wie Con-

canavalin A (Con A), bewirkt werden [89]. In-vitro kann alternativ auch eine T-Zell-Aktivierung 

ohne APCs durch die Zugabe von Beads, die mit anti-CD3/ anti-CD28 monoklonalen Antikör-

pern (mAb) beladen wurden, ausgelöst werden [90].  

 

Das zytotoxische T-Lymphozyten assoziierte Antigen 4 (CTLA-4) 

CTLA-4, ein Homolog zum kostimulatorischen Rezeptor CD28 [91], bindet ebenfalls die Ligan-

den der B7-Familie über das MYPPPY-Motiv und ist zusammen mit CD28 als Mitglied der Im-

munglobulin-Superfamilie [92] in derselbigen Genregion auf Chromosom 2q33 [93] kodiert 

[94].  

Die Bindung des bivalenten Homodimers an B7-Molekülen führt jedoch, gegensätzlich zur Bin-

dung des monovalenten CD28 [95], zu einer reduzierten IL-2 und IL-2R Expression sowie zum 

Zellzyklusarrest [96; 97]. CD80 (B7-1) bindet im Vergleich zu CD28 bevorzugt CTLA-4 [98].  

Ein weiterer Unterschied zwischen CTLA-4 und CD28 besteht in der Expression der für CTLA-4 

und CD28 kodierenden Gene. Während CD28 konstitutiv auf ruhenden und aktivierten Zellen 

exprimiert wird [91], erfolgt die Expression des CTLA-4 nur im Zuge der T-Zell-Aktivierung [99].  
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Eine Ausnahme bilden hierbei regulatorische T-Zellen [100], deren dauerhafte CTLA-4-Expres-

sion primär der Prävention einer inadäquaten Immunantwort naiver T-Zellen dient [101].  

Gezielt therapeutisch genutzt wird diese Negativregulation zusammen mit der erhöhten Bin-

dungsaffinität [102] bei Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises [103–105]. Durch die 

Blockade der potenziell aktivatorisch wirkenden B7-Moleküle mittels CTLA-4-Ig [106], einem 

Fusionsprotein aus der extrazellulären Domäne des CTLA-4 [107] sowie der modifizierten Fc-

Region eines G1 Immunglobulins (IgG1) [108], kann die Krankheitsaktivität signifikant reduziert 

werden [109]. 

 

1.2.3 Die T-Zell-Reifung 

Die Fähigkeit, den Peptid-MHC mittels TZR zu erkennen, zu binden und ein TZR-Signal nur bei 

präsentierten Fremdantigenen auszulösen, erlernen T-Zellen während der sogenannten T-Zell-

Reifung im Thymus [110]. 

Die zunächst noch T-Zell-Rezeptor negativen (CD3-) und T-Zell-Korezeptor doppelt-negativen 

(CD4-CD8-, DN) Lymphoblasten wandern aus dem Knochenmark aus, um im Thymus zu T-Zell-

Rezeptor positiven (CD3+) Thymozyten heranzureifen [111]. Während dieses prä-T-Zell-Stadi-

ums kommt es zunächst im Thymus zu einer somatischen Rekombination und ggf. Umlagerung 

von Genen, die die T-Zell-Rezeptorketten (α, β, γ, δ) kodieren [112]. Hier entscheidet sich die 

Zugehörigkeit der Zelle zur αβ oder γδ T-Zelllinie [113]. Während γδ Thymozyten meist als DN 

Zellen den Thymus verlassen [114], durchlaufen αβ Thymozyten noch einige weitere Reifungs- 

und Selektionsschritte [115]. So kommt es im Verlauf zu einem unreifen doppelt-positiven 

(CD4+CD8+, DP) Stadium mit Positivselektion und schließlich zu einem reifen einfach-positiven 

(CD4+CD8- oder CD4-CD8+, SP) Stadium mit Negativselektion, dem selbsttoleranten Reifungs-

stadium [116; 117].  

Neben den reifen CD4+ und CD8+ T-Zell-Effektorvorläufern gibt es jedoch noch zwei weitere 

T-Zell-Subgruppen, die aus dem doppelt-positiven bzw. dem einfach-positiven Reifungssta-

dium entstehen. Dabei handelt es sich um die invariante natürliche Killer T-Zelle (iNKT) [118] 

und um die natürliche regulatorische T-Zelle (tTreg, alt:  nTreg) [119; 120]. 

Die selbst-erkennenden und selbst-toleranten Thymozyten wandern dann als Thymus emig-

rierende CD4+/ CD8+/ tTreg Zellen (RTE) in die Peripherie [121] und differenzieren nach T-Zell-

Aktivierung zu Effektor- und Gedächtniszellen weiter aus [122]. iNKT-Zellen, zugehörig zu den 

unkonventionellen T-Zellen, differenzieren hingegen bereits im Thymus zu Effektorzellen aus 

[123]. Schematisch sind die angesprochenen Reifungsprozesse in Abb. 2 zusammengefasst.  
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 Abb. 2: Die T-Zell-Reifung 

Aus der ausgewanderten hämatopoetischen Stammzelle des Knochenmarks können sich im 

Thymus die noch T-Zell-Rezeptor negativen (TZR) und doppelt-negativen (DN, CD4-CD8-) Zel-

len in zwei unterschiedliche T-Zelllinien, in die αβ oder γδ T-Zelllinie, entwickeln. Die αβ T-

Zelllinie bringt dabei die naive CD4+T-Zelle, die naive CD8+T-Zelle, die naive natürliche regula-

torische T-Zelle (tTreg) sowie die invariante natürliche Killer T-Zelle (iNKT-Zelle) hervor, die dann 

in die Peripherie auswandern. Phänotypisch für tTreg ist dabei der Transkriptionsfaktor Fork-

head-Box-Protein3 (Foxp3) sowie für iNKT-Zellen der invariante TZR Vα24-Jα18 Vβ11.  
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1.2.4 T-Zell-Subgruppen 

Die im Kapitel T-Zellreifung beschriebenen T-Zellen werden klassischerweise in die beiden 

Hauptgruppen der konventionellen und nicht-konventionellen T-Zellen unterteilt. Während 

konventionelle T-Zellen über ein hoch variables TZR-Repertoire verfügen, mit dem sie eine 

Vielzahl prozessierter Protein-Antigene mittels polymorpher MHC-Molekülen erkennen kön-

nen, verfügen unkonventionelle T-Zellen nur über ein sehr limitiertes, stark konserviertes TZR-

Repertoire, mit dem sie Lipide, klein-molekulare Metabolite sowie phosphorylierte Metabolite 

erkennen können. Präsentiert werden diese primär Nicht-Protein-Antigene durch monomor-

phe Oberflächenproteine, wie CD1 und MR1 [124; 125].  

Weiterhin kennzeichnend für unkonventionelle T-Zelle ist ihre schnelle Immunantwort und ihre 

funktionelle Monoklonalität [126]. Somit stellen unkonventionelle T-Zellen ein Bindeglied zwi-

schen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem dar [127; 128]. 

Konventionelle T-Zellen hingegen zeichnen sich durch eine verzögerte [123], aber spezifischere 

Immunantwort aus [126], die dem Differenzierungsprozess aus naiven (Tnaiv) zu Effektor T-Zel-

len (Teff) geschuldet ist. Ebenso prägnant ist für sie die Fähigkeit zur Bildung von Gedächtnis-

zellen (Tmem) [125; 123; 126]. 

 

konventionelle T-Zellen 

Zu den konventionellen T-Zellen (Tconv) zählen somit alle CD4+ oder CD8+ αβ T-Zellen mit vari-

ablem TZR [127], wobei innerhalb der CD4+ und CD8+ αβ T-Zellen eine weitere Unterteilung in 

konventionelle und regulatorische CD4+ T-Zellen erfolgt [129–131]. Die regulatorischen T-Zel-

len nehmen somit eine Sonderstellung in dieser Gruppe ein und werden zusammen mit den 

CD4+ oder CD8+ αβ T-Zellen in den nachfolgenden Kapiteln näher beleuchtet. 

 

unkonventionelle T-Zellen 

Die zahlenmäßig im Menschen kleine Gruppe der unkonventionellen T-Zellen (Tunconv) [132] 

besteht gemäß der aktuellen Definition aus γδ und natürlichen Killer T-Zellen (NKT) sowie den 

sogenannten Mucosa-assoziierten invarianten T-Zellen (MAIT) [123; 125]. Diese Zellen werden 

jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter näher beleuchtet. 
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1.2.5 Die CD4+ T-Zell-Differenzierung 

Nach der generellen Beschreibung der verschiedenen T-Zellpopulationen werden in den fol-

genden Kapiteln nun die konventionellen T-Zellen näher behandelt. Begonnen wird hierbei mit 

der Erläuterung der Aktivierung und Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu CD4+ Effektor T-

Zellen, den T-Helferzellen (Th Zellen). Aufbauend auf den Erklärungen zur immunologischen 

Synapse in Kapitel 1.2.2 sind die erforderlichen Schritte zur Aktivierung naiver CD4+ T-Zellen in 

Abb. 3 festgehalten. 

 
 

Abb. 3: Die Aktivierung naiver CD4+ T-Zellen 

Zur Aktivierung einer naiven CD4+ T-Zelle durch eine Antigen-präsentierende Zelle (APC) sind 

zwei Signale, zum einen via des T-Zell-Rezeptor (TZR) und zum anderen via CD28, notwendig. 

Daraufhin exprimiert die aktivierte CD4+ T-Zelle vermehrt Interleukin 2 (IL-2), den dazugehöri-

gen Rezeptor (IL-2R) sowie den Liganden CD40L, der Ligand des CD40 Rezeptors auf APCs. 

Aufgrund des IL-2R-Signals kommt es dann zur klonalen Expansion der aktivierten CD4+ T-

Zellen und in Zuge der gleichzeitigen CD40L-CD40 Interaktion zur vermehrten Expression von 

kostimulatorischen Molekülen, wie CD80/86, und Zytokinen in den APCs. Dies ist sowohl für 

die klonale Expansion der aktivierten CD4+ T-Zellen als auch für die nachfolgende Aktivierung 

der naiven CD8+ T-Zellen bedeutsam. Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an [133–137]. 

 

In Abhängigkeit von der Zusammensetzung des bei Aktivierung bestehenden Mikromilieus aus 

Vitaminen, Zytokinen, Histamin, Adenosin und Arylhydrocarbon, entscheidet sich die Richtung, 

in die sich die aktivierten CD4+ T-Zellen spezialisieren [138]. Diese Spezialisierung ist jedoch 

nicht endgültig, sondern kann sich den gegebenen inflammatorischen Verhältnissen anpassen. 

Dies wird als Plastizität bezeichnet [139–144]. Gemein ist den Th Zellen, dass sie durch ihren 

Einfluss sowohl auf das angeborene als auch auf das erworbene Immunsystem eine zentrale 

Rolle in deren (Dys-)Regulation spielen [145; 146].  
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Kontrovers wurde hierbei vor allem die Rolle in der Aktivierung, Differenzierung und Gedächt-

niszellbildung von naiven CD8+ T-Zellen diskutiert. Beschrieben wurden einige differenzierte 

CD4+ unabhängige [147–150] sowie CD4+ abhängige [151–165] Ergebnisse und Modelle, aus 

denen herauszulesen ist, dass eine CD4+ unabhängige CD8+ T-Zellaktivierung zwar möglich, 

aber zur Gewährleitung einer ausreichenden Aktivierung und Induktion von CD8+Gedächtnis-

zellen gegebenenfalls nicht ausreichend sein kann. 

Ebenfalls kontrovers diskutiert werden die zugrundeliegenden Mechanismen und Abläufe der 

CD4+ Gedächtniszellbildung und von zentralen, Effektor-, Stammzell- und gewebeständigen 

Gedächtniszellen [166; 167].  

Als potenzielles Erklärungsmodell kristallisierte sich in den vergangenen Jahren ein zeitlich ab-

gestimmtes Zusammenspiel aus den Faktoren Antigen, IL-2 und Kostimulation heraus [168–

170]. Gedächtniszellen haben nicht nur den Vorteil, dass sie im Vergleich zu naiven Zellen affi-

nere TZR für dasselbige Antigen aufweisen, sondern auch dass sie zur Aktivierung geringere 

Antigen-Dosen und ein geringes Maß an Kostimulation benötigen [171]. Aufgrund dessen kön-

nen Gedächtniszellen durch die geringere Aktivierungsschwelle frühzeitiger beginnen, zu re-

expandieren und nicht-abgeschaltete Zytokin-kodierende Gene [172; 173] Antigen-spezifisch 

zu re-exprimieren [171; 174]. Angemerkt sei jedoch, dass die beobachtete Proliferationsdauer 

und -stärke von CD4+ Gedächtniszellen im Vergleich zu naiven CD4+ und CD8+ Gedächtniszel-

len deutlich gemindert ist [175]. Vermindert ist zudem auch im Vergleich mit CD8+ Gedächt-

niszellen die Langlebigkeit der CD4+ Gedächtniszellen [171]. 

 

1.2.6 Die CD8+ T-Zell-Differenzierung 

Während naive CD4+ T-Zellen durch ihre Aktivierung und Differenzierung zu Th-Zellen die Im-

munantwort als Ganzes dirigieren und lenken, zeichnen sich differenzierte CD8+ T-Zelle, soge-

nannte zytotoxische T-Zellen (CTL), durch eine direktere Form der Immunabwehr aus. Durch 

die Sekretion proinflammatorischer Zytokine (IFN-γ, TNF-α) [176], die Freisetzung zytotoxischer 

Granula (Perforin, Granzym) und die (in-)direkte Zellinteraktion über Apoptose-induzierende 

Liganden (FasL, TRAIL) [177–179] kommt es zur Elimination infizierter oder veränderter Zellen 

[180]. Eine Steigerung der tumorlytischen Eigenschaften kann bereits heute, nicht nur tierex-

perimentell [181], sondern auch klinisch [182], erfolgreich erzielt werden. Die Aktivierung naiver 

CD8+ T-Zellen erfolgt unter CD28 Kostimulation bei Antigen-Kreuzpräsentation über MHC I 

Moleküle, die auf den meisten kernhaltigen Zellen exprimiert werden [164].  
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Verstärkt werden kann dieser Mechanismus durch Zytokine (IL-2/ -21), sezerniert von Th-Zellen, 

und/ oder durch die CD40-CD40L bedingte Aktivierung klassischer dendritischer Zellen Typ 1 

(cDC1) mit konsekutiv vermehrter Expression von CD80/86 und Sekretion aktivierender Zyto-

kine (IL-12/ -15) [161]. Bedingt durch die Aktivierung kommt es dann zu einer massiven klonale 

Expansion [183] und Subspezialisierung in Analogie zu Th-Zellen [164]. 

 

1.2.7 Regulatorische T-Zellen 

Basierend auf den beiden Wirkprinzipien des Immunsystems, der Immunabwehr und der Im-

muntoleranz, wurde in den vorangegangenen Kapiteln die Funktion der Immunabwehr durch 

Zellen des erworbenen Immunsystems, den konventionellen und nicht-konventionellen T-Zel-

len, beschrieben. Im Folgenden soll es daher um die Immuntoleranz gehen, die unter anderem 

durch die heterogene Gruppe [184] der regulatorischen T-Zellen [185], gesichert wird. Unter-

schieden wird hierbei in eine zentrale und eine periphere Form der Immuntoleranz [186]. Wäh-

rend die zentrale Toleranz auf der Negativselektion im Thymus beruht [187], wird die periphere 

Toleranz durch ein Zusammenspiel aus TZR-induzierter Anergie [188], aktivierungsbedingtem 

Zelltod [189] sowie immunsuppressiven Zellen, zu denen Treg gehören [190], gewahrt. Auf wel-

che Weise Treg ihre anti-inflammatorischen bzw. immunsuppressiven Effektorfunktionen ausü-

ben, ist in Abb. 4 ersichtlich. 

 

 

 

Abb. 4: Immunsuppressive Effektorfunktionen aktivierter regulatorischer T-Zellen  
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Die Suppressionsmechanismen regulatorischer T-Zellen lassen sich in drei Kategorien einteilen. 

Hierzu zählen die direkte Zell-Interaktion (via: LAG3 mit MHCII, CTLA-4 mit CD80/86), die Re-

sorption proinflammatorischer Zytokine (IL-2/ -4 /-7 /-15) sowie die Sekretion zelltoxischer 

Substanzen (Granzym, Perforin) und inhibitorischer, teils iTreg induzierender (IL-35, IL-10, TGF-

β) Zytokine. Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an [191; 192]. 

 

Neben den bisher erwähnten CD4+ Treg Zellen wurden in den vergangenen Jahren auch noch 

weitere Treg Populationen, CD8+ und DN Treg Zellen, zunehmend charakterisiert. Zahlenmäßig 

belaufen sich diese Populationen jedoch auf einen im Vergleich deutlich geringeren Zellanteil 

[193–196].  

Ursprünglich zuerst im menschlichen Blut entdeckt [197], ist heute bekannt, dass CD4+ Treg 

Zellen vor allem auch nicht-lymphatischen Organen, wie dem Skelettmuskel, dem viszeralen 

Fettgewebe oder der Darmschleimhaut lokalisiert sind [198]. 

Je nach Abstammungsort wird hierbei unterschieden, ob es sich um Treg des Thymus (tTreg, alt: 

nTreg), um periphere (pTreg) aus naiven CD4+ Tconv oder um in-vitro induzierte Treg Zellen (iTreg) 

aus TGFβ behandelten naiven CD4+ Tconv handelt [198; 199]. Sowohl pTreg als auch iTreg werden 

zudem gemäß ihrer Foxp3 Expression in klassische CD4+ Foxp3+ Treg Zellen und CD4+ Foxp3- 

Typ 1 regulatorische T-Zellen (Tr1) untergliedert [200]. Tr1 Zellen kennzeichnet eine Koexpres-

sion von Lag3 und CD49b [201], eine erniedrigte IL-2, aber erhöhte IFN-γ Sekretion sowie eine 

nur transiente Foxp3 Expression bei T-Zellaktivierung [202].  

Nicht zuletzt auch durch die Untersuchung der erwähnten Foxp3- Treg wurde deutlich, dass der 

Transkriptionsfaktor Foxp3 zwar nicht als exklusiver Treg Zellmarker verwendet werden kann 

[203–206], aber dennoch eine konstitutive Foxp3+ Expression für die Entstehung und Funkti-

onsaufrechterhaltung von CD4+CD25+Foxp3+ tTreg Zellen unerlässlich ist [207–211].  

In Anbetracht der CD28-bedingten Regulation des Foxp3 [212] erklärt sich daher auch die 

starke Abhängigkeit CD4+ Foxp3+ Treg Zellen vom kostimulatorischen CD28 Signal im Vergleich 

zu CD4+Tconv [213]. Analog zu CD4+ Tconv wurde in den vergangenen Jahren ebenfalls deutlich, 

dass CD4+ Treg nicht nur Gedächtnis- [214], sondern auch spezialisierte Effektorzellen (eTreg) 

bilden können [215]. Interessanterweise weisen eTreg Expressionsfaktoren der situationsbe-

dingten vorherrschenden Th-Zellspezialisierung auf. Im Falle einer Th1 dominanten Immunant-

wort ist dies T-bet , im Falle von Th2 GATA3 und im Fall von Th17 RORγT [216–221]. T-bet, 

GATA3 und RORγT sind somit ebenso wenig als exklusive Tconv Marker zu betrachten. 

Eine verlässliche Untersuchungsmethode zur Differenzierung CD4+Foxp3+ tTreg von CD4+ 

Foxp3+ pTreg ist aktuell noch nicht etabliert [222; 223].   
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1.2.8 Superagonistische anti-CD28 Antikörper (CD28-SA) 

Als superagonistische anti-CD28 Antikörper (CD28-SA) werden monoklonale Antikörper (mAb) 

bezeichnet, die, wie in Abb. 5 gezeigt, aufgrund ihrer Bindungsart am kostimulatorischen Re-

zeptor CD28 eine T-Zellaktivierung ohne zusätzliches TZR-Signal bewirken können [224].  

