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Einleitung

EINLEITUNG

Die Entwicklung eines Immunsystems stellt eine wichtige Voraussetzung fur
hdhere Vertebraten dar, um sich erfolgreich gegen &auflere Angriffe durch
pathogene Bakterien und Viren zur Wehr setzen zu konnen. Aber auch die
Erkennung deregulierter korpereigener Zellen als .fremd“ bzw. ,verandertes
Selbst® und die Zerstérung dieser, stellt eine wesentliche Aufgabe des
Immunsystems zur Erhaltung der korperlichen Integritat vieler Lebewesen dar.
Um diesen Anforderungen gerecht zu werden verfugt das Immunsystem
sowohl Uber einen zellvermittelten, als auch Uber einen humoralen Ast der
Immunantwort. Eine weitere Mdglichkeit der Unterteilung besteht in einer
nativen (oder angeborenen) und einer adaptiven (oder erworbenen) Immunitat.
Zu den Komponenten des angeborenen Immunsystems zahlen u.a.
Makrophagen, Dendritische Zellen, Granulozyten, Naturliche Killerzellen, das
Komplementsystem sowie verschiedene Interferone und Akute Phase Proteine.
Durch das Erkennen unveranderlicher Merkmale auf der Oberflache pathogener
Organismen und rasches Reagieren stellt das angeborene Immunsystem das
erste Hindernis fur eingedrungene Krankheitserreger dar. Weiterhin spielt es
eine grof3e Rolle in der Aktivierung des erworbenen Teils der Immunantwort.
Letzterer setzt sich zusammen aus den B- und T-Lymphozyten. Die Fahigkeiten
dieses adaptiven Immunsystems liegen in der spezifischen Erkennung
korperfremder Substanzen und ferner in der Bildung eines immunologischen
Gedachtnisses. Das erworbene Immunsystem ermoglicht ein schnelleres und
effektiveres Vorgehen gegen sich wiederholende Infektionen und stellt damit
durch das immunologische Gedachtnis einen lange bestehenden Schutz fur

den Organismus dar.

Wie alle hamatopoetischen Stammzellen entstehen die Vorlauferzellen der
Lymphozyten im Knochenmark. Doch wahrend der grote Teil der B-Zell-
Entwicklung auch dort stattfindet, wandern die Vorlauferzellen der spateren T-
Zellen Uber das Blut in den Thymus, um dort weiter zu differenzieren.
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Der Thymus ist ein primar lymphatisches Organ und befindet sich im oberen
Mediastinum. Er besteht makroskopisch aus zwei Lappen. Mikroskopisch
unterscheidet man einen inneren, medulldren und einen auferen, kortikalen
Anteil. Der Kortex ist der Bereich, in dem die frihen Stufen der T-Zell-
Entwicklung stattfinden [zusammengefasst u.a. in Germain, R. N. 2002].
Anhand der unterschiedlichen Expression der Korezeptoren CD4 und CD8
lassen sich dabei drei Hauptstadien definieren: CD4'CD8 (Doppelnegative,
DN), CD4'CD8" (Doppelpositive, DP) sowie CD4'CD8 und CD4CD8"
(Einzelpositive, SP) T-Zellen [zusammengefasst u.a. in Germain, R. N. 2002,
Kappes, J. D., et al. 2005].

Die DN Thymozyten lassen sich durch die sequenzielle Expression der
Oberflachenmarker CD44 und CD25 in vier weitere aufeinanderfolgende
Stadien unterteilen: CD44°CD25 (DN1), CD44'CD25" (DN2), CD44CD25"
(DN3) und CD44°CD25 (DN4). Wahrend dieser Entwicklungsphasen findet
zunachst das somatische Rearrangieren der f—Kette des T-Zell-Rezeptors statt.
Dabei unterliegen bereits all diejenigen Zellen einer Selektion (sog. pB-
checkpoint), die keine funktionsfahige Vorstufe des TZR (pre-TCR) besitzen
[zusammengefasst u.a. in von Boehmer, H. 2005].

Auf der Stufe der DP Thymozyten erfolgt nach dem Rearrangieren der o—Kette
schliel3lich die Expression des reifen af-T-Zell-Rezeptors (ap-TZR) auf der
Zelloberflache. Es folgen zwei weitere Auslesungsprozesse: bei der positiven
Selektion gehen alle Zellen zugrunde, die Selbst-MHC-Moleklle nicht erkennen
konnen [Bevan, M. J. 1977, von Boehmer, H. 1990, Guidos, C. J. 1996,
Zinkernagel, R. M., et al. 1997, zusammengefasst u.a. in Goldrath, A. W., &
Bevan, M. J. 1999]. Die negative Selektion ist ein aktiver Prozess, bei dem das
Erkennen Uber MHC prasentierter korpereigener Peptide zur sofortigen
Apoptose fuhrt. Hierdurch wird erreicht, dass potentiell autoreaktive Zellen nicht
in die Peripherie gelangen [Kappler, J. W., et al. 1987, Kisielow, P., et al. 1988,
Bluthmann, H., et al. 1988, Robey, E., et al. 1994, zusammengefasst in
Hogquist K. A., et al. 2005].

Bei weiterer Differenzierung verlieren die heranreifenden Zellen die Expression

eines der beiden Korezeptoren des T-Zell-Rezeptors und reifen zu SP T-Zellen
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heran. Diejenigen Zellen, deren TZR an MHC Klasse | Molekule bindet,
behalten die Expression von CD8 und werden zu CD4'CD8" T-Zellen, sog.
zytotoxischen T-Zellen. T-Helferzellen (Th-Zelle; CD4°CD87) hingegen
entstehen durch Verlust der Expression von CD8 bei Bindung ihres TZR an
MHC Klasse Il Molekile. Hierbei spielen sowohl die Dauer, als auch die
Intensitat des resultierenden TZR-Signals eine entscheidende Rolle [Yasumoto,
K., et al. 2000, Bruguera, E., et al. 2000].

Zwar kommt es wahrend der Entwicklung der T-Zellen im Thymus zu einer
Aussonderung autoreaktiver Zellen [Palmer, E., et al. 2003], doch ist diese
Selektion nicht ganz lickenlos. Immer wieder gelangen Zellen, welche ,selbst*
erkennen in die Peripherie. In den 90er Jahren konnte die Gruppe um
Sakaguchi und Asano in der Maus zeigen, dass eine Subpopulation der CD4"
T-Zellen bei der Kontrolle autoreaktiver T-Zellen eine entscheidende Rolle spielt
und bezeichnete diese Gruppe als regulatorische T Zellen (Treg). Die Tregs
stellen ca. 5-10 % der CD4 Population dar und exprimieren zusatzlich die IL-2
Rezeptor a-Kette (CD25) [Sakaguchi, S., et al. 1995, Asano, M., et al. 1996].
Spater wurden die regulatorischen T-Zellen auch in der Ratte [Stephens, L. A.,
& Mason, D. 2000] und schlieBlich im Menschen beschrieben [Jonuleit, H., et al.
2001, Ng, W. F., et al. 2001].

Anhand ihrer Herkunft und unterschiedlichen suppressiven Wirkungsweise
kann man die CD4" regulatorischen T-Zellen in zwei Untergruppen einteilen, die
induzierten und die natlrlichen Tegs [JOnuleit, H., & Schmitt, E. 2003, Fallarino,
F., et al. 2003, Karim, M., et al. 2004]. Letztere entstehen und reifen
hauptsachlich im Thymus [ltoh, M., et al. 1999].

Weitere Studien enthillten eine spezifische Rolle von FoxP3 in der Entwicklung
und Funktion von natirlichen CD4"CD25" T,egs [Hori, S., et al. 2003, Fontenot,
J. D., et al. 2003, Khattri, R., et al. 2003, Fontenot, J. D., & Rudensky, A. Y.
2005]. Dies ermdglicht eine genauere Identifikation der naturlichen
regulatorischen T-Zellen (CD4'CD25'FoxP3*). FoxP3 ist ein 49-55 kDa
schweres Protein und Mitglied der forkhead/winged-helix-Familie von
Transkriptionsfaktoren und wurde identifiziert als genetischer Defekt in
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sogenannten ,scurfy“ Mausen [Brunkow, M. E., et al. 2001]. Eine Stérung der
thymischen  Produktion  von  Tug  fuhrt  zur  Entstehung  von
Autoimmunkrankheiten [Sakaguchi, S. 2000, Shevach, E. M. 2000, Maloy, K. J.,
et al. 2001], was die zentrale Rolle dieser CD4 T-Zell-Subpopulation in der
Aufrechterhaltung der immunologischen Toleranz gegenuber ,Selbst® deutlich
widerspiegelt [zusammengefasst in Sakaguchi, S. 2004].

Im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen
nicht in der Lage IL-2 zu produzieren, jedoch spielt eine parakrine Sekretion von
IL-2 durch Effektor CD4 T-Zellen eine entscheidende Rolle fiir das Uberleben
und die Aktivierung peripherer Tgs [Zusammengefasst u.a. in Hunig, T. 2007].

Die aktuelle Vorstellung Uber die Aktivierung von T-Zellen basiert auf einer
Zwei-Signal-Theorie, die 1970 von Bretscher und Cohn zunachst fur die B-Zell-
Aktivierung postuliert und 1975 von Lafferty und Cunningham auf die T-Zellen
erweitert wurde. Fur die Aktivierung von T-Zellen ist eine spezifische Erkennung
von Antigenen Uber die Interaktion von Peptid-prasentierenden-MHC-Molekilen
und TZR Voraussetzung. Doch nur selten reicht das resultierende Signal
(»Signal 1) aus, um alleine eine Proliferation und Differenzierung der T-
Lymphozyten bewirken zu konnen [Viola, A., & Lanzavecchia, A. 1996]. Ohne
weitere Signale gehen die Lymphozyten vielmehr in einen anergen Zustand
Uber oder werden apoptotisch [Lenschow, D. J., et al. 1996, Appleman, L. J., &
Boussiotis, V. A. 2001, Seroogy, C. M., & Fathman, C. G. 2003].

Um proliferieren und zu Effektorzellen differenzieren zu konnen, bendtigen T-
Lymphozyten ein weiteres Signal (,Signal 2%). Dieses sog. kostimulatorische
Signal ist von der Antigenprasentation unabhangig und wird Uber akzessorische
Oberflachenmolekule auf T-Zellen generiert. Hierzu gehoren eine Vielzahl von
Rezeptor-Ligand-Paaren, wie z.B. LFA-1 — ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VLA-4 —
VCAM-1, CD40 — CD40L, ICOS - ICOSL, PD-1 - PD-L1, PD-L2, CD28 — B7-1/
B7-2.

CD28 ist nicht nur das am besten charakterisierte, sondern auch das effektivste

und somit wichtigste kostimulatorische Molekul bei der Aktivierung und
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Toleranzentwicklung von T-Zellen [Hara, T., & Fu, S. M. 1985, zusammen-
gefasst u.a. in Alegre, M. L. 2001, Sharpe, A. H., & Freeman, G. J. 2002].

Es handelt sich hierbei um ein 44 kDa schweres homodimeres Glykoprotein,
das in der Maus auf nahezu allen af-T-Zellen nachweisbar ist [Gross, J. A., et
al. 1990]. Die Expression von CD28 ist nicht statisch, sondern nimmt in hohem
Malde bei der Aktivierung einer T-Zelle zu, wobei sich die Dichte an CD28
Molekulen besonders an der immunologischen Synapse erhoht [Turka, L. A., et
al. 1990, Bromley, S. K., et al. 2001].

Auch wahrend der Reifung der Thymozyten ist seine Expression streng
reguliert. Die hdchste Dichte an CD28-Rezeptoren findet man in der Maus auf
DP Thymozyten, bei weiterer Differenzierung zu reifen SP T-Zellen nehmen
diese wieder etwas ab. Analysen der Subpopulationen der DN Thymozyten in
der Maus zeigen eine sehr geringe Expression von CD28 auf DN1, DN2 und
den meisten DN3. Diejenigen DN3 hingegen, die bereits die p-Kette des TZR
exprimieren, sowie DN4 Thymozyten zeigen eine ahnlich hohe Expression von
CD28 wie DP Thymozyten [Gross, J. A., et al. 1992, Williams, J. A., et al. 2005].
Im Gegensatz zur Maus exprimieren die DP Thymozyten der Ratte und des
Menschen nur wenig CD28 auf der Zelloberflache [Hansen, J. A., et al. 1980,
Lum, L. G., et al. 1982, Tacke, M., et al. 1995].

Nach Aktivierung Uber CD28 erhoht die T-Zelle die Produktion verschiedener
Zytokine, wie z.B. IL-2, IL-4, IL-5 etc. [Lenschow, D. J., et al. 1996]. Dies
geschieht sowohl durch eine erhohte Transkription, als auch durch eine
Stabilisierung der jeweiligen messenger RNA (mRNA) [Lindsten, T. 1989].
Ferner reduziert die Bindung von CD28 auf T-Zell-Niveau die Anzahl von TZR,
die aktiviert werden mussen, damit die Zelle effektiv Zytokine produzieren bzw.
in Proliferation Ubergehen kann, d.h. die Schwelle fur die T-Zell-Aktivierung wird
herabgesetzt [Viola, A., & Lanzavecchia, A. 1996, Itoh, Y., & Germain, R. N.
1997]. Eine weitere Funktion von CD28 liegt in der Induktion von bcl-x., einem
Mitglied der anti-apoptotischen bcl-2 Familie, wodurch sich das Uberleben der
T-Zelle verbessert [Boise, L. H. 1993]. Letztlich gibt es auch einige Hinweise

darauf, dass durch Ligation von CD28 die Differenzierung von T-Zellen zu IL-4
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produzierenden Typ-2 T-Helferzellen (Tw2) gefordert werden konnte [Rulifson, |.
C. 19971].

Zwar wird die in vivo T-Zell-Differenzierung und die Gesamtzahl an T-Zellen in
Abwesenheit eines CD28 Signals nicht beeintrachtigt, jedoch reduziert sich die
Anzahl an CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen um etwa 80%. Auch fiir das
Uberleben der Trgs in der Peripherie ist eine Stimulation (iber CD28 ein
essentieller Faktor [Salomon, B., et al. 2000, Bour-Jordan, H., & Bluestone, J.
A. 2002, Lohr, J., et al. 2003, Tang, Q., et al. 2003, Sansom, D. M., & Walker, L.
S. 2006]. Die Reduktion von thymischen Tyegs in CD28™- [Tai, X., et al. 2005],
jedoch nicht in IL27-M3&usen [DCruz, L. M., & Klein, L. 2005, Fontenot, J. D., et
al. 2005], lasst vermuten, dass wahrend der Entwicklung im Thymus ein CD28
Signal in cis bendtigt wird, nicht hingegen eine Bindung von IL-2 in trans. Fir
das Uberleben und die Aktivierung von Tiegs in der Peripherie wird zusétzlich ein
CD28 Signal in trans bendtigt um die parakrine Sekretion von IL-2 durch
Effektor T-Zellen zu ermdglichen.

Neuere Arbeiten hingegen lassen auf gegenteilige Aspekte schlieRen [Dai, S.,
et al. 2008, Ishizuka, J., et al. 2008].

Die physiologischen Liganden B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) besitzen beide
eine Immunglobulin C-ahnliche Domane und Uberschneiden sich auch
weitestgehend in ihren Funktionen [McAdam, A. J., et al. 1998]. Der grofldte
Unterschied zwischen ihnen liegt wohl in der unterschiedlichen Expression auf
verschiedenen Antigen prasentierenden Zellen (APZ) und auch zu ver-
schiedenen Zeitpunkten der Immunantwort. Auf den meisten Populationen von
APZ ist B7-2 konstitutiv in geringem Level exprimiert und wird nach erfolgter
Aktivierung rasch hochreguliert. B7-1 hingegen ist induzierbar und wird erst zu
einem spateren Zeitpunkt exprimiert [Freeman, G. J., et al. 1993, Hathcock, K.
S., et al. 1994]. Die frihere Expression von B7-2 deutet darauf hin, dass es der
wichtigere Kostimulator von beiden bei der Initilerung der Immunantwort ist.

Innerhalb des Thymus ist die Expression von B7-1 und B7-2 streng reguliert.
Man findet sie sowohl auf kortikalen epithelialen Zellen [Zheng, X., et al. 2004],

sowie auf medullaren epithelialen und dendritischen Zellen [Inaba, K., et al.
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1995, Nelson, A. J., et al. 1993], wobei die Expression der beiden Liganden im
thymischen Kortex, in dem die fruhen Entwicklungsstadien der T-Zell-

Entwicklung stattfinden, sehr eingeschrankt ist.

Die Verwendung spezifischer monoklonaler Antikorper (mAKk) in experimentellen
Arbeiten stellt nicht nur ein gangiges Verfahren dar, um Oberflachenrezeptoren
zu quantifizieren und biochemisch zu charakterisieren, sondern sie werden
auch genutzt, um als ,kunstliche® Liganden die Funktion der jeweiligen
Rezeptoren zu triggern bzw. zu blockieren.

