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1 Einleitung

1.1 Natürliches und adaptives Immunsystem

Vor Gefahren, die von Pathogenen oder von transformierten eigenen Zellen

ausgehen, schützen sich vielzellige Organismen mit dem Immunsystem. Die zum

Teil sehr langlebigen Vertebraten haben ein besonders ausgeklügeltes System

hervorgebracht, das sich auf ein Geflecht verschiedener Abwehrmechanismen stützt.

Neben physikalischen Barrieren wie der Haut sind unspezifische Faktoren wie

bestimmte pH-Werte oder lösliche Faktoren wie das Komplementsystem von

grundlegender Bedeutung. An der angeborenen Immunität sind im Prinzip alle

Körperzellen beteiligt; wenn sie von Erregern befallen sind, können Zellen dies den

Nachbarn und dem Immunsystem mitteilen. Sie selbst reagieren z.B. mit Apoptose,

d.h. sie leiten den Zelltod ein. Zu dem sogenannten unspezifischen, angeborenen

Immunsystem gehören darüberhinaus auch spezialisierte Zellpopulationen. So gibt

es verschiedene phagozytierende Zellen: Makrophagen, Monozyten, Dendritische

Zellen, Granulozyten, in manchen Fällen auch Fibroblasten. Andere wichtige

Effektorfunktionen werden von Natürlichen Killer-Zellen (NK Zellen) übernommen.

Alle genannten Zellen exprimieren verschiedene Membranrezeptoren, die eindeutige

Merkmale bestimmter Erreger detektieren können. Diese Rezeptoren erkennen

typische, immer mit gewissen Pathogenen assoziierte Muster. Als Beispiel seien die

Rezeptoren für Lipopolysaccharid genannt, die eine allen gram-negativen Bakterien

gemeinsame Struktur erkennen. Da alle Pathogene charakteristische Strukturen

besitzen, spezifische Reaktionen bei infizierten Zellen hervorrufen oder z.B. durch

Komplement als fremd gekennzeichnet werden können, reicht das natürliche

Immunsystem in vielen Fällen zur Verteidigung des Organismus aus; nur die

Vertebraten verfügen zusätzlich über das adaptive Immunsystem.

Das adaptive Immunsystem wird durch B- und T Lymphozyten gebildet. Diese

Zellen besitzen Rezeptoren, die so variabel gestaltet werden können, daß sie

praktisch alle pathogenen Strukturen erkennen können. Jeder Lymphozyt exprimiert



Einleitung

5

einen Antigenrezeptor mit einer bestimmten Spezifität, wegen der großen Vielfalt

möglicher Rezeptoren gibt es vor dem Kontakt mit einem Pathogen nur wenige

Lymphozyten mit passendem Rezeptor. Bei der primären Immunantwort

proliferieren diese Zellen, wobei sie teilweise in Effektorzellen, teilweise in

Gedächtniszellen ausdifferenzieren. Während die Effektorzellen gegen das Pathogen

antworten (z.B. indem sie virusinfizierte Zellen lysieren) und dann sterben, sorgen

die langlebigen Gedächtniszellen dafür, daß bei einem zweiten Kontakt mit

demselben Pathogen sofort eine starke spezifische Immunantwort vorhanden ist. Das

adaptive unterstützt, ergänzt und steuert die Funktionen des angeborenen

Immunsystems, kann sich theoretisch auf alle strukturellen Veränderungen eines

Pathogens einstellen und bietet darüber hinaus mit dem immunologischen

Gedächtnis einen evolutionär wichtigen Vorteil für die langlebigen Vertebraten.

Die Antigenrezeptoren der Lymphozyten sind Heterodimere aus einer sogenannten

„schweren“ und einer „leichten“ Kette. Die Gene beider Proteinketten werden bei

der Reifung der Lymphozyten aus einer großen Zahl von Gensegmenten zufällig

zusammengestzt. Für die „schweren“ Ketten wird eines von vielen V-Segmenten mit

einem von mehreren D-Segment verknüpft, das zuvor mit einem ebenfalls zufällig

gewählten J-Segment rekombinierte; durch Splicing des Transkripts wird dieses

Konstrukt mit einem konstanten Gensegment verbunden. Die „leichten“ Ketten

werden ebenso generiert, aber sie enthalten keine D-Segmente. Zusätzliche Vielfalt

wird durch absichtlich ungenaue Verknüpfung der Gensegmente erzeugt:

Nukleotide können durch Exonukleasen entfernt werden. Durch

Haarnadelstrukturen an freien DNA-Enden kann es zu P-Nukleotidinsertionen

kommen; durch die Aktivität der Terminalen Desoxyribonukleotid-Transferase

werden sogenannte N-Nukleotide eingefügt. Mit dem Antigen interagieren drei

Proteinschleifen jeder Proteinkette des Rezeptors, die CDR (complementarity

determining regions) genannt werden. CDR1 und CDR2 sind im V-Segment kodiert,

CDR3 dagegen von der Verknüpfungsregion der V-, (D-) und J-Segmente, deshalb ist

CDR3 besonders variabel.

Da die Spezifität der Antigenrezeptoren von Lymphozyten zufällig erzeugt wird,

sind viele mögliche Rezeptoren gegen körpereigene Strukturen gerichtet. Das
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adaptive Immunsystem benötigt deshalb verschiedene Mechanismen, um die

Toleranz gegen körpereigene Strukturen aufrecht zu erhalten.

Auf verschiedenen Wegen ist das angeborene mit dem adaptiven Immunsystem

verknüpft. Einerseits ist das adaptive Immunsystem auf die Antigenpräsentation

und auf Aktivierungssignale durch Zellen des angeborenen Immunsystems

angewiesen, wird also erst nach dem angeborenen aktiv; andererseits können

Lymphozyten die Aktivität von angeborenen Effektorzellen steuern. Die

Kommunikation zwischen Zellen wird beim direkten Kontakt der Zellen durch

Rezeptor-Liganden-Paare vermittelt, zusätzlich können Zellen Lymphokine, bzw.

Zytokine produzieren, die auch über eine gewisse Entfernung Signale vermitteln.

Im adaptiven Immunsystem vermitteln B Zellen die humorale Immunität, indem sie

Antikörper produzieren, die an ein Pathogen binden und es so neutralisieren oder

für andere Zellen des Immunsystems als fremd markieren. Die B Zellrezeptoren

(BCR) und ihre sekretierten Formen, die Antikörper, binden dreidimensionale

Strukturen der unterschiedlichsten Molekülklassen, z.B. Strukturen von Proteinen,

Kohlenhydraten, Nukleinsäuren, aber auch von rein synthetischen Chemikalien.

1.2 Aufgaben von T Zellen

T Zellen sind die Träger der adaptiven zellulären Immunität, sie erkennen Antigene,

die von anderen Zellen präsentiert werden. Aktivierte T Zellen können Lymphokine

produzieren, die z.B. Reaktionen des Immunsystems steuern oder Gewebezellen in

einen Pathogen-resistenten Zustand versetzen; bestimmte T Zellen können krankhaft

veränderte oder infizierte Zellen zerstören.

Anhand der Expression des T Zellrezeptors (TCR) als Heterodimer aus α- und β-

Kette oder aus γ- und δ-Kette unterscheidet man zwei T Zellklassen, die folglich α/β

und γ/δ T Zellen genannt werden. Sie zeigen viele gemeinsame Charakteristika: Die

beiden TCR-Heterodimere sind mit dem signaltransduzierenden CD3-Koplex

assoziiert. Beide T Zellklassen können im Prinzip dieselben Zytokine produzieren



Einleitung

7

und zytotoxische Aktivität besitzen. Abgesehen vom TCR exprimieren sie dieselben

Membranrezeptoren; nur für Rinder ist mit WC-1 ein Rezeptor beschrieben, dessen

Expression anscheinend auf eine Subpopulation von γ/δ T Zellen beschränkt ist

(Machugh et al. 1997). Unterschiede zwischen α/β und γ/δ T Zellen liegen vor allem

in ihrer Häufigkeit in verschiedenen Organen, in der Antigenerkennung und in den

Aufgaben im Immunsystem.

Obwohl in peripheren lymphatischen Organen der Paarhufer der Anteil von γ/δ T

Zellen mehr als 50% aller T Zellen beträgt, besitzen andere Gruppen wie Primaten

und Nagetiere dort nur sehr wenige. Ratte, Maus und Mensch gehören also zu Arten

mit wenigen peripheren γ/δ T Zellen; nur 2-3% der T Zellen in Lymphknoten und

Milz sind γ/δ T Zellen. In Epithelien findet man dagegen besonders viele γ/δ T Zellen.

Die in der Haut der Maus lokalisierten γ/δ T Zellen weisen allerdings praktisch keine

Variabilität des TCR auf; und in der Haut der Ratte wird ein fast identischer TCR

gefunden (Kühnlein et al. 1996). Man spricht von einem kanonischen TCR, weil er

durch die exakte Verknüpfung jeweils eines bestimmten V-, D- und J-Gensegments

gebildet wird (GV1-GJ1 / DV101-DD2-DJ2). Auch in den Epithelien von Zunge und

Reproduktionsorganen besitzt die Maus einen γ/δ TCR mit charakteristischer

Zusammensetzung, der durch das Auftreten von N-Nukleotiden bei der

Rekombination der TCR-Gensegmente eine geringe Diversität erhält. Beim Menschen

findet man diese beiden γ/δ T Zellpopulation nicht, auch keine vergleichbare

Zellpopulation. Es ist unklar, welche Funktionen von den γ/δ T Zellen mit

kanonischen Rezeptoren erfüllt werden und wie ihre Abwesenheit beim Menschen

kompensiert wird.

Im Epithel des Intestinums befinden sich neben α/β in allen untersuchten Spezies

relativ viele γ/δ T Zellen. Sowohl die α/β wie die γ/δ T Zellen besitzen dort ein

oligoklonales TCR-Repertoire, sind durch eine besondere Expression von

Oberflächenmarkern charakterisiert und haben wohl auch spezielle Funktionen

(Kyes et al. 1989; zusammengefaßt bei Mowat et al. 1997). Das Hauptinteresse der

vorliegenden Arbeit gilt aber nicht den epitelialen γ/δ T Zellen mit ihren

funktionellen Besonderheiten, sondern den γ/δ T Zellen der peripheren
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lymphatischen Organe, wo der Anteil der γ/δ T Zellen zwar gering ist, diese aber

ebenso wie die α/β T Zellen ein hoch variables TCR-Repertoire aufweisen.

Die Antigenerkennung der γ/δ T Zellen soll nur kurz angesprochen werden, da ihr

ein eigenes Kapitel gewidmet ist (Abschnitt 1.4). Antigene der α/β T Zellen in

lymphatischen Organen sind Peptide, die gebunden an spezielle Proteine auf der

Membran präsentiert werden. (Weil die präsentierenden Proteine von Klasse I- und

II-Genen des MHC-Komplex kodiert sind, werden sie im folgenden als MHC I und

MHC II bezeichnet.) Für die γ/δ T Zellen sucht man dagegen noch nach generellen

Prinzipien der Antigenerkennung. Trotz dieser Wissenslücke konnte man bereits

einiges über ihre Rolle im Immunsystem lernen (zusammengefaßt in Hayday 2000).

Eine klassische T Zellfunktion ist die Hilfe bei der Antikörperproduktion von B

Zellen; vor allem für den Klassenwechsel von Antikörpern ist Hilfe von T Zellen

nötig. Aber auch zytotoxische Zellen benötigen für effiziente Immunantworten

normalerweise die Unterstützung von Zytokin-produzierenden Zellen. Sie geht

normalerweise von CD4 positiven α/β T Zellen aus, den sogenannten T Helfer-

Zellen. Auch Immunantworten gegen Zellen mit fremdem MHC werden durch α/β T

Zellen vermittelt (Schlipköter et al. 1990). Allerdings gibt es anscheinend eine

gewisse Redundanz im Immunsystem, denn γ/δ T Zellen können in α/β T Zell-

defizienten Mäusen manche Funktionen übernehmen: Sie können in gewissem

Rahmen T Zellhilfe für die Antikörperproduktion und den Klassenwechsel oder für

andere T Zellen vermitteln (Häcker et al. 1995; Dianda et al. 1996; Wen et al. 1996;

Kaufmann et al. 1993). Auch eine Transplantatabstoßung, die über nicht-klassische

MHC-Moleküle vermittelt wird, kann von γ/δ T Zellen ausgehen (Chandler et al.

1995).

Wichtige Aufgaben für T Zellen liegen auch in der Abwehr von Infektionen und in

der Zerstörung von transformierten Zellen. Beide Aufgaben werden hauptsächlich

durch α/β T Zellen übernommen, aber anscheinend haben γ/δ T Zellen spezielle

Funktionen. Bestimmte γ/δ T Zellen gehen gegen spontane Leukämien (Penninger et

al.1995) und solide Tumoren vor (Ericsson et al. 1991). Besser untersucht ist die Rolle

der γ/δ T Zellen bei der Abwehr von Infektionen: Zwar gehen die wichtigsten
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schützenden Antworten von den α/β T Zellen aus, aber eine Expansion von γ/δ T

Zellen wurde bei Infektionen mit einer großen Zahl von Erregern beobachtet

(zusammengefaßt bei Matsuzaki et al. 1999), und eine protektive Rolle von γ/δ T

Zellen konnte bei der Antwort gegen L. monocytogenes (Hiromatsu et al. 1993;

Mombaerts et al. 1993), M. tuberculosis (Ladel et al. 1995), E. coli (Takano et al. 1998),

N. asteroides (King et al. 1999), L. major (Rosat et al. 1993) und T. gondii (Hisaeda et

al. 1995) nachgewiesen werden. Die γ/δ T Zellen sind in einigen dieser

Infektionsmodelle die ersten Zellen des adaptiven Immunsystems, die auf die

Infektion reagieren; deshalb sieht man die γ/δ T Zellen als erste Verteidigungslinie

des Immunsystems („first line of defence“). Zwar wird das immunologische

Gedächtnis bei sekundären Immunantworten hauptsächlich von α/β T Zellen

getragen, aber in α/β T Zell-defizienten Mäusen findet man auch ein γ/δ T

Zellgedächtnis (Mombaerts et al. 1993).

Schließlich gehört die Regulation von Immunantworten zu den Aufgaben von T

Zellen. Sie ist meistens die Aufgabe von CD4 positiven α/β T Zellen, daneben haben

γ/δ T Zellen nicht-redundante Aufgaben. Sie können Immunreaktionen durch die

Lyse von aktivierten α/β T Helfer-Zellen oder Makrophagen steuern (Correale et al.

1997; Egan et al. 2000) oder durch die Produktion von Zytokinen wie IL-10 (Hsieh et

al. 1996; Gorcynski et al. 1996). IL-10 gehört wie IL-4, IL-5 und IL-13 zum sogenannte

Th2-Zytokinmuster, das Antikörper-vermittelte Immunreaktionen betont. Th1-

Antworten sind dagegen durch die Produktion von IFN-γ charakterisiert und

aktivieren vor allem zelluläre Immunreaktionen, z.B. Makrophagen. Th1- und Th2-

Antworten supprimieren sich gegenseitig, durch die Produktion von TGF-β können

beide Antworten blockiert werden (zusammengefaßt bei Abbas et al. 1996). Wie die

α/β T Zellen können auch γ/δ T Zellen Zytokine vom Th1- oder Th2-Typ produzieren

(Ferrick et al. 1995; Duhindan et al. 1997; Wen et al. 1998).

Anscheinend ist für die Immunregulation eine Subpopulation von γ/δ T Zellen

verantwortlich, denn auf noch nicht geklärte Weise können CD8 positive γ/δ T Zellen

von Maus und Ratte in einem Allergiemodell Immunantworten vom Th2-Typ in

Th1-Antworten umlenken (McMenamin et al. 1994; McMenamin et al. 1995).

Umgekehrt können CD8 exprimierende γ/δ T Zellen Th1-Antworten, die zu
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autoimmuner Diabetes führen, in Th2-Antworten umwandeln (Harrison et al. 1996).

Es gibt weitere Beispiele für die Modulation von Immunantworten durch CD8

positive γ/δ T Zellen des Menschen (Correale et al. 1997) und der Maus (Rosat et al.

1993).

Die zwei wichtigsten Aufgaben der γ/δ T Zellen könnten also zum einen die frühe

Antwort gegen Pathogene und Verletzungen (King et al. 1999) und zum anderen die

Regulation von Immunantworten sein. Beide Funktionen sind im Modell der

Listeriose der Maus nachgewiesen. Einerseits findet man eine protektive, frühe

Antwort von γ/δ T Zellen nach der Infektion mit Listerien (Hiromatsu et al. 1993;

Mombaerts et al. 1993). Andererseits verhindern bestimmte γ/δ T Zellen später im

Verlauf der Infektion die Bildung von Nekrosen durch eine übermäßig starke

Entzündungsreaktion (Mombaerts et al. 1993); dies wird durch die Lyse von

aktivierten Makrophagen vermittelt (Egan et al. 2000). Möglicherweise gehen die

frühen und die späten Effekte von unterschiedlichen γ/δ T Zell-Subpopulationen aus.

Um die Rolle der γ/δ T Zellen bei Immunantworten komplett aufklären zu können,

muß man vor allem mehr über ihre Antigenerkennung und Aktivierung lernen.