 

 
Abb. 5: Bindungsstellen von anti-pCD28 mAb am kostimulatorischen CD28 Molekül 

Gezeigt sind die Bindungsstellen verschiedener Interaktionspartner mit dem CD28 Molekül. 

Frontal bindende Liganden, wie B7-Moleküle und konventionelle Antikörper, sind nicht in der 

Lage, eine Aktivierung der T-Zelle ohne zusätzliches TZR-Signal auszulösen. Die seitlich an der 

C´´D Schleife des extrazellulären Ig-ähnlichen Domäne des CD28 Moleküls bindenden supera-

gonistischen Antikörper können hingegen eine direkte Aktivierung auslösen. Als ursächlich 

hierfür wird die Bildung linearer Komplexe aus CD28-SA und CD28 Molekülen angesehen. 

Quelle: [225], modifiziert durch Sabrina Uehlein. 

 

Vornehmlich werden hierbei tTreg Zellen aktiviert, deren konsekutive Ausübung immunsupp-

ressiver Effektorfunktionen und starke Proliferation zu einer absoluten und prozentualen Zu-

nahme am CD4+ T-Zellanteil führen [225; 213]. Darauf aufbauende Untersuchungen haben fer-

ner ergeben, dass durch CD28-SA naive wie Gedächtnis Treg Zellen gleichermaßen stimuliert 

werden [226]. Therapeutisch werden CD28-SA bereits im Tiermodell für Autoimmunerkrankun-

gen, wie MS [227], oder auch für Erkrankungen mit verstärkter Inflammation, wie der akuten 

Spender-versus-Empfänger-Reaktion (aGvHD) [228] oder dem Herzinfarkt [229] erfolgreich 

eingesetzt. 
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1.3 Vergleich porciner und humaner T-Zellen 

Nachdem im vorherigen Hauptkapitel T-Zellen in ihrer Entwicklung und Funktion im Allgemei-

nen am Beispiel des Menschen erläutert wurde, wird das vorletzte Hauptkapitel der Einleitung 

sich mit zentralen molekularen Unterschieden und Gemeinsamkeiten der porcinen und huma-

nen T-Zellen beschäftigen. 

1.3.1 Durchflusszytometrische Charakterisierung der T-Zellen 

Tab. 2: Durchflusszytometrische Zellmarker humaner und porciner T-Zellen 
 

Gemäß den Ausführungen in Tab. 2 ist zu entnehmen, dass sich humane und porcine T-Zellen 

in Bezug auf ihre phänotypische Marker sehr stark ähneln können. So werden regulatorische 

Foxp3+ T-Zellen beider Spezies beinahe identisch charakterisiert. Die phänotypische Charakte-

risierung CD4+ naiver und Gedächtniszellen T-zellen weicht hier jedoch deutlich voneinander 

ab.  

 

1.3.2 CTLA-4 

Bei der Betrachtung der mRNA-Sequenz für CTLA-4 gemäß Abb. 6 und Tab. 3 fällt zunächst 

auf, dass das Schwein verglichen mit anderen typischerweise in Tiermodellen verwendeten 

Spezies eine höhere allgemeine Übereinstimmung mit der humanen mRNA-Sequenz aufweist. 

Innerhalb besonders wichtiger und stark konservierter Bereiche, wie dem B7-Bindemotiv, 

weicht das Schwein wiederum ab. Diese Abweichungen führen unter anderem dazu, dass eine 

Interaktion porciner T-Zellen mit humanen oder Maus-APCs über B7-CTLA-4 nicht mehr mög-

lich ist. Diese und weitere Interaktionsmöglichkeiten sind dabei in Tab. 4 zusammengefasst. 

Zelltyp phänotypische Zellmarker 

 Mensch  Schwein  

CD8+ T-Zelle αβ TZR+ CD3+ CD8+ CD4-   αβ TZR+CD3+CD4-CD8αhigh CD8β+ [230] 

CD4+ T-Zelle αβ TZR+ CD3+ CD4+ CD8-  αβ TZR+ CD3+CD4+CD8α-/ 

CD8αlow CD8β- 

[231] 

Foxp3+ Treg Zelle CD25highFoxp3high [232] CD25highFoxp3+ [233] 

CD4+ Tconv Zelle CD25-/ CD25+ 

Foxp3-/ Foxp3low 

[232] CD25-Foxp3- [233] 

CD4+ Tmem   [234] CD8αlow [231] 

zentral CD45RO+CD62Lhigh  CD8αlow CD27+ [235] 

Effektor CD45RO+CD62L-/CD62Llow  CD8αlow CD27- [235] 

CD4+ Tnaiv CD45RO-CD62L+ [234] CD8α- CD27+  [231; 235] 

iNKT Vα24Jα18  CD4+/CD4- 

CD8α+ 

[236] Vα87-Jα60 CD4- 

CD8α+ 

[237; 238] 

γδ T-Zelle γδ TZR+
 CD3+ 

CD4+/CD4- CD8+/CD8- 

[239] γδ TZR+ CD3+  

CD4- CD8α+/ CD8α- 

[240; 241] 
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Abb. 6: Speziesübergreifender Sequenzvergleich des CTLA-4 Moleküls 

„-“ bedeutet Spezies übergreifende Übereinstimmung der Aminosäurenposition, „_“ bedeutet 

Abweichung der Aminosäurenposition nur in der porcinen Sequenz, „p“ bedeutet porcin, 

„h“ bedeutet human, „r“ bedeutet Ratte, „m“ bedeutet Maus, „◻“ kennzeichnet die Epitop-

Bindungsstelle der B7-Moleküle mit dem CTLA-4 Molekül. Referenzsequenzen und Analyse-

verfahren sind in Tab. 3 angegeben. 

 
 

Tab. 3: Speziesübergreifender Sequenzvergleich des CTLA-4 Moleküls 

Zur Analyse der Sequenzübereinstimmung wurde das online Analyseprogramm BLASTp (Ver-

sion 2.7.1+) der National Center for Biotechnology Information (NCBI) mit DELTA-BLAST Algo-

rithmus angewendet.  

 

 

 
CTLA-4 / 

-Ig 

 

 B7  

 Mensch Maus Schwein 

Mensch  

CD86: +    [242] 

B7: +        [243] 

 

CD86: +   [244] 

B7: +       [245; 246] 

CD80: +   [247] 

CD86: +   [248] 

B7: +       [249; 243] 

Maus CD80: +   [250] CD80/86: + [251] CD80/86: ~ [251] 

Schwein CD80: -    [247] 

B7: - [243; 249; 252] 

CD80/86: ~ [253; 251] CD80/86: + [251] 

B7: +           [243] 

Tab. 4: Kreuzreaktivität zwischen B7 und CTLA-4/ -Ig verschiedener Spezies 

„+“ bedeutet starke Kreuzreaktivität, „~“ bedeutet schwache Kreuzreaktivität, „-“ bedeutet 

keine Kreuzreaktivität.   

Spezies Referenzsequenz E-Wert Übereinstimmung 

  Schwein Mensch Schwein Mensch 

Sus scrofa NP_999314.1 8e-173 3e-148 100,0 % 85,0%  

Homo sapiens NP_005205.2 3e-148 3e-173 85,0 % 100,0 % 

Mus musculus NP_033973.2 2e-130 1e-125 76,0 % 75,0 % 

Rattus norvegicus NP_113862.1 5e-130 3e-131 75,0 % 76,0 % 
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1.3.3 CD28  

Analog zum CTLA-4-Sequenzvergleich zwischen Mensch und Schwein weist das Schwein im 

Spezies übergreifenden Vergleich auch für CD28 eine höhere allgemeine Übereinstimmungs-

rate mit der humanen mRNA Sequenz auf. Bei genauerer Betrachtung der erst kürzlich aufge-

klärten porcinen CD28 (pCD28) mRNA Sequenz [254] zeigt sich auch hier eine deutliche Ab-

weichung im Spezies übergreifenden Vergleich für stark konservierte Bereiche, wie dem B7-

Bindemotiv. Sequenzvergleich und -analyse sind in Abb. 7 und Tab. 5 festgehalten. 

 
Abb. 7: Speziesübergreifender Sequenzvergleich des CD28 Moleküls 

„-“ bedeutet Spezies übergreifende Übereinstimmung der Aminosäurenposition, „_“ bedeutet 

Abweichung der Aminosäurenposition nur in der porcinen Sequenz, „*“ bedeutet Interposition 

von Aminosäuren in anderen Sequenzen an dieser Position, „p“ bedeutet porcin, „h“ bedeutet 

human, „r“ bedeutet Ratte, „m“ bedeutet Maus, „◻“ kennzeichnet  das B7-Bindemotiv, „ 

“ kennzeichnet die Transmembranregion, „ “ kennzeichnet den zytoplasmatischen Teil gemäß 

[254]. Referenzsequenzen und Analyseverfahren sind in Tab. 5 angegeben. 

 

Tab. 5: Speziesübergreifender Sequenzvergleich des CD28 Moleküls 

Zur Analyse der Sequenzübereinstimmung wurde das online Analyseprogramm BLASTp (Ver-

sion 2.7.1+) der National Center for Biotechnology Information (NCBI) mit DELTA-BLAST Algo-

rithmus benutzt.  

Spezies Referenzsequenz E-Wert Übereinstimmung 

  Schwein Mensch Schwein Mensch 

Sus scrofa NP_001274339.1 5e-171 5e-117 100,0 % 78,0%  

Homo sapiens NP_006130.1 5e-117 7e-171 78,0 % 100,0 % 

Rattus norvegicus NP_037253.1 5e-113 6e-110 71,0 % 70,0 % 

Mus musculus NP_031668.3 1e-107 3e-109 69,0 % 69,0 %  
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Inwieweit die beobachteten pCD28 Sequenzunterschiede einen Einfluss auf die Bindung zwi-

schen porcinen T-Zellen und xenogenen APCs haben könnten, ist bislang aufgrund mangeln-

der Daten zur direkten pCD28-B7 Interaktion unklar. Bisherige Untersuchungsergebnisse zur 

Interaktion zwischen humanen T-Zellen und porcinen APCs sind in Abb. 4 zusammengefasst. 

 

 

CD28 

B7 

 Mensch Maus Schwein 

Mensch 

 

CD86: +       [242] 

CD80/86: + [255] 

 

 

B7: + [256] 

CD80: + [257] 

CD86: + [248] 

B7: +      [249] 

Schwein ? ? ? 

Tab. 6: Kreuzreaktivität zwischen B7-Molekülen und CD28 verschiedener Species 

„+“ bedeutet Kreuzreaktivität, „?“ bedeutet unbekannte Interaktion.  

 

Mitunter ein wesentlicher Grund für die geringe Anzahl an durchgeführten Studien zur Expres-

sion, Funktion und Interaktion des porcinen CD28 Moleküls wird vermutlich die eingeschränkte 

Auswahl an spezifischen Untersuchungsmöglichkeiten sein. In Bezug auf immunologisch ba-

sierte Verfahren gibt es, wie in Tab. 7 ersichtlich, beispielsweise aktuell noch keine verfügbaren 

monoklonalen Antikörper (mAb) mit primärer Spezifität für oder Kreuzreaktivität mit Schweine 

CD28.  

Klon stimulatorisches Reaktivität 

Potenzial Mensch 

PBMC 

Maus 

Milz 

Ratte 

Milz 

Schwein 

Milz 

TGN1412/ 

TAB08 

superagon. 
+ - - - 

D665 superagon. - + - - 

JJ316 superagon. - - + - 

204-12 konventionell + - Ø - 

Tab. 7: Testung verfügbarer CD28 mAb auf Kreuzreaktivität mit  CD4+ T-Zellen ver-

schiedener Spezies 

„-“ bedeutet keine Kreuzreaktivität, „+“ bedeutet vorhandene Kreuzreaktivität, „Ø“ bedeutet 

nicht getestet. Für die Spezies Maus, Ratte und Schwein wurden Milzen und für die humanen 

Zellen wurden mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) für die Isolation von CD4+ 

T-Lymphozyten verwendet. Quelle: unveröffentlichte Daten von N. Wolf , X. Ding, S. Uehlein, N. 

Beyersdorf. 
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1. 4 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war es, das bisher wenig erforschte porcine CD28 Molekül in Bezug auf Gen- 

und Proteinexpression sowie auf Funktion in Leukozyten Dt. Landrasse Schweine tiefergehend 

zu untersuchen. Untersuchungsgrundlage dieses Forschungsvorhabens bildete, wie in Abb. 8 

dargestellt, die porcine Milz, das größte sekundär lymphatische Organ des Schweins [258]. 

Der erste Teil dieser Arbeit behandelte zunächst die Analyse der pCD28 Genexpression mittels 

RT-PCR in porcinen Splenozyten. Zur Bestätigung der qualitativen RT-PCR Ergebnisse wurde 

eine durchflusszytometrisch-basierte quantitative mRNA-Expressionsanalyse auf Einzelzelle-

bene mittels Prime Flow® durchgeführt. 

Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich im ersten Schritt mit der Selektionierung und Cha-

rakterisierung pCD28 spezifischer mAb. Hierfür wurden die selbst generierten Maus anti-

Schwein CD28 mAb Klone und Subklone zuerst einer Affinitätstestung an porcinen Splenozyten 

sowie anschließend einer Kreuzreaktivitätstestung an humanen PBMCs und Maus-Splenozyten 

unterzogen. Nach Auswahl geeigneter anti-pCD28 mAb Klone wurde im zweiten Schritt mit 

der Charakterisierung der pCD28 Oberflächenexpression auf porcinen Splenozyten bzw. auf 

CD4+ und CD8+ T-Zellen fortgefahren. Analog zur durchflusszytometrischen mRNA-Analyse 

wurden auch hier CD4+ T-Zellsubpopulationen miteinander verglichen. 

Im dritten und letzten Teil der Arbeit wurde die funktionelle Untersuchung des pCD28 Moleküls 

sowie die weitere Antikörpercharakterisierung näher beleuchtet. In verschiedenen Proliferati-

onsassays wurde das pCD28 Oberflächenmolekül auf Kostimulation, direkte Stimulation und 

superagnostische Funktion an verschiedenen T-Zellpopulationen getestet. 

 

 

Abb. 8: Fotographische Beispielaufnahme einer verwendeten porcinen Milz 

Wie hier beispielhaft in der Abbildung gezeigt, besitzen porcine Milzen eine lang gestreckte 

Form mit einer durchschnittlichen Länge von ca. 30 cm. Der dreieckige Querschnitt ist im Bild 

nur angedeutet zu erkennen.  
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2. Material und Methoden  

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Gerät  Typ Hersteller 

Durchflusszytometer LSR II BD Bioscience, Heidelberg 

Eismaschine AF100 Scottsman, Vernon Hills, USA 

FACSSorter FACS Aria III BD Bioscience, Heidelberg 

Feinstwassersystem 
BarnsteadTM GenPureTM 

Pro UV/ UF 

Life Technologies GmbH,  

Darmstadt 

Gefrierschrank  

-80 °C 
FormaTM 600 Series 

Life Technologies GmbH,  

Darmstadt 

Geltrockner Drystar B 
H. Hölzel Labortechnik GmbH, 

Wörth 

Heizblock Thermocycler comfort Eppendorf AG, Hamburg 

Inkubator 

Heraeus® 
Kendro Laboratory Products  

GmbH, Hanau 

HERACell150i Life Technologies GmbH,  

Darmstadt HERACell 140i 

Lichtmikroskop 

DMLS 
Leica Microsysteme Vertrieb  

GmbH, Wetzlar 

513558 Leitz, Wetzlar 

CK41 
Olympus Deutschland GmbH, 

Hamburg 

Magnethalter MACS Multistand 
Miltenyi Biotech GmbH,  

Bergisch Gladbach 

Multipetten 

Research 300 Eppendorf AG, Hamburg 

Socorex Acura 885 
Fisher Scientific GmbH,  

Schwerte-Geisecke  

Nanophotometer Nanodrop 2000 
Life Technologies GmbH,  

Darmstadt 

Netzgerät 
microcomputer electro- 

phoresis power supply 
Consort bvba, Turnhout, BE 

pH-Meter Hi9321 microprocessor Hanna Instruments, Vöhringen 

Pipettierhilfe 

accu-jet® pro 
Brand GmbH & Co KG, 

Wertheim 

Pipetus 
Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt 

Reagenzglas- 

schüttler 
Vortex Genie 2TM A. Hartenstein, Würzburg 
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Sicherheits- 

werkbank 

Heraeus® HERAsafe® 

KS12 

Kendro Laboratory Products 

GmbH, Hanau 

Thermocycler 
Mastercycler Eppendorf AG, Hamburg 

TPersonal Biometra GmbH, Göttingen 

Tischzentrifuge 
Heraeus® Biofuge Fresco 

Kendro Laboratory Products 

GmbH, Hanau 

Centrifuge 5415 C Eppendorf AG, Hamburg 

UV-System Gel iX20 Imager 
Intas Science Imaging 

Instruments GmbH, Göttingen 

Wasserbad 
1002 Gesellschaft für Labortechnik 

GmbH, Burgwedel 1083 

Zählkammer 
Neubauer-improved  

0,01 mm 

Paul Marienfeld GmbH und Co. 

KG, Lauda-Königshofen 

Zentrifuge Heraeus® Megafuge 1.0 R 
Kendro Laboratory Products 

GmbH, Hanau 

 

2.1.2 Software 

Software, Version Hersteller 

Graph Pad Prism® v5.0 Graph Pad Software Inc., San Diego, USA 

FlowJo v8.8.3, v10 Treestar, Ashland, USA 

FACSDiva Software BD Bioscience, Heidelberg 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Produkt Bezugsquelle 

FACS-Röhrchen, 5 ml Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 

Konische Zentrifugenröhrchen,  

15,0 ml/ 50 ml 

Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Kryokonservierungsgefäße, 1,5 ml Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

LD Säule Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Galdbach 

Microtiter-Gefäße A. Hartenstein, Würzburg 

Mikrotiterplatte FB,  

24 Näpfe/ 96 Näpfe 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen  

BD Biosciences Falcon®, Heidelberg 

Mikrotiterplatte RB/ VB, 96 Näpfe Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Petrischale steril, 60/15 mm Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Röhre, 5 ml Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 

Serologische Pipetten,  

2,0 ml/ 5,0 ml/ 10,0 ml/ 25,0 ml  
Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 

Sterile Einweg-Bottle Top Filter Life technologies NalgeneTM Rapid-FlowTM,  
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mit SFCA-Membran Darmstadt 

Zellsiebe, 40,0 µm/ 70,0 µm BD Biosciences Falcon®, Heidelberg 

 

2.1.4 Chemische Substanzen 

Substanz Bezugsquelle 

Acrylamid 4K Solution, 30 % AppliChem GmbH, Darmstadt 

Agarose AppliChem GmbH, Darmstadt 

APS-Pulver Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

BSA Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

CaCl2 2 H20 Merck, Darmstadt 

CaCl2 4 H20 Merck, Darmstadt 

Cell Proliferation Dye eFluor 670 eBioscience Inc., Frankfurt a. M. 

CFSE Biolegend, San Diego, USA 

Concanavalin A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

DAPI Life Technologies GmbH, Darmstadt 

D-Glucose Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Diethylamin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

DMEM high glucose Lonza Bio Whittaker, Hessisch Oldendorf 

DMSO Sigma Aldrich Co., Taufkirchen 

DPBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach  

EDTA (0,5 M) Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Essigsäure AppliChem GmbH, Darmstadt 

FACSClean BD Bioscience, Heidelberg 

FACSRinse BD Bioscience, Heidelberg 

FCS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

Fixable Viability Dye eFluor 780 eBioscience Inc., Frankfurt a. M. 