In Bezug auf CD28 benutzt man schon seit Langem stimulatorische mAk um die
Mechanismen der Kostimulation in Mensch, Maus und Ratte zu erforschen. Bei
der Entwicklung CD28-spezifischer mAk im Rattenmodell isolierte die
Arbeitsgruppe um  Professor HUnig neben konventionellen auch
,superagonistische“ mAk. Diese besitzen im Gegensatz zu den konventionellen
CD28 mAKk die besondere Fahigkeit ohne zusatzliche Stimulation des TZR eine
volle Aktivierung von T-Zellen herbeizufuhren (Abb. 1) [Tacke, M., et al. 1997].
Solche Superagonisten wurden mittlerweile auch fur den Menschen [Siefken,
R., et al. 1997, Luhder, F., et al. 2003] und Mause [Dennehy, K. M., et al. 2006]
generiert.

Bei der Untersuchung der
aTCR afER i eiches Bindungsstellen am CD28 Molekdl
0 g

@ _"'@?.ns stelte man fest, dass alle
untersuchten konventionellen mAk
Anergy' Prolifermio‘n
Rpngiasty L e an einer von der Zellmembran
entfernteren Region des CD28
Convenﬁonu—i( Superugonis:'? . . .
aCD28 acD28 Molekuls binden, die Nahe der
cD28 CcD28

Bindungsstelle von B7  (sog.
Nr:s:"":s':r P i MYPPPY Motiv) liegt (Abb. 2a)

[LOhder, F., et al. 2003, Dennehy, K.
Abbildung 1 Zwei Klassen CD28 | M, et al. 2006]. Im Gegensatz hierzu
spezifischer mAk: ,konventionelle®* und
,Superagonistische®. binden super-agonistische anti-CD28

(entnommen aus Beyersdorf, N., et al. 2005) mAKk einen seitlichen, der Membran
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naher gelegenen Part des Molekuls
(sog. C"'D loop) (Abb. 2a), was ihnen | * (ﬁip“;;#",:"f.?ﬂ\

<4—— Conventional
anti-CD28 mAb

ermdglicht eine Quervernetzung von
CD28 Molekulen auszubilden (Abb. 2b)
[Evans, E. J., et al. 2005, Dennehy, K.
M., et al. 2006].

Es wird vermutet, dass hierdurch eine
CTLA-4 3ahnliche bivalente Interaktion
[Collins, A. V., et al. 2002] zwischen

benachbarten CD28-Molekiilen und den RIS

<—— Superagonistic
anti-CD28 mAb
(€D loop)

superagonistischen mAk und somit eine

Superagonistic

Voraussetzung fur eine Anhaufung ¢

stimulatorischer Signale zu einem

Activation

starken Aktivierungssignal geschaffen
Abbildung 2 Die Ausbildung eines

wird [Beyersdorf, N., et al. 2005]. bivalenten Komplexes als mogliche
. " . Erklarung der superagonistischen
Die superagonistische anti-CD28 Stimulation.

Stimulation funktioniert nicht nur in vitro, | (enthommen und  modifizert  aus
Beyersdorf, N., et al. 2005)

sondern auch in vivo. So fuhrt die

Applikation des CD28 Superagonisten bei Ratten [Tacke, M., et al. 1997] und
Mausen [Gogishvili, T., et al. 2009] zu einer vorlbergehenden, aber
signifikanten Erhéhung der Gesamtanzahl an T-Zellen. Die Zellzahlen steigen
dabei auf das bis zu Vierfache ihres Ausgangswertes an, groftenteils
verursacht durch eine Zunahme von CD4 positiven T-Zellen und B-Zellen. Es
wurde gezeigt, dass der letztere Anstieg indirekt als Folge der Aktivierung der
CD4 T-Zellen resultierte. Andere Zellpopulationen, wie CD8" T-Zellen, y/8 T-
Zellen und NK-Zellen, waren auch betroffen, jedoch in geringerem Ausmal}
[Tacke, M., et al. 1997]. Diese Lymphozytose scheint im Tiermodell von
gutartiger Natur zu sein und wird gut toleriert von den Versuchstieren
[Rodriguez-Palermo, M., et al. 1999, Gogishvili, T., et al. 2009].

Genauere Untersuchungen der CD4 Population zeigten eine verhaltnismalig
starkere Zunahme von regulatorischen CD4"CD25" T-Zellen (T,eg) im Vergleich
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zu konventionellen CD4°CD25  T-Zellen [Lin, C. H., & Hunig, T. 2003]. Durch
CFSE-markierte Transferexperimente mit gereinigten CD4°CD25  bzw.
CD4'CD25" T-Zellen konnte dargelegt werden, dass obgleich beide
Populationen stark proliferierten, ihr jeweiliger Phanotyp beibehalten wurde. Die
in-vivo Applikation von CD28 Superagonisten fuhrte somit vorzugsweise zu
einer Expansion und starken Aktivierung von natlrlich auftretenden
CD4*CD25'FoxP3"CTLA-4"" T .., —Zellen [zusammengefasst in Beyersdorf, N.,
et al. 2005 und 2006, sowie Hunig, T., et al. 2005]. Diese Daten konnten
neuerdings auch an Mausen bestatigt werden [Gogishvili, T., et al. 2009].

Im menschlichen Organismus hingegen flhrte die Applikation des CD28
Superagonisten TGN1412 im Rahmen einer Phase | Studie zu einer
lebensbedrohlichen Zytokinfreisetzung bei sechs gesunden Probanden
[Suntharalingam, G., et al. 2006, Hanke, T. 2006, Stebbings, R., et al. 2007].

Hinsichtlich seiner Auswirkungen auf das T-Zell-Kompartiment wurde der CD28
Superagonist durch die Arbeitsgruppe um Professor Hunig in der Literatur
bereits beschrieben. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Einbeziehung des
Thymus, in dem die T-Zellen, und insbesondere auch die natirlichen Tegs,
heranreifen. Hierzu wurde neben dem superagonistischen a-mouse CD28 mAk
(D665) auch ein blockierender a-mouse CD28 mAk (E18) in verschiedenen in
vitro und vivo Experimenten verwendet, um einen Einfluss der verschiedenen
CD28 Antikorper auf die Entwicklung der T-Zellen zu analysieren.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen einer

chronischen Blockade des CD28 Rezeptors auf die Homdostase der T-Zellen.
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MATERIAL UND METHODEN

Mauslinien

Die verwendeten Mauslinien entstammen entweder aus der hausinternen

Tierzucht des Instituts fur Virologie und Immunbiologie der Universitat Wurzburg

oder wurden Uber die Firma Harlan-Winkelmann aus Borchen bestellt.

Tierstamm Herkunft

C57Bl/6

CD28 r/m transgene Mause

Institut fur Virologie und Immunbiologie
[Dennehy, K. M., et al. 2007]

der Universitat Wirzburg

Rag-1-defiziente Mause [Mombaerts,
P., etal. 1992]

BALB/cOlaHsd
Firma Harlan-Winkelmann, Borchen

Gravide C57BI/6JOlaHsd

Organentnahmen und Einzelzellsuspensionen

Unmittelbar nach dem Toten der zu analysierenden Mause mittels einer
gesattigten CO»-Atmosphare erfolgte die Praparation der einzelnen Organe:
Thymus, Milz und Lymphknoten (LK). Letztere wurden aus folgenden Regionen
entfernt: submandibular, axillar, brachial, mesenterial, inguinal sowie lumbal.
Die entnommenen Organe wurden anschlieBend in 15 ml balancierte
Salzldsung mit Zusatz von 0,2% Rinderserumalbumin (BSS/ BSA) gegeben und
auf Eis gekuhlt.

Zur Herstellung von Einzelzellsuspensionen wurden die einzelnen Organe
jeweils durch Nylon-Siebe (Maschengréfle: 70 um; Fa. BD Pharmingen™,
Heidelberg) gerieben und anschliellfend wieder in BSS/ BSA-Medium
aufgenommen.

Um die in der Milz befindlichen Erythrozyten zu lysieren wurde das Sediment

deren Einzelzellsuspension je in 1 ml Red Blood Cell Lysing Buffer (Fa. Sigma-
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Aldrich, Steinheim) resuspendiert. Nach 3 min wurde die Lyse durch Zugabe
von 15 ml BSS/ BSA gestoppt.

Die Einzelzellsuspensionen aller Organe wurden nun gewaschen. Dies erfolgte
jeweils durch eine 5-minutige Zentrifugation mit 1500 Umdrehungen pro Minute
(rom) bei 4°C. Nach Absaugen der Uberstinde wurden die Zell-Sedimente
wieder in 20 ml BSS/ BSA aufgenommen und anschlieRend resuspendiert.

Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.

Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten durch Dr. Karin Elflein jeweils aus den vendsen
Plexen der Orbita. Hierzu wurden die Versuchstiere zunachst mittels volatiler
Anasthetika narkotisiert. Sodann wurden einige Tropfen Blut gewonnen, indem
eine feine heparinisierte Glaskapillare entlang des medialen Orbitarandes in die
vendsen Plexen eingefuhrt wurde.

An getoteten Tieren erfolgte die Blutentnahme durch eine gezielte Punktion der

rechten Herzkammer.

In-vivo Behandlung mit monoklonalen a-CD28 Antikorpern

Die Injektion der monoklonalen a-CD28 Antikorper (mAk) D665 bzw. E18
erfolgte intraperitoneal (i.p.) in den linken unteren Quadranten des Abdomens.
Je nach Versuchsaufbau variierten hierbei die Menge der Antikorper bzw. die
Zeitdauer zwischen Injektion und Analyse der Organe. Den Kontrolltieren wurde

entweder ein Isotyp-Kontroll-Ak , MOPC31c, oder steriles PBS injiziert.
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Organkulturen

Neonatale-Thymus-Organ-Kultur (NTOC)

Am Tag ihrer Geburt wurden neugeborene Mause getdtet. Anschliel3end
erfolgte die Praparation der einzelnen Lobi des Thymus. Diese wurden mit einer
Pinzette sauber separiert und anschlielend getrennt voneinander auf je einen
Whatman® Membranfilter (Fa. Herolab, Wiesloch) gegeben. AnschlieRend
erfolgte eine Inkubation der Organe in RPMI 1640-Medium (Fa. Gibco,
Gaithersburg, USA; supplementiert mit 50 ml SC und 25 ml FSC je 500 ml) bei
37°C und 5% CO, fur 6 Tage. Hierbei war es wichtig, dass sich die einzelnen
Lobi fir den gesamten Zeitraum auf den Filtern befanden und nicht frei im
Medium schwammen.

Den Medien wurden anfangs jeweils 10 ug/ml der o-CD28 Antikérper D665,
E18 oder der Isotyp-Kontrolle, MOPC31c, beigemengt, wobei darauf geachtet
wurde, dass sich je ein Lobus in der Versuchsgruppe (D665 bzw. E18) und der
dazugehdrige Lobus in der Kontrollgruppe (MOPC31c) befand. Nach 6 Tagen
Inkubation wurden die Lobi vom Filter genommen und Einzelzellsuspensionen

(siehe oben) hergestellt.

Fetale-Thymus-Organ-Kultur (FTOC)

Bei der Firma Harlan-Winkelmann, Borchen, wurde eine gravide Maus bestellt.
Genau 16 Tage nach deren Verpaarung wurde das Muttertier getotet und die
Feten aus dem Uterus entnommen. Die Praparation der fetalen Thymi
(Entwicklungstag 16, E16) wurde unter einem Auflichtmikroskop bei
zwanzigfacher Vergrolierung durchgefuhrt. Aufgrund der geringen Organgrol3e
wurden die einzelnen Lobi nicht voneinander getrennt, sondern der Thymus als
Ganzes inkubiert.

Die restlichen Arbeitsschritte gleichen denen der NTOC.
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Anreicherung von Zellsubpopulationen
Zelldepletion durch IgM-vermittelte Komplementaktivierung

Zur |Isolation CD4'CD8-Thymozyten (DN) mussten die im Thymus befindlichen
reiferen Stufen der T-Zellentwicklung, namlich CD4", CD8" sowie CD4*CD8"
(DP) T-Zellen, depletiert werden. Hierzu wurde wie folgt vorgegangen:

Nach Herstellung von Einzelzellsuspensionen wurden ca. 2x10® Thymozyten in
10 ml BSS gewaschen und anschlieend mittels je 1 ml eines Uberstandes von
a-CD4 IgM, sowie a-CD8 IgM produzierender B-Lymphozyten (hausinterne
Herkunft) resuspendiert. Nach einer Inkubationsphase von 30 min auf Eis
wurde mit 10 ml BSS gewaschen, und das Zellsediment in 3 ml BSS
resuspendiert. Hierzu wurden nun 333 pl einer Komplement-Losung (Fa.
Cedarlane, Ontario, Canada) gegeben und es schloss sich eine 45-mindtige
Lyse-Phase im 37°C warmen Wasserbad an. Anschlielend erfolgten zwei
weitere Waschschritte in je 10 ml BSS um die somit isolierten DN-Thymozyten
vom Zelldetritus der lysierten Zellen zu trennen. Eine Uberpriifung auf Reinheit
der isolierten Zellen wurde mittels FACS-Farbung durchgefuhrt.

Zelldepletion durch magnetische Zellsortierung (Auto-MACS®)

Ein anderes, schonenderes, Verfahren zur Isolation DN-Thymozyten erfolgte
durch magnetische Zellsortierung mittels eines Auto-MACS®-Gerates (Fa.
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach). Hierzu wurden 3x10® Thymozyten in 500
ul BSS/ BSA aufgenommen und 10 ul eines PE-konjugierten a-CD4 Ak sowie
20 ul eines PE-konjugierten o-CD8 Ak hinzugegeben. Nach einer
Inkubationsdauer von 20 min bei 4°C erfolgten zwei Waschschritte mit 10 ml
BSS/ BSA. Die Zellen wurden nun in 500 ul BSS/ BSA aufgenommen und es
wurden 150 pl Anti-PE-MicroBeads® (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach)
beigemischt. Anschlieend erfolgte eine 15-minutige Inkubationsphase bei
4°C. Nach zwei weiteren Waschschritten mit jeweils 10 ml BSS/ BSA wurden

die Zellen letztlich durch ein Zellsieb (MaschengroBe: 70 um; Fa. BD
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Pharmingen™, Heidelberg) gespult um entstandene Zelltrimmer zu entfernen.
Die Zelldepletion wurde nun vollautomatisch nach entsprechender
Programmierung des Auto-MACS®-Gerétes durchgefiihrt.

Auch hierauf erfolgte eine Uberpriifung der Reinheit der isolierten DN-Zellen
mittels FACS-Farbung.

Separation mononukleérer Zellen aus peripherem Blut mittels Lympholyte®

Direkt nach der Blutentnahme wurden einige Tropfen Blut in 300 ul PBS-EDTA
[1mM] gegeben. Diese wurden anschlieBend vorsichtig mit 300 ul Lympholyte®
(Fa. Cedarlane, Ontario, Canada) unterschichtet. Nach 15-minutigem
Zentrifugieren mit 1500 rpm bei Raumtemperatur konnten die mononuklearen
Zellen als Grenzschicht zwischen den beiden Phasen (PBS und Lympholyte®)
mit einer Pipette abgesaugt werden. Sodann wurden die Zellen mit 3 ml BSS
gewaschen und konnten anschlieRend mittels FACS-Farbung analysiert

werden.

Zellkulturen
Suspensionskulturen von isolierten CD4 CD8 Thymozyten

Far die Kultivierung DN-Thymozyten wurden 6-Napf-Zellkulturplaten (Fa.
Greiner Bio-One, Solingen) verwendet. Diese wurden zuvor Uber Nacht mit je 1
ml Sekundarantikorper (Goat-a-mouse-IgG, GamlgG; 50 pg/ml in 50 mM
Na,COs/ NaHCO;3) bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Antikdrperldsung
wieder abgenommen (mehrmalige Verwendung) und die Napfe wurden jeweils
zweimal mit 4 ml BSS gewaschen. In alle Napfe wurde nun 4,75 pul (30 uM) des
Pan-Caspase-Inhibitors, Z-VAD (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) gegeben.
AnschlieRend wurden 6x10° isolierte DN-Zellen in 2,5 ml x-vivo®15 (Fa. Bio
Whittaker, Verviers, Belgien, supplementiert mit 50 ml SC je 500ml) fur 2 bzw. 3
Tage inkubiert bei 37°C und 5% COa.
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Je nach Behandlung wurde den Medien zuvor 20 ug/ml der a-CD28 Antikorper
D665, E18 oder der Isotyp-Kontrolle, MOPC31c, beigemengt.