1.3 Thymische Reifung

Die Abkürzung „T Zelle“ leitet sich von Thymus ab, denn dort vollzieht sich die

Reifung der meisten T Zellen. Die aus dem Knochenmark eingewanderten Vorläufer

der T Zellen sind doppelt negativ für CD4 und CD8; sie können sich noch zu α/β

oder γ/δ T Zellen entwickeln (Livak et al. 1995). Die Entwicklugsstadien im Thymus

sind aber bisher nur für die α/β T Zellen und nur bei der Maus geklärt und soll hier

kurz zusammengefaßt werden: Im Stadium I der Entwicklung sind die T

Zellvorläufer CD44 stark positiv und CD25 negativ; sie entwickeln sich über das

CD44 stark positive, CD25 positive Stadium II weiter zum Stadium III, in dem sie

CD44 schwach positiv, CD25 positiv sind. Im Stadium II beginnen die Zellen

gleichzeitig TCRβ-, γ- und δ-Ketten umzulagern, am Ende von Stadium III sind diese
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Rekombinationen abgeschlossen. Wird dann eine funktionelle TCRβ-Kette

exprimiert, erreicht diese im Komplex mit einer prä-Tα-Kette die Membran. Durch

Signale des prä-TCR wird das Rearrangement der anderen β-Kette gestoppt, die

Zelle teilt sich und tritt in Stadium IV ein, d.h. sie ist CD44 niedrig positiv und CD25

negativ (zusammengefaßt bei Hayday et al. 1999). Trotz der produktiven

Umlagerung einer TCRβ-Kette kann ein Thymozyt sich aber noch zu einer γ/δ T Zelle

entwickeln (Dudley et al. 1994). Ist sie aber auf dem Weg zur α/β T Zelle, exprimiert

sie CD4 und CD8αβ und beginnt die TCRα-Ketten umzulagern. Auf dem Weg zu α/β

T Zellen werden in diesem Stadium die meisten TCRδ-Gene durch TCRα-

Umlagerungen deletiert (Chien et al. 1987; Malissen et al. 1992), und die

Transkription der TCRγ-Kette wird supprimiert (Wilson et al. 1994; Wilson et al.

1996). Wenn ein funktioneller α/β TCR exprimiert wird, teilt sich die Zelle mehrfach

und wird auf die Erkennung des exprimierten MHC-Haplotyps positiv selektiert.

Wird der MHC zu hoch affin gebunden, ist die Zelle also autoreaktiv, wird sie

negativ selektiert. Schließlich wird sichergestellt, daß MHC I restringierte α/β T

Zellen nur noch CD8 exprimieren, MHC II restringierte dagegen alleine CD4.

Wann die γ/δ T Zellinie von diesem Weg abzweigt, ist noch nicht abschließend

geklärt; vermutlich gibt es mindestens zwei verschiedene Entwicklungswege für die

γ/δ T Zellen. Der erste zweigt vor dem CD4 und CD8 doppelt positiven Stadium ab,

die entstehenden γ/δ T Zellen bleiben dann doppelt negativ. Ein zweiter Weg der γ/δ

T Zellreifung führt dagegen über das CD4 und CD8 doppelt positive Stadium, dieser

Entwicklungsweg ist in der Maus aber anscheinend eher die Ausnahme (Passoni et

al. 1997; Washburn et al. 1997). Wie die wenigen in der Peripherie CD4 oder CD8

einzeln positiven γ/δ T Zellen reifen, ist unbekannt. Es wäre denkbar, daß ihr

Entwicklungsweg über eine TCRβ-Expression und das doppelt positive

Thymozytenstadium führt. Da in 15 bis 20% der peripheren γ/δ T Zellen

Umlagerungen der TCRβ-Kette im richtigen Leserahmen gefunden werden (Wilson

et al. 1998), sollte man überprüfen, ob die entsprechenden γ/δ T Zellen CD8 oder CD4

exprimieren.
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Über die thymische Entwicklung bei der Ratte weiß man relativ wenig; es gibt aber

einige Untersuchungen, die prinzipielle Übereinstimmungen mit der Maus zeigen

(Bischof et al., zur Veröffentlichung eingereicht); aber es wurden auch Unterschiede

zwischen Maus und Ratte gefunden. So entwickeln sich CD4 und CD8 doppelt

positive Thymozyten der Maus nach Stimulation in vitro zu CD4 positiven T Zellen,

während in gleicher Weise stimulierte doppelt positive Thymozyten der Ratte in

CD8 einzeln positive T Zellen ausreifen. Der „default pathway“, also der Standard-

Entwicklungsweg führt in der Ratte anscheinend zu CD8 positiven Zellen, in der

Maus dagegen zu CD4 positiven (Mitnacht et al. 1998).

Auch in der Ratte exprimieren 10 bis 15% der peripheren γ/δ T Zellen intrazellulär

die TCRβ-Kette, und auch sie entwickeln sich im Thymus anscheinend nicht über ein

doppelt positives Stadium (Bischof et al., zur Veröffentlichung eingereicht). Es bleibt

deshalb unklar, in welchem Stadium ihrer Ontogenie γ/δ T Zellen der Ratte CD8

exprimieren. Analog zu den α/β Thymozyten der Ratte führt möglicherweise auch

bei γ/δ T Zellen der Standard-Entwicklungsweg zur CD8-Expression. Das nötige

TCR-Signal könnte bei den γ/δ T Zellen mit einer positiven Selektion im

Zusammenhang stehen.

Auch die Expression des für die zelluläre Differenzierung bedeutsamen Rezeptors

Notch könnte sich zwischen Maus und Ratte unterscheiden; so führt auch in der

Maus die Expression von konstitutiv aktivem Notch zur Expression von CD8αβ auf

einem großen Teil der γ/δ Thymozyten (Washburn et al. 1997).

Es ist noch immer strittig, ob die γ/δ T Zellen bei der Reifung analog zu den α/β T

Zellen eine positive Selektion durchlaufen, d.h. ob sie eine niedrig affine Erkennung

bestimmter Restriktionselemente aufweisen müssen (Schweighofer et al. 1996;

Wilbert et al. 1997). Eine größere Zahl von zum Teil besser kontrollierten

Experimenten spricht aber für die Notwendigkeit einer positive Selektion (Wells et

al. 1991, Pereira et al. 1992, Tsujimura et al. 1996). Einige wenige experimentelle

Systeme zeigen eine negative Selektion von autoreaktiven γ/δ T Zellen (Bonneville et

al. 1990; Dent et al. 1990). Diese Zellen werden anscheinend zu einem großen Teil

anergisiert und nicht vollständig im Thymus deletiert. Fast alle Experimente zur

positiven wie zur negativen Selektion von γ/δ T Zellen stützen sich auf die zwei
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transgenen T Zellrezeptoren KN6 und G8, die für das nur von wenigen γ/δ T Zellen

erkannte nicht-klassische MHC-Molekül T22 spezifisch sind (Crowley et al. 2000);

möglicherweise stellt diese Art der Antigenerkennung eine Ausnahme dar.

Zwar reifen die meisten T Zellen im Thymus, aber z.B. viele intestinale

intraepitheliale T Zellen entstehen in der Lamina Propria des Intestinums (Saito et al.

1998). Als grober Anhaltspunkt für den Ort der Reifung CD8 positiver T Zellen gilt

die Expression der CD8β-Kette (Torres-Nagel et al. 1992). Für die Entwicklung CD8

positiver T Zellen im Thymus ist diese notwendig, während sie zumindest bei der

Maus auf extrathymisch gereiften Zellen in der Regel nicht gefunden wird. Die γ/δ T

Zellen der Milz, die im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen, gehören zur thymisch

gereiften Population.

1.4 Die Antigene der T Zellen

T Zellen erkennen Antigene, die von anderen Zellen präsentiert werden. Seitens der

Antigen präsentierenden Zellen ist eine Reihe verschiedener präsentierender

Moleküle bekannt. Da von den entsprechenden T Zellen zusammen mit dem

präsentierten Fremdantigen immer auch das präsentierende Molekül erkannt wird,

nennt man die präsentierenden Proteine die Restriktionselemente und spricht davon,

daß T Zellen eine bestimmte Antigenrestriktion besitzen. Man unterscheidet eine

Reihe von T Zellsubklassen, die für ihre Antigenerkennung verschiedene

Restriktionselemente nutzen.
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1.4.1 MHC-restringierte Antigenerkennung von α/β T Zellen

Die meisten thymisch gereiften α/β T Zellen der peripheren lymphatischen Organe

erkennen Peptide, die ihnen durch andere Zellen über MHC I oder MHC II

präsentiert werden. Während fast alle Körperzellen MHC I exprimieren, wird MHC

II im allgemeinen nur auf professionellen antigenpräsentierenden Zellen wie

Dendritischen Zellen oder aktivierten Makrophagen und B Zellen gefunden. Wenn

α/β T Zellen den Korezeptor CD4 exprimieren, erkennen sie Peptide im

Zusammenhang mit klassischen MHC II-Molekülen; CD8 exprimierende α/β T

Zellen erkennen Peptid auf klassischen MHC I-Molekülen. CD4 und CD8 nennt man

Korezeptoren, weil sie einerseits die Stabilität der TCR-Bindung mit dem Antigen

erhöhen, andererseits die TCR-Signale verstärken.

MHC I besteht aus einer kleinen Kette, dem sogenannten b2-Mikroglobulin (β2m)

und einer α-Kette mit drei Domänen, von denen die ersten beiden von der Membran

abstehen und mit zwei α-Helices über einer β-Faltblattstruktur eine

Peptidbindungsgrube bilden. Die dritte Domäne und β2m liegen membranproximal

und bestehen aus je einer Immunglobulin-Domäne. Dagegen besteht MHC II aus

einem Dimer mit ungefähr gleich großer α- und β-Kette; beide Ketten bestehen aus

einer membranproximalen Immunglobulin-Domäne, während die beiden distalen

Domänen wieder eine Peptidbindungsgrube bilden, die der von MHC I ähnelt. Die

Gene für MHC I und MHC II liegen nebeneinander im selben Genkomplex. Weil die

Anpassung eines Pathogens an die Möglichkeiten der Peptidpräsentation eines

bestimmten MHC-Haplotyps für dessen homozygoten Träger schwere Nachteile zur

Folge hätte, sind die klassischen MHC-Gene zwischen Individuen einer Population

extrem variabel.

Über MHC I werden den CD8 positiven α/β T Zellen 8 bis 11 Aminosäuren lange

Peptide präsentiert, die in der Regel Abbauprodukte von zytoplasmatischen

Proteinen sind. Die mit MHC II assoziierten 12 bis 25 Aminosäuren langen Peptide

hingegen, die von CD4 positiven α/β T Zellen erkannt werden, stammen von

phagozytierten Proteinen, also von außerhalb der präsentierenden Zelle. Für die
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Beladung der beiden MHC-Moleküle gibt es zwei getrennte Wege der

Antigenprozessierung. MHC I wird gleich nach der Synthese im Endoplasmatischen

Retikulum (ER) mit Peptiden beladen, die von Proteasomen im Zytoplasma erzeugt

und vom TAP-Transporter ins ER gebracht wurden. Dagegen wird MHC II im ER

durch die invariante Proteinkette blockiert und in Endosomen transportiert. Erst

nach dem Abbau der invarianten Kette im Endolysosom wird MHC II mit der Hilfe

von H2-M mit Peptid beladen.

1.4.2 Nicht klassisch MHC-restringierte Antigenerkennung von α/β T Zellen

Einige α/β T Zellen besitzen eine Spezifität für Antigene, die im Zusammenhang mit

nicht-klassischen MHC-Molekülen präsentiert werden. Bestimmte CD8 positive α/β

T Zellen der Maus erkennen von Qa-1 präsentierte Antigene, andere sind H-2M3

restringiert (Review: Beckman et al. 1995; Braud et al. 1999). Das nicht-klassische

MHC I-Molekül Qa-1, zu dem mit RT-BM1 ein Homolog der Ratte bekannt ist

(Parker et al. 1991), kann Peptide aus der Leadersequenz von Proteinen präsentieren

und ist deshalb unabhänigig vom TAP-Transporter. H-2M-Moleküle, zu denen in der

Ratte ebenfalls homologe Gene bekannt sind (Wang et al. 1995), präsentieren N-

formylierte Peptide von Mitochondrien oder Bakterien. Andere nicht-klassische

MHC I-Moleküle wie T3 oder T22 der Maus binden anscheinend keine Antigene,

sondern werden aktivierungsabhängig oder als Anzeichen für Streß exprimiert.

Kürzlich wurden T3-restringierte und folglich TAP-unabhängige α/β T Zellen

beschrieben (Tsujimura et al. 2000). Bei einigen nicht-klassischen MHC-Genen kennt

man weder Expressionsmuster noch Funktion. Für einige dieser Gene und ähnlicher

Pseudogene nimmt man an, daß ihr Hauptnutzen darin liegt, daß sie durch mögliche

Rekombinationen mit klassischen MHC-Molekülen deren Variabilität erhöhen

können.

Eine Population von α/β T Zellen mit nicht klassisch MHC-restringierter

Antigenerkennung befindet sich im intestinalen Epithel. Bei der Maus erkennen
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diese Zellen anscheinend Antigene im Zusammenhang mit nicht-klassischen MHC I-

Molekülen (Das et a. 1999). Sie unterscheiden sich in Bezug auf ihre Aktivierung und

Funktion von klassisch MHC-restringierten α/β T Zellen (zusammengefaßt bei

Mowat et al. 1997).

Es gibt mit den sogenannten NK T-Zellen auch α/β T Zellen, die nicht MHC-

restringiert sind. In der Maus exprimieren die NK T Zellen den aktivierenden NK

Zellrezeptor NK1.1 und entweder keine Korezeptoren oder CD4. Ihre T

Zellrezeptoren zeigen nur eine stark eingeschränkte Variabilität: Sie benutzen AV14-

und AJ281-Gensegmente in Kombination mit BV8 oder BV7 und erkennen

Glycolipide, die von CD1-Molekülen präsentiert werden (Gumperz et al. 2000), und

CD4 hat bei der Antigenerkennung vermutlich keine Rolle, denn die MHC I-

ähnlichen CD1-Moleküle interagieren nicht mit CD4. Eine ähnliche, NKR-P1A

positive Zellpopulation des Menschen benutzt CD4 nicht als Korezeptor der

Antigenerkennung, denn Antikörper gegen CD4 beeinflussen ihre Aktivierung nicht

(Sieling et al. 2000). Ob die NKR-P1A und CD8 positiven α/β T Zellen der Ratte die

zu den NK T Zellen homologe Population darstellen, ist noch Gegenstand von

Untersuchungen.

1.4.3 Die Antigenerkennung der γ/δ T Zellen

Die Antigenerkennung der γ/δ T Zellen ist im Gegensatz zu den gleichzeitig

entdeckten α/β T Zellen noch nicht verstanden. Sie beginnt nur langsam anhand

vieler einzelner Beispiele klarer zu werden (Review: Davis et al. 1995; Chien 1996).

Beim Menschen erkennen z.B. einige intestinale intraepitheliale γ/δ T Lymphozyten

das nicht-klassische MHC I-Molekül MICA, das durch Streß induziert wird, keine

Peptide präsentiert und interessanterweise nicht mit β2m assoziiert ist (Bauer et al.

1999). Auch die Antigenerkennung der intestinalen intraepithelialen γ/δ T Zellen der

Maus hat anscheinend etwas mit Genen des MHC zu tun (Pereira et al. 1997) und ist



Einleitung

17

unabhängig von einer β2m-Expression ist (Fujiura et al. 1996), aber bei Maus und

Ratte wurden bisher keine zu MICA homologen Gene gefunden.

Man kennt noch immer nicht die Antigene der kanonischen Rezeptoren der γ/δ T

Zellen in der Haut und im Epithel der Reproduktionsorgane. Diese Zellen weisen

gemeinsam mit den intestinalen intraepithelialen γ/δ T Lymphozyten (γ/δ iIEL) einige

Besonderheiten auf, z.B. ist ihre CD3ζ-Kette zumindest teilweise durch die

gemeinsame γ-Kette der Fc-Rezeptoren ersetzt (siehe Abschnitt 1.5). Als einzige T

Zellen können DETC und γ/δ iIEL Fibroblastenwachstumsfaktor VII (=

Keratinozytenwachstumsfaktor, KGF) produzieren (Boismenu et al. 1994). Diese γ/δ T

Zellen stehen also funktionell abseits von den peripheren γ/δ T Zellen mit hoher TCR-

Diversität.

Für die letztgenannten γ/δ T Zellen wurde eine Reihe von Antigenen beschrieben.

Strenggenommen weiß man allerdings nicht einmal, ob die Antigenerkennung der

γ/δ T Zellen verschiedener Spezies generellen Regeln folgt; beispielsweise erkennen

die γ/δ T Zellen des Menschen anscheinend oft kleine Nichtpeptid-Antigene,

während dies bei der Maus nicht gefunden wurde. Für γ/δ T Zellen der Maus wurde

dagegen häufig die Erkennung von streßinduzierten und Hitzeschock-Proteinen

beschrieben (Kim et al. 1995; Kaufmann 1996). Für einzelne γ/δ T Zellen bei Maus und

Mensch wurde die Erkennung von klassischen und nicht-klassischen MHC-

Molekülen publiziert (zusammengefaßt bei Haas 1993), doch anscheinend sind die

γ/δ T Zellen in der Regel nicht MHC-restringiert, da ihre Zahl und Lokalisierung

durch die Defizienz von β2m, TAP, MHC II oder H2-M nicht beeinflußt wird (Zijlstra

et al. 1990; Koller et al. 1990; Grusby et al. 1993; de la Salle et al. 1994; Schild et al.