GeneRuler 1 kb DNA ladder Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Glycerin Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

HEPES Lonza Group AG, Basel, CH 

KCl Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

KH2PO4 Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

L-Glutamin (200 mM) Life Technologies GmbH, Darmstadt 

LSM 1077 GE Healthcare, Uppsala, SW 

MgCl2 6 H20 Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

MgSO4 7 H20 Merck, Darmstadt 

Na2HPO4 2 H20 Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

NaCl Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

NaN3 AppliChem GmbH, Darmstadt 

Na-Pyruvat (100 mM) Life Technologies GmbH, Darmstadt 

nicht-essent. AS, MEM (100x) Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Orange G Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Page Ruler Prestained Protein Ladder Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Pen-Strep PromoCell GmbH, Heidelberg 
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Pen-Strep (10.000 U/ ml) Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Phenolrot Merck, Darmstadt 

Proleukin® S Novartis Pharma GmbH, Nürnberg 

Protein G Sepharose, 4 Fast Flow GE Healthcare, Uppsala, SW 

RPMI 1640 + L-Glutamin Life Technologies GmbH, Darmstadt 

TEMED Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 

Tris Merck, Darmstadt 

Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt 

Trypanblau 
AppliChem GmbH, Darmstadt 

Sigma Aldrich, Taufkirchen 

β-Mercaptoethanol (50 mM) Life Technologies GmbH, Darmstadt 

 

2.1.5 Medien 

Bezeichnung Bestandteile 

Kryokonservierungsmedium  

porciner Zellen 

70 % 

10 % 

20 % 

FCS 

DMSO 

RPMI 1640 Supp. 

Zellkulturmedium 

RPMI 1640 Supp. 

40,0 ml 

5,0 % 

in 500 ml 

SC 

FCS 

RPMI 1640 

 

2.1.6 Puffer und Lösungen 

 Bezeichnung Bestandteile 

BSS 

1100 ml  

1100 ml  

auf 10 l 

BSS I 

BSS II 

Aqua dest. auffüllen 

BSS I 

18,6 g 

40,0 g 

800,0 g 

20,0 g 

20,0 g 

in 10 l 

CaCl2 2 H20 

KCL 

NaCl 

MgCl2 6 H20 

MgSO4 7 H20 

Aqua dest. 

BSS II 

100,0 g 

6,0 g 

23,8 g 

1,0 g 

in 10 l 

D-Glucose 

KH2PO4 

NaHPO4 2 H20 

Phenolrot 

Aqua dest. 

BSS-BSA 
20 g 

in 10,0 l 

BSA 

BSS 

Coomassie- 

Entfärbelösung 

12,5 % 

10,0 % 

in 0,5 l 

Isopropanol 

Essigsäure 

ddH2O 

Coomassie-Färbelösung 12,5 % Isopropanol 
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10,0 % 

0,25 % 

in 0,5 l 

Essigsäure 

Coomassie Blue R250 

ddH2O 

Elutionspuffer 

pH 11,0 

50 mM 

in 

Diethylamin 

H2O 

FACS-Puffer  

0,10 % 

0,02 % 

in 

BSA 

NaN3 

PBS für FACS 

Fixationslösung 
25 % 

in 

Fixation/ Permeabilization concentrate 

Fixation/ Permeabilization Diluent 

Lagerungspuffer 
0,9 % 

in 

NaN3 

PBS 

Lämmli  

nicht-reduzierend 

6x 

0,72 ml 

2,4 ml 

3,0 ml 

1,2 ml 

2,68 ml 

Tris (1,0 M, pH 6,8) 

SDS (10,0 %) 

Glycerin 

Bromphenolblau (0,1 %) 

ddH2O  

Laufpuffer  

5x 

94,0 g 

15,1 g 

10,0 % 

in 1,0 l 

Glycin 

Tris 

SDS 

ddH2O 

NaCl-Lösung  

1,8 % 

18,0 g 

in 1,0 l 

NaCl 

ddH20 

Neutralisationspuffer 

pH 6,0 

2 M 

in 

Tris 

H2O 

Orange G 

10 g 

3,0 ml 

7,0 ml 

Orange G 

Glycerin 

ddH2O 

PBS 

80,0 g 

2,0 g  

11,5 g 

2,0 g 

1,670 g  

1,0 g  

in 10 l 

NaCl 

KCl 

Na2HPO4 2 H20 

KH2PO4 

CaCl2 4 H20 

MgCl2 6 H20 

Aqua dest. 

PBS für FACS 

80,0 g 

2,0 g  

11,5 g 

2,0 g 

in 10 l 

NaCl 

KCl 

Na2HPO4 2 H20 

KH2PO4 

Aqua dest. 

Permeabilisierungs- 

lösung 

10 % 

in 

10x Permeabilization Buffer 

ddH2O 

RLT-Puffergemisch 
10 µl 

1000 µl 

ß-Mercaptoethanol 

RLT-Puffer 

RT-PCR Mastermix 

10 µl 

2,5 µl 

1,0 µl 

10x Puffer 

pro 1:10 verdünnten Primer 

Betaine 
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1 µl 

0,5 µl 

30,5 µl 

10mM dNTPs 

Phusion High Fidelity DNA Polymerase 

H2O 

Sammelgel 

4 % 

750 µl 

60 µl 

1,4 ml 

40 µl 

3,7 ml 

780 µl 

Tris (1 M, pH 6,8) 

SDS (10 %) 

TEMED 

APS (10 %) 

H2O 

Acrylamid 

SC 

500 ml 

100 ml 

100 ml 

100 ml  

5,0 ml  

60,0 ml 

FCS 

Na-Pyruvat 100 mM 

nicht-essent. AS, Mem (100x) 

Pen-Strep 10.000 U/ ml 

β-Mercaptoethanol 50 mM 

5 % Glutamin Lsg. 

TAE  

1x 

20,0 ml 

980,0 ml 

50x TAE 

ddH2O 

TAE  

50x 

121,0 g 

28,55 ml 

50 ml 

auf 500 ml 

Tris 

Essigsäure 

0,5 M EDTA 

ddH2O 

Trenngel  

12 % 

2,5 ml 

0,1 ml 

10 µl 

50 µl 

3,35 ml 

4,0 ml 

Tris (1,5 M, pH8,8) 

SDS (10 %) 

TEMED 

APS (10%) 

H2O 

Acrylamid 

Trypanblau-Lösung 
0,04 % 

in 

Trypanblau 

PBS  

Waschpuffer 
1 M 

in 

NaCl 

PBS 

 

2.1.7 Kits  

Bezeichnung Bezugsquelle 

AbCTM Total Antibody Compensation  

Bead Kit 

Life technologies Molecular ProbesTM,  

Darmstadt 

DNase I (Amplification Grade) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  

München 

Foxp3/ Transcription Factor Fixation/  

Permeabilization Concentrate and Diluent 
eBioscience Inc., Frankfurt a. M. 

iScript cDNA synthesis kit AbD Serotec, Puchheim 

Mouse Monoclonal Antibody Isotyping  

Test Kit 
AbD Serotec, Puchheim 

Mouse PrimeFlow RNA Assay Kit eBioscience Inc., Frankfurt a. M. 

RNeasy Mini Kit (50) QIAGEN GmbH, Hilden 
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2.1.8 Antikörper  

Erstantikörper Klon Bezugsquelle 

humanisierter anti-Mensch  

CTLA-4-Ig 
 

Bristol-Myers Squibb GmbH & 

Co. KGaA, München  

Maus anti-Maus CD28 E18 ExBio, Prag, CZ 

Maus anti-Maus Ki67 Alexa 647 B56 BD Bioscience, Heidelberg 

Maus anti-Mensch CD28  204-12 
Novus Biologcials LTD,  

Cambridge, UK 

Maus anti-Mensch CD28 CD28.2 Biolegend Inc., London, UK 

Maus anti-Mensch CD4 PE RPA-T4 eBioscience Inc., Frankfurt a. M. 

Maus anti-Schwein CD25  K231.3B2 
Bio-Rad AbD Serotec GmbH,  

Puchheim 

Maus anti-Schwein CD3ε  PPT3 
Bio-Rad AbD Serotec GmbH, 

Puchheim 

Maus anti-Schwein CD3ε PE Cy7 BB23-8E6-8C8 BD Bioscience, Heidelberg 

Maus anti-Schwein CD4α PE 74-12-4 BD Bioscience, Heidelberg 

Maus anti-Schwein CD8α FITC 76-2-11 BD Bioscience, Heidelberg 

Normales Maus Immunglobulin polyklonal Sigma Aldrich Co., Taufkirchen 

Ratte anti-Maus B220 Alexa647 RA3-6B2 BD Bioscience, Heidelberg 

Ratte anti-Maus CD3ε FITC 145-2C11 Biolgend Inc., London, UK 

Ratte anti-Maus CD4 PE GK 1.5 Biolegend Inc., London, UK 

Ratte anti-Maus Fcγ 2.4G2 AG Kerkau, Würzburg 

Ratte anti-Maus Foxp3 PE Cy5 FJK-16s eBioscience Inc., Frankfurt a. M. 

Ratte anti-Schwein γδ T-cells APC  MAC320 BD Bioscience, Heidelberg 

 

Zweitantikörper  Bezugsquelle 

Ziege anti-Maus IgG (H+L) Alexa 647  Dianova GmbH, Hamburg  

Ziege anti-Maus IgG (H+L) Biotin  Dianova GmbH, Hamburg  

Ziege anti-Maus IgG (H+L) FITC  Dianova GmbH, Hamburg  

 

Streptavidin-Konjugate  Bezugsquelle 

Streptavidin PE-Cy5  Biolegend Inc., London, UK 

Streptavidin PerCP  Biolegend Inc., London, UK 

 

Antikörper-beschichtete  

magnetische Kügelchen 

Bezugsquelle 

CD90.2 MicroBeads, Maus 
 Miltenyi Biotech GmbH,  

Bergisch Gladbach 

InvitrogenTM Dynabeads Pan Mouse IgG   Life Technologies GmbH, Darmstadt 
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2.1.9 Primer 

Primer 5‘-3‘-Sequenz Bezugsquelle 

pCD28 Fwd 
CTAGAATTCGCCGCCACCATGA- 

TCCTCGGGTTACTCCTGGC 
Sigma Aldrich Co., Taufkirchen 

pCD28 Rev 
CTAGGGATCCTCAGGAGCGGTA- 

GGCTGCAAA 
Sigma Aldrich Co., Taufkirchen 

hActin b as 
CTAGAAGCATTTGCGGTGGACG- 

ATGGAGGG 
Sigma Aldrich Co., Taufkirchen 

hActin b es 
TGACGGGGTCACCCACACTGTG- 

CCCATCTA 
Sigma Aldrich Co., Taufkirchen 

 

2.1.10 Biologische Stoffe 

Zell-/ Zuchtlinie Spezies/ Genom Herkunft 

A20J Mus musculus 
Institut für Virologie und Immunbiologie, 

Würzburg 

Blutzapfen  Homo sapiens 
Ambulanz für Tranfusionsmedizin des 

Universitätsklinikum Würzburg, Würzburg 1 

BW Mus musculus 
Institut für Virologie und Immunbiologie, 

Würzburg 

C57BL/6 wt Mus musculus 
Institut für Virologie und Immunbiologie, 

Würzburg 

Dt. Landrasse Sus scrofa Metzgerei Hollerbach, Rimpar 

 

  

 

1 In Einklang mit den Richtlinien des Ethikkomitees der Medizinischen Fakultät der Universität Würzburg  

(voll anonymisiert). 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Allgemeine Zellkulturmethoden 

2.2.1.1.1 Einzelzellsuspension lymphatischer Organe  

Nach der fachgerechten Tötung der Tiere wurden die Organe entnommen und zur Vereinze-

lung der Zellen mittels eines 12 ml Spritzenstempels durch ein Nylon-Zellsieb gerieben. Ent-

sprechend des jeweiligen Versuchsansatzes wurde die Zellsuspension anschließend entweder 

steril für Zellkulturen in BSS-BSA bzw. in RPMI 1640 Supp. oder unsteril für FACS-Analysen in 

PBS bzw. FACS-Puffer aufgefangen. Für die porcinen Zellen wurde von Sieben mit 70 µm Ma-

schenbreite, für die Maus-Zellen Siebe mit 40 µm Maschenbreite Gebrauch gemacht. In Bezug 

auf dt. Landrasse-Schweine erfolgte nur eine Aufarbeitung der Milz. 

 

2.2.1.1.2 Bestimmung der vitalen Zellkonzentration/ -zahl 

Zur Bestimmung der Zellkonzentration bzw. der absoluten Zellzahl wurden 10 µl der Zellsus-

pension im Verhältnis 1:10 mit 0,04 %iger Trypanblau-Lsg. vermischt und auf eine Neubauer-

Zählkammer aufgetragen. Gemäß der Formel in Abb. 9 konnte anhand der unter dem Licht-

mikroskop bestimmten Zellzahl Z pro Gruppenquadrat Q sowie das zur Resuspension verwen-

dete Volumen V die Zellkonzentration c bzw. die absolute Zellzahl Za berechnet werden. 

 

 

Za = c [Zellzahl/ ml] x V [ml]= 
ZQ1+ ZQ2+ ZQ3+ ZQ4

4
 x 10 x 10

4
 x V [ml] 

 

Abb. 9: Berechnung der vitalen Zellkonzentration und -zahl 

 

2.2.1.1.3 Isolation von Lymphozyten 

Zur Isolation von mononukleären Zellen aus heparinisiertem Blut oder Milzgewebe wurde die 

Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. Hierzu wurden zunächst 15 ml LSM 1077 in ein 

50 ml Zentrifugenröhrchen pipettiert und anschließend für 5 Min. bei 355 g und RT zentrifugiert. 

Anschließend wurden dann 30 ml Blut bzw. 30 ml Milz-Zellsuspension vorsichtig über den Gra-

dienten geschichtet und für 15 Min. bei 1132 g, RT und ohne Bremse zentrifugiert.  
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Im weiteren Schritt wurde dann unter Zuhilfenahme einer Pasteurpipette der Lymphozytenring 

vorsichtig abgenommen, in ein neues 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, bei 355 g und 10°C 

für 5 Min. zentrifugiert, der Überstand (Ü/S) abgenommen und das Pellet zur anschließenden 

Zellzahlbestimmung in ca. 5 ml BSS-BSA resuspendiert. Die Milz-Zellsuspension wurde dabei 

nach dem in 2.2.1.1 geschilderten Verfahren steril hergestellt. Verwendet wurde die Zentrifuge 

Megafuge 1.0R Zentrifuge der Firma Kendro. 

 

2.2.1.1.4 Kryokonservierung porciner Leukozyten 

Für die kurzfristige Kryokonservierung porciner Leukozyten wurden die Zellen im Anschluss an 

die in 2.2.1.1.3 Isolation von Lymphozyten beschriebene Zellisolation mittels Zentrifugation 

(5 Min., 355 g, 10°C, Megafuge 1.0R Zentrifuge der Firma Kendro ) pelletiert und durch Resus-

pension mit Kryokonservierungsmedium auf eine Zellkonzentration von 1x107 Zellen/ ml ein-

gestellt. Die zu je 1,0 ml aliquotierten Zellsuspensionen wurden dann jeweils in ein 1,5 ml Kry-

okonservierungsgefäß bei -80°C für die Dauer von bis zu 12 Monaten tiefgefroren. 

 

2.2.1.1.5 Auftauen porciner Leukozyten 

In Vorbereitung auf das Auftauen der kryokonservierten porcinen Leukozyten wurde das Zell-

kulturmedium zusammen mit dem Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Anschließend wurden dann 

jeweils drei der im 37 °C warmen Wasserbad fast vollständig aufgetauten Zellsuspensions-Ali-

quots in ein konisches 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Im nächsten Schritt wurden dann 

die leeren Kryokonservierungsgefäße drei Mal mit jeweils einem 1 ml des erwärmten Zellkul-

turmediums ausgewaschen und das Medium tropfenweise zur Zellsuspension pipettiert.  

Nach diesem Vorgang erfolgte dann das langsame tropfenweise Auffüllen der Zentrifugen-

röhrchen mit erwärmtem Zellkulturmedium auf 50 ml, die dann für 5 Min. bei 355 g und 20 °C 

in der Megafuge 1.0R Zentrifuge der Firma Kendro zentrifugiert wurden. 

 

2.2.1.1.6 Zellmarkierung mit eFluor670 
 

Die zu markierenden Zellen wurden zunächst zwei Mal mit PBS gewaschen und anschließend 

auf eine Zellkonzentration von 2x107 Zellen/ ml eingestellt. Nach diesem Vorbereitungsschritt 

mit 37 °C warmen PBS wurde eine 1:500 Verdünnung des Proliferationsfarbstoffs eFluor670 

hergestellt. Verwendet wurde hierfür das gleiche Volumen an 37 °C warmem PBS wie für das 

Einstellen der Zellkonzentration.  
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Im nächsten Schritt wurde dann unter Verwendung eines Reagenzglasschüttlers die Zellsus-

pension mit der eFluor670-Verdünnung vermischt und für 10 Min dunkel im Wasserbad bei 

37 °C inkubiert.  

Durch die Zugabe des 4- bis 5-fachen Volumens an eiskaltem BSS-BSA sowie die anschließende 

5-minütige Inkubation bei 4 °C  wurde die weitere Farbstoff-Aufnahme in die Zellen gestoppt 

und nicht-aufgenommenes eFluor670 durch einen 2-maligen Waschschritt mit BSS-BSA ent-

fernt. Alle Waschschritte erfolgten bei 355 g für 5 Min. bei 10 °C in der Zentrifuge Megafuge 

1.0R der Firma Kendro. 

 

2.2.1.2 Proliferationsassays 

2.2.1.2.1 Xenogene gemischte Lymphozytenreaktion  

Zur Analyse einer funktionellen Bedeutung des pCD28 Oberflächenmoleküls wurden Versuche 

zur xenogenen gemischten Lymphozytenreaktion (MLR) von isolierten Lymphozyten dt. Land-

rasse-Schweine mit Antigen-präsentierenden Zellen von C57BL/6 wt Mäusen unternommen. 

Die verwendeten Mäuse entstammten der Hauszucht des Instituts für Virologie und Immunbi-

ologie Würzburg und befanden sich im Alter zwischen 17 und  21 Wochen. Für den Versuch 

wurden zunächst Milzen beider Spezies aufgereinigt, die Lymphoyzten isoliert und die T-Lym-

phozyten der Maus-Splenozyten gemäß 2.2.3.3 negativ selektioniert.  

Anschließend wurden jeweils 1x105 eFluor670 markierte Schweine Lymphozyten zusammen mit 

1x105 T-Zell-depletierten Maus-Milzzellen für sechs Tage in 96-Napf-Rundbodenplatten in Kul-

tur genommen.  

Dabei wurde das Zellkulturmedium mit hCTLA-4-Ig (0 µg/ ml, 0,025 µg/ ml, 0,25 µg/ ml, 2,5 

µg/ ml) und rekombinant erzeugtem, humanem Proleukin (0 M, 0,25 x 10-7 M) versetzt. Als 

syngene Negativkontrolle diente ein Versuchsansatz ohne hCTLA-4-Ig, jeweils mit und ohne 

Proleukin (IL-2). Die Versuchsansätze wurden jeweils als Dubletten angelegt.  
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Abb. 10: Versuchsansatz zur xenogenen gemischten Lymphozytenreaktion  

„pAPC“ bzw. „mAPC“ steht für porcine bzw. Maus-Antigen-präsentierende Zellen, „pT-Zel-

len“ bzw. „mT-Zellen“ steht für porcine bzw. Maus-T-Zellen, „hCTLA-4-Ig“ steht für humanes 

CTLA-4-Immunglobulin. Inkubation porciner Splenozyten im syngenen Ansatz ohne mAPC und 

im xenogenen Ansatz mit mAPC aus der Milz von C57BL/6 wt Mäusen. Die porcinen Splenozy-

ten wurden vor Inkubation mit dem Proliferationsfarbstoff eFluor670 markiert. Zur Zellkultur 

wurden zusätzlich verschiedene Konzentrationen an hCTLA-4-Ig und rk IL-2 (Proleukin) gege-

ben. Nach 6-tägiger Inkubation (d6) erfolgte die durchflusszytometrische Analyse des Prolife-

rationsverhaltens porciner CD4+ T-Lymphozyten.  