In-vitro Differenzierung von T-Zellen auf OP9 Stromazellen

Zunachst wurden 5x10* OP9 Zellen in 0,5 ml OP9-Medium (MEM, Fa. Gibco
Gaithersburg, USA, supplementiert mit 20% FCS) in 24-Napf-Zellkulturplatten
(Fa. Greiner Bio-One, Solingen) ausplattiert und bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium vorsichtig abgesaugt,
wobei darauf geachtet wurde, dass sich die konfluenten OP9 Zellen nicht
voneinander bzw. vom Boden der Platten |0sten. Anschlielend wurden je Napf
6x10° Uber Auto-MACS® isolierte DN-Thymozyten in 0,5 ml RPMI-Medium
(supplementiert mit 50 ml SC und 25 ml FSC je 500 ml) hinzupipetiert.

Die Inkubationsdauer in diesem OP9 Kokultur-System betrug 6 Tage bei 37°C
und 5% CO,. Das Ernten der Zellen erfolgte durch kraftiges Pipetieren und
mehrmaligem Waschen der Platten mit FACS-Puffer. Anschlielend wurden die
Zellen mittels FACS-Farbung analysiert.

Antikorper

Unkonjugierte Antikbrper

Zielantigen (Klon) Hersteller/ Herkunft

mouse CD28 mAb D665, superagonistisch | *, [Dennehy, K.M., et al. 2006]
mouse CD28 mAb E18, konventionell *, [Dennehy, K.M., et al. 2006]
hamster anti-mouse CD28-LE/AF (PV-1) [Abe, R., et al. 1995]

rat CD28 mAb JJ316, superagonistisch * [Tacke, M., et al. 1997]

* Institut fur Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg
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FITC-konjugierte Antikérper

Zielantigen (Klon)

Hersteller/ Herkunft

BrdU

BD Pharmingen™, Heidelberg

CD3 (17A2)

BD Pharmingen™, Heidelberg

CD4 (L3T4) (RM4-5)

BD Pharmingen™, Heidelberg

CD8a. (Ly-2) (53-6.7)

BD Pharmingen™, Heidelberg

CD44 (Pgp-1, Ly-24) (IM7)

BD Pharmingen™, Heidelberg

rat CD28mAb JJ319, konventionell

*, [Tacke, M., et al. 1995]

* Institut fur Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg

PE-konjugierte Antikbrper

Zielantigen (Klon)

Hersteller/ Herkunft

CD45R/B220 (RA3-6B2)

BD Pharmingen™, Heidelberg

CD8a. (Ly-2) (53-6.7)

BD Pharmingen™, Heidelberg

CD25 (IL-R o chain, p55) (PC61)

BD Pharmingen™, Heidelberg

PerCP-konjugierte Antikérper

Zielantigen (Klon)

Hersteller/ Herkunft

CD4 (L3T4) (RM4-5)

BD Pharmingen™, Heidelberg

APC-konjugierte Antikérper

Zielantigen (Klon)

Hersteller/ Herkunft

CD8a. (Ly-2) (53-6.7)

BD Pharmingen™, Heidelberg

CD25 (IL-2R o chain, p55) (PC61)

BD Pharmingen™, Heidelberg

FoxP3 (FJK-16s)

eBioscience™, San Diego, USA
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Biotinylierte Antikorper

Zielantigen (Klon) Hersteller/ Herkunft
CD8a (Ly-2) (53-6.7) BD Pharmingen™, Heidelberg
CD25 (IL-2R a chain, p55) (7D4) BD Pharmingen™, Heidelberg

Sekundérantikérper und Polyklonale Seren

Zielantigen (Klon) Hersteller/ Herkunft
Donkey-a-mouse-lgG-PE Dianova, Hamburg
Goat-a-mouse-IgG, GamligG Sigma-Aldrich, Steinheim

Goat-a-Syrian-hamster-lgG-FITC, GahlgG |Dianova, Hamburg

MOPC31c (Maus 1gG1,x) [Ono, M., etal. |BD Pharmingen™, Heidelberg
1977]

Normal-mouse-Immunoglobulins (nMlg) Sigma, Deisenhofen

Sheep-a-mouse-IgG-FITC, ShamlgG The Binding Site, Birmingham, UK

Streptavidin-APC BD Pharmingen™, Heidelberg

Farbungen zur Analyse an einem FACSCalibur® Durchflusszytometer

Alle Reagenzien und Antikorper wurden in sattigender Konzentration

verwendet, titriert auf 1x10° Zellen in 100 pl Farbevolumen.

Oberflachenfarbungen

Zunachst wurden 1x10° der zu analysierenden Zellen in FACS-Réhrchen (Fa.
Greiner Bio-One, Solingen) samt 3 ml FACS-Puffer (PBS/0,1%BSA/
0,01%NaNs3;) Uberfuhrt. Nach 5-minutiger Zertifugation bei 4°C und 1500 rpm
wurden die Uberstande abgeschiittet (= Waschen) und das Zellsediment zur
Blockade von Fc-Rezeptoren in 50 ul (20 ug/ml) nMlg flr 15 min bei 4°C

inkubiert. Auf den zuletzt erwahnten Schritt konnte bei den Farbungen von
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Thymozyten verzichtet werden. Ohne weiteres Waschen wurden dann 50 pl
(bzw. 100 pl bei Thymozyten-Farbungen) eines vorverdinnten Gemisches aus
direkt konjugierten Antikérpern hinzupipetiert. Verwendung fanden fur eine
Vierfarbenfluoreszenz FITC-, PE-, PerCP-, APC- bzw. biotinylierte Antikorper.
Nach 20-mindtiger Inkubation bei 4°C schloss sich ein Waschschritt an. Bei
Verwendung biotinylierter Antikdrper erfolgte ein weiterer Farbeprozess mit 100
ul vorverdunnten APC-konjugierten Streptavidin-Antikorpern.

Nach einem finalen Waschschritt wurden die Zellsedimente in 250 ul FACS-
Puffer resuspendiert und anschlieRend am FACSCalibur® analysiert. Erfolgte
die Messung nicht unmittelbar nach Beendigung der Farbungen, so wurden die
Zellen mit PBS/1% Formaldehyd fixiert.

Farbungen zur Detektion an der Oberflache gebundener a-CD28 mAk

Um die o-CD28 mAk, D665 bzw. E18, an der Zelloberflache der zu
analysierenden Lymphozyten detektieren zu konnen, musste der
Oberflachenfarbung ein gesonderter Farbeprozess vorangeschaltet werden.
Hierbei wurden die Zellen zunachst mit 100ul vorverdinnten donkey-a-mouse-
IgG-PE inkubiert, das sich an die Fc-Sticke der an der Zelloberflache
gebundenen D665- bzw. E18-Ak anlagerte.

Nach einem Waschschritt und anschlieRender Blockade mit 50 ul (20 ug/ml)

nMIg wurde dann wie oben beschrieben fortgefahren.

Intrazelluldre Férbungen

Zunachst wurden die Oberflachenfarbungen (siehe oben) durchgefuhrt. Nach
dem letzten Waschschritt wurde das Zellsediment in 250 pl frisch zubereiteter
Fix/Perm working solution (1 Teil Fixation/Permeabilization Concentrate auf 3
Teile Fixation/Permeabilization Diluent, Fa. eBioscience, San Diego, USA)
resuspendiert und kraftig gevortext. Durch eine 30-minutige Inkubation im
Dunklen bei Raumtemperatur (bzw. Uber Nacht bei 4°C) wurden die Zellen

fixiert und permeabilisiert. Hierauf folgten mehrere Waschschritte: zunachst
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einer mit 3 ml FACS-Puffer, gefolgt von zwei Waschschritten mit je 1 ml frisch
zubereitetem Permeabilization Buffer (1 Teil 10X Permeabilization Buffer, Fa.
eBioscience, San Diego, USA, auf 9 Teile ddH,;0O). Sodann erfolgte die
intrazellulare Farbung mit in 50 pl Permeabilization Buffer verdinnten FoxP3-
APC mAKk. Die Inkubationsdauer flr die intrazellulare Farbung betrug 30 min bei
4°C. Nach zwei weiteren Waschschritten mit je 1 ml frisch zubereitetem
Permeabilization Buffer erfolgte die Resuspension der Zellsedimente in 250 pl

FACS-Puffer und anschlieRend die Analyse am FACSCalibur®.

Intranukleére BrdU-Farbungen

BALB/c-Mausen wurde dreimal im Abstand von 8 Stunden jeweils 100 ul (1 mg)
BrdU (Fa. BD Pharmingen™, Heidelberg) i.p. injiziert. Weitere 8 Stunden nach
der letzten Injektion erfolgten die Organentnahme, das Herstellen von
Einzelzellsuspensionen sowie die Oberflachenfarbungen wie oben beschrieben.
Anschlie®end wurde das Zellsediment in 100 ul Cytofix/Cytoperm™ Puffer (Fa.
BD Pharmingen™, Heidelberg) resuspendiert und die Zellen hierdurch wahrend
einer 20-mindtigen Inkubationsphase bei Raumtemperatur fixiert und
permeabilisiert. Sodann wurden die Zellen mit 1 ml Perm/Wash™ Puffer (Fa.
BD Pharmingen™, Heidelberg) gewaschen, gefolgt von einer 10-minutigen
Inkubation in 100 pl  Cytoperm™ Plus Puffer (Fa. BD Pharmingen™,
Heidelberg) auf Eis. Zwischen zwei weiteren Waschschritten in 1 ml
Perm/Wash™ Puffer erfolgte eine Re-Fixation der zu analysierenden Zellen mit
100 pl Cytofix/Cytoperm™ Puffer fur 5 Minuten bei Raumtemperatur. Danach
wurden die Zellen in 100 ul DNase (Fa. BD Pharmingen™, Heidelberg) fur eine
Stunde bei 37°C inkubiert, um das inkorporierte BrdU einer Farbung zuganglich
zu machen. Ein weiteres Mal wurde mit 1 ml Perm/Wash™ Puffer gewaschen.
Sodann erfolgte die intranukleare Farbung mit in 50 ul Perm/Wash™ Puffer

verdunnten BrdU-FITC mAKk flr 20 min bei Raumtemperatur.
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Vor der Analyse am FACSCalibur® wurde abschlieBend noch mit 1 ml
Perm/Wash™ Puffer gewaschen und die Zellen letztlich in 250 ul FACS-Puffer

aufgenommen.

Ex-vivo Stimulationen und Proliferationstests

Je 2x10° ungetrennte Lymphknoten- oder Milzzellen pro Napf wurden auf 96-
Napf-Kulturplatten (Fa. Greiner Bio-One, Solingen) mit Rundbdden aufgetragen.
Fir die einzelnen Stimulationen kamen folgende Substanzen zur Anwendung:
a-CD3 [0,5 pug/ml], D665 [10 ug/ml], Concanavalin A (ConA, Fa. Sigma-Aldrich,
Steinheim) [5 ug/ml] oder SEB [0,5 ug/ml] (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim, bzw.
verschiedene Verdiinnungen eines Uberstandes SEB produzierender Zellen,
hausinterne Herkunft).

Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, folgte die Zugabe von 25 pl
3H-Thymidin/Napf [1,0 mCi/ml] (Fa. MP Biomedicals Europe, llikirch,
Frankreich) und eine weitere 16-stindige Phase im Brutschrank bei den
genannten Bedingungen.

AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Betaplate™ Harvester (Fa.
Wallac Oy, Turku, Finnland) auf einen Glasfaserfilter geerntet. Nach einer
Trockenphase von 2 Stunden bei 37°C wurden die Filter mit 10 ml
Szintillationsflussigkeit getrankt und in eine Plastikhulle eingeschweil’t. Mittels
eines Betaplate™ Szintillationszahlers (Fa. Wallac Oy, Turku, Finnland) wurde
nun der radioaktive Zerfall des *H-Thymidins gemessen und als Zerfallzahl pro
Minute (cpm) angegeben. Diese ist proportional zur Proliferationsrate der

Zellen, die das 3H-Thymidin in neugebildete DNS einbauten.
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Bestimmung von zirkulierenden Auto-Antikorpern in Mausseren mittels

indirekter Inmunfluoreszenz
Gewinnung von Serum aus peripheren Blutproben

Direkt nach der Blutentnahme wurden einige Tropfen Blut in spezielle Serum-
Réhrchen (Fa. BD Pharmingen™, Heidelberg) gegeben. Nachdem der
Gerinnungsprozess der Platichen und Gerinnungsfaktoren abgeschlossen war
(1h bei RT), konnte das Serum im Anschluss an ein 5-minutiges Zentrifugieren

bei 10000 rpm als Uberstand abpipetiert und weiterverwendet werden.

Immunfluoreszenzférbung der Seren zur Detektion zirkulierender Auto-Ak

Das Screening der Mausseren umfasste die folgenden vier haufigsten
Autoantikdrper: antinukleare Antikdrper (ANA), anti-mitochondriale Antikoérper
(AMA), Antikdrper gegen die glatte Muskulatur (ASMA/ GMA) und Antikérper
gegen Magenparietalzellen (AGPCA). Fur die Durchfuhrung der Tests wurden
Kits der Firma The Binding Site (Birmingham, UK) verwendet, in denen alle
bendtigten Materialien vorhanden waren.

Zunachst wurden die gewonnenen Mausseren im Verhaltnis 1:20 mit PBS-
Puffer verdunnt und anschlieBend daraus eine serielle Verdinnungsreihe
erstellt. Sodann wurden je 50 ul der verdiinnten Mausseren und ein Tropfen der
Kontrollen auf Objekttrager mit Maus-Leber-Niere-Magen-Gefrierschnitten
aufgetragen. Gleichermallen wurde zusatzlich mit Ratten-Leber-Niere-Magen-
Gefrierschnitten verfahren. Nach einer 20-minlttigen Inkubation bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer, wurden die Objekttrager rasch mit
PBS-Puffer gewaschen und fur 10 min in einem PBS-Pufferbad belassen.
AnschlieBend wurden die Objekttrager aus dem Pufferbad genommen und
vorsichtig abgetrocknet. Die Objekttrager wurden nun wieder in die feuchte
Kammer zurtckgelegt. Unmittelbar hierauf wurde auf jede Auftragstelle ein
Tropfen Fluoreszenz-Konjugat (Sheep-a-mouse-IgG-FITC, ShamlgG) gegeben
und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Erneut erfolgte
ein Waschschritt, wobei dem PBS-Puffer fur eine Gegenfarbung 2-3 Tropfen
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einer 1%igen Evans-Blue-Losung je 100 ml Puffer zugegeben wurden.
Abschlie®end wurden die Objekttrager wieder aus dem Pufferbad genommen,
vorsichtig getrocknet, auf die Auftragstellen jeweils ein Tropfen Eindickmedium
gegeben und schliel3lich Deckglaschen aufgebracht.

Die Auswertung der gefarbten Gefrierschnitte erfolgte unter dem

Fluoreszenzmikroskop.

Verwendete Software

Der vorliegende Text wurde mit Microsoft Word® erstellt, die verwendeten
Diagramme, sowie deren statistische Auswertung, mittels Ungepaarten T-Test
(unpaired t test) und dem Programm PRISM®. Alle Daten sind dargestellt als
mean + SD (Mittelwert + Standardabweichung).

Die Analyse der am FACSCalibur® Durchflusszytometer gewonnenen Daten
erfolgte mit CellQuest® der Firma Becton/ Dickinson. Anhand ihres ,Forward
Scatter® und ,Side Scatter” - Profils erfolgte eine Einstufung vitaler Zellen,

welche alleinig zur Analyse verwendet wurden.
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ERGEBNISSE

Einfluss CD28-spezifischer monoklonaler Antikorper auf die Homdostase

von T-Zellen

In-vivo Behandlung mit a-CD28 mAk

Der Focus der vorliegenden Arbeit konzentrierte sich zunachst auf die Analyse
der Thymi von Mausen, in denen die T-Zellen und damit auch die ,naturlichen®
regulatorischen T-Zellen heranreifen.

In der Maus ist CD28 auf der Oberflache fast aller Thymozyten nachweisbar,
wobei die Expressionslevel bei reifen Thymozyten im Vergleich zu ihren
Vorlauferzellen (v.a. DP Thymozyten) etwas reduziert sind [Gross, J. A, et al.
1992, Williams, J. A., et al. 2005, bzw. siehe oben].

Als erster Schritt wurde zunachst gezeigt, dass die i.p. injizierten a-CD28 mAKk,
D665 und E18, auf der Zelloberflache der Thymozyten gebunden waren. Dies
war Vorraussetzung fur weitere Untersuchungen am Thymus, die einen Einfluss
dieser Antikorper auf die T-Zell-Homoostase bzw. T-Zell-Entwicklung (siehe
unten) analysieren sollten. FACS-Analysen mit PE-konjugierten a-mouse -
Sekundarantikdrpern zeigten im Gegensatz zur Isotypkontrolle MOPC31c
deutliche Signale fur oberflachlich gebundene Antikorper auf Thymozyten, die
aus Mausen isoliert wurden, die 3 Tage zuvor mit D665 bzw. E18 behandelt
wurden (Abb. 3a). Dabei lielen sich die CD28 spezifischen Antikorper auf
nahezu allen Thymozyten nachweisen. Entsprechend einer geringeren
Expression von CD28 stellte sich die Signalstarke oberflachlich gebundener
Antikorper auf reifen Thymozyten etwas reduziert dar (Abb. 3a).