1994). Bei Maus und Mensch sind die peripheren γ/δ T Zellen dementsprechend zum

größten Teil CD4 und CD8 negativ. Wo man eine MHC-Erkennung fand und

charakterisierte, erkennen γ/δ T Zellen die MHC-Moleküle unabhängig von

gebundenen Peptiden und unabhängig von Antigenprozessierung (Schild et al. 1994;

Weintraub et al. 1994). Etwa 0,5% der γ/δ T Zellen in der Milz der Maus erkennen das

nicht-klassische MHC-Molekül T22 (Crowley et al. 2000), das – wie in Abschnitt 1.4.2

beschrieben – höchstwahrscheinlich keine Antigen bindet und aktivierungsabhängig

oder als Anzeichen für Streß exprimiert wird (Wingren et al. 2000). Anscheinend ist
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die Antigenerkennung von γ/δ T Zellen in Maus und Mensch allgemein eher mit der

des BCR vergleichbar als mit der Antigenerkennung der α/β T Zellen. Für diese

Möglichkeit sprechen die vielen beschriebenen Fälle für die Erkennung von intakten,

nicht prozessierten Proteinen (Schild et al. 1994; Sciammas et al. 1994), von

Kohlenhydratstrukturen (Speir et al. 1999), synthetischen Aminosäurepolymeren

(Vidovic et al. 1989) und kleinen Nichtpeptidantigenen (Tanaka et al. 1995; Bukowski

et al. 1999).

Auch indirekt über die Proteinstruktur hat man die Antigenerkennung des γ/δ TCR

untersucht. Im Gegensatz zu BCR und α/β TCR sind für den γ/δ TCR aber keine

Kristallstrukturen mit gebundenem Antigen bekannt, lediglich die Struktur der

variablen Domäne einer menschlichen TCRδ-Kette wurde bisher bestimmt. Sie zeigt

zum Teil nähere strukturelle Verwandtschaft mit der TCRα-Kette, zum Teil mit der

schweren Kette des BCR. Während Lage und Orientierung des CDR2δ eher der des

CDR2 in der schweren BCR-Kette entspricht, ähnelt die Orientierung von CDR1δ

und CDR3δ der von AV (Li et al. 1998).

Aus den Kristallstrukturen von BCR und TCR mit ihrem jeweiligen Antigen weiß

man, daß vor allem CDR3 eine zentrale Rolle bei der Antigenerkennung besitzt:

Zwar kann der BCR sein Antigen in unterschiedlicher Orientierung binden, in jedem

Fall sind aber Antigenkontakte der CDR3-Schleifen beteiligt (Davies et al. 1990).

Beim α/β TCR bindet vor allem CDR3 an das antigene Peptid (Garboczi et al. 1996;

Ding et al. 1998; Garcia et al. 1998; Reinherz et al. 1999). Die zwischen dem BCR und

dem MHC-restringierten α/β TCR bestehenden Unterschiede der Antigenerkennung

spiegeln sich in unterschiedlichen Längen der CDR3-Schleifen wider: Während

nämlich CDR3 der schweren (d.h. ein D-Segment enthaltenden) Kette des BCR im

Durchschnitt deutlich länger ist als CDR3 der leichten BCR-Kette, weist die TCRβ-

Kette trotz D-Segment nur die gleiche CDR3-Länge auf wie die „leichte“ TCRα-Kette.

Zusätzlich können die CDR3-Längen schwerer BCR-Ketten stark variieren, während

sie bei TCRβ auf einen kleinen Bereich beschränkt sind (Rock et al. 1994). Man kann

das eingeschränkte Längenspektrum der TCRβ-Kette auf strukturelle Anforderungen

der MHC-Restriktion zurückführen, denn CDR1, CDR2 und CDR3 der TCRα- und β-

Kette müssen gleichzeitig mit den beiden α-Helices des MHC interagieren, während
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CDR3 und zum Teil auch CDR1 mit dem eingeschlossenen Peptid in Kontakt stehen

(Garboczi et al. 1996; Ding et al. 1998; Garcia et al. 1998; Reinherz et al. 1999). Auch

für CD1-restringierter α/β TCR gelten anscheinend sehr ähnliche Regeln (Melián et al

2000). Die MHC-Restriktion und auch die CD1-Restriktion von α/β T Zellen bedingen

also eine mehr oder weniger ebene Kontaktfläche mit dem MHC-Peptid-Komplex,

wodurch nur ganz bestimmte CDR3-Längen erlaubt sind. Dabei spielt die

Erkennung von MHC I oder II für die CDR3-Länge fast keine Rolle (Candéias et al.

1991; Rock et al. 1994).

Bei Maus und Mensch ist die Antigenerkennung γ/δ T Zellen anscheinend nicht

MHC-restringiert, und dementsprechend ähnelt das Spektrum von CDR3-Längen

der oft sogar mehr als ein D-Segment enthaltenden TCRδ-Ketten dem Spektrum der

schweren BCR-Kette. Die Länge der CDR3δ-Schleifen ist sehr variabel, im

Durchschnitt ist CDR3d aber deutlich länger als CDR3g (Rock et al. 1994). Bis jetzt

wurden allerdings nur CDR3-Längenspektren für die meist CD4 und CD8 negativen

γ/δ T Zellen dieser beiden Spezies bestimmt, sowie für die γ/δ T Zellen des Schafs, wo

ähnliche CDR3-Längen gefunden wurden (Hein et al. 1993). Für die γ/δ T Zellen der

Ratte oder speziell für CD8 positive γ/δ T Zellen gibt es bisher keine Daten zur CDR3-

Länge, und für γ/δ T Zellen der Ratte sind auch keine Antigene bekannt.

1.5 T Zellaktivierung

Würde CD8 als Korezeptor des γ/δ TCR fungieren, käme ihm eine wichtige Rolle bei

der antigenspezifischen T Zellaktivierung zu. Diese Aktivierung läßt sich in

verschiedene Phasen einteieln, sie beginnt mit dem Kontakt des TCR mit dem

spezifischen Antigen. Daraufhin wird eine Reihe verschiedener Signalwege

angeschaltet, die letztlich zur Proliferation und zum Erwerb verschiedener

Effektorfunktionen führen.
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Der TCR selbst hat nur winzige zytoplasmatische Domänen und ist mit dem CD3-

Komplex assoziiert, der die TCR-Signale vermittelt. CD3 besteht aus einem CD3ζ-

Dimer, einem CD3εδ- und einem CD3εγ-Dimer. Allerdings ist in einigen T

Zellklassen CD3ζ durch die gemeinsame γ-Kette der Fc-Rezeptoren ersetzt. Die

intraepithelialen intestinalen T Zellen (Guy-Grand et al. 1994), die NK T Zellen

(Arase et al. 1997), die DETCs und die γ/δ T Zellen der Reproduktionsorgane (Park et

al. 1995) benutzen diese Fc-Rezeptorkette. Bei thymisch gereiften α/β und γ/δ T Zellen

mit hoher TCR-Diversität enthält CD3 dagegen die z-Kette (Ohno et al. 1994). Die

Aktivierung dieser Zellen soll hier kurz zusammengefaßt werden.

Das gängige Modell der T Zellaktivierung geht davon aus, daß durch die

Antigenerkennung Kinasen der src-Familie in die Nähe des TCR, bzw. der CD3-

Ketten gebracht werden. Vor allem die Proteintyrosinkinasen p56lck (mit dem

Korezeptor assoziert) und p59fyn phosphorylieren dann die sogenannten ITAM-

Motive (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) des CD3-Multimers. An

die Tyrosin-phosphorylierten ITAMs bindet ZAP-70, eine Proteintyrosinkinase der

syk-Familie, die daraufhin durch p56lck oder p59fyn phosphoryliert wird (Weiss et al.

1994). ZAP-70 ist daraufhin in der Lage, viele Substrate zu phosphorylieren. Dazu

gehören kleine G-Proteine, Lipidkinasen, Mitglieder der MAP-Kinasen-Familie und

auch das Adapterprotein LAT, das am Korezeptor gebunden ist (Zhang et al. 1998;

Bosselut et al. 1999). LAT assoziiert mit weiteren Komponenten der Signalkaskade

wie Grb2, PLCγ1 und einer Untereinheit der PI3-Kinase; die LAT-Rekrutierung ist

notwendig für die Einbeziehung des PLCγ/Calcineurin/NF-AT-Weges und des

ras/ERK-Weges (Finco et al. 1998). Andere Signale münden von ZAP-70 aus in die

JNK und p38-MAP-Kinase-Wege. Als Endergebnis führen die verschiedenen,

mehrfach miteinander verknüpften Signalwege zu komplexen Veränderungen der

Genexpression.

Ob die Aktivierung der peripheren γ/δ T Zellen auf dieselbe Weise funktioniert wie

die der α/β T Zellen, wurde bisher nicht untersucht. Für die beiden T Zellklassen sind

keine Unterschiede in der Expression von Komponenten der Signalkaskaden

bekannt. Auch wenn anscheinend die γ/δ T Zellen p56lck- und p59fyn-Defizienz etwas
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besser durch syk kompensieren können als α/β T Zellen (van Oers et al. 1996), sollte

sich die Signaltransduktion nicht grundlegend unterscheiden.

Um eine T Zelle zu aktivieren, müssen gleichzeitig zum TCR-Signal noch weitere,

sogenannte kostimulatorische Signale gegeben werden. Diese können durch

kostimulatorische Moleküle wie CD28 oder CD2 vermittelt werden, aber auch durch

Zytokine wie IL-2 oder IL-4. Am wichtigsten, vor allem für die Aktivierung naiver T

Zellen, ist das kostimulatorische Molekül CD28, dessen Liganden CD80 (B7.1) und

CD86 (B7.2) nur von professionellen antigenpräsentierenden Zellen exprimiert

werden. Zwar sind die γ/δ T Zellen auch in dieser Hinsicht kaum untersucht worden,

aber sie haben anscheinend ähnliche Erfordernisse bezüglich der Kostimulation wie

α/β T Zellen (Sperling et al. 1993; Wesch et al. 1997; Hanrahan et al. 1997).

1.6 CD4 und CD8

CD8 und CD4 dienen MHC-restringierten α/β T Zellen als Korezeptoren bei der

Antigenerkennung. Sie sind aber nicht unverzichtbar für die T Zellaktivierung: Viele

γ/δ T Zellen exprimieren keinen der beiden Korezeptoren, und auch α/β T Zellen

können in Abwesenheit eines Korezeptors normale TCR-Signale erhalten (Bosselut et

al. 1999). Bei α/β T Zellen stabilisieren CD4, bzw. CD8 aber einerseits die

Antigenbindung (zumindest durch CD8 wird die Avidität der Bindung erhöht) und

potenzieren andererseits die Signale des TCR (zusammengefaßt bei Janeway et al.

1992). Auf manchen Zellen haben CD4 oder CD8 aber auch andere, oft noch nicht

völlig verstandenen Aufgaben. Nachfolgend werden CD4 und CD8 und ihre

Funktionen vorgestellt.

CD4 wird von einer einzelnen Polypeptidkette gebildet. Neben den thymisch

gereiften, MHC II-restringierten α/β T Zellen wird CD4 auch von einigen γ/δ T Zellen

exprimiert. Bisher ist nicht untersucht worden, ob CD4 auch der Korezeptor des γ/δ

TCR sein kann. Wenn γ/δ T Zellen CD4 exprimieren, sind sie (analog zu CD4

positiven α/β T Zellen) nicht zytotoxisch, sondern produzieren Zytokine (Spits et al.
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1991; Wen et al. 1998). Es gibt Zellen, die CD4 nicht als Korezeptor des TCR

exprimieren, z.B. die schon erwähnten NK T Zellen des Menschen. Aber auch

Subpopulationen von Monozyten der Rattenmilz oder Dendritischen Zellen im

Lymphknoten der Ratte exprimieren CD4 (Liu et al. 1998).

CD8 wird als Dimer exprimiert, entweder als CD8αβ-Heterodimer oder als CD8αα-

Homodimer. Zwar binden p56lck und LAT an sich überlappenden Motiven der

zytoplasmatischen Domäne von CD8α, aber durch die CD8β-Kette wird die Bindung

dieser Moleküle und die Effizienz der CD8-Korezeptor-Signale deutlich verbessert

(Irie et al. 1995; Bosselut et al. 1999; Bosselut et al. 2000). Im Gegensatz zu CD4 sind

für CD8 in verschiedenen Spezies und in verschiedenen Organen unterschiedliche

Isoformen beschrieben, die nachfolgend vorgestellt werden:

Thymisch gereifte, periphere, MHC I-restringierte α/β T Zellen exprimieren das

CD8αβ-Heterodimer. Zwar besitzen CD8αα und CD8αβ anscheinend ähnliche

Affinitäten zu MHC I (Garcia et al. 1996), aber die Anwesenheit der CD8β-Kette

verstärkt die Assoziation von CD8 mit p56lck und LAT, so daß CD8αβ effizientere

Kosignale vermittelt (Bosselut et al. 2000). In CD8β-defizienten Mäusen ist die

thymische Entwicklung CD8 positiver α/β T Zellen fast völlig blockiert (Nakayama et

al. 1994). Über γ/δ T Zellen ist in diesen Mäusen leider nichts veröffentlicht.

Menschliche T Zellen können durch alternatives Splicing der beiden fast identischen

CD8β-Gene eine ganze Reihe unterschiedlicher Formen von CD8β erzeugen, die sich

meist in der zytoplasmatischen Domäne unterscheiden, die zum Teil als Dimer mit

der entsprechenden Spliceform von CD8α sogar sekretiert werden können (DiSanto

et al. 1993). In Maus und Ratte gibt es nur ein CD8β-Gen (Dissen et al. 1996), und

alternatives Splicing ist nicht beschrieben.

Thymozyten der Maus, nicht jedoch der Ratte exprimieren eine CD8α´ genannte

Spliceform von CD8α, die praktisch keine zytoplasmatische Domäne besitzt

(Zamoyska et al. 1985; Mitnacht et al. 1998). Diese Form von CD8α verstärkt TCR-

Signale nicht.

Die wohl größtenteils außerhalb des Thymus gereiften (Rocha et al. 1994)

intraepithelialen intestinalen α/β und auch γ/δ T Zellen (α/β und γ/δ iIEL) sind in der
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Maus und im Menschen CD8αα positiv; in der Ratte exprimieren sie meistens CD8αβ

(Helgeland et al. 1997). Auch bei der Antigenerkennung von α/β iIEL dient CD8

anscheinend als Korezeptor: Zumindest einige menschliche α/β iIEL sind CD1d-

restringiert, und ihre Aktivierung wird durch mAk gegen CD8 blockiert. Zwar kann

CD8 nicht an CD1 binden, aber CD8 bindet an ein gp180 genanntes

Oberflächenprotein, das wiederum mit CD1d assoziiert ist (Campbell et al. 1999). Bei

der Maus wurde noch kein Homolog für gp180 beschrieben; anscheinend binden α/β

iIEL der Maus auch nicht CD1, sondern ein nicht-klassisches, β2m-assoziiertes, TAP-

abhängiges MHC I-Molekül (Das et al. 1999).

Aktivierte CD4 positive α/β T Zellen der Ratte und des Menschen können nach ihrer

Aktivierung CD8αα exprimieren (Ramirez et al. 1992; Paliard et al. 1988), wobei

unklar ist, ob diese Isoform funktionell ist, z.B. ob sie mit p56lck assoziiert ist.

Neben den T Zellen exprimieren die meisten NK Zellen der Ratte und viele NK

Zellen des Menschen das CD8αα Homodimer. Auch an diese Form von CD8 ist

p56lck-gebunden (Beyers et al. 1992), aber die Bedeutung für die NK Zell-Aktivierung

ist unklar.

CD8 wird aber auch von nicht lymphoiden Zellen exprimiert: CD8αα wird z.B. auf

einer Subpopulation von Dendritischen Zellen der Maus gefunden (Winkel et al.

1997). Für der Ratte ist vor einigen Jahren eine Form von CD8αβ beschrieben

worden, die auf peritonealen und alveolaren Makrophagen und auf alveolaren

Mastzellen exprimiert wird. Diese CD8-Form unterscheiden sich von der Isoform der

T Zellen bezüglich der Glykosylierung der V-artigen Domäne von CD8α (Hirji et al.