 

2.2.1.2.2 Kostimulatorische Aktivität des porcinen CD28 

Zur Untersuchung der kostimulatorischen Aktivität des porcinen CD28 Oberflächenmoleküls 

wurden 2x105 eFluor670 markierte, isolierte Lymphozyten aus der Milz dt. Landrasse-Schweine 

für drei, vier oder fünf Tage zusammen mit anti-CD3ε (PPT3) Antikörper-beladenen Dynabeads 

Pan Mouse Ig und anti-CD28 spezifischen Antikörperüberständen (CD28 mAb Ü/S)  in einem 

Volumen von 200 µl in Kultur genommen. Verwendet wurden hierfür 96-Napf-Flachbodenplat-

ten sowie anti-CD3ε Antikörper-Konzentrationen von 20 , 10 , 5 und 0 µg/ ml für die Beschich-

tung der Dynabeads Pan Mouse Ig und anti-CD28 Antikörperüberstände in einer Verdünnung 

von 1:4.  
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Als Negativkontrolle diente jeweils ein Ansatz ohne Antikörperüberstand. Als Positivkontrolle 

dienten Ansätze mit jeweils 0,1 µg/ ml und 1 µg/ ml Concanavalin A. Zu den Zeitpunkten d3, 

d4 und d5 erfolgte dann die Auswertung der Proliferation von eFluor670 markierten CD4+ 

CD8α_/ CD8αlow T-Zellen, CD4- CD8high T-Zellen und doppelt negativen Zellen mittels Durch-

flusszytometrie am Durchflusszytometer LSRII der Firma BD. 

 
Abb. 11: Versuchsansatz zur Untersuchung der kostimulatorischen Aktivität des pCD28 

Moleküls 

Inkubation porciner Splenozyten mit anti-pCD28 mAb Ü/S in Lsg. und anti-CD3ε mAb belade-

nen Dynabeads Pan Mouse Ig. Die freien Bindungsstellen der Dynabeads Pan Mouse Ig wurden 

nach Beschichtung mit anti-CD3ε mAb mit normalem Maus-Immunglobulin blockiert. 

 

2.2.1.2.3 Direkt stimulatorische Aktivität des porcinen CD28 

Allgemein 
 

Zur Untersuchung der direkt stimulatorischen Aktivität des porcinen CD28 Oberflächenmole-

küls wurden 2x105 eFluor670 markierte isolierte Lymphozyten aus Milzen dt. Landrasse-

Schweine für drei bis fünf Tage bei 37 °C und 5 % CO2 zusammen mit CD28 mAb Ü/S, mit CD28 

mAb Ü/S und unbeladenen Dynabeads Pan Mouse Ig oder mit CD28 mAb Ü/S beladenen Dy-

nabeads Pan Mouse Ig in einem Volumen von 200 µl in Kultur genommen. Verwendet wurden 

hierfür 96-Napf-Rundbodenplatten sowie anti-CD28 mAb Ü/S in einer Verdünnung von 1:4.  
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Zu den Zeitpunkten d3, d4 und d5 erfolgte dann die Auswertung der Proliferation von e-

Fluor670 markierten CD4+ CD8α- / CD8αlow T-Zellen, CD4- CD8αhigh T-Zellen und doppelt nega-

tiven Zellen mittels Durchflusszytometrie am Durchflusszytometer LSRII der Firma BD. Eine 

schematische Darstellung der Versuchsansätze findet sich in Abb. 12. 

              
 

 

 

   

Abb. 12: Versuchsansätze zur Untersuchung der direkten stimulatorischen Funktion des 

pCD28 Moleküls 

(A) Inkubation porciner Splenozyten mit anti-pCD28 mAb Ü/S in Lsg. (B) Inkubation porciner 

Splenozyten mit anti-pCD28 mAb Ü/S in Lsg. und unbeladenen Dynabeads Pan Mouse Ig. (C) 

Inkubation porciner Splenozyten mit anti-pCD28 mAb beladenen Dynabeads Pan Mouse Ig. 
 

 

Sort-Kultur 
 

Um eine mögliche direkt stimulatorische Funktion der Antikörperüberstände auf die einzelnen 

porcinen Lymphozyten-Subpopulationen genauer analysieren zu können, wurde der folgende 

Versuchsansatz mit sortierten und unsortierten, eFluor670 markierten porcinen Splenozyten 

durchgeführt.  

A

 

B 

C 
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Hierzu wurden in einer 96-Napfplatte jeweils 2x105 Zellen pro Napf in einem Volumen von 200 

µl für drei, vier und fünf Tage bei 37 °C und 5,0 % CO2 kultiviert. Anschließend wurde das 

Proliferationsverhalten mittels Durchflusszytometrie bestimmt.  

Für die beiden Versuchsansätze, Medium und 1:4 in Medium verdünntem CD28 mAb Ü/S, wur-

den Rundbodenplatten verwendet. Für die Versuchsansätze mit Dynabeads Pan Mouse Ig wur-

den hingegen Flachbodenplatten eingesetzt. Im Verhältnis 5:1 wurden dabei entweder mit PBS 

gewaschene oder mit anti-pCD28 mAb beladene Dynabeads Pan Mouse Ig zu den Zellen hin-

zugegeben.  

Zu den Zellkulturen mit unbeladenen Dynabeads Pan Mouse Ig wurden zusätzlich noch Anti-

körperüberstände in 1:4 Verdünnung hinzugegeben. Sortiert wurden folgende Lymphozyten-

Subpopulationen CD4+CD8α- / CD8αlow, CD8αhighCD4-, CD4-CD8- gemäß 2.2.3.1.1. 

 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 Genexpressionsanalyse porciner Leukozyten 

2.2.2.1.1 RNA-Extraktion  

Für die Extraktion von RNA aus porcinen Splenozyten wurde das RNeasy Mini Kit verwendet. 

Hierfür wurde in Anschluss an das in 2.2.1.4 beschriebene Verfahren zur Zellisolation bzw. in 

Anschluss an den FACS-Sort 1x107 Zellen abzentrifugiert (355 g, 5 Min., 4 °C, Zentrifuge Hera-

eus® Megafuge 1.0 R der Firma Kendro), mittels 600 µl des RLT-Puffergemisches resuspendiert 

und lysiert. Für alle nachfolgend aufgeführten Zentrifugationsschritte wurde die Tischzentri-

fuge Heraeus® Biofuge Fresco der Firma Kendro verwendet. 

Die Zellsuspension wurde auf eine QiaShredder Säule aufgetragen, für 2 Min. bei 16.060 g 

zentrifugiert und 350 µl des 70 %igen Ethanols hinzupipettiert. Im zweiten Schritt wurde dann 

700 µl der Probe auf eine RNeasy Säule aufgetragen und für 20 s bei 9.503 g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde erneut verworfen und der Schritt mit der verbliebenen Probe wiederholt. 

Nach dem Verwerfen des Überstandes wurden 700 µl des Waschpuffers RW1 auf die Säule 

gegeben und die Säule bei 9.503 g für 20 s zentrifugiert.  

Es folgte nach Verwerfen des Überstandes ein zweimaliger Waschvorgang mit 500 µl des 

Waschpuffers RPE. Hierfür wurde die Probe nach dem 1. Pipettieren für 10 s bei 9.503 g zent-

rifugiert und nach dem 2. Pipettieren für 2 Min. bei 9.503 g und 1 Min. bei 16.060 g zentrifugiert. 

Im letzten Schritt wurde die membrangebundene RNA in RNase-freies Wasser eluiert.  



2. Material und Methoden 

34 

Hierfür wurde zunächst RNase-freies Wasser direkt auf die Membran der RNeasy Säule gege-

ben, die Säule in neues 1,5 ml Reagiergefäß überführt und für 1 Min. bei 9.503 g zentrifugiert. 

Die beschriebenen Schritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4 °C.  

 

2.2.2.1.2 DNA-Verdau 

Direkt im Anschluss an die RNA-Extraktion erfolgte der enzymatische DNA-Verdau mittels 

„DNase I Amplification Grade“ Kit. Hierzu wurde ein Versuchsansatz aus 4 µl des 10x Puffers, 4 

µl der DNase I und 33 µl extrahierter RNA gebildet, der für 15 Min. bei Raumtemperatur inku-

biert wurde.  

Die enzymatische Reaktion wurde mittels Hinzupipettieren von 4 µl der Stop-Lösung und der 

erneuten Inkubation für 10 Min. bei 70°C beendet. Die verdauten Proben wurden anschließend 

bei -20 °C gelagert bzw. zunächst für die reverse Transkription verwendet. 

 

2.2.2.1.3 Reverse Transkription (cDNA-Umschrieb) 

Für die reverse Transkription wurde nach Bestimmung der OD mittels des Nanophotometers 

Nanodrop 2000 der Firma Thermo Scientific 1,0 µg DNA-verdauter RNA mittels „iScript cDNA 

Synthesis“ Kit umgeschrieben. Dazu wurde aus der in ein PCR-Gefäß überführten Probe ein 

Reaktionsansatz aus 4 µl 5x iScript Puffer und 1 µl iScript Enzym gebildet, dessen Volumen 

mittels RNase-freien Wasser auf ein Zielvolumen von 20 µl eingestellt wurde. Die reverse Tran-

skription erfolgte dann in einem 3-schrittigen Zyklus im Thermocycler TPersonal der Firma Bi-

ometra. Hierzu wurde die Probe zunächst für 5 Min. bei 25 °C, danach für 30 Min. bei 42 °C 

und schließlich für 5 Min. bei 85 °C inkubiert. Die synthetisierte cDNA  wurde anschließend bei 

-80 °C gelagert bzw. zunächst für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. 

 

2.2.2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Zur Untersuchung der CD28 Expression auf mRNA Ebene in Relation zur Haushaltsgenexpres-

sion von β Actin wurde eine Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) durchgeführt. Nach Vorlegen 

von 48 µl Mastermix in ein PCR-Gefäß wurden 2 µl der Template-cDNA hinzupipettiert und das 

Reaktionsgemisch gemäß des in Tab. 8 beschriebenen Protokolls im Thermocycler „Mastercyc-

ler“ der Firma Eppendorf prozessiert. 
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Phase Schritt Zeit Temperatur Zyklen 

Vorbereitung 
Initiale 

Denaturierung 
30 s 98 °C 1 

Durchführung 

Denaturierung 10 s 98 °C 

35 Annealing 30 s 72 °C 

Elongation 30 s 72 °C 

Lagerung Kühlung ∞ 4 °C 1 

Tab. 8: Thermocycler-Programm der RT-PCR 

 

2.2.2.1.5 Gel-Elektrophorese 

Um die amplifizierten Sequenzen der RT-PCR sowohl quantitativ als auch qualitativ analysieren 

zu können, wurde eine Gel-Elektrophorese der Proben angefertigt. Hierfür wurde ein 1 %iges 

Agarosegel aus 1,5 mg Agarose und 150 ml 1x TAE hergestellt, das vor dem Gießen mit 3 µl 

GelRed versehen wurde. Nach dem Erkalten des Gels wurde dieses in eine mit 50x TAE befüllte 

Gelelektrophoresekammer eingesetzt, der Kamm mit 20 Taschen entfernt und die Kammern 

abwechselnd mit Probe und Marker beladen. Dabei wurden die 50 µl PCR-Produkt Proben zu-

vor mit 12,5 µl Orange G versehen. Nach einer Laufzeit von 30 Min. bei 130 V und 500 mA 

wurde die Gel-Elektrophorese beendet und das entstandene Bandenmuster im Gel mittels des 

UV-Systems „Gel iX20 Imager“ der Firma Intas detektiert und fotographisch aufgenommen.  

Als Netzgerät für Elektrophorese diente der microcomputer electrophoresis power supply von 

Consort. Zur Beurteilung der Bandengrößen wurde als Marker der GeneRuler 1 kb DNA ladder 

der Firma Thermo Fisher Scientific eingesetzt. 

 

2.2.2.2 Proteinanalyse 

2.2.2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  

Zur Reinheitsbestimmung des Antikörper-Aufreinigungsverfahrens, sowie zur Bestätigung des 

Isotypisierungs-Testergebnisses wurde im Anschluss an die Aufreinigung der Zellkulturüber-

stände eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Proben angefertigt. Verwendet wurde 

hierfür ein  4 %iges Sammel- und 12 %iges Trenngel.  

Vor der Auftragung der Proben wurden diese im Verhältnis 2:1 mit nicht-reduzierendem 

Lämmli-Puffer gemischt, zentrifugiert, für 5 Min. bei 95 °C aufgekocht, erneut zentrifugiert und 

jeweils 15 µl der Probe in die Geltaschen hineinpipettiert.  

Des Weiteren wurde zur Molekülmassebestimmung der Banden der Marker Page Ruler Prestai-

ned Protein Ladder der Firma Thermo Scientific auf das Gel aufgetragen.  
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Für 90 Min. erfolgte dann bei ca. 90 V die gelelektrophoretische Auftrennung der Proben. Alle 

Zentrifugationsschritte wurden für 1 Min. bei 16.000 g und RT mittels der Tischzentrifuge Cent-

rifuge 5415 C der Firma Eppendorf durchgeführt. 

 

2.2.2.2.2 Coomassie Blau-Färbung 

Zur spezifischen Färbung von Proteinen in einem SDS-Gel wurde dieses zunächst für 1 h bis 2 

h in Coomassie-Färbelösung inkubiert und anschließend über Nacht in Coomassie-Entfärbelö-

sung gelegt.  

 

2.2.2.2.3 Trocknen von SDS-Gelen 

Um Coomassie Blau-gefärbte SDS-Gele dauerhaft konservieren zu können, wurden diese mit-

tels des Geltrockners Drystar B der Firma H. Hölzel Labortechnik GmbH behandelt. Hierzu 

wurde das SDS-Gel luftblasenfrei auf Chromatographiepapier überführt, mit Frischhaltefolie 

abgedeckt und für 90 Min. bei 100 °C und maximaler Vakuumleistung getrocknet. 

 

2.2.2.2.4 Bestimmung der Proteinmenge 

Die Proteinmengenbestimmung der aufgereinigten Antikörperaliquots erfolgte in Anschluss 

an die SDS-PAGE maschinell mittels des Nanophotometers Nanodrop 2000 der Firma Thermo 

Scientific. 

 

2.2.3 Immunologische Methoden 

2.2.3.1 Herstellung monoklonaler Antikörper 

2.2.3.1.1 Gewinnung von Antikörper-Überständen  

Die in Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit gegen das porcine CD28 Molekül immunisierten 

Mäuse wurden drei Tage nach der letzten Immunisierung mittels zervikaler Dislokation getötet, 

präpariert und die Milz gemäß dem in 2.2.1.1 geschilderten Verfahren zur Zellsuspension ver-

einzelt. Anschließend erfolgte mittels Hybridomtechnik eine Fusion der Maus-Splenozyten mit 

der Myelomzelllinie Sp2/0AgX. Bei erfolgreicher Fusionierung wurde dann eine Klonierung so-

wie Subklonierung der Hybridome durchgeführt und die entsprechenden Zellkulturüberstände 

gewonnen und zunächst an pCD28 exprimierenden BW5147-Zellen, Zellen einer Mäuse-T-Zell-

Lymphom-Zelllinie, getestet. Die einzelnen Immunisierungsschritte sind in Abb. 13 festgehal-

ten. 
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Abb. 13: Immunisierungsverfahren zur Herstellung von Maus anti-Schwein CD28 mAb 

in BALB/c Mäusen 

Zur Induktion einer Antikörperbildung gegen das porcine CD28 Molekül wurden pCD28 expri-

mierende A20J-Zellen zunächst einmal wöchentlich über einen Zeitraum von 5 Wochen BALB/c 

Mäusen intraperitoneal injiziert. In Woche 10 erhielten die Mäuse dann einmalig eine Auffri-

schungsimmunisierung intravenös in halbierter Dosierung, bevor die Milz der Tiere drei Tage 

nach dem Boost entnommen wurde. 

 

2.2.3.1.2 Isotypisierung monoklonaler Antikörper 

Die Isotypisierung der aus der Fusion bzw. Subklonierung gewonnenen monoklonalen Anti-

körperüberstände erfolgte unter Zuhilfenahme des „Mouse Monoclonal Antibody Isotyping 

Test Kit“ Kits. Hierfür wurde zunächst eine Lösung, bestehend aus 900 µl PBS, 100 µl einer 

10 %igen BSA-Lösung und 10 µl des Antikörper-Überstandes, hergestellt und 150 µl dieser 

Lösung in eine entsprechende Testsäule überführt. Der Inhalt dieser Säule wurde anschließend 

mittels Reagenzglasschüttlers durchmengt und für 30 s inkubiert. Im nächsten Schritt wurde 

die Säule dann zusammen mit einem darin befindlichen Teststreifen für 10 Min. bei Raumtem-

peratur im Dunkeln inkubiert und das Ergebnis nach dem Trocknen des Teststreifens abgelesen. 

 

2.2.3.1.3 Aufreinigung monoklonaler Antikörper 

Die Aufreinigung von IgG Antikörperüberständen erfolgte mittels „Protein Sepharose G, 4 Fast 

Flow“. In Vorbereitung auf die Filtrierung wurden die Säulen zunächst mit jeweils 1 ml Sepha-

rose G beladen und anschließend einmalig mit 10 ml Elutionspuffer und 10 ml PBS vorgespült. 

Die Filtration des Antikörpers erfolgte dann über Nacht bei 4 °C mit einer Geschwindigkeit von 

einem Tropfen pro Sekunde. Vor dem Eluieren des Antikörpers in 5 ml Elutionspuffer wurden 

die Säulen zunächst mit 15 ml PBS und zweimalig mit 8 ml Waschpuffer vorgespült und die 

aufgefangene Antikörperlösung anschließend zu je 1 ml Lösung und 62 µl Neutralisationspuf-

fer aliquotiert. 
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2.2.3.2 Durchflusszytometrie 

2.2.3.2.1 Anreicherung durch Zellsortierung (FACS-Sort) 

Allgemein 
 

Die Zellsortierung erfolgte in der Serviceeinheit für Zellsortierung des IZKF Würzburg und Im-

munbiologie am FACS-Sorter FACS Aria III der Firma Becton Dickinson. Für eine anschließende 

mRNA-Extraktion erfolgte die Sortierung in RLT-Puffergemisch, für das Anlegen einer Zellkultur 

entsprechend in Zellkulturmedium. 

 

Lymphozytensubpopulationen aus Schweine Milzzellen der Dt. Landrasse 
 

Nach der Isolation porciner Lymphozyten wurden diese gemäß des Färbeprotokolls in Tab. 9 

gefärbt und gemäß der Gatingstrategie in Abb. 14 sortiert. Der Reinheitsgrad lag hierbei für 

die CD4+CD8 - / CD8αlow Population bei ca. 95 % , für die CD4-CD8αhigh Population bei ca. 98% 

und für die CD4-CD8α-/low Population bei ca. 96 % .  
 