Aus Abbildung 3b wird ersichtlich, dass die injizierten anti-CD28 mAk auch
tatsachlich alle CD28-Rezeptoren besetzt hatten, und diese somit fur die in der
Abbildung dargestellte indirekte FACS-Farbung nicht mehr zuganglich waren.
Lediglich bei den Kontrolltieren konnten CD28-Rezeptoren auf der
Zelloberflache der Thymozyten mit fluoreszierenden Antikdrpern angefarbt
werden (Abb. 3b).
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Abbildung 3 Darstellung der an der Zelloberflache von Thymozyten gebundenen
o-CD28 mAk D665 bzw. E18. 7 Wochen alte BI6 Mause erhielten eine einmalige i.p.
Injektion von 250 ng o-CD28 mAk D665, E18 oder des Isotyp-Kontrollantikbrpers
MOPC31c. 3 Tage nach Injektion erfolgte die Farbung der Thymozyten mit donkey-a-
mouse-IgG-PE und CD3-FITC (a), bzw. hamster-CD28/ GahlgG-FITC (b).

Im Gegensatz zu Lymphknoten und Milz der Maus [Gogishvili, T., et al. 2009]
stellte sich die Zellzahl des Thymus drei Tage nach einer Behandlung mit dem
CD28 Superagonisten unverandert dar (Abb. 4). Nach sieben Tagen war die
Gesamtzahl an Thymozyten sogar etwas reduziert im Vergleich zur Kontrolle.
Auch von einer Blockade des CD28-Molekuls durch E18 mAKk blieb die Zellzahl
der Thymi nach drei Tagen unbeeinflusst. An Tag Sieben hingegen lag auch
nach Injektion von E18 mAk die Gesamtzahl der Thymozyten im Mittel etwas
unter der in Kontrolltieren ermittelten Zahl, der Unterschied erwies sich jedoch
statistisch gesehen als nicht signifikant (Abb. 4).

Tag 3 Tag7

I
S
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w
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3

200

100

100

Gesamtzellzahl x 108
Gesamtzellzahl x 10°

)

D665 E18 MOPC31c D665 E18 MOPC31c

Abbildung 4 Einfluss stimulierender und blockierender o-CD28 mAk auf die
Zellularitdt des Thymus. 7 Wochen alte BI6 Mause erhielten eine einmalige i.p.
Injektion von 250 ug D665 (blau), E18 (orange) oder der Isotypkontrolle MOPC31c
(grin). 3 Tage (links) bzw. 7 Tage (rechts) nach Injektion erfolgte die

Organentnahme. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von drei
Tieren. * P < 0,05.
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FACS-Analysen der durch die Oberflachenmarker CD4- und CD8-definierten
Subpopulationen des Thymus zeigten ferner drei Tage nach Applikation der
Antikérper keine signifikanten Unterschiede in der Zusammensetzung des
Organs (Abb. 5a und c oben links). Die in peripheren Lymphknoten und der Milz
beobachtete Zunahme der Gesamtzellzahl bei einer Behandlung mit
superagonistischen Antikdrpern, und insbesondere der massive Anstieg CD4"
T-Zellen konnte fur den Thymus am Tag 3 nicht bestatigt werden. Sieben Tage
nach Behandlung der Tiere hingegen, zeigte sich eine leichte Zunahme des
Anteils CD4" T-Zellen von im Mittel 8,9 % bei den Kontrolltieren auf 16,0 % bei
D665 Applikation, sowie eine entsprechende Abnahme des Anteils DP
Thymozyten (Abb. 5¢ oben rechts). Die absolute Anzahl der CD4" T-Zellen im
Thymus blieb im Mittel jedoch deutlich niedriger im Vergleich zur Kontrolle (7,3
x 10° CD4" Zellen bei D665 Behandlung bzw. 18,1 x 10° Zellen bei MOPC31c)
(nicht gezeigt), sodass der relative Anstieg der CD4 Thymozyten auf den
Verlust von DP Zellen zurlckgefuhrt werden kann.

Die Behandlung mit dem blockierenden a-CD28 mAK E18 zeigte, ebenso wie
nach drei Tagen (Abb. 5a und c oben links), auch sieben Tage nach Injektion
(Abb. 5c oben rechts) keinen Einfluss auf die Verteilung der einzelnen CD4-
und CD8-definierten Populationen des Thymus.

Die prozentuale Zusammensetzung der unreifen Vorstufen von T-Zellen, die
sog. DN-Thymozyten, wurde weder durch superagonistische, noch durch
blockierende a-CD28 mAKk beeinflusst. Dies traf sowohl drei Tage (Abb. 5b und
c unten links), als auch sieben Tage (Abb. 5¢ unten rechts) nach Applikation der

Antikorper zu.
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Abbildung 5 Die in-vivo Applikation von o-CD28 mAk hat wenig Einfluss auf die
CD4/CD8-definierte Thymuszusammensetzung. 7 Wochen alte BI6 Mause erhielten
eine einmalige i.p. Injektion von 250 pg D665, E18 oder der Isotypkontrolle
MOPC31c. 3 bzw. 7 Tage nach Injektion erfolgte die Organentnahme und die
Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-PE, CD44-FITC und CD25-biot/ SA-APC.
(a) zeigt fur jede Gruppe reprasentative FACS-Analysen eines Tieres an Tag 3.
Dargestellt ist die gesamte Population lebender Thymozyten. (b) zeigt die weitere
Untergliederung, der in (a) definierten DN-Thymozyten anhand der
Oberflachenmarker CD25 und CD44. (c) zeigt die graphische Auswertung der FACS-
Analysen an Tag 3 (links) bzw. 7 (rechts) nach Injektion. Die Balken entsprechen
jeweils den Mittelwerten + SD von drei Tieren. * P < 0,05; ** P< 0,01.
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Auch die durch eine in-vivo Behandlung mit CD28 Superagonisten bevorzugte
Expansion regulatorischer T-Zellen (CD4'CD25" bzw. CD4*CD25"FoxP3") in
peripheren Lymphknoten der Maus [Gogishvili, T., et al. 2009] (Abb. 6 rechte
Spalte), zeigte sich nicht im Thymus. Weder der Anteil CD25 positiver Zellen
unter den CD4 Zellen, noch die absolute Anzahl regulatorischer T-Zellen im
Thymus unterschied sich nach einer Applikation des Superagonisten von den
Werten aus Kontrolltieren (Abb. 6 linke Spalte). Am Tag 7 nach Behandlung mit
D665 stellte sich die Gesamtzellzahl regulatorischer T-Zellen im Thymus sogar
im Mittel reduziert dar (2,6 x 10° CD4*CD25'FoxP3* Zellen versus 5,2 x 10°
nach MOPC31c Behandlung; Abb. 6b unten links). Der Anteil CD25- und
FoxP3- positiver Zellen unter den CD4 Zellen zeigte jedoch auch an Tag 7 keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 6b oben links).
Gegensatzlich stellte sich das Vorhandensein von regulatorischen T-Zellen im
Thymus nach Applikation des blockierenden a-CD28 mAk E18 dar. Bereits an
Tag 3 sank der Anteil CD25"FoxP3" Zellen von CD4 positiven Zellen um ein
Drittel von durchschnittlich 3,3 % auf 2,2 % (Abb. 6a oben links). Die absolute
Anzahl regulatorischer T-Zellen im Thymus E18-behandelter Tiere lag im Mittel
25 % unter der in Kontrolltieren (5,5 x 10° CD4*CD25*FoxP3* Zellen versus 7,2
x 10°) (Abb. 6a unten links). Sieben Tage nach Injektion des blockierenden
Antikorpers reduzierte sich der Anteil regulatorischer Zellen auf ca. 40 % im
Vergleich zu Kontrolltieren (1,2 % versus 3,0 %) (Abb. 6b oben links). Die
Gesamtzahl der CD4"CD25"FoxP3" Zellen betrug nur noch ein Drittel der bei
Kontrolltieren gemessenen Gesamtzahl (1,7 x 10° versus 5,2 x 10°) (Abb. 6b
unten links).

Gleichermalden reduzierte der mAk E18 den Anteil regulatorischer Zellen unter
den CD4 positiven Zellen in peripheren Lymphknoten um durchschnittlich 20 %
an Tag 3 (Abb. 6a oben rechts; T.egs hier nur dargestellt als CD4"CD25") bzw.
25 % an Tag 7 (Abb. 6b oben rechts), sowie die Gesamtanzahl der Tegs vOn im
Mittel 3,2 x 10° Zellen auf 1,9 x 10° an Tag 3 (Abb. 6a unten rechts; Tegs hier
nur dargestellt als CD4*'CD25%) bzw. 2,4 x 10° auf 1,4 x10° Zellen an Tag 7
(Abb. 6b unten rechts).
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Abbildung 6 Reduktion der Anzahl regulatorischer T-Zellen im Thymus und
Lymphknoten durch eine einmalige Behandlung mit 250 ug E18. 7 Wochen alte BI6
Mause erhielten eine einmalige i.p. Injektion von 250 ug D665 (blaue Balken), E18
(orange Balken) oder der Isotypkontrolle MOPC31c (griine Balken). 3 (a) bzw. 7 (b)
Tage nach Injektion erfolgte die Entnahme von Thymus (linke Spalte) und peripheren
Lymphknoten (rechte Spalte) sowie die Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-
FITC, CD25-PE und FoxP3-APC. Gezeigt ist die graphische Auswertung der FACS-
Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von drei Tieren.
*P <0.05:** P<0.01: ** P <0.001.
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In einem weiteren Experiment wurde den Mausen jeweils 500 ug der a-CD28
mAK injiziert. Die Organentnahmen erfolgten nach 13 Tagen. Zu diesem
Zeitpunkt waren die mAk D665 bzw. mAk E18 noch auf der Oberflache der T-
Zellen nachweisbar (nicht abgebildet). Ein Einfluss auf die Gesamtanzahl der
Thymozyten wurde weder nach Behandlung mit superagonistischen, noch mit
blockierenden o-CD28 Antikorpern beobachtet (nicht abgebildet). Auch die
Verteilung der CD4- und CDB8-definierten Populationen des Thymus, sowie
deren absolute Anzahl differierte nicht zwischen den verschiedenen
Behandlungen (nicht abgebildet).

Wie an den Tagen 3 und 7, so zeigte sich auch 13 Tage nach Applikation des
Superagonisten keine Zunahme regulatorischer T-Zellen im Thymus (Abb. 7a).
In peripheren Lymphknoten hingegen lag der Anteil CD25 positiver Zellen unter
den CD4 T-Zellen nach Injektion von D665 mAk im Mittel Uber dem der mit
MOPC31c-behandelten Kontrolltiere (15,6 % versus 13,4 %) (Abb. 7b oben).
Die Gesamtzahl an regulatorischen T-Zellen in den Lymphknoten hatte sich
bereits weitestgehend normalisiert (Abb. 7b unten).

Die Behandlung mit dem blockierenden a-CD28 mAk E18 hingegen zeigte auch
noch 13 Tage nach Injektion eine Reduktion sowohl des Anteils von Tegs unter
CD4 positiven Zellen (3,0 % versus 1,4 %) (Abb. 7a oben), als auch der
Gesamtzahl an Tyegs im Thymus (4,9 x 10° versus 1,9 x 10° CD4*CD25"FoxP3"
Zellen) (Abb. 7a unten).

Gleiche Beobachtungen zeigten sich in peripheren Lymphknoten: der Anteil
CD25 positiver T-Zellen in der Population der CD4 Zellen nach E18-
Behandlung lag mit 8,6 % etwa ein Drittel unter der Kontrolle (13,4 %) (Abb. 7b
oben). Die absolute Anzahl CD4°CD25" regulatorischer T-Zellen lag im Mittel
sogar etwa zwei Drittel unter der Anzahl in MOPC31c-behandelten
Kontrolltieren (0,6 x 10° versus 1,6 x 10°) (Abb. 7b unten).
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Abbildung 7 Reduktion der Anzahl regulatorischer T-Zellen im Thymus und
Lymphknoten durch eine einmalige Behandlung mit 500 pug E18. 7 Wochen alte BI6
Mause erhielten eine einmalige i.p. Injektion von 500 ng D665 (blaue Balken), E18
(orange Balken) oder der Isotypkontrolle MOPC31c (griine Balken). 13 Tage nach
Injektion erfolgte die Entnahme von Thymus (a) und peripheren Lymphknoten (b)
sowie die Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-FITC, CD25-PE und FoxP3-
APC. Gezeigt ist die graphische Auswertung der FACS-Analysen. Die Balken
entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von vier Tieren. * P < 0,05; ** P< 0,01.

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass eine in-vivo Behandlung mit
CD28 Superagonisten keinen bzw. nur einen sehr geringen Einfluss auf die
Zusammensetzung der einzelnen Populationen im Thymus hat. Die in
peripheren Lymphknoten und der Milz der Ratte beschriebene Expansion von
CD4 T-Zellen [Tacke, M., et al. 1997], mit einer verhaltnismalig starkeren
Zunahme regulatorischer Zellen [Lin, C. H., & Hunig, T. 2003, Gogishvili, T., et
al. 2009] war nicht auf den Thymus uUbertragbar. An Tag 7 nach Applikation des
Superagonisten zeigten sich eher entgegengesetzte Resultate mit einer
Reduktion der Gesamtpopulation und der Anzahl CD4 positiver Zellen. Die
regulatorischen T-Zellen im Thymus blieben im Vergleich zur Kontrolle zu
jedem untersuchten Zeitpunkt ganzlich unbeeinflusst hinsichtlich ihrer

Gesamtanzahl, sowie ihres Anteils unter CD4 T-Zellen.
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Durch eine Behandlung mit dem blockierenden «-CD28 mAk E18 konnte
hingegen selektiv der Anteil regulatorischer T-Zellen, als auch ihre absolute
Anzahl im Thymus gesenkt werden, ohne wesentliche Einflusse auf andere
Subpopulationen zu entfalten. Dies wurde zu allen untersuchten Zeitpunkten

beobachtet und zeigte sich auch in peripheren Lymphknoten.

Ex-vivo Behandlung mit a-CD28 mAk mittels NTOC

Um indirekte Einflusse durch die intraperitoneale Injektion der Antikorper in vivo
auszuschlieen wurden Neonatale-Thymus-Organ-Kulturen als weiterer Ansatz
zur Untersuchung eines Einflusses CD28-spezifischer monoklonaler Antikérper
auf die Homoostase von T-Zellen gewahlt. Hierbei wurden die Thymozyten im
kompletten Organverband eines Lobus neugeborener Mause in Kultur
genommen. Aus Abbildung 8 (oben links) wird ersichtlich, dass die Gesamtzahl
der Zellen in den Lobi wahrend der Kulturdauer stetig sank. Dies war vor allem
zurtckzufuhren auf einen Untergang unreifer DP-Thymozyten im Rahmen ihres
Differenzierungsprozesses (nicht abgebildet). Die reiferen CD4 oder CD8
positiven T-Zellen waren hiervon auch betroffen, jedoch in geringerem Ausmalf}
(nicht abgebildet). Dies spiegelte sich in einer relativen Zunahme der Anteile
dieser Populationen in der Zusammensetzung der Lobi (Abb. 8 unten),
wahrend der Prozentsatz an DP-Thymozyten stetig sank (Abb. 8 oben rechts).

Auch in Anwesenheit CD28 spezifischer mAk wahrend der gesamten
Inkubationsdauer reduzierte sich die absolute Anzahl an Thymozyten stetig
(nicht abgebildet). Ebenso anderte sich die Zusammensetzung der einzelnen
Populationen des Thymus zugunsten einer Zunahme des Anteils reifer CD4
positiver bzw. CD8 positver T-Zellen, und einer Abnahme unreifer Thymozyten

im Vergleich zu nicht-inkubierten neonatalen Thymi (nicht abgebildet).
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Abbildung 8 NTOC-Kinetik. Neonatale Mause wurden am Tag ihrer Geburt
getdtet. Nach Praparation des Thymus wurden die beiden Lobi separiert und in
Kultur genommen. Die Analyse der Zellen erfolgte zu den dargestellten Zeitpunkten
nach Farbung mit CD4-PerCP sowie CD8-biot/ SA-APC mittels FACS-Analyse. Die
Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD aus den beiden Lobi eines
Thymus.