1997; Lin et al. 1998). Durch Kreuzvernetzen mit mAk gegen CD8α oder CD8β löst

man in Makrophagen und Mastzellen die Produktion von NO und von Zytokinen

(z.B. TNF-α) aus. Auch hier werden die CD8-Signale durch eine Src-Kinase

vermittelt, aber da Mastzellen und Makrophagen weder die Proteintyrosinkinase

p56lck, noch Zap-70 exprimieren, müssen andere Signalwege als auf T Zellen benutzt

werden (Hiji et al. 1999). CD8 könnte mit einem anderen Mitglied der Src-Familie

assoziiert sein, wobei p53/59lyn, p58hck, p59fgr und p59fyn in Frage kämen.
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Es gibt also eine große Zahl von CD8-Isoformen, von denen CD8αβ auf α/β T Zellen

die Funktion des Korezeptors besitzt, CD8αβ von Mastzellen und Makrophagen aber

eindeutig andere Funktionen hat. Welche Rolle spielt CD8 für die γ/δ T Zellen der

peripheren lymphoiden Organe? Diese Frage läßt sich am einfachsten in der Ratte

beantworten, denn die γ/δ T Zellen von Mensch, Maus und Ratte, die in den

peripheren lymphoiden Organen der drei Spezies etwa gleich häufig sind,

unterscheiden sich bezüglich der CD8-Expression: Die peripheren γ/δ T Zellen des

Menschen exprimieren nur zu etwa 10% CD8 und dann ausschließlich CD8αα

(Moebius et al. 1991). Auch die γ/δ T Zellen in Lymphknoten und Milz der Maus sind

nur zu etwa 10% CD8 positiv, sie exprimieren aber zum überwiegenden Teil CD8αβ

(Sabine Wagner, Institut für Virologie und Immunbiologie Würzburg, zur

Veröffentlichung vorbereitet). In den peripheren lymphoiden Organen der Ratte sind

etwa 90% der γ/δ T Zellen CD8 positiv (Lawetzki et al. 1990), von denen die meisten

CD8αβ exprimieren (Torres-Nagel et al. 1992). Die Ratte bietet also durch die große

Zahl der CD8 positiven γ/δ T Zellen die besten Voraussetzungen zur Untersuchung

von CD8 auf γ/δ T Zellen. Beim Übertragen der Daten auf andere Spezies ist aber

Vorsicht angeraten, da eventuell Unterschiede in der Antigenerkennung der γ/δ T

Zellen verschiedener Spezies bestehen (zusammengefaßt in Hayday 2000).

1.7 Die Rolle von CD8 bei der Aktivierung von γ/δ T Zellen der Ratte

Noch immer ist die Bedeutung von γ/δ T Zellen im Immunsystem nicht verstanden.

Dies liegt vor allem daran, daß man die Prinzipien der Antigenerkennung von γ/δ T

Zellen noch nicht verstanden hat, weder für die kanonischen Rezeptoren der

epithelialen, noch für die variablen Rezeptoren der γ/δ T Zellen in peripheren

lymphatischen Organen. Bisher kennt man einige Beispiele für γ/δ T Zell-Antigene in

Maus und Mensch, die unabhängig von MHC und Antigenprozessierung erkannt

werden (Abschnitt 1.4), dementsprechend sind die meisten γ/δ T Zellen dieser

Spezies CD4 und CD8 doppelt negativ. Einige γ/δ T Zellen exprimieren aber CD4
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oder CD8; wenn diese Proteine als Korezeptor des TCR benutzt würden, könnten die

Korezeptoren die Schlüssel zum Verständnis der Antigenerkennung von γ/δ T Zellen

werden.

Etwa ein Prozent der γ/δ T Zellen exprimiert CD4 und ähnelt funktionell den CD4

positiven α/β T Zellen (Abschnitt 1.6). Ob diese γ/δ T Zellen eine spezielle

Antigenrestriktion besitzen, vielleicht eine MHC II-Restriktion, wurde noch nicht

untersucht, wohl auch deshalb, weil diese Zellen extrem selten sind.

In allen Spezies gibt es auch CD8 positive γ/δ T Zellen. Da CD8 auf α/β T Zellen im

Zusammenhang mit einer MHC I-Restriktion exprimiert wird, könnten auch die CD8

positiven γ/δ T Zellen diese Antigenrestriktion aufweisen. Möglicherweise deutet

CD8 nicht nur auf eine Antigenrestriktion hin, sondern auch auf eine funktionelle

Spezialisierung. Es gibt nämlich einige experimentelle Systeme, in denen den CD8

positiven γ/δ T Zellen immunregulatorische Eigenschaften zugeschrieben wurden

(McMenamin et al. 1994; McMenamin et al. 1995; Harrison et al. 1996).

Zur Bedeutung von CD8 für die Aktivierung von γ/δ T Zellen gibt es bisher kaum

Veröffentlichungen. Tsujimura und Kollegen berichten von CD8αβ positiven γ/δ T

Zellen der Maus, Catálfamo und Kollegen von CD8αα positiven menschlichen γ/δ T

Zellen, deren TCR-vermittelte Zytotoxizität in beiden Fällen durch Antikörper gegen

CD8 blockiert werden konnte (Tsujimura et al. 1996; Catálfamo et al. 1996). Es stellt

sich die Frage, ob CD8 auch auf γ/δ T Zellen der Korezeptor des TCR ist und ob die

CD8 positiven γ/δ T Zellen eine MHC I-restringierte Antigenerkennung aufweisen.

Da die peripheren γ/δ T Zellen der Ratte zu fast 90% CD8 exprimieren, bietet es sich

an, diesbezügliche Untersuchungen in der Ratte durchzuführen. Gegen eine

klassische MHC-Restriktion von γ/δ T Zellen spricht zwar, daß auch in der Ratte die

Alloreaktivität auf α/β T Zellen beschränkt ist (Schlipköter et al. 1990). Doch gerade

auch nicht-polymorphe nicht-klassische MHC I-Moleküle werden als

Restriktionselemente für γ/δ T Zellen diskutiert (Abschnitt 1.4).

Man muß nicht befürchten, daß γ/δ T Zellen der Ratte völlig andere Eigenschaften

besitzen als die der Maus, da sich die γ/δ T Zellen der beiden nahe verwandten Arten

in fast allen bisher untersuchten Eigenschaften stark ähneln: Die GV- und die DV-
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Gensegmente, sowie die D- und J-Segmente sind zwischen beiden Spezies sehr

konserviert (Kinebuchi et al. 1994 ; Watson et al. 2000; diese Arbeit); der kanonische

Rezeptor der dendritischen epidermalen γ/δ T Zellen ist zwischen Maus und Ratte zu

über 92% identisch (Kühnlein et al. 1996). Auch γ/δ T Zellen der Ratte produzieren

Zytokine, vor allem vom Th1-, aber auch vom Th2-Typ (Hoffmeyer 1994), vermitteln

zytotoxische Aktivität gegen Tumoren (Ericsson et al. 1991) und expandieren bei

einer Reihe von Infektionen, z.B. mit Toxoplasma gondii (Kempf et al. 1999) oder

Listeria monocytogenes (Kimura et al. 1996). Auch im Rattensystem gibt es CD8

positive regulatorische γ/δ T Zellen (McMenamin et al. 1995). In der Milz der Ratte

(Torres-Nagel et al. 1992) wie der Maus (Sabine Wagner, Institut für Virologie und

Immunbiologie Würzburg, zur Veröffentlichung vorbereitet) exprimieren die γ/δ T

Zellen, wenn sie CD8 positiv sind, meist das CD8αβ-Heterodimer. Es bleibt aber zu

prüfen, ob die für die Ratte gewonnenen Daten auch auf die Maus übertragen

werden können.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Rattensystem benutzt, zuerst wurden die

CD8-Signale charakterisiert. Die Möglichkeit einer klassisch MHC-restringierten

Antigenerkennung wurde indirekt über die Struktur der Antigen-bindenden CDR3-

Proteinschleife untersucht. Schließlich wurde die Regulation der CD8β-

Genexpression und die Funktion von CD8αβ und CD8αα exprimierenden γ/δ T

Zellen analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Nylonwolle NEN LifeScience, Zaventem, Belgien

Petrischalen (nicht beschichtet für Zellkultur) Greiner, Nürtingen

Wizard Minisäule Promega, Heidelberg

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien

Aprotinin Roth, Karlsruhe

Brefeldin A Sigma, Deisenhofen

FCS Gibco BRL, Eggenstein

Formamid Sigma, Deisenhofen

Ionomycin Sigma, Deisenhofen

Leupeptin Roche, Mannheim

Pefabloc Roche, Mannheim

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) Sigma, Deisenhofen

Protein A Sepharose „Fast flow“ Pharmacia Biotech, Freiburg

Protein G Sepharose „Fast flow“ Pharmacia Biotech, Freiburg

Proteingrößenstandard „low molecular weight“BIO-RAD, München

Radioaktives Natriumchromat (51CrO42-) Amersham Buchler, Braunschweig

Radioaktives γ32P-ATP Amersham Buchler, Braunschweig

RNAsin (Rnase-Inhibitor) Promega, Heidelberg

RPMI1640 Gibco BRL, Eggenstein

2.1.3 Puffer und Lösungen

Assaypuffer 0,1% Brij96; 25mM Hepes pH7,4
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Beschichtungspuffer 250µg/ml ShaMIg in 50mM NaCarbonat-Puffer, pH9,5

1% Brij-Lysepuffer 1% Brij96; 1mM Na3VO4; 20mM NaF; 1mM Pefabloc; 2µg/ml
Leupeptin; 2µg/ml Aprotinin

Diatomeenerde-Lösung 10g Diatomeenerde in 50ml aqua dest.; 1% 16,2M HCl

FACS-Puffer: PBS/0,1% BSA/0,02% NaN3

Lösung 1 50ml Tris/HCl pH7,5; 10mM EDTA pH8,0; 100µg/ml RNase A

Lösung 2 1% SDS; 0,2N NaOH

Lösung 3 3M K-Acetat pH5,5

Lösung 4 40mM Tris/HCl pH6,4; 17,5mM EDTA; 4M
Guadiniumthiocyanat; 1% Triton X100

Lösung 5 100mM NaCl; 10mM Tris/HCl pH7,5; 2,5mM EDTA; 50% abs.
Ethanol

10x PCR-Puffer KCl: 500mM; MgCl2: 15mM; Triton X100: 1%; Tris/HCl:
100mM, pH9,0

Permeabilisierungspuffer FACS-Puffer mit 0,5% Saponin (gefiltert)

Radioaktiv-Assaypuffer pro Ansatz: 27µl Assaypuffer + 3µl 10mM NaVanadat + 0,3µl
1M MnCl2 + 1µl γ32P-ATP (10µCi, bzw. 370kBq)

RPMI RPMI mit 50ml SC-Lösung

SC-Lösung 500ml FCS (hitzeinaktiviert), 100ml NaPyruvat, 100ml nicht-
essentielle Aminosäuren, 100ml Penicillin-Streptomycin-
Lösung, 5ml 2-Mercaptoethanol, 2,92g Glutamin

10x SDS-Laufpuffer 100ml 10% SDS-Lösung, 144,13g Glycin, 30,3g Tris, mit aqua
dest. ad 1l, pH nicht einstellen

2x SDS-Probenpuffer (nicht reduzierend): 350mM Tris pH 6,8; 20% Glycerin; 6% SDS; 0,05%
Bromphenolblau; 10mM EDTA

2x SDS-Probenpuffer (reduzierend): nicht reduzierender Puffer + 1/10 Volumen 10% 2-
Mercaptoethanol

TAC (Tris / Ammoniumchlorid) 20mM Tris, 0,83% NH4Cl, pH7,2

10x Transferpuffer Western Blot 116g Tris, 580g Glycin, mit aqua dest. Ad 4l
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2.1.4 Kits

Big Dye Sequenzierungs-Kit Perkin Elmer, Norwalk, Conneticut, USA

ECL-System Amersham Pharmacia, Freiburg

HTP TOPO TA Cloning Kit Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

QIAquick-spin PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

RNeasy Kit Quiagen, Hilden

Trizol-Reagenz Gibco BRL, Eggenstein

2.1.5 Geräte

Automatischer Sequenzierer „ABI Prism 310“ Perkin Elmer, Norwalk, Conneticut, USA

DNA Thermal Cycler 480 Perkin Elmer, Norwalk, Conneticut, USA

FACScan II Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

Zellsorter FACS Vantage Becton Dickinson, San Jose, CA, USA

Magnet „Vario-MACS“ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Gamma-Counter Wallac Oy, Turku, Finnland

2.1.6 Serologische Reagenzien und Zytokine

Folgende polyklonale Antikörper wurden benutzt:

Kaninchen-Serum anti Maus IgG hergestellt im Institut für Virologie und Immunbiologie

Kaninchen-Serum anti p56lck Geschenk von Jannie Borst, The Netherlands Cancer Institute,

Amsterdam, Holland

Kaninchen-Serum anti p59fyn Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA

MACS Partikel mit Ziegen-Serum anti Maus IgG Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Maus IgG Sigma, Deisenhofen

Schaf-Serum anti Maus IgG Boehringer Mannheim

Strepavidin-CyChrome Pharmingen, San Diego, CA, USA
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Folgende Zytokine wurden benutzt:

Rekombinantes humanes IL-2 Chiron, Emeryville, CA, USA

Rekombinantes Maus IL-15 Geschenk von Immunex, Seattle, Washington, USA

IL-15-Fusionsprotein: humanes IL-15, fusioniert mit der Maus-IgG2b-Fc-Domäne und biotinyliert:
Geschenk von Silvia Bulfone-Paus, Universitätsklinikum
Benjamin Franklin, Berlin

IL-2-Fusionsprotein: humanes IL-2, fusioniert mit der menschlichen IgG1-Fc-Domäne und biotinyliert:
Geschenk von Silvia Bulfone-Paus, Universitätsklinikum
Benjamin Franklin, Berlin

Folgende monoklonalen Antikörper (mAk) wurden benutzt:

Klon: Spezifität: Hersteller; Referenz:

10/78 NKR-P1A Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Kraus et al. 1996

3.4.1 CD8β Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Torres-Nagel et al. 1992

3A5 p56lck Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA;
Omri et al. 1996

DB-1 IFN-γ Pharmingen, San Diego, CA, USA;
van der Meide et al. 1990

G28 CD8α Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Torres-Nagel et al. 1992

JJ319 CD28 Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Tacke et al. 1995

OX8 CD8α Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Brideau et al. 1980

OX19 CD5 Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Dallmann et al. 1984

OX33 CD45RA (nur B Zellen) Serotec, Oxford, England;
Woolett et al. 1985



Material und Methoden

31

OX34 CD2 Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Williams et al. 1987

OX35 CD4 Kulturüberstand, eigene Herstellung;
Jefferies et al. 1985

OX38 CD4 Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Jefferies et al. 1985

OX81 IL-4 Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Ramírez et al. 1996

R73 α/β TCR Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Hünig et al. 1989

Rib6/1 CD8β BMA Biomedicals, Augst, Schweiz;
Mitteilung M. Lehmann, Universität Rostock

V65 γ/δ TCR Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Kühnlein et al. 1994

W3/13 CD43 Serotec, Oxford, England;
Williams et al. 1977

W3/25 CD4 Pharmingen, San Diego, CA, USA;
Webb et al. 1979

L180 Negativkontrolle Insitut für Virologie und Immunbiologie;
Hünig 1985

2.1.7 Oligonukleotide

Die Annealing-Temperaturen der PCR-Primer wurden nach der 2+4-Regel berechnet,

d.h. für jedes Thymin oder Adenin wurden 2°C, für Guanin und Cytosin 4°C

berechnet. Sie wurden von MWG Biotech, Ebersberg, bezogen.

Für Klonierung und Sequenzierung von DV-Segmenten:

Sense:

ADV7lang: 5´- ACT GTT CAT ATG AGA CAA G –3´

DV105lang: 5´- CAA ACC CAG ATT TAT TTT GGT –3´
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Antisense:

DClang: 5´- AAC TTA ACA GTC AAG AGA AAA TT –3´

DCkurz: 5´- ATG AAG ACA GAT GGT TTG GC –3´

15mer Oligo dT-Primer für reverse Transkription Promega, Heidelberg

Für Spektratyp-Analysen:

Genescan350-Längenmarker (TAMRA-markiert) Perkin Elmer, Norwalk, Conneticut, USA

Sense:

ADV7kurz: 5´- TCT GTA RTC TTC CAG AAA TC –3´

DV105kurz: 5´- AGT GAG GCT TGA AGA CAG –3´

BV8S2: 5´- AGA TGT CCC CGA TGG GTA CAA AGT CTC CAG ACC CA –3´

BV13: 5´- AGT CCC CCA GAT ATG CAA TC –3´

BV16 (Geschenk von Lutz Walter, Abteilung Immungenetik, Universität Göttingen):

5´- TTA GTT GAT AGG CAA CAC GGT –3´

BV10 (Geschenk von Lutz Walter, Abteilung Immungenetik, Universität Göttingen):

5´- ATC AAG TCT GTA GAG CCG GGT GA –3´

Antisense:

DJ1 (5´-FAM markiert):

5´- CAG TCA CTT GGG TTC CT –3´

BC2 (5´-FAM markiert; Geschenk von Lutz Walter, Abteilung Immungenetik, Universität Göttingen):

5´- CTT GGG TGG AGT CAC CGT TTT C –3´

Für quantitative und semiquantitative PCR:

pKF-Kontrollplasmid: siehe Siegling et al. 1994

Primerpaare für β-Aktin, IL-4 und IFN-γ: siehe Siegling et al. 1994

CD8α sense (hinge-Domäne):

5´- TCA GTG GAG GGA ATG GGA TTG G –3´
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antisense (C2-Exon cytoplasmatische Domäne):

5´- TGA AGG TCT GGG CTT GAC AAG G –3´

CD8β sense (V-artige Domäne):

5´- AGC ACT TTG AGT TCC TGG CGT C –3´

antisense (membranproximale Domäne):

5´- GGG GTT GGA CAT TGT TTC TTC TTC –3´

2.1.8 Enzyme

Hot star Taq-Polymerase Quiagen, Hilden

MuLV Reverse Transkriptase MBI Fermentas, St Leon-Roth

RNase A Promega, Heidelberg

Taq-Polymerase MBI Fermentas, St Leon-Roth

2.1.9 Versuchstiere und Zellinien

LEW-Ratten und C57BL/6-Mäuse wurden im Institut für Virologie und

Immunbiologie gezüchtet. Die Zuchtpaare stammen ursprünglich von Charles River,

Sulzfeld, Deutschland, oder von IFFA Credo; L´ Àrbresle, Frankreich. Für die

gezeigten Experimente wurden 7 bis 15 Wochen alte Ratten, bzw. 8 Wochen alte

Mäuse verwendet.