Tab. 9: Färbepanel für die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung porciner Splenozyten 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Zur Zellanreicherung und durchflusszytometrischen Analyse von porcinen Splenozyten wurde 

zunächst ein passender FSC-A Forward- und SSC-A Sideward-Scatter ausgewählt. Im positiv 

selektionierten Gate wurden dann anschließend unter Verwendung der Parameter FSC-W/ FSC-

H und SSC-W/ SSC-H Dubletten negativ selektioniert. Stark autofluoreszierende Zellen sowie 

apoptotische oder nekrotische Zellen wurden dann in den nächsten Schritten mittels nicht-

belegter Fluoreszenzkanäle (PB) und dem Lebendfarbstoff Viability Dye (VD) weiter negativ 

selektioniert.  

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α 74-12-4 PE 1:250 
15 Min. 

anti-CD8α 76-2-11 FITC 1:800 

Abb. 14: Gatingstrategie für porcine Splenozyten  
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2.2.3.2.2 FACS-Analyse 

Allgemein 
 

Als Standard für die FACS-Analyse wurden jeweils 1x106 Zellen pro Probe in einem Volumen 

von 25 µl bzw. 50 µl in einer 96-Napf-V-Bodenplatte bei 4 °C gefärbt und in einem Volumen 

von 250 µl mit FACS-Puffer gewaschen. Eine Ausnahme hiervon bildete die Analyse von Zell-

kulturen und die Färbung von Zellen, die für den Sort und eine anschließende Kultur bestimmt 

waren. Im Falle der Zellkulturanalyse erfolgte die Färbung gemäß dem Standardverfahren ohne 

zuvorige Bestimmung der exakten Zellzahl. Für Zellen, die nach der Sortierung in Kultur ge-

nommen wurden, wurde Zellkulturmedium anstelle von FACS-Puffer zur Färbung verwendet. 

Die Messung der Proben wurde im Durchflusszytometer LSR II der Firma BD vorgenommen. 

Auf Grund der mangelnden Differenzierbarkeit von toten und lebenden Zellen im Forward- 

und Sideward-Scatter des LSR II wurde Viability Dye (VD) 1:1000 in alle Färbepanel integriert.  

Im Standardverfahren erfolgte für Färbungen der direkten Immunfluoreszenz ein 15-minütiger 

Blockschritt mit 2.4G2 für Maus-Zellen bzw. nmIg für Schweine-Zellen vor der 15- bis 30-minü-

tigen Inkubation mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern und Viability Dye (VD).  

Für intrazelluläre Färbungen, die in Anschluss an die Oberflächenfärbung vorgenommen wur-

den, wurde das Foxp3/ Transcription Factor Fixation/ Permeabilization Concentrate and Diluent 

Kit verwendet. Hierfür wurden die Zellen nach einem Waschschritt mit FACS-Puffer zunächst 

für 30 Min. bei RT in 100 µl Fixationslösung inkubiert, mit 150 µl Permeabilisationslösung ge-

waschen, in 25 µl Antikörper-Lösung erneut für 45 Min. bei RT inkubiert und danach wieder 

mit 150 µl Permeabilisationslösung gewaschen.  

Alle Waschschritte erfolgten für jeweils 3 Min. bei 320 g und 10 °C in der Zentrifuge Megafuge 

1.0R Zentrifuge der Firma Kendro.  

 

Testung der spezifischen Bindung von Antikörperüberständen an porcinen CD4+ T-Lymphozy-

ten 
 

Zellkulturüberstände der anti-pCD28 Klone, die sich im ersten Screening-Verfahren mit pCD28 

exprimierenden BW5147-Zellen als hoch positiv erwiesen hatten, wurden für die Bindung an 

porcinen Lymphozyten getestet.  Zum Nachweis der Bindung an CD4+ porcine T-Lymphozyten 

wurden die in Tab. 10 festgehaltenen Reagenzien für die indirekte Immunfluoreszenz verwen-

det. 
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Tab. 10: Färbepanel zur Testung der spezifischen Bindung von Antikörperüberständen 

 

Untersuchung der pCD28-Oberflächenexpression weiterer Lymphozytensubpopulationen mit-

tels aufgereinigter Antikörper des Klons 3D11 
 

Der spezifisch bindende Überstand des Klons 3D11 wurde gemäß 2.2.3.1.3 aufgereinigt und für 

eine genaue Analyse der CD28 Oberflächenexpression an Leukozyten verwendet. Die ange-

wendeten Reagenzien sind dabei in den Tabellen Tab. 11 bis Tab. 12 dargestellt. 

Tab. 11: Färbepanel zur Analyse der CD28 Oberflächenexpression auf konventionellen 

und regulatorischen CD4+ T-Zellen 

 

Tab. 12: Färbepanel zur Analyse der CD28 Oberflächenexpression auf CD4-CD8αhigh T-

Zellen 

 

Kreuzreaktivität der Zellkulturüberstände mit humanen PBMCs  
 

Mittels „Blutzapfen“, bereitgestellt durch die Transfusionsmedizin des Universitätsklinikum 

Würzburg, konnte die Kreuzreaktivität der anti-pCD28 spezifischen Antikörperüberstände mit 

humanen PBMCs bestimmt werden. Für die isolierten Lymphozyten wurde das in Tab. 13 zu-

sammengefasste Färbeprotokoll angewendet. 

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

anti-pCD28  verschiedene - unv. 15 Min. 

gαm IgG polyklonal Biotin 1:200 15 Min. 

Streptavidin - PerCP 1:2000 15 Min. 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α 74-12-4 PE 1:250 30 Min. 

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

anti-pCD28  3D11 - unv. 15 Min. 

gαm IgG polyklonal Biotin 1:200 15 Min. 

Streptavidin - PerCP 1:2000 15 Min. 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α 74-12-4 PE 1:250 
30 Min. 

anti-CD3ε BB23-8E6 PE-Cy7 1:200 

anti-Foxp3 FJK-16s PE-Cy5 1:50 45 Min. 

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

anti-pCD28  3D11 - unv. 15 Min. 

gαm IgG polyklonal Alexa 647 1:400 15 Min. 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α 74-12-4 PE 1:250 

30 Min. anti-CD8α 76-2-11 FITC 1:400 

anti-CD3ε BB23-8E6 PE-Cy7 1:200 
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Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

anti-pCD28  

anti-hCD28 

verschiedene 

CD28.2 
- 

unv. 

1:1000 
15 Min. 

gαm IgG polyklonal Biotin 1:200 15 Min. 

Streptavidin - PerCP 1:2000 15 Min. 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α RPA-T4 PE 1:100 30 Min. 

Tab. 13: Färbepanel zur Bestimmung der Kreuzreaktivität von Antikörperüberständen 

mit humanen PBMCs 

 

Kreuzreaktivität der Zellkulturüberstände mit Maus-Splenozyten 
 

Zur Überprüfung der Kreuzreaktivität anti-pCD28 spezifischer Antikörperüberstände mit Maus-

Splenozyten wurde das in Tab. 14 zusammengefasste Färbeprotokoll angewendet. 

Tab. 14: Färbepanel zur Bestimmung der Kreuzreaktivität von Antikörperüberständen 

mit Maus-Splenozyten 

 

Analyse der pCD28 mRNA Expression mittels Prime Flow 
 

In Zusammenarbeit mit dem Unternehmen eBioscience konnte ein Prime Flow® RNA Assay Kit 

speziell für die durchflusszytometrische Analyse der pCD28 Genexpression erarbeitet werden. 

Grundlage dessen war die NCBI Referenzsequenz NM_001287410.1, die für die Entwicklung 

eines spezifischen pCD28 mRNA Probe Sets verwendet wurde. Als Positivkontrolle diente ein 

murines  β-Actin [259–261] Probe Set mit Kompatibilität für porcine Zellen. Das Kit wurde ge-

mäß Anleitung in Anschluss an die standardmäßig durchgeführten Oberflächen- bzw. Intrazel-

lulärfärbungen gemäß Tab. 15 und Tab. 16 angewendet. Eine Zusammenfassung der Ga-

tingstrategie ist in Abb. 15 dargestellt. 

Tab. 15: Färbepanel zur Genexpressionsanalyse von pCD28 und β-Actin in porcinen T-

Zellen 

 

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

anti-pCD28 

anti-mCD28 

verschiedene 

E18 
- 

unv. 

1:5000 
15 Min. 

gαm IgG polyklonal Biotin 1:200 15 Min. 

Streptavidin - PerCP 1:2000 15 Min. 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α GK 1.5 PE 1:500 30 Min. 

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α 74-12-4 PE 1:250 
30 Min. 

anti-CD8α 76-2-11 FITC 1:400 
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Tab. 16: Färbepanel zur Genexpressionsanalyse von pCD28 und β-Actin in CD4+ T-Zell-

subpopulationen 

 

 

 
Die auf Abb. 14 aufbauende Gatingstrategie zeigt die durchflusszytometrischen Charakteristika 

der beiden porcinen T-Lymphozyten-Hauptvertreter CD4-CD8αhigh, kurz CD8+T-Lymphozyten, 

und CD4+CD8α-/ CD8αlow, kurz CD4+ T-Lymphozyten. Die CD4+ T-Lymphozyten sind hier zu-

sätzlich in regulatorische (CD4+CD8α-/ CD8αlowCD25highFoxp3+) und konventionelle (CD4+ 

CD8α-/ CD8αlow CD25- Foxp3-) Subpopulationen untergliedert. Der Großteil der Nicht-T-Lym-

phozyten befindet sich  im CD4-CD8α- Gate. 

 

2.2.3.3 Magnetische Separation von Antigen-präsentierenden Zellen 

(APCs) der Maus 

Zur Isolation Antigen-präsentierender Zellen (APCs) aus Milzen wildtypischer C57BL/6 Mäuse 

erfolgte im Anschluss an die Leukozytenisolation gemäß 2.2.1.1.3 eine Depletion Maus-T-Lym-

phozyten. Hierzu wurden die mit PBS auf 1x108 Zellen/ ml eingestellten Milzzellen zunächst im 

Verhältnis 1:50 mit normalen Maus-Immunglobulin und anschließend im Verhältnis 1:10 mit 

anti-CD90.2 MicroBeads für 15 Min. bei 4 °C inkubiert.  

 

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

anti-CD25 K231.3B2 - 1:200 15 Min.  

gαm IgG polyklonal FITC 1:100 15 Min. 

nmIg polyklonal - 1:50 15 Min. 

anti-CD4α 74-12-4 PE 1:250 30 Min. 

anti-Foxp3 FJK-16s PE-Cy5 1:50 45 Min. 

Abb. 15: Angewandte Gatingstrategie für das Prime Flow® RNA Assay Kit 
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Nach diesen beiden Inkubationsphasen wurden die Zellen 2-malig mit BSS-BSA gewaschen, in 

1 ml BSS-BSA resuspendiert und auf die 3-malig mit 1 ml BSS-BSA vorgespülten LD-Säulen 

gegeben. Nach dem Durchlauf der Probe durch die Säule wurde die Säule erneut 3-malig mit 

1 ml BSS-BSA gewaschen und zusammen mit der Probe aufgefangen.  

Gemäß Tab. 17 und Abb. 16 wurden Reinheitsfärbungen zur Erfolgskontrolle der Depletion 

sowohl vor der Antikörperinkubation als auch nach dem Durchlauf durch die Säule durchge-

führt. Alle Zentrifugations- bzw. Waschschritte erfolgten bei 320 g und 10 °C für 5 Min in der 

Zentrifuge Heraeus® Megafuge 1.0 R der Firma Kendro. 

Tab. 17: Färbepanel zur Erfolgskontrolle der T-Zell-Depletion 
 

 
 

Abb. 16: Depletionskontrolle 

Im Foward- und Sideward-Scatter wurden zunächst lebende Maus-Lymphozyten ausgewählt, 

die dann im Folgefenster auf die charakteristischen Lymphoyzten Marker CD3 für T-Zellen und 

B220 für B-Zellen hin untersucht wurden. Beispielhaft erfolgte hier eine Reduktion der CD3+ 

Zellen von 25,1 % (prä) auf 0,13 % (post).  

Antikörper Klon Konjugation Verdünnung Inkubation 

anti-Fcγ 2.4G2 - 1:5 15 Min. 

anti-CD3ε 145-2C11 FITC 1:100 
15 Min. 

anti-B220 RA3-6B2 Alexa647 1:250 

https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=145-2C11
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3. Ergebnisse 

3.1 Untersuchungen zur CD28 Genexpression im Schwein 
 

3.1.1 Qualitative Untersuchung der pCD28 mRNA-

Expression 

3.1.1.1 CD28 mRNA Expression in Splenozyten Dt. Landrasse Schweine 

 

Abb. 17: Expression von pCD28 mRNA in porcinen Splenozyten  

„(b)“ bedeutet Basengröße, „M“ bedeutet Marker, „-“ bedeutet Negativkontrolle, „2,0“, 

„4,0“ und „8,0“ kennzeichnen die auf das Gel aufgetragene Menge des RT-PCR-Produkts in µl. 

Gelelektrophorese der amplifizierten cDNA des zu untersuchenden CD28 Gens im Vergleich 

zum Haushaltsgen β-Actin. 

 

Zur Testung der Milz als geeignetes Untersuchungsmedium wurden zunächst Splenozyten auf 

die mRNA Expression von pCD28 in Relation zum Haushaltsgen β-Actin mittels RT-PCR hin 

untersucht. Deutlich erkennbar in der in Abb. 17 gezeigten Gelelektrophorese sind Banden im 

Bereich von 500 Basen und 780 Basen. Diese entsprechen den gemäß Berechnung erwarteten 

Basenlängen von 692 Basen für pCD28 und 661 Basen für β-Actin. Grundlage der Berechnung 

bildeten die mRNA- bzw. cDNA-Sequenzen NM_001287410.1 und DQ845171.1. Unter Betrach-

tung der Bandenstärke lässt sich somit eine positive pCD28 mRNA Expression für Splenozyten 

Dt. Landrasse Schweine konstatieren und die Eignung der Milz bestätigen. 
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3.1.1.2 CD28 mRNA Expression in Schweine T-Zellen 

 

  

Abb. 18: pCD28 mRNA Expressionsunterschiede in porcinen Splenozytensubpopulatio-

nen (RT-PCR) 

(A) Anteil der CD3ε positiven Zellen, T-Zell-Rezeptor exprimierenden Zellen, an sortierten 

Splenozytensubpopulationen CD4-CD8αhigh (ca. 98 % CD8+T-Zellen),  CD4+CD8α-/ CD8αlow (ca. 

98 % CD4+ T-Zellen), CD4-CD8α- (ca. 30 % CD4-CD8α-  T-Zellen). (B) Bildausschnitt aus der 

Gelelektrophorese des zu untersuchenden CD28 RT-PCR-Produkts im Vergleich zur  β-Actin 

Positivkontrolle für die sortierten Splenozytensubpopulationen CD4-CD8αhigh,  CD4+CD8α-/ 

CD8αlow und CD4-CD8α-. 

 

Zur Identifikation der pCD28 mRNA exprimierenden Zellpopulation in der Milz wurden drei 

Zellpopulationen gemäß Abb. 18 A sortiert und anschließend einer RT-PCR für pCD28 und β-

Actin mRNA unterzogen. Wie aus Abb. 18 B ersichtlich, konnte eine pCD28 mRNA Expression 

nur für primär TZR positive (CD3ε+) Populationen in der RT-PCR detektiert werden. Für die CD4-

CD8α- Population, zu denen auch NK- und γδ T-Zellen gehören, wäre ebenfalls mit einer zarten, 

aber positiven CD28 Bande zu rechnen gewesen, doch scheint es hier aufgrund des niedrigen 

T-Zellanteils von 30 % zu keinem Nachweis einer pCD28 mRNA Expression gekommen zu sein. 

Bei genauerer Betrachtung der CD4+CD8α-/ CD8αlow  und CD4-CD8αhigh  Population fällt zudem 

ein kräftigeres pCD28 Bandenmuster für CD4+CD8α-/ CD8αlow  Zellen auf. Zur weiteren Analyse 

eines möglichen quantitativen Expressionsunterschieds innerhalb der T-Zellpopulation ist da-

her im Folgenden eine Untersuchung mittels Prime Flow® erfolgt. 

  

A 

B 
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3.1.2 Quantitative Untersuchung der pCD28 mRNA Expression 

3.1.2.1 Bestätigung der CD28 mRNA Expression in porcinen T-Zellen auf 

Einzelzellebene mittels Prime Flow® 

 

 

      

 
Abb. 19: Bestätigung der RT-PCR Ergebnisse für pCD28 mRNA Expressionsunterschiede 

in porcinen Splenozyten mittel Prime Flow® 

(A) „APC“ steht für Allophycocyanin, dem eingesetzten Fluoreszenzfarbstoff zur durchflusszy-

tometrischen Analyse des mRNA Gehalts an pCD28 und ß-Actin in den Splenozytensubpopu-

lationen CD4+CD8α-/ CD8αlow, CD4-CD8αhigh und CD4-CD8α-. Die Ergebnisse sind zusammen 

mit der Negativkontrolle im Histogramm dargestellt. (B, C) Analyse der relativen medianen 

Fluoreszenzintensität (MFI) aus fünf Experimenten im Streudiagramm mit Mittelwerten. Statis-

tische Auswertung mittels ungepaartem, zweiseitigen t-Test, n=5. [rel. MFI: mediane Fluores-

zenzintensität (MFI) der spezifischen Färbung/ MFI der Negativkontrollfärbung] 

 

Mittels Prime Flow®, einer neuen quantitativen, durchflusszytometrischen Methode zur mRNA 

Expressionsanalyse auf Einzelzellebene, konnten die Ergebnisse und Vermutungen der qualita-

tiven RT-PCR für die pCD28 mRNA bestätigt werden. So zeigen die Histogramme der Abb. 19 

A ein deutliches, aber unterschiedlich starkes Fluoreszenzsignal für den Gehalt an CD28 mRNA 

in den T-Zell-Populationen CD4+CD8α-/ CD8αlow  und CD4-CD8αhigh  im Vergleich zur jeweiligen 

Negativkontrolle.  

A 

B

 

C 



3. Ergebnisse 

47 

In der T-Zell-armen CD4-CD8α- Population hingegen überlappen die Graphen der Negativkon-

trolle und pCD28 Probe beinahe vollkommen. Ursächlich für die geringfügige Abweichung der 

beiden Graphen könnten CD4-CD8α-  T-Zellen, wie γδ oder NKT-Zellen, sein.  

Bekräftigt werden die histographischen Ergebnisse durch die statistische Analyse der relativen 

medianen Fluoreszenzintensität für die CD28 und β-Actin mRNA in Abb. 19 B+C. Während sich 

die untersuchten Populationen bezüglich der β-Actin Positivkontrolle nicht signifikant unter-

scheiden, kommt es in Bezug auf die pCD28 Probe zu einem signifikanten Expressionsunter-

schied zwischen der CD4+ T-Zell- und Nicht-T-Zell-Population (CD4-CD8α-) sowie zwischen 

CD4+ und CD8+ T-Zellen. In der Zusammenschau der Histogramme und der statistischen Ana-

lyse lässt sich somit sagen, dass nicht einzelne CD4+ T-Zellen, sondern viel mehr die gesamte 

CD4+ T-Zellpopulation eine erhöhte pCD28 mRNA Expression im Vergleich zur CD8+ T-Zellpo-

pulation aufweist. Weiterhin in Bezug auf CD4+ T-Zellen auffallend ist die im Vergleich zu den 

anderen Populationen starke Varianz der MFI-Werte für Probe und Positivkontrolle. 

Der nicht-signifikante Unterschied zwischen der CD8+ T-Zellpopulation und der CD4-CD8α-/ 

CD8αlow Zellpopulation könnte durch den geringen Stichprobenumfang sowie durch CD4-

CD8α- T-Zellen innerhalb der CD4-CD8α-  Zellpopulation bedingt sein. 
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3.1.2.2 Ähnlich starke CD28 mRNA Genexpression innerhalb der CD4+ T-

Zellsubgruppen 

      

 

      

 
Abb. 20: Keine Unterschiede in den pCD28 mRNA Expressionsprofilen der CD4+ T-Zell-

subpopulationen  

(A, B) „APC“ steht für Allophycocyanin, dem eingesetzten Fluoreszenzfarbstoff zur durchflusszy-

tometrischen Analyse des mRNA Gehalts an pCD28 und ß-Actin in CD4+ T-Zell-Subpopulatio-

nen. Die Ergebnisse sind zusammen mit der Negativkontrolle im Histogramm dargestellt.  