Weder die Behandlung mit dem CD28 Superagonisten, noch mit dem
blockierenden E18 mAK, anderte dabei jedoch die Verteilung der einzelnen
CD4- und CD8-definierten Populationen im Vergleich zu einer Behandlung mit
dem Isotyp-Kontroll-Antikérper MOPC31c (nicht abgebildet). Dies legt Nahe,
dass der Verlust von DP Zellen in vivo (siehe oben, Abb. 5b) Uber Stress

zustande kam.

Wie zuvor bei der in-vivo Behandlung beschrieben, so reduzierte auch eine ex-
vivo Behandlung neonataler Thymi mit E18 mAk sowohl den Anteil CD25
positiver Zellen unter den CD4 T-Zellen (2,2 % versus 8,5 %) (Abb. 9a und b
oben), als auch die absolute Anzahl an regulatorischen Zellen (2,1 x 10° versus
6,8 x 10° Zellen) (Abb. 9b unten).
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Abbildung 9 Reduktion der Anzahl regulatorischer T-Zellen im Thymus durch E18
mAK nach 6 Tagen in Kultur (NTOC). Neonatale BI6 Mause wurden am Tag ihrer
Geburt getdtet. Nach Praparation des Thymus wurden die beiden Lobi separiert und
in Kultur genommen. Den Medien waren jeweils 10 ug/ml der o-CD28 mAk D665
(blaue Balken), E18 (orange Balken) oder der Isotyp-Kontrolle, MOPC31c (griine
Balken) zugesetzt worden. Nach 6 Tagen erfolgte die Farbung der Zellen mit CD4-
PerCP, CD8-FITC sowie CD25-PE. (a) zeigt fir jede Gruppe reprasentative FACS-
Analysen der CD4" T-Zellen eines Lobus. (b) zeigt die graphische Auswertung der
FACS-Analysen. Links dargestellt (gelbe Balken) sind als Vergleich die Verhaltnisse
am Tag der Organentnahme (Tag 0). Die Balken entsprechen jeweils den
Mittelwerten + SD aus vier Lobi. * P < 0,05; ** P< 0,01; *** P < 0,001.

Die Applikation des superagonistischen D665 mAk hatte in diesem
Versuchsansatz keinen Einfluss auf die CD4*CD25" regulatorischen T-Zellen im

Thymus neugeborener Mause.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Verteilung der einzelnen
CD4- und CDB8-definierten Populationen im Thymus neugeborener Mause nicht
durch eine ex-vivo Behandlung mit CD28 spezifischen monoklonalen
Antikérpern beeinflusst wird. Wahrend der Superagonist keinen Effekt auf die
regulatorischen T-Zellen erkennen liel3, lag diese Population nach Behandlung

mit E18 mAK deutlich unter der Isotypkontrolle. Die in-vivo gezeigten
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Beobachtungen nach Applikation blockierender CD28 Antikorper bestatigten
sich somit in diesem Versuchsaufbau.

Einfluss CD28-spezifischer monoklonaler Antikorper auf die Entwicklung

von T-Zellen

Die genaue Rolle kostimulatorischer Signale in der Proliferation und
Differenzierung friher Stadien in der T-Zell-Entwicklung der Maus ist noch
weitgehend ungeklart. Es existieren jedoch einige Hinweise, dass eine
Kostimulation Uber CD28 mit seinen physiologischen Liganden hierbei
beitragen kdnnte, wie z.B. die ansteigende Expression von CD28 wahrend der
Reifung CD4° CD8" Thymozyten [Gross, J. A., et al. 1992, Williams, J. A, et al.
2005], oder eine Expression des B7-2 Liganden im Kortex des Thymus [Zheng,
X., et al. 2004, Lind, E. F., et al. 2001, zusammengefasst in Lehar, S. M., et al.
2002].

In-vivo Behandlung von Rag ”~ Mausen mit CD28 Superagonisten

Eine feinabgestimmte Regulation der CD28-B7 Interaktion ist eine wichtige
Voraussetzung flr eine normale Entwicklung unreifer T-Zellen im Thymus
[Williams, J. A., et al. 2005]. Auch in Abwesenheit eines Signals durch den
vorlaufigen T-Zell-Rezeptor (pre-TCR) ist eine Differenzierung von DN zu DP
Thymozyten Uber den CD28/B7 Signalweg moglich. Dies konnte durch
Verwendung transgener Mause auf einem Rag-2 knock-out Hintergrund gezeigt
werden, in denen sowohl die Expression von CD28 Uber alle Stadien der T-Zell-
Entwicklung hinweg, als auch die Expression des Liganden B7-2 im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen drastisch erhoht waren [Williams, J. A., et al. 2005].

Um zu untersuchen, ob auch eine Stimulation unreifer T-Zellen durch den CD28

Superagonisten ausreicht, die Entwicklungsblockade in Rag” Mausen

[Mombaerts, P., et al. 1992] zu umgehen, wurde diesen Tieren einmalig 250 ng
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D665 mAK i.p. injiziert. Acht Tage spater erfolgten die Entnahmen und Analyse
von Thymus, peripheren Lymphknoten und Milz.

Zu diesem Zeitpunkt konnte in keinem dieser lymphatischen Organen ein
nennenswerter Anteil reifer oder unreifer T-Zellen (auch keine DP Thymozyten)
nachgewiesen werden (nicht abgebildet).

Ferner blieb auch die Gesamtzahl der Zellen in diesen Organen stark
beeintrachtigt durch den Verlust des Rag-Genes [Mombaerts, P., et al. 1992] im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen (nicht abgebildet).

Abbildung 10a zeigt, dass durch eine Behandlung mit dem Superagonisten die
absolute Anzahl an Zellen in den lymphatischen Organen nicht beeinflusst

wurde im Vergleich zur Isotypkontrolle.

Auch auf die Zusammensetzung der Zellen im Thymus zeigte der stimulierende
a-CD28 mAk D665 keinen Effekt (Abb. 10b). Die Blockade in der Entwicklung

a Thymus Lymphknoten Milz
& & 5 °
8 0 8 00 D665 MOPC31 8 0
b 100~
i
Q75
Qg
2%
£ 8 507
T -
£ 251 mm D665
= B MOPC31c
0 DN1 DN2 DN3 DN4
Abbildung 10 Die in-vivo Applikation von CD28 Superagonisten hat keinen Einfluss
auf die Reifung von T-Zellen in Rag"' Mausen. 7 Wochen alte Rag"‘ Mause
[Mombaerts, P., et al. 1992] erhielten eine einmalige i.p. Injektion von 250 ug D665
bzw. der Isotypkontrolle MOPC31c. 8 Tage nach Injektion erfolgten die
Organentnahmen und die Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-biot/ SA-APC,
CD25-PE und CD44-FITC. (a) zeigt die Gesamtzellzahlen in Thymus (links),
peripheren Lymphknoten (Mitte) und Milz (rechts). (b) zeigt die Zusammensetzung
der Zellen im Thymus. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von vier
Tieren.
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von T-Zellen auf der Stufe der Rearrangierung der B-Kette des TZR (DN3 —
DN4), der sogenannte B-checkpoint [zusammengefasst u.a. in von Boehmer, H.
2005], konnte nicht durch eine Stimulation mit dem Superagonisten umgangen

werden.

Ex-vivo Behandlung mit a-CD28 mAk mittels FTOC

Eine andere Moglichkeit zur Untersuchung der T-Zell-Entwicklung stellt die
Fetale-Thymus-Organ-Kultur dar. Hierdurch wird es ermoglicht, die Reifung der
Zellen in der naturlichen Umgebung des kompletten Organverbandes zu
analysieren.

Anders als bei der oben beschriecbenen NTOC befanden sich samtliche
Thymozyten zum Zeitpunkt der Organentnahme im DN Stadium (Abb. 11 linke
Spalte, E16). Ein weiterer Unterschied lag darin, dass die Gesamtanzahl an
Thymozyten, entsprechend der Entwicklung in vivo, bei der FTOC wahrend der
Inkubation anstieg (nicht abgebildet).

Schon nach drei Tagen befand sich ein Groldteil der Thymozyten (ca. 60%) im
DP Stadium, nach sechs Tagen waren es bereits ca. 70% (Abb. 11 obere
Zeile). Auch die Differenzierung bis hin zu reifen T-Zellen liel3 sich anhand der
FACS-Analysen beobachten (z.B. CD4™: 0,9 % (E16); 2,3 % (E16, Tag 3);
6,8 % (E16, Tag 6)) (Abb. 11 obere Zeile).

Weder durch eine Behandlung mit dem blockierenden CD28 mAk, noch mit
dem Superagonisten wurde die Reifung der DN Zellen in den fetalen Thymi
beeintrachtigt oder unterstutzt. Ein Vergleich der verschiedenen Antikorper mit
der Isotypkontrolle lie® keine gro3en Unterschiede in der Zusammensetzung
der CD4- und CD8-definierten Populationen der Thymi erkennen (Abb. 11).
Auch die Verteilung der einzelnen DN Subpopulationen (DN1-4) differierte
kaum (nicht abgebildet).

36



Ergebnisse

E 16, Tag 3 E 16, Tag 6
< . 3.003
o Nr 3003 ) r
RS -
21 21 o
2
™
T
T EEE O
T T o
e ()]
= - - =1
= T T = T T
10° 10! 10 10° 10 10 ] s 0 il 1w’ ! o w? w?
FLZHeight FLoHhignt FL2-Height
- N 1.001 - Hr. 1001
- R2 R3 -
A =1 =
L] 8
I he ©
v (=]
=
= T 4 ] 1 i 3 4
o o 10 10 10 10 10 10 10
FL2-Height FL2-Height
- Hr.z 002 - hr.2.002
- -
EE ey
o]
-
w
L » CDS8 - 2
Eh i 4 G ] ' = 4
1w’ ! 10 10 10 10

T
10 10r
FL2-Height FL2-Height

Abbildung 11 Differenzierung unreifer Thymozyten mittels Fetaler-Thymus-Organ-
Kultur. 16 Tage nach Verpaarung (E16) des Muttertieres erfolgte die Praparation der
Thymi aus BI6 Feten. Die Inkubation erfolgte im ganzen Organverband unter
Anwesenheit von 10 ug/ml a-CD28 mAk. Nach 3 (mittlere Spalte) bzw. 6 Tagen
(rechte Spalte) erfolgte die Farbung der Thymozyten mit CD4-PerCP, CD8-PE,
CD44-FITC sowie CD25-biot/ SA-APC. Links dargestellt ist zum Vergleich die
Analyse eines fetalen Thymus an Entwicklungstag E16.

Bei genauerer Analyse der CD4 positiven T-Zellen zeigte sich, dass sowohl der
Anteil regulatorischer T-Zellen in den fetalen Thymi, als auch die Gesamtzahl
an Twgs Nach sechs Tagen Kultur durch die Behandlung mit o-CD28 mAk
reduziert wurde (Abb. 12). Dies wurde sowohl bei Verwendung des
Superagonisten, als auch des blockierenden E18 beobachtet.

Aufgrund der nur geringen Veranderungen und mangelnder Hinweise fur eine
bedeutende Einflussnahme der verschiedenen CD28-spezifischen Antikorper
auf die Entwicklung der frihen T-Zell-Stadien wurde diese Versuchsreihe nicht

wiederholt, sodass eine statistische Analyse an dieser Stelle unterbleiben muss.
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Abbildung 12 Reduktion der Anzahl regulatorischer T-Zellen im Thymus durch
Behandlung mit a-CD28 mAk nach (3 bzw.) 6 Tagen in Kultur (FTOC). 16 Tage nach
Verpaarung (E16) des Muttertieres erfolgte die Praparation der Thymi aus BI6 Feten.
Die Inkubation erfolgte im ganzen Organverband unter Anwesenheit von 10 ug/ml o-
CD28 mAk. Nach 3 bzw. 6 Tagen erfolgte die Farbung der Thymozyten mit CD4-
PerCP, CD8-PE, CD44-FITC sowie CD25-biot/ SA-APC. (a) zeigt die FACS-Analysen
der CD4" T-Zellen eines Thymus. (b) zeigt die graphische Darstellung der FACS-
Analysen als Histogramme.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Behandlung mit CD28
spezifischen monoklonalen Antikérpern keinen Einfluss auf die Differenzierung
von unreifen T-Zellen hat. Weder an sehr frihen Zeitpunkten in der Entwicklung
(DN1-4), noch in spateren Stadien (DP und SP) zeigten sich Hinweise auf einen
Beitrag der Antikorper in der Reifung der T-Zellen.

Einzig die CD4" CD25" T-Zellen im Thymus reagierten auf die Behandlung mit
a-CD28 mAk mit einer Abnahme sowohl ihres Anteils unter konventionellen

CD4 positiven T-Zellen, als auch ihrer absoluten Anzahl im Thymus.
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In-vitro Differenzierung von DN T-Zellen auf OP9 Stromazellen in Anwesenheit
von a-CD28 mAk

In der Entwicklung der Thymozyten in vivo spielt eine fein regulierte Interaktion
zwischen den heranreifenden Zellen und dem Thymusstroma eine
entscheidende Rolle [zusammengefasst u.a. in Germain, R. N. 2002].

Bei Verwendung einfacher Suspensionskulturen mit CD4° CD8" Thymozyten, die
aus BI6 Mausen isoliert wurden, konnte keine weitere Entwicklung der DN
Zellen in Kultur erreicht werden (nicht abgebildet). Auch eine zusatzliche
Stimulation der Zellen mit dem CD28 Superagonisten zeigte keinen Effekt auf

die Proliferation und Differenzierung der unreifen DN Zellen (nicht abgebildet).

Aus diesem Grund wurde zur Untersuchung des Einflusses stimulierender bzw.
blockierender a-CD28 mAk auf die Entwicklung von DN T-Zellen ein Kokultur-
System auf OP9 Stromazellen herangezogen, um in vitro ein (stark
vereinfachtes) physiologisches Milieu zu imitieren.

Hierbei differenzierten die Zellen, die anfangs alle einen CD4 CD8" Phanotyp
zeigten, Uber ein Zwischenstadium der DP Thymozyten, bis hin zu reifen
CD4"CD8 bzw. CD4'CD8" T-Zellen (Abb. 13a oben).

Weder die Anwesenheit stimulierender, noch blockierender o-CD28 mAk
konnte die Entwicklung der DN Zellen beeinflussen. Dies zeigte sich weder in
einer verzogerten noch einer beschleunigten Reifung der DN Zellen im
Vergleich zur Isotyp-Kontrolle (Abb. 13a und c links).

Auch die Zusammensetzung der einzelnen Entwicklungsstufen der DN
Thymozyten wurde durch eine in-vitro Behandlung mit o-CD28 mAk nicht
beeinflusst, was sich anhand einer weiteren Unterteilung dieser Population
mittels der Oberflachenmarker CD25 und CD44 zeigte (Abb. 13b und c rechts).

Der Anteil an regulatorischen CD4"CD25" Zellen unter den reifen CD4 positiven
T-Zellen lag im Mittel bei etwa funf Prozent, wobei die Anwesenheit der
verschiedenen CD28-spezifischen Antikorper keinen weiteren Einfluss auf den

Anteil an regulatorischen T-Zellen nahm (nicht abgebildet).
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Abbildung 13 Differenzierung von CD4'CD8 Thymozyten auf OP9 Stromazellen.
Mittels Auto-MACS® isolierte DN Zellen wurden in Anwesenheit von 10 pg/ml o-CD28
mAk auf OP9 Stromazellen kultiviert. Nach 6 Tagen erfolgte das Ernten und eine
Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-PE, CD44-FITC sowie CD25-biot/ SA-APC.
(a) zeigt fur jede Gruppe reprasentative FACS-Analysen. Dargestellt ist jeweils die
gesamte Population lebender Thymozyten. (b) zeigt die weitere Untergliederung, der
in (a) definierten DN-Thymozyten anhand der Oberflachenmarker CD25 und CD44.
(c) zeigt die graphische Auswertung der FACS-Analysen. Die Balken entsprechen
jeweils den Mittelwerten + SD von zwei Ansatzen.
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Einfluss einer chronischen Behandlung mit dem blockierenden «-CD28

mAk E18 auf die Homoostase von T-Zellen

Im oberen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass bereits durch einmalige in-
vivo Injektionen bzw. in-vitro Behandlungen mit dem blockierenden o-CD28
mAKk E18 sowohl der Anteil regulatorischer T-Zellen, als auch ihre absolute
Anzahl in Thymus und peripheren Lymphknoten gesenkt werden konnte. Der
folgende Abschnitt dieser Arbeit sollte den Einfluss einer dauerhaften Blockade
des kostimulatorischen Molekuls CD28 durch E18 mAk auf die Homobostase der
T-Zellen in der Maus untersuchen.