Die B Zellhybridome V65 (Kühnlein et al. 1994) und R73 (Hünig et al. 1989) stammen

aus Fusionen von Maus-Milzzellen mit der X63-Ag8.653-Zellinie. Sie produzieren

Antikörper gegen den γ/δ TCR (V65) und den α/β TCR (R73) der Ratte.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelluläre Techniken

2.2.1.1 Gewinnung von Lymphozyten aus Milz, Lymphknoten und Thymus

LEW-Ratten wurden durch Begasung mit CO2 und anschließendem Genickbruch

getötet. Milz, inguinale, cervicale und mesenteriale Lymphknoten oder der Thymus

wurden entnommen und in eiskaltem BSS durch feinmaschige Metallsiebe gerieben.

Um Gewebereste absetzen zu lassen, wurden die Zellsupensionen 10 Minuten auf Eis

stehen gelassen; der Überstand wurde mit BSS/BSA gewaschen (5 Minuten bei 1600

Upm zentrifugiert).

2.2.1.2 Erythrozytenlyse mit Ammoniumchlorid

Milzzellen wurden einer Erythrozytenlyse unterworfen, die auf der verminderten

Fähigkeit von Erythrozyten zur Osmoregulation beruht. Dazu wurde ein Zellpellet in

1ml TAC-Lösung pro 107 Zellen resuspendiert, für 10 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert und dann mit BSS/BSA gewaschen.

2.2.1.3 T Zellreinigung durch Nylonwollpassage

Zur Depletion von B-Zellen und Makrophagen kann man deren Adhärenz an

Nylonfasern nutzen; T Zellen können also durch eine Nylonwollpassage

angereichert werden (Mishell et al. 1980). Da die Adhärenz ist ein aktiver Vorgang

ist, wurde die Reinigung bei einer Temperatur von 37°C durchgeführt. Pro 5x108
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Zellen wurde eine autoklavierte 50ml Einmalspritze mit 3g locker gezupfter und

dann leicht zusammengepreßter Nylonwolle benutzt. Die Spritze mit Silikonschlauch

und Quetschhahn wurde luftblasenfrei mit dem dreifachen Säulenvolumen BSS

gewaschen, dann wurden mit BSS/5% FCS für 45 Minuten bei 37°C unspezifische

Proteinbindungsstellen abgesättigt. Die Zellen wurden in 2 bis 3ml warmem BSS/5%

FCS aufgenommen, in die Säule einlaufen gelassen, mit 5ml BSS/5% FCS

überschichtet und 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Nicht adhärente Zellen wurden

daraufhin mit einem Säulenvolumen BSS/5% FCS (1ml pro Minute) eluiert, dann mit

BSS/BSA gewaschen.

2.2.1.4 Reinigung und Aktivierung von T Zellen durch Panning

Die Panning genannte Methode beruht auf der Bindung von Zellen an eine

Oberfläche mit immobilisiertem Antikörper gegen Membranproteine. Zellen können

entweder depletiert (negatives Panning) oder angereichert werden (positives

Panning; beide in Anlehnung an Wysocki et al. 1980).

Für einige Experimente wurden CD4 positive Zellen aus Zellpopulationen depletiert.

Dazu wurden Bakterienpetrischalen (Durchmesser 145mm) bei 4°C über Nacht mit

200µg/ml Schaf anti Maus IgG-Antiserum (ShaMIg) in Beschichtungspuffer

inkubiert, danach mit BSS dreimal gewaschen und eine Stunde bei 4°C mit

sättigender Konzentration Maus anti CD4 mAk (OX35) beschichtet. Nach

dreimaligem Waschen mit BSS wurden in 20ml BSS/BSA so viele Zellen auf die

Platten gegeben, daß ca. 5x107 CD4 positive Zellen enthalten waren. Nach 15

Minuten bei 4°C wurde die Platte etwas bewegt, nach weiteren 15 Minuten wurden

die nicht adhärenten Zellen abgenommen.

Zur Aufreinigung von α/β und γ/δ T Zellen wurden Zellen zuerst 30 Minuten bei 4°C

auf mit ShaMIg-beschichteten Petrischalen inkubiert, um unspezifisch adhärierende

Zellen zu entfernen. Die nicht adhärenten Zellen wurden auf Petrischalen gegeben,

die mit mAk anti α/β, bzw. γ/δ TCR beschichtet worden waren (wie für mAk gegen
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CD4 beschrieben). Die Zellkonzentration wurde dazu so eingestellt, daß in 20ml

BSS/BSA 2 bis 5x106 der entsprechenden T Zellen enthalten waren. Nach 45 Minuten

bei 4°C wurden nicht adhärente Zellen vorsichtig mit kaltem BSS weggewaschen, bis

im Invertmikroskop nur noch adhärente Zellen zu sehen waren.

Die Zellen wurden in 40ml RPMI kultiviert. Sie erhielten durch den immobilisierten

mAk anti TCR Aktivierungssignale, und dem Medium wurden entweder 100U/ml

IL-2 oder unterschiedliche Konzentrationen von mAk anti CD28 als Kostimulus

zugegeben. In einigen Experimenten wurden stattdessen Antikörper gegen CD8 oder

Isotypkontrollen und kein weiterer Kostimulus benutzt. Nach 20 oder 40 Stunden

wurden die Zellen mit einem Zellschaber geerntet, gezählt, gewaschen und in RPMI

mit 100U/ml IL-2 für 40 (manchmal 64) Stunden weiterkultiviert.

2.2.1.5 Aktivierung von T Zellen mit PMA und Ionomycin

Der Phorbolester PMA aktiviert eine große Zahl von zellulären Kinasen; gemeinsam

mit dem Kalziumionophor Ionomycin kann PMA in bestimmten

Konzentrationsbereichen zur Aktivierung von Zellen verwendet werden. Vor der

Aktivierung von T Zellen mit PMA und Ionomycin wurden die CD4 positiven Zellen

depletiert wie in 2.2.1.4 beschrieben. Die übrigen Zellen wurden mit einer Zelldichte

von 1x105 Zellen/ml in RPMI kultiviert, das 5ng/ml PMA und 400ng/ml Ionomycin

enthielt. Nach 20 Stunden wurden die Zellen gewaschen, gezählt und in RPMI mit

100U/ml IL-2 für 40 Stunden kultiviert.
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2.2.1.6 Reinigung von CD8αβ und CD8αα positiven und CD8 negativen T Zellen

Um ruhende CD8αβ positive T Zellen zu aktivieren, wurden Milzzellen einer

Erythrozytenlyse und der Nylonwollpassage unterzogen und CD4 positive Zellen

durch Panning depletiert. Die übrigen Zellen wurden mit biotinyliertem mAk gegen

CD8β gefärbt und die CD8αβ positive Population durch positive Anreicherung mit

magnetisch aktivierter Zell-Sortierung (MACS) über magnetische Ziege-anti-Maus-

IgG-Partikel gewonnen (dem Protokoll des Herstellers folgend). Die Reinheit der

Population wurde nach Färbung mit Streptavidin-CyChrome und mAk gegen α/β

oder γ/δ TCR im Durchflußzytometer überprüft und erreichte jeweils mindestens

95%. Diese Zellen wurden durch TCR-spezifisches positives Panning weiter gereinigt

und aktiviert.

Für Spektratyp-Analysen, RT-PCR und Zytotoxizitätstests wurden aktivierte CD8

negative, CD8αα oder CD8αβ positive γ/δ T Zellen gewonnen. Dazu wurden durch

Panning aktivierte, danach in IL-2-Medium kultivierte Zellen mit mAk gegen CD8α

und CD8β gefärbt und durchflußzytometrisch in CD8 negative und CD8 positive

oder in CD8αα und CD8αβ positive Zellen getrennt. Die Reinheit wurde

durchflußzytometrisch überprüft und betrug mehr als 90% (bzw. 86% bei den CD8

negativen Zellen).

2.2.1.7 Lebendzellzahlbestimmung über Trypanblau-Ausschluß

Trypanblau kann intakte Zellmembranen nicht penetrieren; ist jedoch die Membran

zerstört, färbt es das Zytoplasma der entsprechenden Zelle an. Lebendzellzahlen

wurden in der Neubauer-Zählkammer anhand des Ausschlusses von Trypanblau

bestimmt.
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2.2.1.8 Zellanalyse im Durchflußzytometer

Für Analysen im Durchflußzytometer (FACS) wurden 0,5 bis 2x105 Zellen bei 4°C in

100µl FACS-Puffer aufgenommen und unspezifische Antikörperbindungsstellen

durch 10 Minuten Inkubation mit 10µg/ml Maus IgG abgesättigt. Daraufhin wurde

ein direkt PE-konjugierter mAk in sättigender Konzentration zugegeben, nach 15

Minuten gewaschen, ein biotinylierter mAk zugegeben und wieder 15 Minuten bei

4°C inkubiert. Nach Waschen wurden ein FITC-konjugierter mAk und CyChrome

konjugiertes Streptavidin zugegeben, 15 Minuten inkubiert, gewaschen und im

Durchflußzytometer gemessen. Parallel wurden Färbungen mit Isotyp-

Kontrollantikörpern durchgeführt und anhand der unspezifischen Färbung die

jeweils tatsächlich positiven Prozentsätze berechnet. Lebendzellen wurden über

Größe und Granularität definiert. Die Analyse erfolgte mit CellQuest Software.

2.2.1.9 Intrazelluläre Färbung

Für intrazelluläre Zytokinfärbungen wurden gereinigte, aktivierte γ/δ T Zellen vier

Stunden mit PMA (5ng/ml) und Ionomycin (400ng/ml) restimuliert und für die

letzten beiden Stunden 10µg/ml Brefeldin A zugegeben. Zunächst wurden die Zellen

mit einem biotin-konjugiertem mAk und einem direkt farbstoffgekoppelten mAk 15

Minuten auf der Zelloberfläche gefärbt, wie unter 2.2.1.8 beschrieben. Nach

Inkubation mit einem Steptavidin-CyChrome-Konjugat wurden die Zellen mit PBS

gewaschen und in 2% Formaldehyd-Lösung für 20 Minuten bei Raumtemperatur

fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen zum Waschen 10 Minuten mit

maximal 1200 Upm zentrifugiert. Zunächst wurden sie einmal mit FACS-Puffer

gewaschen und in 1ml Permeabilisierungspuffer aufgenommen. Nach 30 Minuten

bei Raumtemperatur wurden die Zellen abzentrifugiert, mit 10µg/ml Maus IgG in

Permeabilisierungspuffer für 20 Minuten inkubiert, danach wurde direkt

farbstoffkonjugierter Zytokin-spezifischer mAk oder eine Isotypkontrolle für 30

Minuten zugegeben, dann mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. Als
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Spezifitätskontrolle wurde die Färbung von Fluorochrom-konjugiertem

Zytokinspezifischem mAk geblockt, indem vorher anstatt des Maus IgG 10µg/ml

des nicht farbstoffkonjugierten zytokinspezifischen mAk zugegeben wurde. Als

weitere Kontrolle wurden nicht permeabilisierte Zellen gefärbt, um sicherzugehen,

daß nicht Zytokine auf der Zelloberfläche gefärbt wurden. Nach der intrazellulären

Zytokinfärbung wurden die Zellen einmal mit Permeabilisierungspuffer und einmal

mit FACS-Puffer gewaschen und dann im Durchflußzytometer analysiert.

2.2.1.10 Bestimmung der Zytotoxizität

Die Zytotoxizität von gereinigten, aktivierten γ/δ T Zellen wurde über die

Freisetzung von radioaktivem 51CrO42- aus lysierten Zielzellen bestimmt. Als

Zielzellen dienten die Hybridomzellen V65, die Antikörper gegen den γ/δ TCR

produzieren („redirected lysis“), und R73 als Negativkontrolle. FACS-Analysen

zeigten in keinem Experiment eine Kontamination mit α/β T Zellen.

Je 106 Zielzellen wurden für eine Stunde bei 37°C mit 100µCi 51CrO42- in RPMI mit

20mM Hepes-Puffer (pH7,4) inkubiert und dreimal mit BSS/BSA gewaschen. Je 5000

Zielzellen wurden als Triplikate in 96-Napf-V-Boden-Platten in 200µl RPMI mit

20U/ml IL-2 in verschiedenen Verhältnissen mit Effektorzellen gemischt. Nach 4

Stunden wurden 100µl Kulturüberstand abgenommen und die Radioaktivität im γ-

Zähler gemessen. Näpfe mit Zielzellen in Medium ohne Effektoren und Zielzellen in

1% Triton X100 dienten zur Bestimmung der spontanen, bzw. der maximalen

Freisetztung. Aus diesen Werten wurde nach folgender Formel die spezifische Lyse

berechnet:

Spezifische Lyse =  
Meßwert [cpm] -  Spontanwert [cpm]

Maximalwert [cpm] -  Spontanwert [cpm]
× 100
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2.2.2 Molekulare Techniken

2.2.2.1 Gewinnung von RNA und gDNA

Zur Gewinnung von RNA wurden meist RNeasy-Säulen laut Protokoll des

Herstellers benutzt. Wurde aus denselben Zellen sowohl RNA, als auch gDNA

isoliert, mußte Trizol-Reagenz nach den Angaben des Herstellers benutzt werden.

2.2.2.2 Reverse Transkription von RNA

Zur Synthese von cDNA wurde 1µg RNA in einem 40µl-Ansatz von MuLV Reverser

Transkriptase in Puffer des Herstellers mit 2,5µM DTT, 40U RNAsin und 0,2ng

15mer Oligo dT-Primer revers transkribiert: Nach 10 Minuten bei Raumtemperatur

wurde die Reaktion für eine Stunde bei 37°C durchgeführt, dann durch

fünfminütiges Erhitzen auf 95°C gestoppt.

2.2.2.3 PCR

Die Reaktionen der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden in Ansätzen von 25µl

durchgeführt. Dem PCR-Puffer waren jeweils 100µM dNTPs, je 0,4µM von sense und

antisense Primern und Taq-Polymerase nach Angabe des Herstellers beigefügt; die

Ansätze wurden mit 30µl Paraffinöl überschichtet. Zur Denaturierung wurden die

Ansätze vier Minuten bei 94°C (für HotStar Taq-Polymerase: 15 Minuten 95°C)

inkubiert. Die nachfolgende Amplifikation bestand aus drei Schritten: Die

Denaturierung für eine Minute (gDNA: eine Minute 30 Sekunden) bei 94°C, die

Hybridisierung für eine Minute bei einer Primer-spezifischen Temperatur und die

DNA-Verlängerung für eine Minute bei 72°C. Diese Abfolge wurde 20 bis 35 mal
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wiederholt. Am Ende wurde mit einer Inkubation für 10 Minuten bei 72°C

sichergestellt, daß alle DNA-Stränge zu Ende synthetisiert wurden.

PCR-Produkt wurde mit 1/5 Volumen Gelladepuffer gemischt, auf Agarosegelen

elektrophoretisch aufgetrennt und mit Etidiumbromid sichtbar gemacht; 2% Agarose

wurde gewählt, wenn das PCR-Produkt kürzer als 200bp war, ansonsten 1%.

2.2.2.3.1 Kompetitive PCR

Die synthetisierte cDNA wurde mit quantitativer PCR auf dieselbe cDNA-

Konzentration für β-Aktin eingestellt; dazu wurden Primer und das Plasmid pKF

benutzt, die von Siegling et al. 1994 beschrieben sind. pKF besitzt Bindungsstellen für

Primerkombinationen, die für β-Aktin und einige Zytokine der Ratte spezifisch sind;

die Länge des PCR-Produkt der Plasmid-DNA unterscheidet sich um 50 bis 100bp

vom PCR-Produkt aus cDNA. Zur Quantifizierung der β-Aktin-Transkripte wurden

gleiche Volumina cDNA-Lösung zusammen mit jeweils 2µl aus einer 1:10-

Verdünnungsreihe (schließlich aus einer 1:2-Verdünnungsreihe) des Plasmids in

PCR-Ansätzen mit β-Aktin spezifischen Primern amplifiziert. Die Konzentration der

cDNA wurde mit der Plasmidkonzentration gleichgesetzt, bei der im selben Ansatz

die im Agarose-Gel entstandenen Banden für cDNA und Plasmid gleich stark waren.