(C, D) Statistische Auswertung der CD4+ T-Zellsubpopulation CD4+CD8αlow und CD4+CD8α- 

mittels gepaartem, zweiseitigen t-Test aus 5 Versuchen. Darstellung der Mittel- und Einzelwerte 

im Streudiagramm, n=5. [rel. MFI: MFI der spezifischen Färbung/ MFI der Negativkontrolle] 

 

Nachdem die Verwendung von Prime Flow® zur quantitativen pCD28 Genexpressionsanalyse 

zunächst an den RT-PCR Ergebnissen der sortierten Schweine-Milzzellpopulationen validiert 

worden war. Wurden im zweiten Schritt auch verschiedene CD4+ T-Zellpopulationen unterei-

nander verglichen. In der graphischen Darstellung der mRNA Expressionsmuster für pCD28 

und β-Actin in Abb. 20 A+B weisen CD4+CD8αlow (Tmem) und CD4+CD8α- (Tnaiv) sowie CD4+CD8α-

/ CD8αlowCD25-Foxp3- (Tconv) und CD4+CD8α-/ CD8αlowCD25highFoxp3+ (Treg) ähnliche mRNA Ex-

pressionsprofile für die untersuchten Gene auf. Bestätigt wird dies zudem für Tmem  und Tnaiv  in 

der nachfolgenden statistischen Analyse der relativen MFI in Abb. 20 C+D, die keine signifikan-

ten Unterschiede zwischen Tmem  und Tnaiv  ergibt. 
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B 
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3.2 Charakterisierung der pCD28 Proteinexpression mit-

tels anti-pCD28 spezifischer Antikörper  

3.2.1 Selektionierung und Bindungsverhalten pCD28 spezifischer 

monoklonaler Antikörper-Klone 

     
 

 
Abb. 21: Verfahren zur Selektionierung pCD28 spezifischer mAb Klone 

(A) Analyse des Bindungsverhaltens der anti-pCD28 mAb an CD4+CD8α-/ CD8αlow Splenozyten 

mittels Pseudocolor Dotplot (B) Histographischer Vergleich zwischen Negativkontrolle und 

anti-pCD28 mAb 3D11 in den Populationen CD4+CD8α-/ CD8αlow, CD4-CD8αhigh und CD4-CD8α- 

 

Zur Analyse der Bindungsspezifität der mittels Hybridom-Technik erzeugten Maus anti-

Schwein CD28 mAb Überstände wurde diese zunächst an den stark pCD28 mRNA exprimie-

renden CD4+CD8α-/ CD8αlow Splenozyten durchflusszytometrisch getestet. Nach Positivselek-

tion an CD4+ Splenozyten erfolgte dann eine weitere Charakterisierung an CD4-CD8αhigh und 

CD4-CD8α- Splenozyten.  

Zur weiteren Charakterisierung des Bindungsverhaltens wurden Titrationen der jeweiligen 

pCD28 spezifischen mAb Überstände zu verschiedenen Inkubationszeiten an CD4+ Splenozy-

ten durchgeführt. Exemplarisch sind die beiden Verfahren für den Klon 3D11 in Abb. 21 und 

Abb. 22 dargestellt 
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Abb. 22: Verfahren zur Untersuchung des Bindungsverhaltens pCD28 spezifischer mAb 

Klone 

Histogramme zur beispielhaften Analyse des Bindungsverhaltens des anti-pCD28 mAb 3D11 

an CD4+CD8α-/ CD8αlow Splenozyten bei 4 °C (A) in verschiedenen Verdünnungsstufen (B) zu 

den Inkubationszeitpunkten 15 Min., 30 Min., 60 Min. und 120 Min.  

 

In einer vergleichende Gegenüberstellung des Bindungsverhaltens der ersten (Sub-)Klone in 

Abb. 23 A+B wird deutlich, dass die generierten anti-pCD28 mAb in zwei, jeweils zeitlich kon-

stante Kategorien unterteilt werden können. Antikörper, die nach einer Inkubationszeit von 15 

Min. nicht an Zellen binden, also eine relative MFI von ca. 1.0 aufzeigen, tendieren auch im 

zeitlichen Verlauf (120 Min.) nicht mehr dazu, und können als nicht reaktiv eingestuft werden. 

Antikörper hingegen, die bereits nach 15 Min. eine MFI von mind. 1.5 aufweisen, zeigen auch 

im weiteren Verlauf eine Bindung.  

A 

B 
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Abb. 23: Bindungsverhalten getesteter anti-pCD28 mAb zu verschiedenen Inkubations-

zeitpunkten 

Zusammenschau des Bindungsverhaltens der getesteten anti-pCD28 mAb an CD4+CD8α-/ 

CD8αlow Splenozyten nach Inkubation auf Eis für (A) 15 Min. und (B) 120 Min. repräsentiert 

durch die relative MFI (pCD28) [rel. MFI: mediane Fluoreszenzintensität (MFI) der spezifischen 

Färbung mit anti-pCD28 mAb Ü/S / MFI der Kontrollfärbung ohne anti-pCD28 mAb Ü/S] 

(A, B) unverdünnt, „schwarz“ entspricht keine Reaktivität, „farbig“ entspricht Reaktivität  

 

Die für Oberflächenfärbungen unüblich lange Inkubationszeit von 2 h wurde gewählt, um po-

tenzielle pCD28-SA zu identifizieren. Aus den Erfahrungen mit anti-Ratte CD28-SA [262] ist 

bekannt, dass für diese Spezies CD28-SA auf Grund des lateral lokalisierten Epitops im Bereich 

der C‘‘D Schleife eine sehr langsame Bindungskinetik aufweisen und eine detektierbare Bin-

dung deshalb erst nach mehrstündiger Inkubation möglich ist. 
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3.2.2 Kreuzreaktivität anti-pCD28 spezifischer mAb mit CD28 von 

Mensch und Maus 

Wie bereits zu anfangs der Arbeit beschrieben wurde, war in der Vorarbeit zum Projekt aufge-

fallen, dass die verfügbaren anti-Mensch/ -Maus/ -Ratte CD28 mAb trotz relativ hoher Homo-

logie (ca. 69 % - 94 %) keine Kreuzreaktivität untereinander oder mit porcinen Zellen aufgezeigt 

haben. Deshalb galt es im Folgenden zu prüfen, ob es unter den anti-pCD28 spezifischen mAb 

eventuell Antikörper mit Kreuzreaktivität für humane oder Maus-T-Zellen geben könnte. Dies 

könnte bei positiver Kreuzreaktivität zum einen Aufschluss über die Lokalisation der von anti-

pCD28 mAb erkannten Epitope und zum anderen Aufschluss über Spezies-spezifische Unter-

schiede und Gemeinsamkeiten in Bezug auf die funktionelle Epitopkartierung ergeben. 

 

Abb. 24: Geringe Kreuzreaktivität der anti-pCD28 mAb Überstände 3C11 und 4H10 mit 

hCD28 

Graphische Darstellung der Kreuzreaktivität verschiedener unverdünnter anti-pCD28 mAb Ü/S 

mit humanen CD4+ T-Zellen (PBMCs). Der Klon CD28.2 diente hierbei als Positivkontrolle und 

wurde verdünnt bei einer Konzentration von 0,1 µg/ ml eingesetzt. [rel. MFI:  MFI der spezifi-

schen Färbung/ MFI der Negativkontrollfärbung ohne anti-CD28 mAb]. 

 

Entsprechend der in Abb. 24 dargestellten Ergebnisse ist zu erkennen, dass zwei der getesteten 

anti-pCD28 spezifischen mAb Ü/S in Relation zur Positivkontrolle CD28.2 (relative MFI: 2,75) 

eine geringe Kreuzreaktivität mit humanen CD4+ T-Zellen aus PBMCs aufweisen. Hierbei han-

delt es sich um die Überstände der anti-pCD28 mAb 3C11 (MFI: 1,53) und 4H10 (MFI: 1,43).  

Da die generierten Überstände herstellungsbedingt nur sehr niedrige Konzentrationen an anti-

pCD28 mAb aufweisen und somit bei der Färbung der humanen PBMCs eventuell keine aus-

reichende Sättigung der Färbelösung mit anti-pCD28 mAb vorlag, ist zur Überprüfung der 

schwachen Signale der Klone 3C11 und 4H10 eine erneute Testung auf Kreuzreaktivität nach 

Antikörperaufreinigung und -titration durchzuführen. 
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Abb. 25: Keine Kreuzreaktivität der anti-pCD28 mAb Überstände mit mCD28 

Graphische Darstellung der Kreuzreaktivität verschiedener unverdünnter anti-pCD28 mAb Ü/S 

mit CD4+ T-Zellen (Milz) einer Wildtyp C57BL/6 Maus. Klon E18 diente hierbei als Positivkon-

trolle und wurde verdünnt bei einer Konzentration von 1,0 µg/ ml eigesetzt. [rel. MFI:  MFI der 

spezifischen Färbung mit Primär- und Sekundärantikörper/ MFI der Negativkontrollfärbung 

ohne anti-CD28 mAb]. 

 

Bei der Testung der anti-pCD28 mAb auf Kreuzreaktivität mit Maus CD4+ T-Lymphozyten aus 

der Milz zeigten die getesteten Überstände, bis auf den Klon 2A11 (relative MFI: 1,15), eine 

leicht erhöhte relative MFI (relative MFI: 1,39 – 1,97). Dargestellt ist dies in Abb. 25. 

Aufgrund des im Vergleich zur Positivkontrolle E18 (MFI: 42,8) jedoch schwachen Signals der 

Überstände ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um keine Kreuzreaktivität der getesteten 

anti-pCD28 mAb mit dem mCD28 handelt.  
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3.2.3 Untersuchung der pCD28 Oberflächenexpression 

3.2.3.1 Ähnliche CD28 Oberflächenexpression in CD4+ und CD8+ T-Zel-

len 

 
 

 

 
 

Abb. 26: Ähnliche Oberflächenexpression von pCD28 in CD4+ CD8α-/ CD8αlow T-Zellen 

und CD4- CD8α+ T-Zellen 

(A) Titration des aufgereinigten Klons 3D11 zur Bestimmung der idealen Konzentration für An-

färbungen von CD4+ T-Zellen. (B) Gatingstrategie zur Analyse der pCD28 Oberflächenexpres-

sion in den Splenozytensubpopulationen CD4+CD8α-/ CD8αlow, CD4-CD8αhigh, CD4-CD8α-CD3ε-  

und CD4-CD8α-CD3ε+ mittels anti-pCD28 mAb 3D11 (C) Statistische Analyse der relativen MFI 

aus acht Experimenten mittels Mann-Whitney-U-Test im Streudiagramm mit Median und Ein-

zelwerten, n=8. 

 

 

A B 
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Um die CD28 Oberflächenexpression genauer untersuchen zu können, wurden Überstände der 

positiv selektionierten Klone, wie die des Klons 3D11 isotypisiert, aufgereinigt und erneut in 

verschiedenen Konzentrationen auf die spezifische Bindung hin untersucht und die ideale Kon-

zentration, hier 10 µg/ ml, ermittelt. Dargestellt ist dies in Abb. 26 A. 

In der Synopse der Histogramme aus der Einzelfärbung in Abb. 26 B zeigt sich, analog zur zuvor 

durchgeführten mRNA Analyse, eine erhöhte Oberflächenexpression der CD4+ T-Zellen für das 

pCD28 Protein verglichen mit CD8+ T-Zellen. Anders als in der statistischen Analyse zur CD28 

mRNA Expression ergeben sich für die Experimente zur pCD28 Proteinexpression jedoch keine 

signifikant erhöhten Werte für CD4+ T-Zellen in Relation zu den CD8+ T-Zellen (s. Abb. 26 C). 

Vorstellbar wäre, dass CD4+ T-Zellen bspw. in Folge eines erhöhten CD28 Protein Turnovers 

eine konstant erhöhte CD28 mRNA-Expression aufweisen. Hinweisgebend hierfür wären ver-

gleichende Studien zur Internalisierungsrate des CD28 Oberflächenmoleküls in CD4+ und CD8+ 

T-Zellen. Weiterhin signifikant bleibt jedoch der Expressionsunterschied zwischen CD4+ T-Zel-

len und CD4-CD8α- Zellen.  

Ein verminderter Turnover des CD28 Moleküls durch CD8+ T-Zellen könnte zudem auch die 

Diskrepanz der CD28 mRNA und CD28 Protein Expressionsunterschiede zwischen CD8+ T-Zel-

len und CD4-CD8α- Zellen erklären. Während es für die CD28 mRNA zu keinem signifikanten 

Expressionsunterschied gekommen ist, zeigen CD8+ T-Zellen für die CD28 Proteinexpression 

signifikant erhöhte Werte im Vergleich zu CD4-CD8α- Zellen (s. Abb. 26 C). 

Wie bereits für die pCD28 mRNA Ergebnisse der CD4-CD8α-  Zellen antizipiert wurde, kommt 

es bei den TZR negativen CD4-CD8α- Zellen hingegen zu keiner messbaren pCD28 Oberflä-

chenexpression und es bestätigt sich, dass innerhalb der CD4-CD8α- Population T-Zellen für die 

positive CD28 mRNA bzw. Proteinexpression verantwortlich sind (s. Abb. 26 B). 
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3.2.3.1 Kein Unterschied in der CD28 Oberflächenexpression der CD4+ T-

Zellsubpopulationen 

  

 

      

 

Abb. 27: Ähnliche pCD28 Oberflächenexpression in verschiedenen CD4+ T-Zellsubpopu-

lationen  

(A) Gatingstrategie zum Vergleich der pCD28 Oberflächenexpression im Histogramm zwischen 

den CD4+-T-Zellsubpopulationen CD4+Foxp3+ (Treg) und CD4+Foxp3- (Tconv) sowie CD4+CD8αlow 

(Tmem) und CD4+CD8α- (Tnaiv) mittels anti-pCD28 mAb 3D11. (B,C) Analyse der relativen MFI im 

Streudiagramm, Mittelwert, t-Test gepaart, zweiseitig (B) n=6, (C) durchgeführt, analysiert und 

ausgewertet durch Xin Ding, n=10. 

 

Analog zur bereits betrachteten mRNA Expression ist aus den Histogrammen der Abb. 27 A 

herauszulesen, dass die verschiedenen CD4+ T-Zellsubpopulationen Tmem (CD4+CD8αlow) und 

Tnaiv (CD4+CD8α-) sowie Treg (Foxp3+) und Tconv (Foxp3-) das CD28 Oberflächenprotein ähnlich 

stark exprimieren. In der statistischen Analyse ergeben sich somit bei fast identischen Mittel-

werten keine signifikanten Expressionsunterschiede für Tmem (CD4+CD8αlow) und  Tnaiv 

(CD4+CD8α-) sowie für Treg (Foxp3+) und Tconv (Foxp3-). Nachzuvollziehen ist dies in Abb. 27 B+C.  
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3.3 Funktionelle Analyse des pCD28 Moleküls 

3.3.1 Kostimulatorische Funktion des pCD28 Moleküls 

3.3.1.1 Erfolgreiche Inhibition von Schweine-T-Zellen in einer xenogenen 

Mixed Lymphocyte Reaction mit hCTLA-4-Ig 

 

 

 

 

A

 

B
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Abb. 28: Inhibitorische Wirkung hCTLA-4-Ig in der MLR mit Schweine-Milzzellen und 

Maus-APCs 

(A) Schema (B) Rohdaten (C) Statistische Analyse des prozentualen Anteils an proliferierten 

Zellen an Kulturtag 6 (d6) aus vier Experimenten im Box-Whiskers-Diagramm, Mann-Whitney-

U-Test, n=4. 

 

Wie in der Einleitung zunächst beschrieben, sind porcine T-Zellen mittels CTLA-4 in der Lage, 

sowohl porcine als auch humane APCs via Interaktion mit B7 zu binden. Eine Bindung von Maus-

APCs durch porcine T-Zellen mittels Interaktion zwischen CTLA-4 und B7 erfolgt hingegen nur 

mäßig schlecht bis gar nicht. Das humane CTLA4-Ig wiederum ist im Stande, B7-Moleküle aller 

genannten Spezies zu binden und folglich zu blockieren. pCD28, homolog zum pCTLA-4, ver-

fügt in seiner Proteinsequenz über ein spezifisch porcines B7-Bindemotiv, über dessen genaue 

Funktion und Interaktion von pCD28 mit porcinen oder anderen APCs noch nichts Näheres 

bekannt ist. 

Zur Untersuchung der vermuteten pCD28 Interaktion mit B7 wurde gemäß Abb. 28 A ein xe-

nogener Versuchsaufbau mit APC-vermittelter T-Zell-Aktivierung sowie selektiver Blockade der 

Interaktion durch hCTLA-4-Ig mit und ohne zusätzliche IL-2 Stimulation gewählt. Sollte pCD28 

keine kostimulatorischen oder sogar inhibierende Funktionen besitzen, so wäre durch die Blo-

ckade inhibitorischer Interaktionen durch hCTLA-4-Ig mit einer Steigerung der T-Zellaktivie-

rung und einem konsekutiven Anstieg der Zellproliferation zu rechnen. Sollte pCD28, wie in 

anderen Spezies, kostimulatorische Fähigkeiten besitzen, so ist durch die Inhibition aktivieren-

der Interaktionen mit B7 durch hCTLA-4-Ig eine reduzierte T-Zellaktivierung und ein konseku-

tiver Abfall der Zellproliferation zu erwarten. Eine funktionelle Kompensation der Inhibition von 

CD28-Kostimulation sollte daher durch die Zugabe von IL-2 [263] ermöglicht werden. 

C 
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Wie sich in Abb. 28 B zeigt, sind die Zellen im syngenen System mittels IL-2, gemessen an ihrer 

Proliferation, allgemein stimulierbar und können im xenogenen System durch alleinige Inku-

bation mit Maus-APCs noch stärker stimuliert werden. Eine zusätzliche leichte Steigerung der 

Zellproliferation im xenogenen System ist dabei ebenfalls durch die Zugabe von IL-2 möglich 

(s. Abb. 28 B). Wird jedoch hCTLA-4-Ig zugegeben, so nimmt die prozentuale Anzahl prolife-

rierter Zellen dosisabhängig wieder signifikant ab und unterscheidet sich bei einer Maximal-

dosis von 2.5 µg/ ml nicht vom medianen Ausgangswert des syngenen Systems (s. Abb. 28 C). 

Erfolgreich verhindert werden konnte eine derartige Abnahme der Proliferation durch das Hin-

zufügen von IL-2 (s. Abb. 28 B, C), was zu einer konstant hohen Proliferation führte (s. Abb. 28 

C). Daraus lässt sich indirekt schließen, dass Schweine T-Zellen ebenfalls einen kostimulatori-

schen Oberflächenrezeptor für B7-Moleküle besitzen, bei dem es sich vermutlich um pCD28 

handelt. 

 

3.3.1.2 Schweine-T-Zell-Aktivierung durch Kostimulation mit anti-CD28 

mAb 
 

 
 

Abb. 29: Fähigkeit anti-pCD28 spezifischer mAb zur Kostimulation von T-Zellen am Bei-

spiel des CD28 mAb 3D11 

Porcine Splenozyten wurden für 4 Tage in Ansätzen mit und ohne anti-pCD28 mAb Überstand 

(Klon 3D11) in Medium, verschiedenen Konzentrationen an Concanavalin A und anti-CD3ε 

mAb beladenen Dynabeads Pan Mouse Ig kultiviert. Das Proliferationsverhalten wurde nach 4-

tägiger Inkubation durchflusszytometrisch ausgelesen. Die Zahlen entsprechen dem Anteil an 

eFluor670 low-Zellen. 
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Zur weiteren Untersuchung der vermuteten Funktion des pCD28 Moleküls wurden porcine 

Splenozyten in kostimulatorischen Versuchsansätzen zusammen mit positiv selektionierten  

anti-pCD28 mAb Überständen für vier Tage kultiviert und die pCD28-vermittelte T-Zellaktivie-

rung anschließend anhand des Proliferationsverhaltens bestimmt.  