Hierzu wurde BALB/c Mausen Uber einen Zeitraum von 25 Wochen eine
wochentliche Dosis von jeweils 100 ug E18 mAk (bzw. PBS in Kontrolltieren)

i.p. injiziert. Abbildung 14 zeigt den kompletten Versuchsaufbau.

letzte Injektion

wochentliche Injektionen /

> Zeit [Wochen]
} } 4 ) ¥ > )
1 12 20 24 26 35 37
100ug i.p. l
PBS (8 Méiuse) / ‘ Q ‘

E18 (7 Méause) T T

Abbildung 14 Chronische Blockade von CD28 durch E18 mAk. Uber einen
Zeitraum von 25 Wochen erhielten BALB/c Mause wdchentliche i.p. Injektionen von
je 100 ug E18 (bzw. PBS). 2 bzw. 13 Wochen nach der letzten Injektion erfolgte die
Analyse und Farbung der Lymphozyten. Die roten Blutstropfen markieren jeweils die
Zeitpunkte von Blutanalysen, die Kreuze die der Organentnahmen.

Analysen des peripheren Blutes bei chronischer E18-Injektion

In den Analysen der Blutproben zeigte sich, dass bereits nach einmaliger
Behandlung mit dem blockierenden E18 mAk der relative Anteil der CD4 T-
Zellen unter allen mononukledren Zellen im peripheren Blut gegenlber den
Kontrolltieren im Mittel deutlich reduziert war (30,3 % versus 55,3 %) (Abb. 15
links).
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Abbildung 15 Reduktion des Anteils CD4" Zellen unter den mononukledren Zellen
im peripheren Blut 6 Wochen alter BALB/c Mause 7 Tage nach einmaliger Injektion
mit 100 pg E18 (orange Balken) bzw. PBS (gelbe Balken). Nach Separation
mononuklearer Zellen erfolgte die Farbung mit CD4-PerCP, CD8-FITC, CD25-PE und
FoxP3-APC. Gezeigt ist die graphische Auswertung der FACS-Analysen. Die Balken
entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von sieben (E18) bzw. acht (PBS) Tieren.
*** P <0,001.

Der Anteil der regulatorischen CD25"FoxP3" Zellen unter den CD4 T-Zellen im
peripheren Blut unterschied sich nach einmaliger Injektion des blockierenden o-
CD28 mAk nicht von den Kontrolltieren (Abb. 15 rechts).

Im Laufe der chronischen Applikation von E18 verringerte sich der Anteil der
CD4 T-Zellen unter den mononuklearen Zellen weiter auf etwa die Halfte in
Woche 12 (30,0 % versus 62,0 %) und schlieBlich ein Drittel in Woche 20 im
Vergleich zu den Kontrolltieren (16,0 % versus 43,4 %) (nicht abgebildet).
Wahrend nach einer Injektion des blockierenden a-CD28 mAk E18 der Anteil
der regulatorischen Zellen unter den CD4 T-Zellen im peripheren Blut keine
Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle zeigte (Abb. 15 rechts und Abb. 16),
fuhrte eine chronische Behandlung mit E18 zu einer langsamen, aber stetigen
Abnahme CD25'FoxP3" Zellen unter den CD4 T-Zellen. Nach 12 Injektionen
mit je 100 ug E18 lag der Anteil regulatorischer Zellen an CD4 T-Zellen im Mittel
etwa 30 % unter den mit PBS behandelten Kontrolltieren (2,9 % versus 4,1 %)
(Abb. 16). Nach 20 Wochen reduzierte sich der Anteil CD25"FoxP3" Zellen auf
nahezu die Halfte des Wertes PBS behandelter Kontrollen (3,2 % versus 5,8%)
(Abb. 16).

42



Ergebnisse

Woche 1 Woche 12 Woche 20 Woche 35

N
o
o
o
N
o

100.

75

@
°
o
°

50.

»
o
N
o

% CD25'FoxP3* unter CD4*

% CD25*FoxP3* unter CD4*

% CD25*FoxP3* unter CD4*

% CD25'FoxP3* unter CD4*

PBS E18 PBS E18 PBS E18 PBS E18

Abbildung 16 Reduktion des Anteils CD25'FoxP3" Zellen unter CD4 T-Zellen bei
chronischer Behandlung mit E18 mAk. 6 Wochen alte BALB/c Mause erhielten 25
wochentliche Injektionen mit je 100 ug E18 (orange Balken) bzw. PBS (gelbe Balken).
Die Blutentnahmen erfolgten jeweils zu den angegebenen Zeitpunkten. Nach
Separation mononuklearer Zellen erfolgte die Farbung mit CD4-PerCP, CD8-FITC,
CD25-PE und FoxP3-APC. Gezeigt ist die graphische Auswertung der FACS-
Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von sieben (E18)
bzw. acht (PBS) Tieren fur die Wochen 1 mit 20 bzw. je vier Tieren in Woche 35.
* P <0,05; *** P <0,001.

Nach Aussetzen der E18 Injektionen erholte sich die Population regulatorischer
T-Zellen. 13 Wochen nach der letzten Behandlung konnte kein signifikanter
Unterschied im Anteil der Ty unter CD4 T-Zellen im peripheren Blut
festgestellt werden (Abb. 16).

Die ,natlrlichen® T.gs leisten einen entscheidenden Beitrag im Schutz vor
immunopathologischen Prozessen und autoimmunen Reaktionen [u.a.
Sakaguchi, S., et al. 2006].

Daher wurden die Blutproben von Woche 12 sowie 20 ferner auf das
Vorhandensein autoreaktiver Antikdrper getestet. Das Screening der
Mausseren umfasste die folgenden vier haufigsten Autoantikdrper: antinukleare
Antikorper (ANA), anti-mitochondriale Antikorper (AMA), Antikorper gegen die
glatte Muskulatur (ASMA/ GMA) und Antikdrper gegen Magenparietalzellen
(AGPCA). Die permanente Blockade des kostimulatorischen CD28 Moleklils
mit resultierender Reduktion des Anteils regulatorischer T-Zellen im peripheren
Blut fuhrte zu den angegebenen Zeitpunkten nicht zu einer Induktion oben
genannter Antikorper (nicht abgebildet).
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Analyse der peripheren Lymphknoten, Milz und Thymus nach 25wdchiger
Behandlung mit E18

Uber einen Zeitraum von 25 Wochen wurden die M&use jeweils insgesamt mit
2,5 mg des blockierenden E18 mAk behandelt. 14 Tage nach der letzten
Injektion wurden die Versuchs- und Kontrolltiere je in zwei Gruppen geteilt. Die
Organentnahmen erfolgten demnach zwei bzw. 13 Wochen (siehe unten) nach
der letzten Injektion.

Abbildung 17 zeigt, dass eine chronische Blockade von CD28 durch E18 mAk
in allen drei analysierten Organen zu einer leichten, jedoch statistisch nicht
signifikanten Reduktion der Gesamtzellzahlen flhrte.

Lymphknoten Milz Thymus

T 1 T

L m W O m

PBS E18 PBS E18 PBS E18

Gesamtzellzahl x 107
Gesamtzellzahl x 107

=3

Gesamtzellzahl x 10°

Abbildung 17 Einfluss einer chronischen Behandlung mit blockierenden o-CD28
mAk auf die Zellularitat von Lymphknoten, Milz und Thymus. 6 Wochen alte BALB/c
Mause erhielten jeweils wdchentliche Injektionen von 100 ug E18 (orange) oder PBS
(gelb). Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 2 Wochen nach der letzten
Injektion erfolgten die Organentnahmen. Die Balken entsprechen jeweils den
Mittelwerten + SD von vier (PBS) bzw. drei Tieren (E18).

Im Gegensatz zu den Blutanalysen beobachtete man eine anteilige Zunahme
der B-Zellen, sowie in den Lymphknoten zusatzlich der CD8 positiven T-Zellen
(Abb. 18 oben).

GleichermalRen hingegen zeigten die Analysen von Lymphknoten und Milz,
dass der Anteil CD4 positiver T-Zellen in der Zusammensetzung der Organe
durch die Behandlung mit E18 deutlich reduziert war (LK: 21,3 % versus 53,9%;
Milz: 6,5 % versus 24,0 %) (Abb. 18 oben).

Betrachtete man die Gesamtanzahl der jeweiligen Zellpopulationen in den
Organen, so lief3 sich erkennen, dass die absolute Zahl an B-Zellen sowie CD8

T-Zellen durch eine Behandlung mit E18 mAk nicht beeinflusst werden konnte
(Abb. 18 unten).
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Abbildung 18 Die chronische Behandlung mit blockierenden a-CD28 mAKk flhrt zu
einer Reduktion der CD4 T-Zellen in Lymphknoten und Milz. 6 Wochen alte BALB/c
Mause erhielten jeweils wdchentliche Injektionen von 100 ug E18 (orange) oder PBS
(gelb). Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 2 Wochen nach der letzten
Injektion erfolgten die Organentnahmen und Farbung der Zellen mit CD4-PerCP,
CD8-APC und B220-PE. Gezeigt ist die graphische Auswertung der FACS-Analysen.
Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von vier (PBS) bzw. drei
Tieren (E18). * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

Einzig die absolute Anzahl an CD4 T-Zellen stellte sich in Ubereinstimmung mit
den einmaligen Ak-Behandlungen (siehe oben) nach der chronischen
Applikation von E18 mAk reduziert dar. In den Lymphknoten und der Milz
betrug die Gesamtzahl CD4 positiver Zellen im Mittel ca. ein Funftel des Wertes
der Kontrolltiere (LK: 11,0 x 10° versus 53,0 x 10° Zellen; Milz: 9,8 x 10° versus
48,8 x 10° Zellen) (Abb. 18 unten).

Im Gegensatz zu den bisherigen Beobachtungen im Blut, Lymphknoten und
Milz wurde die CD4/CD8-definierte Zusammensetzung der Thymi durch die
chronische Behandlung mit E18 nicht beeinflusst. Sowohl der relative Anteil, als
auch die absolute Anzahl der einzelnen Populationen im Thymus, insbesondere
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auch der CD4 T-Zellen, differierte nach chronischer Behandlung mit E18 nicht
mit dem der Kontrolltiere (Abb. 19).
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Abbildung 19 Die chronische Behandlung mit blockierenden o-CD28 mAk hat
keinen Einfluss auf die CD4/CD8-definierte Thymuszusammensetzung. 6 Wochen
alte BALB/c Mause erhielten jeweils wdéchentliche Injektionen von 100 pg E18
(orange) oder PBS (gelb). Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 2 Wochen
nach der letzten Injektion erfolgten die Organentnahmen und Farbung der Zellen mit
CD4-PerCP und CDS8-FITC. Gezeigt ist die graphische Auswertung der FACS-
Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von vier (PBS) bzw.
drei Tieren (E18).

Bei Analyse der regulatorischen T-Zellen hingegen zeigte sich in allen drei
untersuchten Organen eine einheitliche Reduktion des Anteils an Tregs unter
den CD 4 T-Zellen, ebenfalls in Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen
Resultaten. Sowohl in den Lymphknoten (5,1 % versus 11,0 %), der Milz (5,5 %
versus 11,5 %), als auch im Thymus (1,9 % versus 4,5 %) lag der mittlere Anteil
CD25'FoxP3*- Zellen um mehr als die Halfte unter den Kontrollen (Abb. 20a
und b oben).

Auch die absolute Anzahl an regulatorischen T-Zellen stellte sich in allen drei
Organen vermindert dar. Im Thymus war die Gesamtanzahl an CD25"FoxP3"-
Zellen um ca. 70 % reduziert (1,5 x 10° versus 5,2 x 10° Zellen), in den
Lymphknoten (0,5 x10° versus 5,5 x10° Zellen) und der Milz (0,5 x 10° versus
5,0 x 10° Zellen) sogar um ca. 90 % (Abb. 20 unten).
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Abbildung 20 Reduktion der Anzahl regulatorischer T-Zellen in Lymphknoten, Milz
und Thymus durch chronische Behandlung mit E18. 6 Wochen alte BALB/c Mause
erhielten jeweils wochentliche Injektionen von 100 ug E18 (orange) oder PBS (gelb).
Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 2 Wochen nach der letzten Injektion
erfolgten die Organentnahmen und Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-FITC,
CD25-PE und FoxP3-APC. (a) zeigt fur jede Gruppe reprasentative FACS-Analysen
eines Organs, dargestellt ist die gesamte Population CD4 positiver T-Zellen. (b) zeigt
die graphische Auswertung der FACS-Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den
Mittelwerten + SD von vier (PBS) bzw. drei Tieren (E18). * P < 0,05; ** P< 0,01;
*** P <0,001.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine chronische Applikation des
blockierenden o-CD28 mAk E18 Uber einen Zeitraum von 25 Wochen zu einer
Reduktion CD4 positiver Zellen im peripheren Blut, Lymphknoten und der Milz
fuhrt. Weiterhin wurde in den mit E18 behandelten Tieren eine stark verringerte
Anzahl an regulatorischen T-Zellen im Blut, sowie in allen untersuchten

Organen festgestellt, ohne dass es zu messbarer Autoimmunitat kam.

Trotz der Tatsache, dass CD4'CD25" T,y Zellen in vitro anerg sind,
proliferieren sie bei Transfer in lymphopenische Mause [Annacker, O., et al.
2001, Gavin, M. A, et al. 2002]. Ferner zeigen periphere CD4"CD25" T Zellen
unter physiologischen Bedingungen eine starkere Proliferation als CD4"CD25
T-Zellen [Hori, S., et al. 2002, Fisson, S., et al. 2002, Sakaguchi, S., et al. 2004]
(Abb. 21b). Ausgehend von diesen Daten, sowie einer Reduktion von CD4 und
regulatorischen T- Zellen in E18 behandelten Tieren (siehe oben), sollte der
Einfluss einer chronischen Applikation von E18 mAk auf die Proliferation
einzelner Zellpopulationen in den untersuchten Organen nach Aussetzen der
Ak-Behandlung analysiert werden.

Abbildung 21a zeigt, dass durch eine dauerhafte Blockade des
kostimulatorischen CD28 Rezeptors der Anteil proliferierender T- und B-Zellen
in peripheren Lymphknoten statistisch nicht signifikant beeinflusst werden
konnte. Jedoch lag der Anteil proliferierender CD4™ T-Zellen im Mittel etwa
zweifach Uber der Kontrolle (Abb. 21a), was die Erholungsphase der selektiv
reduzierten CD4 Zellen wiederspiegelt. Die B-Zellen proliferierten im Gegensatz
hierzu weniger stark (Abb. 21a).

Innerhalb der CD4 T-Zellen unterschied sich weder bei CD25 negativen noch
positiven Zellen die in vivo Proliferation von den Kontrollen (Abb. 21b links).

In der Milz lag der Anteil proliferierender CD8 (1,7 % versus 0,9 %) sowie CD4
T-Zellen (6,9 % versus 2,9 %) im Mittel etwa 2fach Uber den Kontrollwerten
(Abb. 21a rechts). Unter den CD4 Zellen zeigten vor allem die konventionellen
(0,2 % versus 0,1 %), nicht die regulatorischen Zellen, eine erhdhte Proliferation
(Abb. 21b rechts).
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Abbildung 21 In-vivo Proliferation nach chronischer Behandlung mit E18. 6 Wochen
alte BALB/c Mause erhielten jeweils wochentliche Injektionen von 100 ug E18
(orange) oder PBS (gelb). Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 2 Wochen
nach der letzten Injektion erfolgten 3 i.p. Injektionen mit je 1 mg BrdU im Abstand von
12 Stunden. Weitere 12 Stunden spater wurden die Organentnahmen und Farbung
der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-APC, B220-PE und BrdU-FITC (a) bzw. CD4-PerCP,
CD8-APC, CD25-PE und BrdU-FITC (b) durchgefihrt. Gezeigt ist die graphische
Auswertung der FACS-Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten +
SD von vier (PBS) bzw. drei Tieren (E18). * P < 0,05.

Sowohl in den Lymphknoten, als auch in der Milz zeigten die regulatorischen T-
Zellen eine sérkere Proliferation als konventionelle CD4"CD25  T-Zellen (Abb.
21).