In einigen der so auf die gleiche β-Aktin-Konzentration eingestellten cDNA-Ansätze

wurde in analoger Weise mit IFN-γ- und IL-4-spezifischen Primern die

Konzentration der cDNA für diese Zytokine bestimmt.
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2.2.2.3.2 Semiquantitative PCR

Weil für ADV7, DV105, CD8α und CD8β keine kompetitive PCR durchgeführt

werden konnte, wurde die cDNA-Konzentration dieser Proteine durch

semiquantitative PCR mit verschiedenen Zyklenzahlen bestimmt. Dazu wurden die

zu vergleichenden cDNAs wie oben beschrieben auf dieselbe β-Aktin-Konzentration

eingestellt, dann wurden parallel Ansätze mit 20, 25, 30 und 35, bzw. mit 20, 23, 26,

29 und 32 Zyklen amplifiziert. Mit je weniger Zyklen eine Bande im nachfolgenden

Agarosegel sichtbar wurde, desto höher war die Konzentration der entsprechenden

cDNA.

2.2.2.4 Nomenklatur der DV-Segmente:

Für die V-Segmente der TCRδ-Kette sind unterschiedliche Nomenklaturen

gebräuchlich. In dieser Arbeit wird die von Arden et al. 1995 für die Maus

eingeführte Nomenklatur benutzt und auf die Ratte übertragen. ADV7 und DV105

nach Arden wurden früher Vδ6 und Vδ5 genannt.

2.2.2.5 Klonierung von PCR-Produkt

Mit ADV7- und DV105-spezifischen Primern im Bereich des CDR1 des jeweiligen

DV-Segments und einem Gegenprimer nahe dem 3´-Ende von DC wurden

rearrangierte TCRδ-Ketten durch PCR amplifiziert und direkt kloniert. Für die PCR

wurde cDNA von aktivierten γ/δ T Zellpopulationen verwendet; das PCR–Produkt

wurde mit dem HTP TOPO TA Cloning Kit nach den Angaben des Herstellers

kloniert.
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2.2.2.6 Sequenzierung

Bakterienklone wurden in 1,5ml Kuturen über Nacht wachsen gelassen, pelettiert (2

Minuten 13000 Upm) und Plasmide folgendermaßen isoliert: Das Pellet wurde in

150µl Lösung 1 aufgenommen, nacheinander je 150µl Lösung 2 und Lösung 3 damit

gemischt. Nach zehnminütiger Zentrifugation (13000Upm) wurde der Überstand mit

900µl Lösung 4 und 50µl Diatomeenerde-Lösung gemischt, 5 Minuten inkubiert und

auf eine an Vakuum angeschlossene Wizard Minisäule gegeben. Die Silikatpartikel

der Diatomeenerde wurden mit 3ml Lösung 5 gewaschen und durch kurze

Zentrifugation von Ethanolresten befreit; danach wurde die Plasmid DNA mit 50µl

aqua dest. eluiert. In den Sequenzierungsreaktionen wurde jeweils Plasmidlösung

mit 500ng DNA eingesetzt. Zur Sequenzierung wurde das Big Dye Kit und die M13-

Primer des TOPO TA Cloning Kit oder selbst entworfene Primer im 5´-Bereich von

DC (DCkurz) verwendet. Zur Sequenzierung von PCR-Produkt wurden PCR-Ansätze

mit 100µl eingesetzt, freie Nukleotide nach der PCR mit Hilfe des QIAquick-spin Kit

entfernt, bevor die Sequenzreaktion mit einem der PCR-Primer und dem Big Dye Kit

durchgeführt wurde.

Ungebundene Farbstoffmoleküle wurden durch eine Natriumazetatfällung entfernt

(10µl Sequenzierungsansatz + 90µl H2O, mischen, + 10µl 3M Natriumazetat pH5,2,

mischen, + 250µl Ethanol, mischen, 20 Minuten bei 14000 Upm zentrifugieren,

Überstand verwerfen und Ethanol abtrocknen lassen). Das Präzipitat wurde in 15µl

TSR aufgenommen und im automatischen Sequenzierer analysiert.

2.2.2.7 Spektratyp-Analysen

Die CDR3δ-Längenspektren polyklonaler γ/δ T Zellpopulationen wurden durch

Spektratyp-Analysen von cDNA oder gDNA ermittelt. Diese Analysen beruhen auf

PCR mit fluoreszensmarkierten Oligonukleotiden (Pannetier et al. 1993); das
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Spektrum unterschiedlich langer PCR-Produkte wurde mit einem automatischen

Sequenzierer analysiert.

Nahe am 3´-Ende des jeweiligen DV-Segments und für die Gegenrichtung im DJ1-

Segment (Jd1) wurden Primer für die PCR gewählt. Das DJ1-Oligonukleotid war am

5´-Ende mit Carboxyfluorescein (FAM) konjugiert. In den DV-Segmenten wurden

die Primer so ausgesucht, daß das entstehende PCR-Produkt nicht kürzer als 80 und

nicht viel länger als 150bp würde. Für die CDR3β-Längen wurden für verschiedene

BV-Segmente spezifische Oligonukleotide und ein FAM-markierter BC2-Primer

benutzt.

Nach einer PCR mit 35 Zyklen wurde 1µl des Produkts im 2%igen Agarosegel

aufgetrennt, um anhand der Stärke der Bande über das für die Spektratyp-Analyse

benutzte Volumen zu entscheiden. Für die Analyse wurden x µl PCR-Produkt

zusammen mit 0,5µl Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA)-markiertem

Genescan350-Längenmarker und (10-x)µl aqua dest. in 20µl Formamid gegeben, 10

Minuten bei 96°C denaturiert, auf Eis abgekühlt und im automatischen Sequenzierer

analysiert. Mit Genescan 2.1-Software wurden verschiedene Spektren anhand des

Genescan350-Markers übereinandergelegt. Durch Spektratyp-Analysen von

sequenzierten (A)DV-Klonen wurden die exakten CDR3δ-Längen bestimmt; für die

BV8S2-Längen wurde dazu cDNA des Hybridoms 35/1 analysiert, dessen Sequenz

bekannt ist (Asmuß 1999). Die CDR3-Länge in Aminosäuren wurde wie bei Rock et

al. 1994 berechnet: Sie ist vier Aminosäuren kürzer als der Abstand zwischen dem

Glycin-X-Glycin-Motiv im J-Segment (X kann jede Aminosäure sein) und dem

nähesten im V-Segment gelegenen Cystein.

2.2.2.8 Immunpräzipitation

Um Membranproteine zu präzipitieren, wurden 1 bis 5x106 T Zellblasten für 30

Minuten auf Eis mit mAk gegen das Protein in BSS/BSA inkubiert, gewaschen und

das Pellet in 1ml 1% Brij-Lysepuffer lysiert. Nach 30 Minuten auf Eis wurden die
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Proben mit 15000g 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Überstände rotierten zur

Präzipitation bei 4°C in 1,5ml Reaktionsgefäßen entweder zusammen mit 150µl 10%

(v/v) Protein A-Sepharose-Kügelchen, die für mehr als eine Stunde bei 4°C in PBS

mit Kaninchen anti Maus IgG-Serum inkubiert worden waren, oder zusammen mit

100µl 10% (v/v) Protein G-Sepharose-Kügelchen. Für die Präzipitation von p56lck

und p59fyn wurden Protein A-Sepharose-Kügelchen benutzt, die mit

Kaninchenserum anti p56lck, bzw. anti p59fyn beladen worden waren. Nach 2 Stunden

(oder einer Nacht) Präzipitation wurden die Sepharose-Kügelchen abzentrifugiert

(nicht schneller als 5000Upm) und gewaschen.

2.2.2.9 Immunblot

Für Immunblots wurden die Präzipitate dreimal mit 1% Brij-Lysepuffer gewaschen,

in 100µl reduzierendem oder nicht-reduzierendem 1x SDS-Probenpuffer

aufgenommen und für fünf Minuten auf 95°C erhitzt. Je 20µl wurden neben einem

Proteingrößenstandard auf reduzierenden oder nicht reduzierenden 10% Acrylamid

SDS-PAGE-Minigelen getrennt. Die Proteine wurden elektropheretisch auf eine

Nitrozellulosemembran transferiert, die Banden des Proteingrößenstandards mit

einer Ponceau S Rot-Färbung sichtbar gemacht und die Membran mit 5% Milchpuver

in PBS/0,2% Tween 20 abgeblockt. Nach einer Stunde Inkubation mit

Primärantikörper gegen CD8α (OX8) wurde mehrmals gewaschen und mit an

Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem Ziegenserum gegen Maus-Immunglobulin eine

weitere Stunde inkubiert. Die CD8-Banden wurden mit Hilfe des ECL-Systems

sichtbar gemacht.

Als Beladungskontrolle wurde nach Behandlung mit 1% NaN3 in PBS/0,2% Tween

20 mit einem an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Mausserum gegen Kaninchen-

Immunglobuline die Menge des präzipitierenden Antiserums gegen p56lck mit dem

ECL-System bestimmt.
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2.2.2.10 Detektion von Kinase-Aktivität

Für die Detektion von Kinase-Aktivität („in vitro kinase assay“) wurden

Immunpräzipitate einmal mit 1% Brij-Lysepuffer und zweimal mit Assaypuffer

gewaschen. Die Sepharosekügelchen wurden mit einer Hamilton-Spritze getrocknet,

danach in 30µl Radioaktiv-Assaypuffer suspendiert. Nach 20 Minuten bei 30°C

wurden 30µl 2x SDS-Probenpuffer zugegeben, gemischt und für 5 Minuten auf 95°C

erhitzt. Wie für den Immunblot beschrieben, wurden 20µl der Proben mit

reduzierenden 10% Acrylamid SDS-PAGE-Minigelen aufgetrennt, um dann

getrocknet und autoradiographisch ausgewertet zu werden.
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3 Ergebnisse

Die meisten peripheren γ/δ T Zellen der Ratte exprimieren das CD8αβ Heterodimer

(Abschnitt 3.1), das bei α/β T Zellen als Korezeptor der MHC I restringierten

Antigenerkennung dient. Zur Beantwortung der Frage, ob auch CD8αβ positive γ/δ T

Zellen eine analoge MHC I Restriktion aufweisen, wurde die CD8-

Signaltransduktion (Abschnitt 3.2) und die Antigenerkennung (Abschnitt 3.3) CD8αβ

positiver γ/δ T Zellen analysiert. Besonderheiten bei der Regulation der CD8β-

Expression wurden beleuchtet (Abschnitt 3.4) und die CD8αα und CD8αβ positiven

Subpopulationen funktionell charakterisiert (Abschnitt 3.5).

3.1 Korezeptor-Expression auf α/β und γ/δ T Zellen der Milz

Die α/β T Zellen in der Milz der Ratte zeigen die gleiche Expression von

Korezeptoren, wie sie bei der Maus und beim Menschen bekannt ist. Sie exprimieren

entweder das CD8αβ Heterodimer oder sind CD4 positiv (Abb. 1a). Neben den α/β T

Zellen findet man in der Rattenmilz wie bei der Maus und beim Menschen ein bis

drei Prozent γ/δ T Zellen. Während dort bei Maus und Mensch nur bis zu 10% der γ/δ

T Zellen CD8 exprimieren, tun dies die meisten γ/δ T Zellen der Ratte (Abb. 1b); CD4

ist in allen drei Spezies nur auf extrem wenigen γ/δ T Zellen exprimiert.

Um zu bestimmen, wie viele Zellen den jeweiligen Korezeptor tragen, wurden frisch

isolierte Milzzellen von erwachsenen LEW-Ratten mit Dreifachfärbungen analysiert.

In jeder Färbung wurde sowohl mAk anti α/β TCR, als auch anti γ/δ TCR eingesetzt,

um die γ/δ T Zellen von unspezifischer Färbung abgrenzen zu können. Gegen die

Korezeptoren wurde in der übrigbleibenden Fluoreszenz gefärbt, die Größe der

Subpopulationen schließlich berechnet. Die α/β T Zellen waren zu 29,0 ± 2,3% CD8αβ

positiv, nur 1,0 ± 0,8% exprimierte allein CD8αα; auf 68,6 ± 3,3% fand sich CD4,

während es fast keine CD4 und CD8 doppelt negativen Zellen gab (Tabelle 1). Die γ/δ

T Zellen dagegen exprimierten zu 76,5 ± 4,0% CD8αβ und zu 12,5 ± 3,3% CD8αα. 9,9

± 1,9% waren doppelt negativ und nur 1,1 ± 0,4% CD4 positiv (Tabelle 1). In diesen



Abbildung 1: Korezeptorexpression von α/β (a) und γ/δ T Zellen (b) der Rattenmilz.
Milz-T Zellen wurden durch TAC-Lyse von Erythrozyten und Nylonwollpassage gereinigt
und mit Dreifarbenanalysen im Durchflußzytometer charakterisiert. Die Färbungen wurden
mit mAk gegen (a) den α/β TCR (R73) oder (b) den γ/δ TCR (V65) und gegen CD8α (OX8),
CD8β (3.4.1) oder CD4 (W3/25) durchgeführt. Gezeigt sind jeweils nur Zellen, die den
entsprechenden TCR exprimieren. Zahlen geben den Prozentsatz der Zellen mit dem
jeweiligen Membranrezeptor an.
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und weiteren FACS Färbungen von 3 bis 29 Wochen alten Ratten fiel mit

zunehmendem Alter keine Veränderung der Korezeptor-Expression auf (Daten nicht

gezeigt).

Prozent der α/β Τ Zellen Prozent der γ/δ T ZellenExperiment
Nr.

CD8αβ+ CD8αα+ CD4+ CD8-

/CD4-
CD8αβ+ CD8αα+ CD4+ CD8-

/CD4-

V170 33 0 66 1 74 16 1 9
V178 28 0 73 0 76 11 2 11
V184 27 1 72 0 82 8 1 9
V207 31 1 68 0 77 10 1 12
V231 30 2 68 0 76 12 1 11
V234 26 1 63 0 70 18 1 11
V241 28 1 71 0 82 11 1 6
V251 29 2 68 0 75 14 1 10

Mittelwert ±
Standard-

abweichung
 29,0
± 2,3

 1,0
± 0,8

 68,6
± 3,3

 0,1
± 0,4

 76,5
± 4,0

 12,5
± 3,3

 1,1
± 0,4

 9,9
± 1,9

Tabelle 1: Korezeptor-Expression auf T Zellen der Rattenmilz. Frisch isolierte LEW
Ratten-Milzzellen wurden mit mAb gegen den α/β TCR (R73-Biotin / CyChrome),
den γ/δ TCR (V65-PE) und ein weiteres Antigen (OX8- / 3.4.1- / W3/25-FITC) gefärbt
und zusammen mit Isotyp-Kontrollfärbungen im Durchflußzytometer analysiert. Der
prozentuale Anteil an der jeweiligen T Zellpopulation wurde so für die CD4 positive
Subpopulation direkt bestimmt; die Anteile der CD8αα und CD8αβ positiven und
der CD4/CD8 doppelt negativen Populationen wurden anhand zweier Färbungen
berechnet. Für die Analyse wurden Zellen berücksichtigt, die mit nur einem der
beiden TCR-spezifischen Antikörper angefärbt waren. In der letzten Zeile sind die
Mittelwerte und Stichproben-Standardabweichungen angegeben.

3.2 CD8-vermittelte Signale bei γ/δ T Zellen

Um zu verstehen, ob CD8 als Korezeptor des γ/δ TCR fungieren kann, wurde

zunächst untersucht, ob CD8 auf auf γ/δ T Zellen Signale vermitteln kann und ob

hierbei grundlegende Unterschiede zu α/β T Zellen bestehen. Zuerst wurde die

Assoziation von CD8 mit der Protein-Tyrosinkinase p56lck geprüft (Abschnitt 3.2.1).
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Desweiteren wurden CD8-vermittelte Signale für das Überleben von intakten α/β

und γ/δ T Zellen verglichen (Abschnitt 3.2.2).

3.2.1 CD8-assoziierte p56lck-Kinaseaktivität

Da bei α/β T Zellen CD8 Signale durch die mit der CD8α-Kette assoziierte Protein-

Tyrosinkinase p56lck vermittelt werden, wurde untersucht, ob auch bei γ/δ T Zellen

die Aktivität dieser Kinase mit CD8 assoziiert ist. Dazu wurden α/β und γ/δ T Zellen

durch Adhäsion an Kulturschalen mit immobilisiertem mAk anti den jeweiligen TCR

gereinigt, für einen Tag in Gegenwart von IL-2 aktiviert und für weitere zwei Tage

mit IL-2 kultiviert. Die zu jeweils über 98% reinen T Zellblasten wurden mit Brij 96-

Puffer lysiert und die Kinasen p56lck und p59fyn präzipitiert, außerdem CD8α als

Positiv- und CD43 als Negativkontrolle. Die Präzipitate wurden mit 10% Acrylamid

SDS PAGE Gelen aufgetrennt, auf Nitrozellulose-Membranen transferiert und CD8α

wurde im Immunblot nachgewiesen. Abbildung 2a zeigt ein für zwei Experimente

repräsentatives Ergebnis: Zusammen mit p56lck wurde bei den γ/δ genau wie bei den

α/β T Zellen CD8α präzipitiert. Mit p56lck spezifischem Antikörper wurde fast so viel

CD8α präzipitiert wie mit CD8α-spezifischem. Dagegen wurde mit p59fyn- und mit

CD43-spezifischem Antikörper kein assoziiertes CD8α gefunden.