Wie in Abb. 29 repräsentativ für die Mehrzahl der getesteten anti-pCD28 spezifischen mAb zu 

erkennen ist, konnte der Überstand des anti-pCD28 mAb 3D11 in Lsg. alleine keine Prolifera-

tion der T-Zellpopulationen CD4+CD8α-/ CD8αlow und CD4-CD8αhigh bewirken.  

Auch bei Zugabe einer unterschwelligen Dosis Concanavalin A (Con A 0,1 µg/ ml) zum Über-

stand 3D11 ist keine Proliferationszunahme für die Zellpopulationen CD4+CD8α-/ CD8αlow, CD4-

CD8αhigh und CD4-CD8α- zu verzeichnen.  

Erst durch die Stimulation mittels Con A 1,0 µg/ ml ließ sich eine anti-pCD28 mAb vermittelte, 

leichte Proliferationszunahme beobachten.  

Eine deutliche Proliferationssteigerung der T-Zellpopulationen CD4+CD8α-/ CD8αlow und CD4-

CD8αhigh zeigte sich in Kombination mit anti-CD3ε mAb beladenen Dynabeads Pan Mouse Ig.  

Auffällig hierbei ist die im Vergleich zu den CD4+CD8α-/ CD8αlow Zellen verstärkte Proliferation 

der CD4-CD8αhigh Zellen bereits durch anti-CD3ε mAb beladene Dynabeads Pan Mouse Ig, die 

sich unter Zugabe des anti-pCD28 mAb Überstands seitens der CD4+CD8α-/ CD8αlow Zellen 

wieder ausgleicht. 

Ein leichter Anstieg der Zellproliferation ist dabei auch für die CD4-CD8α- Population im kosti-

mulatorischen Versuchsansatz mit und ohne anti-pCD28 mAb zu verzeichnen. 

Die Überstände der anti-pCD28 mAb sind somit im Stande, eine kostimulatorische Funktion in 

CD28 exprimierenden Zellen, T-Zellen, auszulösen. Die Fähigkeit, eine superagonistische Funk-

tion zu induzieren, konnte leider für keinen der getesteten Klone in dieser Versuchsreihe beo-

bachtet werden.  

Zur Gewährleistung, dass die gemessenen kostimulatorischen Eigenschaften der Überstände 

den anti-pCD28 mAb zuzuschreiben sind, wurden die Überstände aufgereinigt, isotypisiert und 

die Versuche in titrierter Form wiederholt (s. Abb. 30). 
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Abb. 30: Induktion von CD28-Kostimulation in CD4+ CD8α-/ CD8αlow und CD4-CD8αhigh 

Splenozyten durch den aufgereinigten anti-pCD28 mAb 3D11 

Kultivierung porciner Splenozyten im kostimulatorischen Versuchsansatz, Säulendiagramm mit 

Mittelwert und oberer SD, d3, t-Test, gepaart, zweiseitig, n=3. 

 

Ähnlich wie bei der Verwendung von Überständen in Abb. 29 vermag der aufgereinigte anti-

pCD28 mAb alleine keine T-Zellproliferation zu bedingen (s. Abb. 30). Erst durch die Zugabe 

von anti-CD3ε mAb beladenen Dynabeads Pan Mouse Ig ist eine signifikante Steigerung der 

Zellproliferation zu verzeichnen. Die bereits beobachtete kostimulatorische Funktion ist somit 

alleine auf die Inkubation mit anti-pCD28 mAb und nicht auf potenziell mitogene Zellkulturzu-

sätze wie rekombinantes humanes Interleukin-6 (rk IL-6) der anti-pCD28 mAb Ü/S zurückzu-

führen. 

Auch in diesem Versuchsansatz zeigen CD8+ T-Zellen in Relation zu CD4+ T-Zellen ein vermehr-

tes proliferatives Ansprechen auf anti-CD3ε mAb beladene Dynabeads Pan Mouse Ig (ca. 5 % 

für CD4+ T-Zellen versus ca. 20 % für CD8+ T-Zellen). CD4+ T-Zellen scheinen zwar weniger stark 

auf anti-CD3ε mAb beladene Dynabeads Pan Mouse Ig, aber umso stärker auf die Kostimula-

tion durch anti-pCD28 mAb 3D11 anzusprechen. Während CD8+ T-Zellen bei kontinuierlicher 

Steigerung der anti-pCD28 mAb Konzentration bis 10 µg/ ml weiterhin eine konstante Prolife-

rationsrate aufzeigen, kommt es bei CD4+ T-Zellen zu einem Abfall der Proliferation bei anti-

pCD28 mAb Konzentrationen größer als 0,08 µg/ ml. Aufschluss hierüber könnte zum einen 

das Oberflächenexpressionsverhältnis von CD3 und CD28 und zum anderen die intrazellulär 

ausgelösten Signalkaskaden in den aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen geben.  
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3.3.2 Testung auf direkt stimulatorische Eigenschaften von anti-

pCD28 mAb 

3.3.2.1 Screening von anti-pCD28 mAb auf direkt stimulatorische Funk-

tion  

In den bisherigen Versuchsansätzen hatte sich gezeigt, dass die Überstände aller positiv selek-

tionierter anti-pCD28 mAb eine kostimulatorische Wirkung auf Schweine-T-Zellen haben kön-

nen. Eine superagonistische Wirkung der Überstände konnte hingegen unter diesen Bedingun-

gen noch nicht beobachtet werden. Unter dem Aspekt, dass die CD28 mAb Konzentration in 

den gewonnenen Zellkulturüberständen der Hybridome sehr niedrig und ggf. für eine Aktivie-

rung nicht ausreichend ist, wurden im Folgenden Ansätze verwendet, die die anti-pCD28 mAb 

Präsentation und die damit einhergehende mögliche Zellaktivierung verbessern sollen. Anders 

als im Versuchsansatz zur Kostimulation werden die Überstände, wie in Abb. 31 A, nicht alleine, 

sondern zusammen mit Dynabeads Pan Mouse Ig zur Kultur gegeben. Dargestellt ist dies in 

Abb. 31 B. 

Durch die Kultivierung porciner Splenozyten mit Dynabeads Pan Mouse Ig und anti-pCD28 

mAb Ü/S in Lsg. kristallisierte sich, wie in Abb. 31 C+D zu sehen, heraus, dass einige Klone eine 

mitogene Wirkung auf T-Zellen haben können, die unterschiedlich stark für CD4+ und CD8+ T-

Zellen ist. So scheinen die Klone 3F9, 4D12 und 4C8 befähigt, durch die Dynabeads Pan Mouse 

Ig-vermittelte CD28 mAb Präsentation CD4+ aber nicht  CD8+T-Zellen direkt stimulieren zu 

können. Eine hohe Dichte-Kultur, wie sie bei humanen T-Zellen zur Verbesserung des Anspre-

chens auf superagonistische anti-pCD28 mAb verwendet wird [264], erbrachte für porcine T-

Zellen keinen zusätzlich stimulatorischen Effekt (nicht gezeigte Daten). 
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Abb. 31: Direkte Stimulation von Schweine-T-Zellen durch anti-pCD28 mAb 

Schematische Darstellung der Versuchsansätze zur direkten Stimulation durch anti-pCD28 

mAb in Lsg. (A) ohne und (B) mit Dynabeads Pan Mouse Ig. (C, D) Inkubation porciner Splenozy-

ten mit Dynabeads Pan Mouse Ig und anti-pCD28 mAb Überständen verschiedener Klone oder 

Medium als Kontrolle. Streudiagramm, d5, n=1.  
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3.3.2.2 Vergleich unterschiedlicher Formen der Immobilisierung von 

anti-pCD28 mAb auf Dynabeads Pan Mouse Ig 

 

 

      

 
 

Abb. 32: Bei Induktion der direkten Stimulation zeigen T-Zellen die höchsten Prolifera-

tionsraten mit anti-pCD28 mAb beladene Dynabeads Pan Mouse Ig 

(A) Schematische Darstellung der Versuchsansätze zur direkten Stimulation mit anti-pCD28 

mAb beladenen Dynabeads Pan Mouse Ig. (B) Säulendiagramm, d5, Mittelwert mit oberer Stan-

dardabweichung, t-Test, gepaart, zweiseitig, n=3 (C) Liniendiagramm mit Mittelwerten, ANOVA, 

n=3. 

 

Unter der Annahme, dass das verbesserte Ansprechen auf anti-pCD28 mAb in 3.3.2.1 darauf 

zurückzuführen ist, dass die Antikörper durch spontane Bindung an die sich in Suspension be-

findlichen Dynabeads Pan Mouse Ig ein Crosslinking der CD28 Moleküle hervorrufen, wurden 

die Dynabeads Pan Mouse Ig im nächsten Schritt direkt mit anti-pCD28 mAb beladen.  

Somit kann ausgeschlossen werden, dass weitere in den Überständen befindliche, lösliche Fak-

toren (rk IL-6, etc.) ursächlich für die Proliferation sind. 

 

 

A 

 

B 

 

C 
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Wie in den Abbildungen Abb. 32 B+C am Beispiel des CD4+ T-Zell spezifisch aktivierenden 

Klons 4C8 zu erkennen ist, bewirken die mit anti-pCD28 mAb beladenen Dynabeads Pan Mouse 

Ig eine signifikante Zunahme der T-Zellproliferation im Vergleich zu den Versuchsansätzen, bei 

denen anti-pCD28 mAb in Lsg. zugegeben wurde. 

Anhand Abb. 32 C ist zudem zu erkennen, dass sich die Zellen für den in Abb. 32 B gewählten 

Analysetag d5 tendenziell noch im Übergang vom Proliferationsanstieg zur Plateauphase be-

finden und somit das Proliferationsmaximum noch nicht überschritten haben. 

 

3.3.2.3 Stärkeres proliferatives Ansprechen von CD4+ als CD8+ T-Zellen 

auf anti-pCD28 mAb Klon 4C8 

       

 
Abb. 33: Anti-pCD28 mAb 4C8 induziert bessere Proliferation von CD4+ als von CD8+ T-

Zellen 

(A, B) Inkubation porciner Splenozyten mit anti-pCD28 mAb 4C8 Überständen in Lsg. und anti-

pCD28 mAb 4C8 beschichteten Dynabeads Pan Mouse Ig (A) Histogramm, d5, n=1 (B) Säulen-

diagramm, d5, Mittelwert + SD, t-Test, gepaart, zweiseitig, n=3. 

 

Was sich in den Streudiagrammen von Abb. 31 bereits angedeutet hatte, wird in den Histo-

grammen und der statistischen Auswertung von Abb. 33 noch deutlicher. CD4+ T-Zellen 

(CD4+CD8α-/ CD8αlow) werden durch die Dynabeads Pan Mouse Ig vermittelte anti-pCD28 mAb 

Präsentation des Klons 4C8 signifikant stärker stimuliert als CD8+ T-Zellen (CD4+CD8αhigh). Bei 

den doppelt-negativen Zellen kommt es hingegen zu fast keiner messbaren Proliferation. 

A

 

B
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3.3.2.4 Ähnliches proliferatives Ansprechen von Treg und Tconv auf anti-

pCD28 mAb 4C8 

    

 

               

 
Abb. 34: Ähnliche Proliferationsraten von CD4+Foxp3+ und CD4+Foxp3- T-Zellen nach 

direkter Stimulation durch anti-pCD28 mAb 4C8 

(A) d5 Pseudocolor-Dotplots (B) d5 Histogramm (C) d5, Mittelwert und obere Standardabwei-

chung, t-Test, gepaart, zweiseitig, n=3. Die Ergebnisse in 3.3.2.4 stammen aus den selbigen 

Experimenten wie die Ergebnisse in 3.3.2.3 

 

Bei der weiteren Analyse der CD4+ T-Zellsubpopulationen, dargestellt in Abb. 34 A, fällt auf, 

dass CD4+Foxp3+ T-Zellen (Treg) im Verlauf der 5-tägigen Dynabeads Pan Mouse Ig-vermittel-

ten pCD28-Präsentation ein ähnlich proliferatives Verhalten wie CD4+Foxp3- T-Zellen (Tconv) 

aufweisen. Die in Abb. 34 B tendenziell erkennbare ausgeprägtere proliferative Reaktion der 

Treg auf Inkubation mit Antikörpern des Klons 4C8 erweist sich in der statistischen Auswertung 

in Abb. 34 C jedoch als nicht signifikant. 

 

 

 

 

A
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Abb. 35: Keine Zunahme des Anteils an CD4+Foxp3+ T-Zellen an den CD4+ T-Zellen durch 

Stimulation mit anti-pCD28 mAb 4C8 

(A) d5, Säulendiagramm mit Mittelwert und oberer Standardabweichung, one way ANOVA, 

n=3 (B, C) Liniendiagramm mit Mittelwert, d5, two way ANOVA, n=3. 

 

Als ebenfalls nicht signifikant erwies sich der Einfluss des anti-pCD28 mAb 4C8 in Lsg. oder 

gebunden an Dynabeads Pan Mouse Ig auf den prozentualen Anteil der CD4+ Foxp3+ T-Zellen 

(Treg) an der CD4+ T-Zell-Gesamtpopulation nach 5-tägiger Inkubation (s. Abb. 35 A) 

Die in Abb. 35 B und C beobachtete, fast identische prozentuale Zunahme des Treg Zellanteils 

an der CD4+ T-Zellpopulation über die Zeit für die Inkubation in Medium und in Gegenwart 

von anti-pCD28 mAb, ist, wie aus Abb. 36 hervorgeht, auf eine unterschiedlich starke Abnahme 

der Foxp3+ und Foxp3- Zellen zurückzuführen. Die gleichmäßige Abnahme der Tconv  scheint 

dabei anti-pCD28 mAb unabhängig zu sein. Ursächlich für den Anstieg des Treg Zellanteils ist 

somit eine allgemein gesteigerte Überlebensrate der Treg verglichen mit Tconv in den in-vitro 

Kulturen.  

A

 

B

 

C

 



3. Ergebnisse 

68 

 

 

        

               

 

A

 

B

 

C

 

D

 

E

 



3. Ergebnisse 

69 

Abb. 36: Keine Zunahme der absoluten Zellzahl an CD4+Foxp3+ T-Zellen nach Stimula-

tion mit anti-pCD28 mAb 4C8 

Normalisierte CD4+ Foxp3+ und CD4+Foxp3- T-Zellzahl in Bezug auf 2x105 isolierte Lymphozy-

ten an Zellkulturtag d0 dargestellt (A) im Säulendiagramm mit Mittelwert und oberer Stan-

dardabweichung, d5, one-way ANOVA, n=3  bzw. (B-E) im Liniendiagramm mit Mittelwert, two-

way ANOVA, d5, n=3 

 

Beiden Populationen gemein ist jedoch der Umstand, dass es zur Zellzahlreduktion bei Inku-

bation mit Dynabeads Pan Mouse Ig kommt (s. Abb. 36 C+E).  Mitunter verantwortlich hierfür 

sind mögliche Aggregatbildungen und Internalisierungsvorgänge, die aufgrund der 4C8 ver-

mittelten Proliferation in Abb. 36 B+D maskiert sind. 
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4. Diskussion 

Der kostimulatorische Rezeptor CD28 spielt eine bedeutende Rolle sowohl für die Aktivierung 

von T-Zellen im Allgemeinen als auch für die Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase von 

regulatorischen T-Zellen im Speziellen. Durch die Bindung von CD28 an die Liganden B7.1 und 

B7.2 kommt es bei T-Zell-Aktivierung unter anderem, vermittelt durch die gesteigerte Expres-

sion und vermehrte mRNA-Stabilisierung von IL-2 und IL-2R, zur klonalen Expansion der T-

Zellen. Im murinen und humanen System konnte zusätzlich gezeigt werden, dass eine alleinige 

Stimulation von T-Zellen mit CD28-SA ohne zusätzliches TZR-Signal zur gezielten klonalen Ex-

pansion regulatorischer T-Zellen führt.  

Ziel dieser Arbeit war es, neben den Untersuchungen zur Expression und Funktion von CD28 

im Großtiermodell Schwein auch selbst generierte Maus anti-Schwein pCD28 mAb auf ihre 

stimulatorischen Eigenschaften hin zu evaluieren. 

In dieser Arbeit gelang es, in-vitro die Expression von pCD28 auf mRNA- und Proteinebene in 

αβ T-Zellen der Milz von Dt. Landrasse Schlachttieren nachzuweisen. Des Weiteren konnte ge-

zeigt werden, dass einige wenige der getesteten, spezifischen anti-pCD28 mAb mit kostimula-

torischen Fähigkeiten auch direkt stimulatorisch auf αβ T-Zellen wirken können. 

 

4.1 Verwendung von Material Dt. Landrasse Schlachttiere  

Zur Untersuchung der bisher wenig erforschten Funktion und Expression von CD28 im Schwein 

wurden in der vorliegenden Arbeit Milzen von Schlachttieren Dt. Landrasse Schweine verwen-

det. Das in der Tierverwertung als Abfallprodukt anfallende Organ konnte somit zusätzlich ge-

nutzt werden und ersparte folglich die Tötung von Tieren zu Zwecken der Grundlagenfor-

schung. 

Nachteilig hieran ist jedoch die fehlende Indentifikationsmöglichkeit von möglichen Einfluss-

faktoren auf die Expression und Funktion von pCD28. Unbekannt sind bspw. Alter, Geschlecht, 

Aufzuchtsort/ -art und -futter sowie Impfstatus, Erkrankungsgeschichte, immunologischer Sta-

tus und verwandtschaftliche Verhältnisse der Tiere. 

Aufgrund der extern durchgeführten Tötung der Tiere konnte zudem weder Einfluss auf die 

Schlachtung selbst noch auf die Dauer und Art des Transportvorgangs genommen werden.  
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Ein weiteres potenzielles Problem in der Verwendung von Dt. Landrasse Schweinen stellt der 

Umstand dar, dass zur Expressions- und Funktionsanalyse von pCD28 anti-pCD28 mAb ver-

wendet wurden deren Generierung nicht auf Dt. Landrasse Schweinen, sondern auf dem CD28 

Protein von Aachener Minischwein PBMCs sowie auf der CD28 cDNA von Wuzhishan Miniatur-

schweinen basiert.  

Bei entsprechenden Sequenzunterschieden zwischen den Rassen wäre es somit möglich, dass 

die generierten anti-pCD28 mAb strukturell und funktionell bedeutsame Epitope von Dt. Land-

rasse Schweinen nicht abdecken könnten. 

 

4.2 Expression und Funktion von CD28  

4.2.1 CD28 mRNA Expression 

Die CD28 mRNA Expression der CD4+ und CD8+ T-Zellpopulationen wurde zunächst mittels 

RT-PCR und dann mittels Prime Flow® auf Einzelzellebene untersucht. Aufgrund des hoch se-

lektiven Isolations- und Gatingverfahrens belief sich der Anteil der Nicht-T-Zellen im Lifegate 

der CD4+ und CD8+ T-Zellen auf ca. 2 %., sodass auf eine gesonderte Analyse der CD3- Zellen 

mittels FACS-Sort und RT-PCR verzichtet wurde. Für die auf Einzelzellanalyse beruhende Me-

thode des Prime Flow® findet sich hier jedoch angesichts des geringen CD3- Zellanteils in den 

besagten Gates eine berechtigte Anwendungsmöglichkeit. 