Im Thymus hob sich nur die Population der CD4"CD25" T-Zellen im Vergleich
zu der Kontrollgruppe ab (Abb. 22). Dort lag der Anteil der proliferierenden
regulatorischen Zellen im Mittel etwa ein Drittel Uber der PBS-Gruppe (55,0 %
versus 37,1 %) (Abb. 22 rechts).
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Abbildung 22 In-vivo Proliferation einzelner Subpopulationen im Thymus nach
chronischer Behandlung mit E18. 6 Wochen alte BALB/c Mause erhielten jeweils
wochentliche Injektionen von 100 ug E18 (orange) oder PBS (gelb). Insgesamt
wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 2 Wochen nach der letzten Injektion erfolgten 3
i.p. Injektionen mit je 1 mg BrdU im Abstand von 12 Stunden. Weitere 12 Stunden
spater wurden die Organentnahmen und Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-
APC, CD25-PE und BrdU-FITC. Gezeigt ist die graphische Auswertung der FACS-
Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten + SD von vier (PBS) bzw.
drei Tieren (E18). * P < 0,05

In-vitro Proliferationstests ergaben eine im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich
reduzierte ex-vivo Proliferationsfahigkeit der mit E18 behandelten Tiere. Hierzu
wurden nicht separierte Lymphknotenzellen (Abb. 23a) und Milzzellen (Abb.
23b) zusammen mit verschiedenen Stimuli Uber 64 Stunden bei 37°C und 5%
COz inkubiert. Die Aktivierung der T-Zellen erfolgte durch Zugabe von anti-CD3
mAKk, beziehungsweise dem Mitogen Concavalin A (ConA) Uber den CD3-
Komplex. Dieser Komplex ist fur die Signaltransduktion der T-Zelle, nicht aber
fur die Antigen/ MHC-Erkennung verantwortlich. Ebenso als Stimulans
verwendet wurde das Staphylokokkenenterotoxin B (SEB), welches als
Superantigen wirkt und zu einer peptidunabhangigen T-Zell-Aktivierung fuhrt.
Eine weitere Aktivierung der T-Zellen erfolgte durch den CD28 Superagonisten

(D665) Uber den kostimulatorischen Rezeptor CD28 (siehe oben).
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Abbildung 23 Beeintrachtigung der in-vitro Proliferation von Lymphknotenzellen und
Milzzellen nach chronischer E18 Behandlung. 6 Wochen alte BALB/c Mause erhielten
jeweils wochentliche Injektionen von 100 pg E18 oder PBS. Insgesamt wurden die
Tiere 25mal i.p. gespritzt. 2 Wochen nach der letzten Injektion erfolgten die
Organentnahmen und Stimulation unseparierter Lymphknotenzellen
Milzzellen (b) Uber 64 Stunden. 16 Stunden vor Analyse erfolgte die Zugabe von je 25
ul 3H-Thymidin/Napf [1,0 mCi/ml]. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten +
SD von vier (PBS) bzw. drei Tieren (E18) mit je 3 Stimulationen pro Tier. * P < 0,05;
**P<0,01; *** P <0,001.

(a) sowie
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Analyse der Mause nach 13 Wochen Erholungsphase im Anschluss an eine

25wochige Behandlung mit E18

In einem zweiten Teil des Experimentes wurde den Versuchstieren im
Anschluss an die chronische Applikation von E18 mAk eine 13wdchige
Rekonvaleszenzphase gewahrt.

Im vorhergehenden Abschnitt Uber die peripheren Blutanalysen wurde bereits
erwahnt, dass die Suppression regulatorischer T-Zellen nur vortubergehend
stattfand und sich der Anteil CD25"FoxP3" Zellen unter den CD4 T-Zellen nach
Aussetzen der Behandlung nicht mehr von den Kontrolltieren unterschied (Abb.
16 rechts).

Bei der Untersuchung der Lymphknoten und Milz zeigte sich, dass sich selbst
nach 13 Wochen Erholungsphase die prozentuale Verteilung der einzelnen
Subpopulationen im Vergleich zur Kontrollgruppe noch verandert darstellte
(Abb. 24 oben). Wahrend zwei Wochen nach der letzten Injektion jedoch der
Anteil der CD4 T-Zellen in den peripheren Lymphknoten und in der Milz auf
etwa ein Drittel reduziert war (siehe oben, sowie Abb. 18 oben), so lag der
Anteil CD4 positiver Zellen 13 Wochen spater im Mittel bei etwa zwei Drittel im
Vergleich zur Kontrolle (LK: 31,7 % versus 45,5 %; Milz: 16,7 % versus 26,6 %)
(Abb. 24 oben). Auch hier beobachtete man eine relative Zunahme des Anteils
der B-Zellen, sowie in den Lymphknoten zusatzlich der CD8 positiven T-Zellen
(Abb. 24 oben).

Die absolute Zellzahl der jeweiligen Populationen in Lymphknoten und Milz liel
hingegen im Mittel fast keine Unterschiede erkennen (Abb. 24 unten).
Insbesondere die Population der CD4 T-Zellen zeigte im Vergleich eine
verhaltnismallig geringe Schwankungsbreite.

Lediglich in der Milz lag die Gesamtanzahl an B220 positiven B-Zellen uber den
Kontrollwerten (Abb. 24 rechts unten).

Im Thymus stellte sich sowohl die CD4/CD8-definierte Zusammensetzung, als

auch die Zellzahl der jeweiligen Subpopulationen, auch 13 Wochen nach der

letzten Injektion von E18 mAk unverandert dar (nicht abgebildet).
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Abbildung 24 Veranderung der Zusammensetzung einzelner Subpopulationen in
Lymphknoten und Milz nach chronischer Behandlung mit blockierenden o-CD28 mAKk.
6 Wochen alte BALB/c Mause erhielten jeweils wochentliche Injektionen von 100 pg
E18 (orange) oder PBS (gelb). Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 13
Wochen nach der letzten Injektion erfolgten die Organentnahmen und Farbung der
Zellen mit CD4-PerCP, CD8-APC und B220-PE. Gezeigt ist die graphische
Auswertung der FACS-Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten +
SD von je vier Tieren. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

Im Hinblick auf die regulatorischen T-Zellen bestatigte sich in allen drei
untersuchten Organen die Beobachtung aus den peripheren Blutanalysen nach
Aussetzen der Injektionen (siehe oben).

Sowohl der Anteil an regulatorischen T-Zellen unter den CD 4 T-Zellen, als
auch die absolute Anzahl an Tegs in Lymphknoten, Milz und Thymus hatte sich
innerhalb der Rekonvaleszenzphase von 13 Wochen erholt und wies keine
signifikanten Unterschiede mehr im Vergleich zu PBS-behandelten Tieren auf
(Abb. 25).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Reduktion an regulatorischen

T-Zellen im Blut, Lymphknoten, Milz und Thymus durch chronische Behandlung
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Abbildung 25 Erholung der Population regulatorischer T-Zellen in Lymphknoten,
Milz und Thymus 13 Wochen nach chronischer Behandlung mit E18. 6 Wochen alte
BALB/c Mause erhielten jeweils wdchentliche Injektionen von 100 ug E18 (orange)
oder PBS (gelb). Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 13 Wochen nach
der letzten Injektion erfolgten die Organentnahmen und Farbung der Zellen mit CD4-
PerCP, CD8-FITC, CD25-PE und FoxP3-APC. Gezeigt ist die graphische Auswertung
der FACS-Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten £ SD von je
vier Tieren.

mit dem blockierenden a-CD28 spezifischen mAk E18 nicht von Dauer, sondern

innerhalb von etwa drei Monaten komplett reversibel ist.

Wahrend kurz nach Aussetzen der E18 mAKk Injektionen die in-vivo Proliferation
einzelner Populationen in den Lymphknoten nicht von den Kontrollen differierte,
so lag der proliferierende Anteil an CD4 (4,3 % versus 2,1 %) und CD8 T-Zellen
(1,9 % versus 1,0 %) nach 13wochiger Rekonvaleszenzphase im Mittel etwa
zweifach Uber den Referenzwerten (Abb. 26 linke Spalte).

In der Milz stellte sich lediglich der Anteil proliferierender CD4 positiver Zellen
erhoht dar (8,8 % versus 3,8 %) (Abb. 26a), wobei die konventionellen
CD4'CD25 Zellen (0,7 % versus 0,2 %) und nicht die regulatorischen Zellen
betroffen waren (Abb. 26b).

Auch zu diesem Zeitpunkt zeigten die regulatorischen T-Zellen sowohl in den

Lymphknoten, als auch in der Milz eine starkere Proliferation als konventionelle
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Abbildung 26 In-vivo Proliferation 13 Wochen nach chronischer Behandlung mit
E18. 6 Wochen alte BALB/c Mause erhielten jeweils wochentliche Injektionen von 100
ug E18 (orange) oder PBS (gelb). Insgesamt wurden die Tiere 25mal i.p. gespritzt. 13
Wochen nach der letzten Injektion erfolgten 3 i.p. Injektionen mit je 1 mg BrdU im
Abstand von 12 Stunden. Weitere 12 Stunden spéter wurden die Organentnahmen
und Farbung der Zellen mit CD4-PerCP, CD8-APC, B220-PE und BrdU-FITC (a) bzw.
CD4-PerCP, CD8-APC, CD25-PE und BrdU-FITC (b) durchgefihrt. Gezeigt ist die
graphische Auswertung der FACS-Analysen. Die Balken entsprechen jeweils den
Mittelwerten + SD von vier Tieren. * P < 0,05; ** P < 0,01.

CD4'CD25 T-Zellen (Abb. 26), was auf den physiologisch héheren Turnover

der Tregs zuruckzufihren ist.

Die Analysen der Subpopulationen im Thymus ergaben hinsichtlich der in-vivo

Proliferation keine Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (nicht abgebildet).
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Die in-vitro Proliferationstests nicht separierter Lymphknotenzellen ergaben 13
Wochen nach Beendigung der Behandlung mit E18 mAk keine Unterschiede
mehr im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 27a). Die Stimulation der T-Zellen
erfolgte jeweils in analoger Weise (siehe oben).

Die Milzzellen hingegen zeigten auch 3 Monate nach der letzten Injektion des
blockierenden CD28-spezifischen monoklonalen Antikorpers eine deutlich
reduzierte ex-vivo Proliferationsfahigkeit der Zellen E18-behandelter Tiere (Abb.
27b).
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Abbildung 27 Beeintrachtigung der in-vitro Proliferation der Milzzellen 13 Wochen
nach chronischer E18 Behandlung. 6 Wochen alte BALB/c Mause erhielten jeweils
wdchentliche Injektionen von 100 ug E18 oder PBS. Insgesamt wurden die Tiere
25mal i.p. gespritzt. 13 Wochen nach der letzten Injektion erfolgten die
Organentnahmen und Stimulation unseparierter Lymphknotenzellen (a) sowie
Milzzellen (b) Gber 64 Stunden. 16 Stunden vor Analyse erfolgte die Zugabe von je 25
pl 3H-Thymidin/Napf [1,0 mCi/ml]. Die Balken entsprechen jeweils den Mittelwerten +
SD von vier Tieren mit je 3 Stimulationen pro Tier. * P < 0,05; ** P< 0,01;
*** P <0,001.
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DISKUSSION

Die Behandlung mit CD28-spezifischen monoklonalen Antikorpern hat

keinen Einfluss auf die Differenzierung von T-Zellen im Thymus

Wenngleich die entscheidende Rolle des kostimulatorischen Molekuls CD28 bei
der Aktivierung und Toleranzentwicklung von T-Zellen schon seit Langem
bekannt ist [Hara, T., & Fu, S. M. 1985, zusammengefasst u.a. Sharpe, A. H., &
Freeman, G. J. 2002], ist die Rolle dieses Oberflachenmolekuls in der
Proliferation und Entwicklung von T-Zellen noch nicht vollends verstanden.
Wahrend der Reifung der Thymozyten in der Maus nimmt die Expression von
CD28 auf der Zelloberflache bis zum Stadium der DP Thymozyten stetig zu
[Gross, J. A., et al. 1992, Williams, J. A., et al. 2005], auch die Verteilung der
physiologischen Liganden B7-1 und B7-2, z. B. auf Antigen prasentierenden
Zellen im Stroma des Thymus, ist fein reguliert [Hathcock, K. S., et al. 1994]. So
finden bereits wahrend der frihesten Stadien der T-Zell-Entwicklung im
thymischen Kortex [Lind, E. F., et al. 2001, zusammengefasst in Lehar, S. M., et
al. 2002] Interaktionen zwischen CD28 und seinen Liganden statt [Zheng, X., et
al. 2004].

In der vorliegenden Arbeit wird in verschiedenen in-vivo (Abb. 10), ex-vivo (Abb.
11 und 12) und in-vitro (Abb. 13) Experimenten gezeigt, dass eine Behandlung
mit dem CD28 Superagonisten D665 keinen Einfluss auf die Differenzierung
unreifer Thymozyten nimmt. Im Gegensatz zu aktuellen Ergebnissen um die
Arbeitsgruppe von Richard J. Hodes, die in Abwesenheit eines Signals durch
den pre-TCR eine Differenzierung von DN zu DP Thymozyten Uber den
B7/CD28 Signalweg aufzeigen konnte [Williams, J. A., et al. 2005], ist die
alleinige in-vivo Stimulation von Rag"' Mausen [Mombaerts, P., et al. 1992] mit
dem Superagonisten nicht ausreichend, um die Entwicklungsblockade dieser
Mause zu umgehen (Abb. 10). Andere Arbeiten lassen sogar auf eine
Unterdrickung der Differenzierung CD4'CD8 (DN) Thymozyten durch eine
Interaktion zwischen CD28 und seinen Liganden schlieRen, wahrend die
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Proliferation und das Uberleben der DN T-Zellen geférdert wird [Zheng, X., et
al. 2004].

Die Differenzierung von DP Thymozyten zu SP T-Zellen soll im Widerspruch zu
den eigenen Ergebnissen (Abb. 10-13) laut Literatur durch eine Behandlung mit
a-CD28 Ak in-vitro gesteigert werden [Cibotti, R., et al. 1997, Groves, T., et al.
1997]. Eine Blockade bzw. Stimulation von CD28 und seiner Signale kann
demnach Einfluss auf die Reifung der T-Zellen im Thymus nehmen. So
verstarkt die Abwesenheit der CD28/B-7 Interaktion die positive Selektion, was
sich in einer erhdhten Anzahl von CD8 SP T-Zellen widerspiegelt [Vacchio, M.
S., et al. 2005].

Eine verringerte Deletion von DP Thymozyten in-vivo als Reaktion auf eine
Stimulation des TZR ohne eine Kostimulation durch CD28 Iasst auf eine Rolle
von CD28 auch in der negativen Selektion von Thymozyten vermuten [Noel, P.
J., et al. 1998, Lucas, B., & Germain, R. N. 2000]. Hierfir sprechen auch
verschiedene Studien, die in-vitro zeigen, dass eine CD28 Quervernetzung die
CD3-vermittelte negative Selektion sowohl in FTOC [Amsen, D., & Kruisbeek,
A. M. 1996], als auch in Suspensionskulturen [Punt, J. A., et al. 1994, Noel, P.
J., et al. 1998] verstarken.

Im Gegensatz dazu bleibt in Analysen fetaler Thymus-Organ-Kulturen die
negative Selektion und Differenzierung von Thymozyten durch eine Blockade
von CD28 mittels CTLA-4-Fc [Jones, L. A., et al. 1993], bzw. in der
vorliegenden Arbeit mit E18 mAk (Abb. 11 und 12) unbeeinflusst. Dies konnte
sich, zumindest im Hinblick auf den monovalent bindenden E18 mAk [Dennehy,
K. M., et al. 2006], durch eine fehlende Quervernetzung und Stimulation von
benachbarten CD28-Molekulen erklaren lassen. Die eigenen Ergebnisse der
Suspensionskulturen (Abb. 13) ergaben ebenso keine Hinweise auf einen
moglichen Einfluss blockierender CD28 mAKk in der Entwicklung friher T-Zellen.
Auch laut Ergebnissen der Arbeitsgruppe um T. W. Mak bleibt die negative
Selektion in CD28-defizienten Mausen in-vivo unbeeintrachtigt [Shahinian, A.,
et al. 1993].
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Eine mogliche Erklarung fur diese widerspruchlichen Ergebnisse konnte sowonhl
in den unterschiedlich verwendeten Versuchssystemen als auch in den
verschiedenen Wegen der negativen Selektion liegen: zum Einen ein CD28-
abhangiger Weg fur Interaktionen mit geringerer Aviditat (wenn Selbst-Antigene
auf B7-exprimierende APZ in der kortikomedulldren Ubergangszone des
Thymus treffen), zum Anderen ein CD28-unabhangiger Weg fur hochavide
Interaktionen mit Selbst-Antigenen, die wahrscheinlich bereits im Kortex
stattfinden [Punt, J. A., et al. 1997].

Den einzigen Hinweis auf eine mdgliche Einflussnahme CD28-spezifischer
monoklonaler Antikdrper auf die Entwicklung von T-Zellen im Thymus lieferten
die Analysen der CD4"CD25" T-Zellen in den FTOC. Hier zeigte sich besonders
nach sechs Tagen Inkubation eine Reduktion des Anteils und der Anzahl dieser
Zellpopulation unabhangig von der Art des verwendeten o-CD28 mAk (Abb.
12). Ob es sich bei diesen Zellen um regulatorische T-Zellen handelt ist jedoch
umstritten: Die Arbeitsgruppe um A. Y. Rudensky konnte zeigen, dass die
Entwicklung regulatorischer T-Zellen im Vergleich zu nichtregulatorischen T-
Zellen im Thymus verzogert ist, und frihestens bei drei bis vier Tage alten
Mausen durch einen Anstieg der FoxP3-Expression eine genaue
Differenzierung maoglich ist [Fontenot, J. D., et al. 2005].