Um die Aktivität der mit CD8α assoziierten Kinase p56lck nachzuweisen, wurden auf

die gerade beschriebene Weise T Zellblasten erzeugt und lysiert. Aus den Lysaten

wurde entweder direkt p56lck oder CD8α präzipitiert und mit dem Präzipitat ein in

vitro Kinase-Assay durchgeführt. Im reduzierenden 10% Acrylamid SDS PAGE Gel

zeigten radioaktive Banden phosphorylierte Proteine. Wie man in Abbildung 2b

sieht, wurde sowohl bei α/β-, als auch bei γ/δ Blasten mit mAk anti CD8α

Kinaseaktivität präzipitiert, und ein phosphoryliertes Protein komigrierte bei beiden

T Zellpopulationen mit autophosphoryliertem p56lck. Mit einer Isotypkontrolle und

mit CD43-spezifischem Antikörper wurde dagegen keine entsprechende Bande

gefunden (Abbildung 2b).



Abbildung 2a: Ko-Immunpräzipitation von CD8 mit p56lck. Präzipitate von α/β T Zellen
(Spuren 1, 3, 5, 7) und γ/δ T Zellen (Spuren 2, 4, 6, 8) mit Antikörpern gegen p56lck (Spuren
1, 2), gegen p59fyn (Spuren 2, 3), gegen CD8α als Positivkontrolle (G28; Spuren 4, 5) und
gegen CD43 als Negativkontrolle (W3/13; Spuren 7, 8) wurden mit reduzierenden SDS-
PAGE-Gelen elektrophoretisch getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran überführt. Auf
der Membran wurde CD8α mit einem Immunblot (OX8) detektiert.
2b: In vitro Detektion von CD8-assoziierter Kinase-Aktivität. Präzipitate von α/β (Spuren
1 bis 4) und γ/δ T Zellen (Spuren 5 bis 7) wurden einer In vitro-Kinase-Detektion unterzogen.
Autoradiographisch geschwärzte Banden zeigen Autophosphorylierung von p56lck. Spur 1
enthält als Positivkontrolle ein Präzipitat mit p56lck-spezifischem Antiserum auf Protein A-
Partikeln, Spur 2 zeigt die Negativkontrolle mit Maus-IgG auf Protein A-Partikeln. Die
übrigen Präzipitate stammen von mAk anti CD8α (G28; Spuren 2 bis 6) oder mAk anti CD43
(W3/13; Spuren 7, 8), beide auf Protein G-Partikeln. In den Spuren 3 und 5 wurden Lysate
von 2 x 106 Zellen verwendet, in allen übrigen Spuren von 1 x 107. Rechts sind die Banden
des parallel verwendeten Protein-Molekulargewichtsstandards dargestellt.
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Folglich ist CD8 auf α/β wie auf γ/δ T Zellen mit funktioneller Protein-Tyrosinkinase

p56lck assoziiert.

3.2.2 CD8-vermitelte Signale bei intakten γ/δ T Zellen

Schon die Assoziation von CD8 mit funktioneller Kinase p56lck weist auf die

Fähigkeit von CD8 hin, kostimulatorische Signale zu vermitteln; diese Fähigkeit

wurde durch zusätzliche Experimente mit lebenden Zellen bestätigt. Die dazu

durchgeführten Experimente nutzen aus, daß die Stimulation von ruhenden T Zellen

alleine über den TCR normalerweise Apoptose auslöst, ein extrem starkes TCR-

Signal aber auch ohne kostimulatorisches Signal zu Aktivierung und Proliferation

führen kann. Frisch isolierte T Zellen wurden auf Kulturschalen mit immobilisiertem

mAk anti α/β oder anti γ/δ TCR gegeben, so daß gleich viele Zellen jeder

Subpopulation an den jeweiligen Schalen adhärierten. Nicht gebundene Zellen

wurden weggespült und die T Zellen in Gegenwart von löslichem mAk anti CD8α,

anti CD8β mAk, kostimulatorischem anti CD28 oder irrelevantem Kontrollantikörper

kultiviert. Nach 40 Stunden wurde die Lebendzellzahl über Trypanblau-Ausschluß

bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt waren in Gegenwart des irrelevanten Antikörpers

fast alle γ/δ und die meisten α/β T Zellen gestorben, in Gegenwart des mAk anti

CD28 dagegen hatten die Zellen überlebt (Abbildung 3) und begannen zu

proliferieren (nicht gezeigt). In Gegenwart von anti CD8α oder anti CD8β mAk

überlebten sowohl bei den α/β, als auch bei den γ/δ T Zellen deutlich mehr Zellen als

in Gegenwart des Isotyp-Kontrollantikörpers (Abbildung 3). Im Lauf der nächsten

Tage starben aber auch diese Zellen (nicht gezeigt).

Bei den α/β wie bei den γ/δ T Zellen haben die Antikörper gegen CD8 also zu

Signalen geführt, die zwar das kostimulatorische Signal nicht ersetzen, aber doch das

Überleben der Zellen verlängern konnten.



Abbildung 3: Die Gegenwart von CD8 spezifischem mAk erhöht die Zahl überlebender
Zellen nach 40 Stunden anti TCR Stimulation. Milzzellen wurden durch TAC-Lyse und
Nylonwollpassage gereinigt und α/β (schwarze Säulen), bzw. γ/δ (helle Säulen) T Zellen
durch Bindung an immobilisierten mAk gegen den jeweiligen TCR gereinigt. Die Zellen
wurden für 40 Stunden in Medium stimuliert, dem Isotyp-Kontrollantikörper (OX33) oder
mAk anti CD28 (JJ319) als Positivkontrolle zugesetzt wurde. Daneben wurden Stimulationen
mit mAk anti CD8α (OX8) und anti CD8β (3.4.1) durchgeführt. Nach 40 Stunden wurden die
überlebenden Zellen gezählt.
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3.3 Analyse der CDR3-Längen der TCRδ-Ketten als Kriterium für klassische

MHC-Restriktion

Da CD8 auch auf γ/δ T Zellen mit funktioneller Kinase p56lck assoziiert ist und wie

bei α/β T Zellen Kosignale für die T Zellaktivierung liefern könnte, stellt sich mit

Nachdruck die Frage, ob CD8 positive γ/δ T Zellen Antigen MHC I-restringiert

erkennen. Mangels bekannter Antigene wurde mit der Bestimmung des CDR3-

Längenspektrums der TCRδ-Ketten ein indirekter Weg gewählt, um die Frage der

MHC-Restriktion von γ/δ T Zellen zu klären. Zunächst wurden die zuvor

unbekannten Sequenzen von DV-Segmenten der Rattenmilz bestimmt, auf ein Motiv

hin analysiert, daß möglicherweise für die Korezeptorinteraktion wichtig ist, und

ihre Häufigkeit in verschiedenen CD8-Subpopulationen ermittelt (Abschnitt 3.3.1).

Daraufhin wurden die CDR3-Längen für die TCRβ und TCRδ-Ketten verglichen

(Abschnitt 3.3.2) und die CD8αβ und CD8αα positiven sowie die CD8 negativen γ/δ

T Zellen getrennt analysiert (Abschnitt 3.3.3). Zur Validierung der eingesetzten

Methode wurden die CDR3δ-Längen der Maus bestimmt und mit der Ratte

verglichen (Abschnitt 3.3.4). Auch das Längenspektrum unselektierter thymischer γ/δ

T Zellen (Abschnitt 3.3.5) und die Expressionshäufigkeit von ADV7- und DV105-

Segmenten in der Rattenmilz (Abschnitt 3.3.6) wurde bestimmt.

3.3.1 DV105 und ADV7-Gensegmente in der Rattenmilz

3.3.1.1 Identifizierung und Sequenzanalyse von einem DV105- und fünf ADV7-

Gensegmenten der Ratte

Bei Beginn dieser Arbeit waren für die Ratte lediglich die Sequenzen von DV101

(Kühnlein et al. 1996) und von zwei GV-Segmenten (Kinebuchi et al. 1994) bekannt.

Als Basis für die Spektratyp-Analysen mußten deshalb die Sequenzen von typischen,

in der Milz exprimierten DV-Segmenten bestimmt werden. Da die schon bekannten
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Sequenzen große Homologie zu den entsprechenden Maussequenzen zeigten,

wurden auf Grundlage der Maussequenzen die ADV7lang- und DV105lang-PCR-

Primer entworfen, die von 5´ in die CDR1-Sequenz von ADV7 reichen, bzw. 3´ im

CDR1 von DV105 beginnen. Alle Maus-ADV7-Sequenzen waren in der ausgewählten

Sequenz identisch. Im DC Gensegment wurde der DClang-Primer innerhalb der

letzten 35 Nukleotide des Gensegments in einer Region gewählt, die identisch zu

DC-Sequenzen verschiedener anderer Spezies ist. Die Spezifität der Primer wurde

durch direkte Sequenzierung von PCR Produkt aus cDNA von gereinigten,

aktivierten γ/δ T Zellen bestätigt. Beide DV-Familien lieferten eine eindeutige

Sequenz, die der Maussequenz sehr ähnlich war; bei ADV7 gab es einige unklare

Nukleotide. Anhand dieser Sequenzen wurden die Primer DV105kurz, ADV7kurz und

DCkurz entworfen, deren Spezifität wieder durch Sequenzierung von PCR-Produkt

gezeigt wurde.

PCR-Produkt der DVlang- und DClang-Primer wurde kloniert; drei DV105 enthaltende,

sowie 38 ADV7 enthaltende Klone wurden sequenziert, und alle Klone

unterschieden sich in der Sequenz der V-D-J-Verknüpfung. Für DC wurde dieselbe

Sequenz erhalten, die von Arden und Kollegen (Arden et al. 2000) veröffentlich ist

(Genbank: AJ249228, nicht gezeigt). Alle drei DV105-Klone und 36 von 37 ADV7-

Klonen mit aufgeklärter DJ-Sequenz enthielten das DJ1-Segment; nur ein ADV7-Klon

enthielt DJ2, und alle Sequenzen blieben nach der CDR3-egion im richtigen

Proteinleseraster. Die DJ1-Sequenz entsprach der von Arden et al. veröffentlichten

(Arden et al. 2000), DJ2 war identisch mit der Sequenz in Kühnlein et al. 1996.

Die DV105-Klone besaßen alle drei dieselbe Sequenz, die auch durch Sequenzierung

des PCR-Produkts erhalten wurde (Abbildung 4a). Klon 170 wurde mit der

Zugangsnummer AF259789 in der Genbank veröffentlicht. Im klonierten Bereich war

die DNA-Sequenz von DV105 der Ratte zu 89,9% identisch mit der homologen

Maussequenz; sie war außerdem identisch mit der später veröffentlichten,

sogenannten DV105S2-Sequenz von einem cDNA-Klon aus dem Rattenthymus

(Watson et al. 2000; Genbank AF196226). In derselben Veröffentlichung wurde ein

zweites DV105-Familienmitglied für die Ratte beschrieben, das allerdings nur 5´ von

der hier beschriebenen Sequenz und am 3´-Ende des DV105-Segments Unterschiede
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zeigt. Da aber in der Maus nur ein DV105-Gensegment veröffentlich ist (Arden et al.

1995) und sich die DV105S1-Sequenz von Watson et al. nur auf einen Klon stützt,

sollte mit weiteren Experimenten geprüft werden, ob die DV105S1-Sequenz existiert.

Die ADV7-Klone enthielten mehrere Sequenzen. Fünf Klone zeigten sogar eine

Deletion von Aminosäureposition 29 bis 69 (IMGT-Nomenklatur), während die

restlichen Klone mit den ADV7-Sequenzen der Maus vergleichbar waren. Analog zur

Maus waren vier bis sechs verschiedene ADV7-Mitglieder erwartet worden, denn die

Zahl der ADV7-Gensegmente variiert anscheinend in verschiedenen Mausstämmen

(Pereira et al. 2000); allerdings wurden in den Klonen 13 verschiedene Sequenzen

gefunden (nicht gezeigt).

Die große Zahl von 13 teilweise nur an einzelnen Nukleotiden verschiedenen ADV7-

Sequenzen kann zum Teil auf Fehler bei der reversen Transkription oder der für die

PCR benutzten taq Polymerase zurückgeführt werden (Roman-Roman et al. 1991),

deren Fehlerrate in den DC Sequenzen ein Nukleotid pro 1200 betrug. Einzelne

Sequenzen, die in bestimmten Bereichen einem, in anderen Bereichen anderen

Klonen aus Abbildung 4 entsprachen, lassen sich aber besser mit anderen

Mechanismen erklären, die zur Bildung von Chimären zwischen verschiedenen

Familienmitgliedern führen könnten: Zum einen sind die ADV7-Sequenzen so

ähnlich, daß bei einem PCR-Zyklus entstehende, nicht bis zu Ende synthetisierte

DNA-Stränge im nächsten Zyklus an anderen Familienmitgliedern als Primer binden

könnten. Andererseits könnten am Ende der PCR zwei von unterschiedlichen

Familienmitgliedern stammende Einzelstränge paaren; nach der Klonierung würden

von Reparaturenzymen im Bakterium die wenigen nicht passenden Nukleotide an

jeder Position zufällig mit dem einen oder dem anderen Strang als Vorbild repariert.

Folglich wurden nur Sequenzen als echt angesehen, die mindestens in zwei Klonen

identisch erhalten wurden, bzw. für die eine Genbanksuche identische Sequenzen

ergab. Nach diesen Kriterien bleiben fünf verschiedene ADV7-Mitglieder, für die

jeweils ein repräsentativer Klon in Abbildung 4b gezeigt wird.

Sechs weitere Klone ohne Deletion haben dieselbe ADV7-Sequenz wie Klon 299, die

auch Genbanksequenzen (AF196248 und andere) entspricht. Diese Sequenz wurde

am häufigsten gefunden, und auch die Sequenzierung des PCR-Produkts von γ/δ T
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Zell-cDNA aus der Milz ergab außer einigen unklaren Nukleotiden diese Sequenz

(nicht gezeigt). Weitere drei zu Klon 308 und zur Genbanksequenz AF196242

identische Sequenzen wurden gefunden. Klon 175 ist identisch mit der

Genbanksequenz AF196245. Zur Sequenz von Klon 278 waren weitere 2 Klone

identisch, und die Genbanksequenz L37956 unterscheidet sich davon nur in einem

Nukleotid, bzw. einer Aminosäure. Schließlich gibt es einen weiteren mit Klon 173

identischen Klon, zu dem es in der Genbank bisher kein Gegenstück gibt. Die fünf

ADV7-Mitglieder der Ratte sind im klonierten Bereich mit dem jeweils ähnlichsten

Mitglied der Maus auf Nukleotidebene zu 83,6 bis 88,8% identisch, untereinander zu

83,9 bis 94,0%. Die in Abbildung 4b im Bereich des ADV7-Gensegments gezeigten

Klone wurden unter den Zugangsnummern AF258317 und AF 259785 bis AF259788

in der Genbank veröffentlicht. Wenn man die hier erhaltenen Daten mit denen der

Publikation von Watson und Kollegen ergänzt (Watson et al. 2000), sind jetzt also

sechs ADV7-Familienmitglieder der LEW-Ratte bekannt: Zwischen DV7S1 und

DV7S4 konnte in der vorliegenden Arbeit nicht differenziert werden, da sie sich

außerhalb des klonierten Bereichs unterscheiden; für beide steht die Sequenz von

Klon 299. Klon 308 entspricht DV7S2, Klon 175 DV7S3 (Watson et al. 2000). Der Liste

angefügt werden müssen noch Klon 278 als ADV7S5 (als AV beschieben bei Shirwan

et al. 1995) und Klon 173, dessen Sequenz hier erstmals beschrieben wurde, als

DV7S6.

Wie oben erwähnt, wurden auch Klone mit einer großen Deletion von

Aminosäureposition 29 bis 69 (IMGT-Nomenklatur) in der V-Sequenz erhalten. Für

die Maus ist eine vergleichbare Deletion nicht bekannt. Von den in dieser Arbeit

gefundenen Klonen mit Deletion würden vier von fünf das korrekte Leseraster für

die Translation behalten. Da die Deletion sowohl die CDR1-, als auch die CDR2-

Region zerstören würde, könnte aber keine funktionelle TCRδ-Kette gebildet werden.