In unseren Experimenten zeigte sich jedoch im Vergleich zu den üblichen FACS Färbemethoden, 

dass vermutlich aufgrund des Prime Flow® Verfahrens mit 2-tägiger Inkubation bei Tempera-

turen bis zu 40 °C die Färbung die uns zur Verfügung stehenden Fluorochrom-Konjugationen 

der anti-CD3 mAb keine überzeugenden Ergebnisse liefern können (nicht gezeigte Daten).  

Bei den identifizierten Nicht-T-Zellen wird es sich zum Teil um porcine DCs und Monozyten 

gehandelt haben [265–268], die sich auf Grund mangelnder Differenzierbarkeit im FSC/ SSC 

nicht von Lymphozyten unterscheiden ließen. Bei der Mehrzahl der CD4-CD8- Nicht-T-Zellen 

hingegen ist anzunehmen, dass diese Zellpopulation primär aus B-Zellen besteht, die literatur-

abhänging ca. 15 % - 30 % [269–271] der porcinen Lymphozyten in der Milz ausmacht. 

Sowohl zur allgemeinen Vervollständigung der CD28 mRNA Expressionsanalyse als auch zur 

Bestätigung von CD28 als kostimulatorischen Rezeptor auf T-Zellen sollten zusätzlich NKT und 

γ∂ T-Zellpopulationen sowie gezielt auch Nicht-T-Zellpopulationen, wie B-Zellen, Monozyten 

und DCs, mittels RT-PCR und Prime Flow® charakterisiert werden.  
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Für die weitere Charakterisierung von γ∂ T-Zellen und γ∂ T-Zellsubpopulationen würde sich, 

zusätzlich zu den bereits verwendeten anti-CD4 und anti-CD8α mAb, bspw. der anti-CD2 Klon 

MSA4 sowie der anti- γ∂ TZR Klon PGBL22A [240] eignen. Zur Charakterisierung der NK T-

Zellen käme neben den bekannten Marker, CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, CD6, CD11b und CD16 

[272], auch der etwas neuere anti-NKp46 mAb in Betracht [273]. B-Zellen und B-Zellpopulati-

onen wiederum könnten mittels anti-CD21 mAb Klon BB6-11C9.6, anti-IgM Klon PIG45A, anti-

CD2 mAb Klon 1038H-5-37 [274; 275] identifiziert und in Hinblick auf CD28 Expression näher 

untersucht werden. Für eine sicherere Differenzierung von Tmem und Tnaiv ist es des Weiteren 

anzuraten, zusätzlich zu den bereits verwendeten CD3, CD4, CD8α Markern, weitere Marker, 

wie CD27, in das Färbepanel aufzunehmen.  

 

4.2.2 CD28 Proteinexpression 

Im Anschluss an die mRNA Expression konnte mittels der in der Zwischenzeit generierten CD28 

mAb Überstände die Proteinexpression der T-Zellen näher beleuchtet werden. In der Analyse 

der CD28 Oberflächenproteinexpression konnten, anders als bspw. bei humanen T-Zellen [276] 

bekannt, keine eindeutig identifizierbaren CD28+ und CD28- Populationen der CD4+ und CD8+ 

T-Zellen bestimmt werden. Ursächlich hierfür war ein jeweils vollständiger Shift der zu unter-

suchenden Zellen bei Färbungen gegen CD28.  

Technisch einwendbar wäre hier, dass zu dem Zeitpunkt der Charakterisierung der Großteil der 

Überstände noch nicht aufgereinigt worden war, sodass die Kontrollen leider ohne entspre-

chenden Kontrollantikörper und nur mit den verwendeten Sekundärantikörpern durchgeführt 

werden konnte. Anhand der bisherigen Färbungen ist dennoch eher davon auszugehen, wie in 

Abb. 26 A für CD4+ T-Zellen dargestellt, dass alle Zellen der CD4+ bzw. CD8+ T-Zellpopulationen 

das CD28 Oberflächenprotein exprimieren, die Expression jedoch unterschiedlich stark ausge-

prägt ist. 

Als letztlich definitiver Beweis der spezifischen Antikörperbindung der generierten anti-pCD28 

mAb könnte eine Immunpräzipitation mit zusätzlicher Epitopkartierung durchgeführt werden. 

Für eine Kartierung kämen als Methode der Wahl die Röntgen-Kristallstrukturanalyse [277], die 

Kernspinresonanzspektroskopie [278], die Massenspektroskopie [279], das Phage-Display [280] 

oder die ortsgerichtete Mutagenese [281] in Frage. 
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Wie bereits in 4.2.1 für die mRNA Expression angesprochen wären auch hier weitere Färbungen 

zur durchflusszytometrischen Charakterisierung der CD28 Proteinexpression von NKT und γ∂ 

T-Zellpopulationen sowie von Nicht-T-Zellpopulationen, wie B-Zellen, Monozyten und DCs, 

nachzuholen. Erste Färbungen zur pCD28 Proteinexpression in NKT und γ∂ T-Zellpopulationen 

wurden in der Zwischenzeit durch Saalmüller et al. durchgeführt (unveröffentlichte Daten). 

 

4.2.3 CD28 Funktion  

4.2.3.1 Bindung von pCD28 an B7 in xenogener MLR 

In der xenogenen gemischten Lymphozytenreaktion (s. Abb. 28) konnte gezeigt werden, dass 

porcine T-Zellen zur Aktivierung eine Interaktion mit B7-Molekülen benötigen. Da hCTLA-4-Ig 

in der Lage ist, sowohl das Maus- als auch das porcine B7-Moleküle zu blockieren, kann folglich 

nicht ausgeschlossen werden, dass porcinen T-Zellen (pT-Zellen) auch durch Maus-APCs 

(mAPCs) aktiviert werden könnten. Letzteres könnte beispielsweise durch eine direkte Interak-

tion zwischen pT-Zellen und mAPCs (direkte Xenostimulation) oder auch durch Übertragung 

von mAPC Proteinen auf pAPC (indirekte Xenostimulation) erfolgt sein, wie es bereits für allo-

gene MHC-Moleküle bekannt ist [282]. Zur Bestimmung, ob und inwieweit pCD28 mB7 im Ver-

gleich zu pB7 binden kann, könnte bspw. das Hefe-zwei-Hybrid-System (Y2H), die Co-Immu-

nopräzipitation (IP) [283] oder die bimolekulare Fluoreszenzkomplementation [284] angewen-

det werden. Dies würde zudem den direkten Nachweis der Bindung von pCD28 an pB7 erbrin-

gen. 

  

4.2.3.2 Erhöhte Stimulierbarkeit von CD8+ T-Zellen im Vergleich zu CD4+ 

T-Zellen durch anti-CD3 mAb beladene Dynabeads Pan Mouse Ig  

Eine erhöhte proliferative Aktivität wiesen CD8+ T-Zellen im Vergleich zu CD4+ T-Zellen in Ver-

suchsansätzen zur Kostimulation in 3.3.1.2 bei alleiniger Inkubation mit anti-CD3 mAb bela-

dene Dynabeads Pan Mouse Ig auf. Ein Umstand, der durchaus auch von humanen T-Zellen 

bekannt ist [285]. Aufschluss über den zugrundliegenden Mechanismus und den Einfluss der 

CD4+ und CD8+ T-Zellen aufeinander könnten vergleichende Untersuchungen zur TZR-Rezep-

tordichte [286], Internalisierungsassays [287] des TZR mittels Trypanblau-Quenching, TZR-ver-

mittelte Zellaktivierungsstudien mittels Calcium Influx [288; 289] und Zellzyklusanalyse [290] 

sowie durchflusszytometrische Analysen der intrazellulären Zytokinexpression mittels Brefeldin 

A [291] und des NFkB- und NFAT-Signalwegs [292] liefern.  
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4.2.3.3 Unterschiedlich stimulierende Wirkung von anti-pCD28 mAb auf 

CD4+ und CD8+ T-Zellen  

In den Versuchen zur Kostimulation (s. Abb. 29, Abb. 30) konnte beobachtet werden, dass CD4+ 

T-Zellen im Vergleich zu CD8+ T-Zellen sensibler, d.h. mit stärkerer Proliferation, auf anti-pCD28 

mAb 3D11 reagieren. Dies wiederholte sich wiederum in den Versuchen zur direkten Stimula-

tion (s. Abb. 31). Hier wurde jedoch in der Zusammenschau mit anderen anti-pCD28 mAb deut-

lich, dass CD4+ T-Zellen verglichen mit CD8+ T-Zellen nicht generell stärker stimuliert werden. 

Während die Klone 3F9, 4D12 und 4C8 nur CD4+ T-Zellen ansprechen, aktivieren die Klone 

2A11, 2F12 und 5E8 dagegen nur CD8+ T-Zellen. Dies wiederum lässt die Frage aufkommen, 

ob die Epitope der CD4+ und CD8+ T-Zellen, an welche die Klone binden, die selbe Lokalisation 

aufweisen und wenn ja, weshalb die gleiche Bindung zu unterschiedlich starken Aktivierungs-

mustern führt. Während sich eine unterschiedliche Lokalisation und die Art des Epitops mittels 

Epitopkartierung, wie bereits in 4.2.2 näher erwähnt, aufklären ließe, könnte die Analyse nach-

geschalteter Signalwege, ähnlich wie in 4.2.3.2 für anti-CD3 mAb, Aufschluss über unterschied-

liche Aktivierungsmuster geben. 

 

4.2.3.4 Einfluss von anti-CD28 mAb auf CD4+ Subpopulationen  

Aufgrund der im Durchflusszytometer veränderten Morphologie der Zellen nach Inkubation in 

aktivierenden Versuchsansätzen war es leider nicht mehr möglich, CD4+ Tmem und Tnaiv allein 

anhand des Markers CD8α zu unterscheiden. Da aktivierungsbedingt vermutlich auch zusätzli-

che Marker, wie CD27,  keine klare Differenzierung der Populationen gewährleisten können, 

sollten weitere Versuche zur Analyse der Zellproliferation mit sortierten CD4+ Tmem und Tnaiv  

durchgeführt werden.  

Bei Dynabeads Pan Mouse Ig vermittelter Präsentation von anti-pCD28 mAb 4C8 wiesen Treg 

und Tconv in Abb. 34 eine deutliche Zunahme des Anteils proliferierender Zellen auf. Eine Ab-

nahme der Tconv Zellzahl, wie in der Kontrolle in Abb. 36, konnte aber dennoch nicht dadurch 

verhindert werden. Eine Abnahme der gemessenen Tconv Zellzahl könnte unter anderem auch 

dadurch zustande kommen, dass Tconv durch eine intrazelluläre Aufnahme der Dynabeads Pan 

Mouse Ig eine veränderte Morphologie im Sideward-Scatter (SSChigh) aufweisen und somit aus 

dem Zellgate fallen. Anhand der aktuell vorliegenden Daten kann hierzu leider keine klare Aus-

sage getroffen werden. 
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Bei Treg scheint im Vergleich zur Kontrolle die Zellzahl nicht generell bereits durch in-vitro In-

kubation, sondern vor allem aktivierungsbedingt abzunehmen. Da aber aufgrund der niedrigen 

anti-pCD28 mAb Konzentration in den Überstanden und somit auch an den Dynabeads Pan 

Mouse Ig eher weniger von einem aktivierungsbedingten Zelltod durch Überstimulation aus-

zugehen ist, sind andere Gründe hierfür in Betracht zu ziehen. 

Besonders in Bezug auf Tconv  gilt es herauszufinden, welche allgemeinen Überlebenssignale 

porcine T-Zellen für eine stabile in-vitro Kultur benötigen. Als geeigneter Marker scheint hier 

weniger die Proliferation, als vielmehr der Zelltod zu fungieren, der bspw. mittels Annexin V 

weiter untersucht werden könnte. 

In Bezug auf Treg gilt es zu klären, ob für eine primäre Aktivierung und eine kontinuierliche 

Stimulation möglicherweise unterschiedliche Konzentrationsschwellen an anti-pCD28 mAb 

bzw. unterschiedliche Stimuli erforderlich sind.  

Dies könnte neben der intrazellulären Aufnahme von Dynabeads Pan Mouse Ig ein Erklärungs-

ansatz dafür sein, weshalb porcine Zellen durch anti-pCD28 mAb Überstände zwar aktiviert, 

aber nach Aktivierung nur 1 bis 2 Zellteilungen durchflusszytometrisch gemessen werden kön-

nen.  

Daher sollten die bisherigen Versuche mit aufgereinigten Antikörpern der potenziell supera-

gonistischen anti-pCD28 mAb 3F9, 4D12 und 4C8 in titrierter Form wiederholt werden. Bei 

keinerlei Hinweis auf eine superagonistische Funktion könnten die aufgereinigten anti-pCD28 

mAb auch zusätzlich an Schweinen aus kontrollierten Schlacht- und Aufzuchtbedingungen so-

wie auf Grund des Antigenherstellungsmechanismuses an Aachener Minischweinen getestet 

werden. Interessant wäre hierbei vor allem auch, der Einfluss der erwähnten Klone in Abhän-

gigkeit von der verwendeten Konzentration auf die inhibitorischen Eigenschaften der Treg (Sub-

populationen) und die Stabilität ihres jeweiligen Phänotyps. Experimente hierzu erfolgten in 

der Zwischenzeit durch Beyersdorf et al. (unveröffentlichte Daten). 

In Bezug auf erforderliche Stimuli konnten beispielsweise Langenhorst et al. erst kürzlich für 

humane und Maus-Treg zeigen, dass eine Blockade der Treg-Interaktion mit MHC II-Molekülen 

bei Inkubation mit CD28-SA zu einem signifikanten Abfall der Zellproliferation führt [293]. 
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4.3 Ausstehende weitere Charakterisierung von pCD28  

Analysiert wurden bisher in dieser Arbeit die mRNA und Proteinexpression sowie die Funktion 

von pCD28 in CD4+ und CD8+ T-Zellen. Zur vollständigen Charakterisierung von pCD28 in Be-

zug auf T-Zellen gilt es daher, zusätzlich auch NKT und γδ T-Zellen zu untersuchen. Letztere 

stellen mit ca. 15 % bis 30 % einen bedeutenden Anteil der porcinen Lymphozyten dar [294].  

Des Weiteren ist zu ermitteln, inwieweit die Expression und das Ausmaß der Funktion von 

pCD28 in Abhängigkeit von weiteren Faktoren wie Alter, Geschlecht und Immunstatus stehen 

könnte und ob pCD28 ggf. auch in anderen Zellen exprimiert wird. Von besonderem Interesse 

wäre hierbei vor allem die Funktion von pCD28 in Nicht-T-Zellen.  

Dass CD28 auch in Nicht-T-Zellen exprimiert werden kann, ist beispielsweise schon seit länge-

rem für humane Plasmazellen bekannt [295]. Hier scheint das CD28 Molekül vor allem für das 

Überleben der Plasmazellen und deren Antikörperproduktion von Bedeutung zu sein [296]. 

 

4.4 (Prä-)klinische Bedeutung der anti-pCD28 mAb 

Sollte sich in der Wiederholung der bisherigen Experimente mit aufgereinigten anti-pCD28 

mAb der Klone 3F9, 4C8 und 4D12 gemäß den Ansätzen in 4.2.3.4 doch eine superagonistische 

Funktion der genannten Klone herauskristallisieren, so ermöglichte dies den präklinischen 

Transfer von CD28-SA basierenden Therapiestrategien gemäß 1.2.8 in das Großtiermodell.  

Im Falle einer positiven superagonistischen Funktionstestung sollte jedoch auch bedacht wer-

den, inwieweit die Maus anti-Schwein mAb für eine entsprechende in-vivo Anwendung bio-

technologisch an das Schwein angepasst werden müssten, um ähnlich wie beim Menschen eine 

Immunreaktion gegen die xenogenen Antikörper zu vermeiden. Dies ist dabei vor allem für die 

wiederholte Gabe der mAb von Bedeutung [297; 298]. 

Von besonderer Bedeutung wäre der Schritt zur Testung im Großtier vor allem für das Voran-

bringen therapeutischer Maßnahmen zur Verbesserung der postinfarziellen myokardialen 

Wundheilung. Bei erfolgreichem Bestehen der präklinischen Testung im Klein- und Großtier-

modell könnte somit die Zulassung zur klinischen Testung beantragt werden. 

In verschiedenen Phasen der klinischen Testung wird Theralizumab, ein humanisierter hCD28-

SA, bereits im Rahmen der rheumatischen Arthritis [299], des systemischen Lupus erythemato-

des [300] sowie für solide Tumore [301] bereits eingesetzt und stände somit für eine klinische 

Testung bei Myokardinfarkt bereits zur Verfügung.  
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5. Zusammenfassung/ Summary 
 

Zusammenfassung 

Trotz zahlreicher Fortschritte im Verständnis der Funktionsweise des kostimulatorischen Re-

zeptors CD28 in Mensch, Maus, Ratte und Makake ist nach wie vor wenig hierüber in Bezug 

auf das Tiermodell Schwein bekannt. Die vorliegende Arbeit untersucht die Funktion und Ex-

pression von CD28 in Schweine-T-Zellen sowie die Regulierbarkeit der T-Zellaktivierung durch 

anti-pCD28 mAb. Die Ergebnisse zeigen, dass hierbei vor allem CD4+ und CD8+ T-Zellen diffe-

renziert betrachtet werden müssen. Grundsätzlich unterscheiden sich die beiden T-Zellpopu-

lationen in der CD28 mRNA Expression, im Expressionsverhältnis zwischen CD28 mRNA und 

Protein, sowie im proliferativen Ansprechen auf anti-pCD28mAb. So reagierten CD4+ im Ver-

gleich zu CD8+ T-Zellen auf die kostimulatorische Inkubation mit anti-pCD28 mAb des Klons 

3D11 sensibler. In direkt stimulatorischen Ansätzen zeigte sich, dass CD4+ und CD8+ T-Zellen 

durch unterschiedliche anti-pCD28 mAb differentiell angesprochen werden können.  Eine su-

peragonistische Funktion konnte für CD4+ T-Zell aktivierende anti-pCD28 mAb in den bisheri-

gen Versuchen noch nicht beobachtet werden. Letzteres ist hierbei vor allem für den Transfer 

von vielversprechenden Therapiestrategien vom Kleintier- zum Großtiermodell auf dem Weg 

zur Entwicklung neuer Therapieoptionen für Autoimmunerkrankungen, Erkrankungen mit star-

ker proinflammatorischer Aktivität und dem Myokardinfarkt von Bedeutung. 
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Summary 

Even though tremendous progress has been made in clarifying the function of the costimula-

tory receptor CD28 in human, mouse, rat, and macaques, concerning pigs, an important large 

animal model, only little is still known about CD28 expression and function. Therefore, our work 

aimed at investigating the function and expression of CD28 in porcine T cells as well as the 

applicability of anti-pCD28 mAb as a tool to regulate T cell activation, specifically. Our results 

indicate that the two major T cell groups, CD4+ and CD8+, have to be considered separately. 

These cell populations differ in their level of pCD28 mRNA expression, their ratio of CD28 

mRNA and protein expression as well as their proliferative responsiveness towards anti-pCD28 

mAb. In costimulatory assays, CD4+ compared to CD8+ T cells showed higher sensitivity toward 

low concentrations of the anti-pCD28 mAb 3D11. Additionally, in direct stimulatory assays, 

CD4+ and CD8+ T cells can be specifically targeted by different anti-pCD28 mAb. With these 

assays, a superagonistic anti-pCD28 mAb could not been detected so far. With anti-pCD28 

superagonist, promising therapeutic strategies developed in rodents could be tested in pigs as 

a large animal model, representing the next step on the way towards new therapeutic options 

for autoimmune diseases, diseases with strong proinflammatory activity and myocardial infarc-

tion.  
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