Die Behandlung mit CD28 Superagonisten hat keinen Einfluss auf die

Zusammensetzung der einzelnen Populationen im Thymus

Die Fahigkeiten und Auswirkungen einer Behandlung mit CD28 Superagonisten
auf das T-Zell-Kompartiment sekundar lymphatischer Organe wurde durch die
Arbeitsgruppe um Professor Hunig in der Literatur bereits beschrieben. So flhrt
die Applikation des CD28 Superagonisten bei Ratten [Tacke, M., et al. 1997]
und Mausen [Gogishvili, T., et al. 2009] zu einer vorubergehenden, aber
signifikanten Erhéhung der Gesamtanzahl an T-Zellen, was sich auch in einer

GrolRenzunahme peripherer Lymphknoten und der Milz widerspiegelt. Betroffen
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ist vor allem die Population CD4 positiver T-Zellen. Diese vorubergehende
Lymphozytose wurde von den Versuchstieren stets gut toleriert [Rodriguez-
Palermo, M., et al. 1999, Gogishvili, T., et al. 2009].

Genauere Untersuchungen der CD4 Population zeigten, dass insbesondere die
Population von regulatorischen CD4*CD25" T-Zellen (Treg) [Lin, C. H., & Hiinig,
T. 2003, Gogishvili, T., et al. 2009] von der Proliferation betroffen waren: So
stieg der Anteil regulatorischer Zellen von anfangs 5% auf etwa 20% an Tag
Drei an, und erreichte erst nach zehn Tagen wieder die Ausgangswerte. Dabei
konnte mit Hilfe von Transferexperimenten gezeigt werden, dass die massive
Zunahme an Trgs nicht auf einer Konversion konventioneller CD25 negativer
CD4 T-Zellen beruht [Lin, C. H., & Hunig, T. 2003, Gogishvili, T., et al. 2009].
Dies legt Nahe, dass eine Proliferation pra-existierender naturlicher Tegs zu der
beobachteten Zunahme dieser Population fuhrt.

Far diese Annahme sprechen auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit:
Sowohl in verschiedenen in-vivo (Abb. 4-7), als auch ex-vivo (Abb. 9)
Experimenten liel3 sich kein, bzw. nur ein sehr geringer Einfluss auf die
Zusammensetzung der Populationen im Thymus feststellen. Die in peripheren
Lymphknoten und der Milz der Ratte beschriebene Expansion von CD4 T-
Zellen [Tacke, M., et al. 1997], mit einer verhaltnismalig starkeren Zunahme
regulatorischer Zellen [Lin, C. H., & Hunig, T. 2003, Gogishvili, T., et al. 2009]
war nicht auf den Thymus Ubertragbar. Dies macht eine Zunahme der
entsprechenden Zellzahlen durch eine de-novo Synthese von konventionellen
oder regulatorischen T-Zellen im Thymus unwahrscheinlich. Ferner zeigte sich
auch keine Beeinflussung der T-Zell-Entwicklung durch eine Behandlung mit
CD28 Superagonisten (siehe oben).

An Tag 7 nach Applikation des Superagonisten =zeigten sich sogar
entgegengesetzte Resultate mit einer Reduktion der Gesamtpopulation, der
Anzahl CD4 positiver Zellen und sowohl der Anzahl als auch des Anteils DP
Zellen im Thymus. In Zusammenschau mit den Ergebnissen der NTOC-
Experimente, in denen die Gesamtzahl und Zusammensetzung der CD4- und
CD8-definierten Populationen durch eine Behandlung mit dem Superagonisten

61



Diskussion

unverandert blieb, ist eine Stress-induzierte Reaktion fur den Verlust von v.a.
DP Zellen in-vivo (Abb. 5b, Tag 7) wahrscheinlich.

Die Behandlung mit dem blockierenden a-CD28 mAk hat keinen Einfluss
auf die Zusammensetzung der CD4- und CD8-definierten Subpopulationen

im Thymus

Analysen zu den Eigenschaften und Fahigkeiten des a-CD28 mAk E18 sind ein
aktueller Forschungsschwerpunkt der Arbeitsgruppe um Professor Hunig.
Dieser Antikorper bindet monovalent an ein Epitop des CD28 Molekills nahe
der physiologischen B7-Bindungsstelle [Dennehy, K. M., et al. 2006]. Daher
konnte er einerseits die physiologische Interaktion zwischen CD28 und seinen
Liganden imitieren, andererseits aber auch an dieser Stelle unterbinden. Es
wurde gezeigt, dass E18 mAk im Gegensatz zu dem bisher weitverbreiteten
und oft verwendeten o-CD28 mAk 37.51 in der Lage ist, die Bindung der
physiologischen Liganden vollstandig zu verhindern. Somit ist E18 mAk der
erste in der Literatur beschriebene Antikorper, der hierzu fahig ist [Yu, X. Z., et
al. 2004, Beyersdorf, N., et al. 2008].

Ferner ist E18 mAK in-vivo in der Lage eine durch Superantigene getriggerte T-
Zell-Proliferation zu verhindern, ohne dass es zu einer Modulation der CD28
Expression an der Zelloberflache oder zur Aktivierung der T-Zellen kommt
[unverdffentlicht].

In der vorliegenden Arbeit hatte eine Blockade der Interaktion von CD28 und
seinen Liganden keinen Einfluss auf die Differenzierung von Thymozyten (siehe
oben). Auch die Zusammensetzung und Verteilung der CD4- und CD8-
definierten Populationen im Thymus veranderte sich weder in in-vivo noch in-
vitro Studien unter einer Behandlung mit E18 mAk, obwohl der Antikorper zu
jedem Zeitpunkt der Analysen auf der Zelloberflache der Thymozyten
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3, bzw. nicht abgebildet).
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Eine entscheidende Rolle von CD28 in der Homoostase von konventionellen T-
Zellen im Thymus ist somit wenig wahrscheinlich, denn weder die vollstandige
Blockade noch die superagonistische Stimulation (siehe oben) mittels CD28-
spezifischer monoklonaler Antikérper nahmen einen merklichen Einfluss auf die

Zusammensetzung der CD4- und CD8-definierten Populationen.

Die Behandlung mit dem blockierenden a-CD28 mAk reduziert die Anzahl

regulatorischer T-Zellen im Thymus und peripheren Lymphknoten

Bei der Behandlung mit E18 mAk nimmt die Population der regulatorischen T-
Zellen hingegen eine gewisse Sonderstellung ein. Wahrend andere
Subpopulationen im Thymus unbeeinflusst bleiben (siehe oben), konnte durch
die Applikation von E18 mAKk selektiv sowohl der Anteil regulatorischer T-Zellen,
als auch ihre absolute Anzahl im Thymus gesenkt werden. Dies wurde zu allen
untersuchten Zeitpunkten beobachtet und zeigte sich auch in peripheren
Lymphknoten. Dabei konnte im Thymus der Anteil an regulatorischen T-Zellen
unter den CD4 positiven T-Zellen in-vivo um bis zu etwa 60 % (Abb. 6b oben
links) und die Gesamtanzahl an T,y auf etwa ein Drittel (Abb. 6b unten links)
gesenkt werden. In NTOC-Experimenten reduzierte sich der Anteil an Tregs
sogar um 75 % im Vergleich zur Isotypkontrolle (Abb. 9b). Die Auswirkungen
auf die Population an Trgs in den peripheren Lymphknoten zeigten gleichartige
Veranderungen, jedoch weit weniger dramatisch (Abb. 6).

Anscheinend im Widerspruch zu diesem reduzierten Output von im Thymus
generierten Tregs, steigert eine Behandlung mit E18 mAKk (nicht jedoch mit dem
Fab Fragment) im SEB-System und in einem Modell far akute
AbstoRungsreaktionen (aGVHD) den Anteil regulatorischer T-Zellen unter CD4
positiven Zellen [Beyersdorf, N., et al. 2008]. In der Anwesenheit von Fremd-
oder Superantigenen und anderen proinflammatorischen Faktoren kénnte somit
eine agonistische Aktivitat von E18 die IL-2 Produktion von konventionellen T-
Zellen verstarkt haben und hierdurch die relative Zunahme der regulatorischen
Zellen erklart werden [Beyersdorf, N., et al. 2008].
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Andererseits konnte eine Stimulation von CD28 auf T.eqs mittels E18 mAk ohne
eine zusatzliche Bereitstellung von IL-2 durch konventionelle T-Zellen einen
direkt inhibitorischen Effekt auf Teqs von gesunden Mausen haben.

Auch in der aktuellen Literatur existieren zahlreiche Hinweise Uber die
Wichtigkeit der B7-CD28 Signale in der Homoostase der regulatorischen T-
Zellen in-vivo [Salomon, B., et al. 2000, Tang, Q., et al. 2003, Yamazaki, S., et
al. 2003, Malek, T. R., et al. 2004, Tai, X., et al. 2005, D'Cruz, L. M., & Klein, L.
2005]. Da unter allen T-Zellen gerade die regulatorischen T-Zellen diejenigen
sind, die am meisten von CD28 mediierten Signalen abgangig sind [Salomon,
B., et al. 2000, Tang, Q., et al. 2003, Tai, X., et al. 2005] wird deutlich, warum

diese Population besonders empfindlich fir eine Behandlung mit E18 mAKk ist.

Die chronische Behandlung mit dem blockierenden a-CD28 mAk fuhrt zu
einer reversiblen Reduktion von CD4 T-Zellen und regulatorischen T-
Zellen

Aufgrund der Tatsache, dass E18 mAk in Mausen generiert wurde, konnten in
einem in-vivo Langzeitversuch repetitive Dosen dieses Antikdrpers in gesunde
Mause injiziert werden, ohne dass es zu einer allergenen Reaktion kam.
Bereits nach der ersten Injektion dieses Antikodrpers zeigte sich in Blutanalysen
eine leichte Reduktion des relativen Anteils von CD4" T-Zellen unter den
mononuklearen Zellen (Abb. 15). Mit dem Fortschreiten des Experimentes sank
dieser Anteil bis zu einem Minimum von etwa einem Drittel im Vergleich zu dem
mit PBS behandelten Kontrolltieren (nicht abgebildet). Die Analysen von
peripheren Lymphknoten und Milz nach der chronischen Behandlung mit E18
mAK konnten zeigen, dass nicht nur der relative Anteil von CD4 T-Zellen,
sondern auch deren absolute Anzahl in den Tieren reduziert war (Abb. 18).

Eine verringerte in-vivo Proliferation der CD4" Zellen als Grund fiir diese
Reduktion konnte ausgeschlossen werden (Abb. 21), die genauen Ursachen
hingegen konnten noch nicht geklart werden. Beobachtungen in B7-transgenen
und —defizienten Mausen [Yu, X., et al. 2000], sowie fehlende Hinweise einer
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direkten T-Zell Depletion durch E18 mAk [unverodffentlicht] lassen aber
vermuten, dass eine teilweise und/ oder temporare Modulation der CD28
Signale durch E18 mAKk hierflr verantwortlich ist.

Auch der Anteil an regulatorischen T-Zellen unter den CD4 T-Zellen reduzierte
sich stetig im Verlaufe des Experimentes (Abb. 16). Trotz der chronischen
Applikation von E18 mAk konnte der Anteil regulatorischer T-Zellen unter den
CD4 T-Zellen in peripheren Lymphknoten, der Milz und im Thymus um nicht
mehr als etwa die Halfte reduziert werden (Abb. 20). Obwohl auch hier die
Proliferation in-vivo gesteigert schien (Abb. 21b und 22), betrug die absolute
Anzahl an regulatorischen T-Zellen dabei nur noch etwa ein Zehntel im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 20). Diese Beobachtungen waren 13 Wochen
nach der letzten Antikdrperapplikation vollstandig reversibel (Abb. 25). Die
reversible Reduktion von regulatorischen T-Zellen in-vivo im Thymus und
sekundar lymphatischen Organen lasst vermuten, dass E18 mAk unter diesen
Bedingungen als Inhibitor des CD28-Signalweges fungiert. Hierflr spricht auch
eine unterdrickte Antwort von konventionellen CD4 positiven T-Zellen als
Reaktion auf eine Stimulation mit SEB und in einem Modell einer aGVHD
[Beyersdorf, N., et al. 2008].

Wahrend die Neutralisierung von zirkulierendem IL-2 mittels anti-IL-2 mAK in
der Lage ist Autoimmunkrankheiten zu triggern [Setoguchi, R., et al. 2005],
zeigen mit anti-CD25 mAk behandelte Tiere [McHugh, R. S., & Shevach, E. M.
2002], ebenso wie mit E18 mAk behandelte Mause keine klinischen oder
serologischen Anzeichen fur die Entwicklung einer ,spontanen® Autoimmunitat

(nicht abgebildet), trotz niedriger Teg Zahlen fur viele Wochen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Kostimulation Uber den CD28 Oberflachenrezeptor spielt eine
entscheidende Rolle sowohl in der Proliferation von T-Zellen, in deren
Differenzierung zu Effektorzellen, als auch in der Entwicklung und Kontrolle von
regulatorischen T-Zellen. Diese Schlusselrolle macht CD28 zu einer
interessanten Zielstruktur, um den Einfluss monoklonaler Antikérper auf die

Entwicklung und Homoostase von T-Zellen zu analysieren.

Die hier verwendeten Antikorper lassen sich funktionell in zwei verschiedene
Kategorien einteilen: zum Einen in konventionelle Antikorper (E18 mAk), welche
die physiologische Rezeptor-Liganden Interaktion blockieren, und zum Anderen
in superagonistische Antikorper (D665 mAK), die in der Lage sind ruhende T-
Zellen ohne eine Ligation des T-Zell Rezeptors voll zu aktivieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte in verschiedenen in-vitro und in-vivo
Experimenten gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem CD28
Superagonisten keinen Einfluss auf die Differenzierung von T-Zellen im Thymus
nimmt, und die Zusammensetzung der einzelnen Zellpopulationen in diesem

Organ unbeeinflusst bleibt.

Bei Verwendung blockierender anti-Maus CD28 mAk zeigte sich in samtlichen
Untersuchungen eine beeintrachtigte Entwicklung von regulatorischen T-Zellen
innerhalb des Thymus, wahrend die anderen Zellpopulationen unbeeinflusst
blieben. Auch in Analysen peripherer Lymphknoten Ilag der Anteil
regulatorischer T-Zellen nach Behandlung mit E18 mAk unter den

Kontrollwerten.

Durch eine chronische Blockade von CD28 mittels E18 mAKk liel3 sich die
Gesamtanzahl an Tegs in peripheren Lymphknoten, Milz und Thymus drastisch
senken, ohne dass es zu einem vollstandigen Verschwinden dieser

Zellpopulation kam. Auch die absolute Zahl an CD4 positiven T-Zellen innerhalb
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der peripheren Lymphknoten, Milz und Thymus der behandelten Tiere lag
deutlich unter der Kontrolle.

Diese Beobachtungen waren 13 Wochen nach Beendigung der Antikorper-
Applikationen vollstandig reversibel und zu keinem Zeitpunkt des Experimentes
ergaben sich klinische oder serologische Hinweise auf die Entwicklung von

Autoimmunitat trotz niedriger Teg- Zahlen tber mehrere Wochen.
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Abkurzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aGVHD
Ak
APC
APZ
BrdU
BSA
BSS
CD
CFSE
cpm
ConA
DN
DNS
DP
FCS
FITC
FTOC
ICAM
ICOS

i.p.

LFA

LK

mAb/ mAk
MHC
mRNA
NTOC
PBS

acute graft-versus-host disease
Antikorper

Allophycocyanin

Antigen prasentierende Zelle
Bromdesxoyuridin
Rinderserumalbumin

Balancierte Salzlosung

cluster of differentiation
carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester
counts per minute/ Zerfallzahl pro minute
Concanavalin A

Doppelnegativer/ CD4 CD8" Thymozyt
Desoxyribonukleinsaure
Doppelpositiver/ CD4*CD8" Thymozyt
fotales Kalberserum
Flouresceinthioisocyanat
Fetale-Thymus-Organ-Kultur
Intercellular Cell Adhesion Molecule
Inducible Costimulatory Molecule
Immunglobulin

Interleukin

Interferon

intraperitoneal

Leukocyte Function Antigen
Lymphknoten

monoklonaler Antikérper

Major Histocompatibility Complex
messenger Ribonucleic acid
Neonatale-Thymus-Organ-Kultur

Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
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Abkurzungsverzeichnis

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein

rpm Umdrehungen in der Minute

SD Standardabweichung

SEB Staphylokokkenenterotoxin B

SP CD4'CD8 oder CD4°CD8" einzelpositive T-Zelle
TCR/ TZR T-cell receptor/ T-Zell-Rezeptor
Th-Zelle T-Helferzelle

Treg regulatorische T-Zelle

VCAM Vaskular Cell Adhesion Molecule
VLA Very Late Antigen
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