Weil die deletierte Sequenz direkt nach der Sequenz des benutzten PCR-Primers

beginnt, müßte man ein Artefakt vermuten, wenn nicht in der Genbank ADV7-

Sequenzen mit sehr ähnlichen Deletionen beschrieben wären. Zwei Klone mit

Deletionen (nicht gezeigt) waren ansonsten nur identisch zu Klon 308, weitere 3

ansonsten identisch zu Klon 175. Die Genbanksequenz AJ196247 (und 4 andere) ist



Abbildung 4: Nukleotidsequenzen und daraus abgeleitete Aminosäuresequenzen von
DV105 (a) und ADV7 (b) der Ratte. Die Numerierung der Aminosäurepositionen folgt dem
IMGT-System (Lefranc et al. 1999; IMGT = ImMunoGeneTics database, http://
imgt.cines.fr), ebenso die Lage der CDR-Regionen. Für CDR2 ist zusätzlich der von Arden
definierte Bereich; das Dreieck (∆) unter der Aminosäuresequenz gibt die Position 56 nach

(weiter: nächste Seite)

a
Nukleotide:
                                  <-------------------------------------- F R 2 - I M G T ----------->
                    CDR1 - IMGT __                                                                    ____________ CDR2 - IMGT
                                      40                  45                  50                  55                  60
Klon 170                  ... ...   TTA TTT TGG TA  T CGC AAA AGG CCA GAC GGG TCC TTC CAG TTC ATC CTT TAT AGG GAT AAC TAC AGG ...
PCR                                                             - --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ...
M23382 Maus DV105         ... ...   TTA TTT TGG TA  - --- --- --- --- --- A-A --- --- --- --- --- --- --- --- --C G-- ACT --T ...

                                          <---------------------------------- F R 3 - I M G T --------------------------------
                          ________________
                                      65                  70                  75                  80                  85
Klon 170                  ... ... ... ... TCC CAT GAT GCA GAT TTT GTT CAA GGT CGA TTT TCT GTG AAG CAC AGC AAG GCT GAC GGA ACC
PCR                       ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
M23382 Maus DV105         ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --C A-- A-- ---

                          ----------------------------------------------------------------------->
                                                                                                  _____ CDR3 - IMGT
                                      90                  95                  100                 105
Klon 170                  TTC CAC CTG GTG ATT GCT CCA GTG AGG CTT GAA GAC AGC GCT ACG TAT TAC TGT GCC TTA GGG TC
PCR                       --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --T A
M23382 Maus DV105         --- --T --- --- --C T-- --- --- --C --- --- --- --- --- --T --- --- --- --- -CC --- -AT

Aminosäuren:
                           30        40        50        60        70        80        90        100
Klon 170                      NPD  .....  LFWY  RKRPDGSFQFILYRDNYR.....SHDADFVQGRFSVKHSKADGTFHLVIAPVRLEDSATYYCALG
M23382 Maus DV105            PNPD  .....  LFWY  -----R---------DTS.....------------------NR------S--S----------S-
                           _  CDR1  ____                 ___  CDR2  ___    ∆                                  __  CDR3  
                                                      __CDR2 (Arden)__  

b
Nukleotide:
                          F R 1 - I M G T --->                                               <------------------------ F R 2 -
                                              ___________________ CDR1 - IMGT _______________
                                      25                  30                  35                  40                  45
Klon 299                     AC TGT TCA TAT GAG ACA AG  T TAT GGC ACA TAT TAT ... ... ... ... ... CTT TTT TGG TAC AAG CAG CTT CTT
Klon 278                     AC TGT TCA TAT GAG ACA AG  - C-G AA- -T- --- C-- ... ... ... ... ... --- --C G-- --- --- --- --- ---
Klon 173                     AC TGT TCA TAT GAG ACA AG  - C-G AA- TT- --- --- ... ... ... ... ... --- --C --- --- --- --- --- -AA
Klon 308                     AC TGT TCA TAT GAG ACA AG  - --- -T- --- --- --- ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- ---
Klon 175                     AC TGT TCA TAT GAG ACA AG  - --- -T- GT- --- --- ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- ---
X07878 Maus ADV7          G  AC TGT TCA TAT GAG ACA AG  - C-G -T- TT- --C C-- ... ... ... ... ... --- --C --- --- --- --C --- ---

                          I M G T --------------------------->                                        <-----------------------
                                                              ____________ CDR2 - IMGT _______________
                                      50                  55                  60                  65                  70
Klon 299                  AGT GGA GAG ATG GTT TTC CTT ATT CTC CAA CCT TCT TTT ... ... ... ... ... ... GAT TCT CAG AAC CAG AGG
Klon 278                  --- --- --T --A A-- --- --- --- -G- --- A-- --- --- ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- ---
Klon 173                  --- --- --T --A A-- --- --- --C -A- --- G-- --- -C- ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- ---
Klon 308                  --- A-- --- --- --- --- --- --- -A- --- AT- --- -C- ... ... ... ... ... ... TC- A-- GCA G-A A-- ---
Klon 175                  --- --- --A --- --- --- --- --- -A- --- AT- --- ... ... ... ... ... ... ... TC- A-- GCA G-G G-- ---
X07878 Maus ADV7          --- --- --- --- --- --- --- --- -GA --- ATG --- -C- ... ... ... ... ... ... TC- A-- GCA --A G-- ---

                          --------------------------------------- F R 3 - I M G T --------------------------------------------

                                      75                  80                  85                  90                  95
Klon 299                  AGC ... GGC CGC TAT TCT GTA ATC TTC CAG CAA TCA CTC AAG TCC ATC AGC CTT GTC ATT TCA GCC TCT CAG CCA
Klon 278                  --T ... --- --- --- --- --- G-- --- --- A-- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
Klon 173                  --- ... A-- --- --- --- --- --T --- --- A-- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
Klon 308                  --T ... --- --- --- --- --- G-- --- --A A-- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
Klon 175                  --T ... --- --- --- --- --- G-- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
X07878 Maus ADV7          --- ... --- --- --- --- --- G-- --- --- A-- --- --- --A --- --- --- --- --- --- --- --- -TA --A ---

                          ------------------------------->
                                                          __________ CDR3 - IMGT
                                      100                 105
Klon 299                  GAG GAT TCG GGG AAG TAT TTC TGT GCT CTC TGG GAA ACT
Klon 278                  --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
Klon 173                  --A --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --
Klon 308                  --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---
Klon 175                  --- --- -T- --- --- --- --- --- --- --- A-T --
X07878 Maus ADV7          --C --- --- --A --- --- --- --- --- --- --- --G CTC

Aminosäuren:
                                   30        40        50        60        70        80        90        100
Klon 299                    CSYETSYGTYY.....LFWYKQLLSGEMVFLILQPSF......DSQNQRS.GRYSVIFQQSLKSISLVISASQPEDSGKYFCALWET
Klon 278                    CSYETSQNI-H.....----------DII---R-T--......-------.-----V--K--------------------------
Klon 173                    CSYETSQNL--.....-------Q--DII---H-A-S......-------.S-------K-------------------------
Klon 308                    CSYETS-V---.....---------R------H-I-S......STAEK--.-----V--K------------------------
Klon 175                    CSYETS-VV--.....----------------H-I-.......STAEE--.-----V-------------------L-------S
X07878 Maus ADV7           DCSYETSQVL-H.....-----H----------R-M-S......STAKE--.-----V--K-----------L--D-----------L
                               ____CDR1_____                 ___CDR2___   ∆                                   __CDR3
                                                            _CDR2 (Arden)__



(zu Abbildung 4)

Ardens Nomenklatur an (siehe Text). Die Nukleotidsequenz der PCR-Primer und die
zugehörigen Aminosäuresequenzen sind unterstrichen. Bindestriche geben identische
Nukleotide, bzw. Aminosäuren an, Punkte stehen für Lücken, die durch den Vergleich im
IMGT-System verursacht sind. Für DV105 wird die Sequenz eines repräsentativen Klons mit
der durch direkte Sequenzierung von PCR-Produkt erhaltenen Sequenz und mit einer in der
Genbank veröffentlichten Maus-DV105-Sequenz verglichen (a). Für ADV7 werden einer
Maus-ADV7-Sequenz aus der Genbank die klonierten Ratten-DV Sequenzen
gegenübergestellt (b). Die Sequenzen sind in der Genbank veröffentlicht: Klon 170:
AF259789; Klon 299: AF258317; Klon 278: AF259785; Klon 173: AF259786; Klon 308:
AF259787; Klon 175: AF259788.

Abbildung 5: Quantifizierung der mRNA für ADV7 und DV105 in Subpopulationen von
γ/δ T Zellen. Die DV105 und ADV7 mRNA-Menge wurde in CD8αβ und CD8αα positiven,
sowie in CD8 insgesamt positiven und in CD8 negativen γ/δ T Zellen durch semiquantitative
RT-PCR mit unterschiedlichen Zyklenzahlen verglichen. Die Zellen waren für zwei Tage mit
immobilisiertem mAk anti TCR in Gegenwart von IL-2 (CD8αβ und CD8αα) oder von mAk
gegen CD28 (CD8 positiv und negativ) aktiviert, zwei weitere Tage kultiviert, dann mit mAk
gegen CD8α und CD8β, bzw. nur mit mAk gegen CD8α gefärbt und durchflußzytometrisch
getrennt worden, um RNA zu isolieren. Die Reinheit der Populationen betrug 99% (CD8αβ),
97% (CD8αα), 97% (CD8 positiv) und mindestens 86% (CD8 negativ, weniger als 2% waren
CD8β positiv). Die RNA wurde revers transkribiert und die cDNA mit einer kompetitiven
PCR auf dieselbe β-Aktin-Konzentration eingestellt. Danach wurden PCR-Reaktionen mit
den angegebenen Zyklenzahlen mit Cδkurz und Vδ6lang (ADV7) oder Cdlang und Vδ5lang-Primern
(DV105) durchgeführt und die PCR-Produkte im Agarose-Gel getrennt.
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eine deletierte Sequenz von Klon 299, Sequenz AF196232 ist eine deletierte Sequenz

von Klon 175, Sequenz AF196243 ist ein deletierter Klon 308. Die Deletion ist also

wahrscheinlich kein methodisches Artefakt, und sie tritt anscheinend in allen ADV7-

Familienmitgliedern auf.

Ähnlich zur Situation bei der Maus, wo ein DV105-Mitglied (Arden et al. 1995) und

beim DBA/2-Stamm sechs (Azuara et al. 1998), bei C57BL/6 vier (Pereira et al.2000)

ADV7-Mitglieder gibt, konnten für die Ratte jetzt also insgesamt sechs V-Segmente

der ADV7-Familie gefunden werden. Ob es in der Ratte ein oder zwei DV105-

Familienmitglieder gibt (Watson et al. 2000), läßt sich aufgrund der erhobenen Daten

nicht beantworten.

3.3.1.2 Analyse der DV-Proteinsequenzen auf ein Motiv für die Wechselwirkung von

CD8 und TCR

Um als Korezeptor bei der Antigenerkennung von γ/δ T Zellen zu wirken, müßte

CD8 mit dem γ/δ TCR während der Antigenerkennung interagieren. Kürzlich wurde

von Arden (Arden 1998) vorgeschlagen, daß für eine Interaktion von TCR AV und

CD8 die Aufeinanderfolge von Lysin, Glutaminsäure und Lysin, bzw. zumindest die

positiv geladene Aminosäure Lysin an Position 56 (seiner Nomenklatur) in der

Sequenz von AV-Gensegmenten vorhanden sein muß (nach der IMGT-Nomenklatur

Position 70 für DV105 und Position 69 für ADV7). Es wäre möglich, daß sich dieses

Motiv auch in DV-Gensegmenten findet, wenn diese γ/δ T Zellen CD8 als der

Korezeptor bei der Antigenerkennung benutzen. An der entsprechenden Position

findet sich aber weder für DV105, noch für ADV7 der Ratte dieses Motiv (Abbildung

4), obwohl eine Genbank-Suche ergab, daß drei von sechs ADV7-

Familienmitgliedern der Maus ein Lysin (K) an der entsprechenden Position

exprimieren (als Beispiel siehe Abbildung 4).
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3.3.1.3 Expression der (A)DV-Gensegmente in CD8-Subpopulationen von γ/δ T Zellen

Bisher sind für die Ratte oder die Maus keine Untersuchungen dazu publiziert

worden, ob die Expression eines Korezeptors auf γ/δ T Zellen mit der bevorzugten

Benutzung bestimmter DV-Segmente korreliert. Einerseits könnte ein

Zusammenhang zwischen der Art der Antigenerkennung und der DV-

Segmentbenutzung bestehen, andererseits ist es gerade auch für die unten folgenden,

Analysen der CDR3δ-Länge ist es wichtig zu wissen, ob DV105 und ADV7 in CD8αβ

und CD8αα positiven, sowie in CD8 negativen γ/δ T Zellsubpopulationen ungefähr

gleich häufig exprimiert werden. Die auf PCR basierenden Spektratyp-Analysen

könnten sonst durch die unvermeidbare Kontamination mit Zellen anderer

Subpopulationen verfälscht werden.

Aktivierte γ/δ T Zellen wurden mit dem Durchflußzytometer in CD8αβ und CD8αα

positive, sowie in CD8 negative und CD8 positive Subpopulationen getrennt. Die

cDNA von CD8αα und CD8αβ positiven Zellen stammte aus demselben Experiment,

und vor der Aktivierung waren alle Zellen CD8αβ positiv gewesen, d.h. die CD8αα

positiven γ/δ T Zellen hatten die CD8β-Expression moduliert (siehe Abschnitt 3.4).

Die Reinheit der CD8αβ positiven Zellpopulation hatte über 99% betragen, die der

CD8αα positiven 97%. In einer weiteren Reinigung wurden CD8 negative γ/δ T

Zellen, die zu mindestens 85% sauber waren (CD8αβ positive Zellen weniger als 2%),

von CD8 positiven Zellen getrennt, die wiederum zu 12% CD8αβ und zu 85%

CD8αα exprimierten. Durch quantitative kompetitive RT-PCR wurden alle cDNAs

auf dieselbe Konzentration von β-Aktin cDNA eingestellt, und mit den so

abgeglichenen cDNAs wurden semiquantitative RT-PCR-Analysen durchgeführt.

Dazu wurden die PCR-Zyklenzahlen in Dreierschritten von 23 auf 32 erhöht. Die

PCR auf DV105 ergab in allen vier Subpopulationen ungefähr gleich starke Banden

(Abbildung 5 unten), d.h. dieses Gensegment war gleich stark exprimiert. Dagegen

tauchte bei der RT-PCR mit ADV7-spezifischen Primern die Bande für die CD8

positiven Zellen früher auf als bei den CD8 negativen; CD8αβ und CD8αα positive

Zellen unterscheiden sich nicht (Abbildung 5 oben). Folglich war DV105 in allen

Subpopulationen gleich häufig exprimiert, während weitere Experimente klären
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müßten, ob die Gensegmente der ADV7-Familie seltener in CD8 negativen als CD8

positiven γ/δ T Zellen zu finden sind.

3.3.2 CDR3-Längenverteilung bei TCRβ und TCRδ

Als Indiz für eine mögliche MHC I-Restriktion wurde geprüft, ob CD8 positive γ/δ T

Zellen ein CDR3d Längenspektrum aufweisen, das dem CDR3 Längenspektrum für

die TCRβ-Kette entspricht. Dazu wurde meist cDNA von gereinigten α/β und γ/δ T

Zellblasten für Spektratyp-Analysen verwendet; mit Material von ruhenden

Milzzellen wurden aber dieselben Ergebnisse erzielt (vergleiche z.B. Abbildungen 6

und 8).

Die Spektratyp-Analysen wurden durch PCR mit jeweils einem fluorochrom-

markierten Primer durchgeführt. Für γ/δ T Zellen wurden die unter 3.3.1.1

beschriebenen DV105kurz- und ADV7kurz-Primer, bzw. für die Gegenrichtung ein

FAM-markierter DJ1 spezifischer Primer benutzt, damit auch genomische DNA

analysiert werden konnte. Die Analysen mit DJ1-spezifischem Primer erfaßten den

größten Teil der γ/δ T Zellen der Milz, denn: i) Es gibt anscheinend in der Ratte wie in

der Maus nur zwei DJ-Segmente, die sich von den Maus-Segmenten nur in wenigen

Nukleotiden unterscheiden (Klone in Abschnitt 3.3.1.1; Kühnlein et al. 1996; Arden et

al. 2000). ii) DJ2 ist in der Milz vernachlässigbar selten, da es trotz bekannter Sequenz

mit verschiedenen PCR-Primern nicht detektiert wurde und da es nur in einem von

36 Klonen gefunden wurde, die mit DV- und DC-spezifischen Primern erzeugt

worden waren (Abschnitt 3.3.1.1). In der Milz der Maus ist DJ2 ebenfalls selten

(Szymanska et al. 1999).

Leider stellte sich nach der Analyse der ADV7-Sequenzen (Abschnitt 3.3.1.1) heraus,

daß der für die Spektratyp-Analysen verwendete ADV7kurz-Primer bei vier der fünf

gefundenen Familienmitglieder an jeweils einem der Nukleotide nicht

komplementär ist. Trotzdem kann man davon ausgehen, daß auch diese

Familienmitglieder mit hoher Effizienz amplifiziert wurden, da das unpassende



Abbildung 6: Vergleich der CDR3-Längenspektren von ADV7 (oben) und BV8S2
(unten) enthaltenden TCR. cDNA von aktivierten 97% reinen γ/δ, bzw. 99% reinen α/β T
Zellen wurde mit ADV7, bzw. BV8S2-spezifischem Primer und FAM-markiertem DJ1 (Jδ1),
bzw. BC2 (Cβ2)-Primer mit PCR amplifiziert. Die Spektratyp-Analysen wurden mithilfe
eines automatischen Sequenzierers und Genescan 2.1-Software durchgeführt.
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Nukleotid mindestens vier Nukleotide von 3´-Ende des Primers entfernt ist und die

wegen des DJ-Primers gewählte Annealing-Temperatur von 48°C deutlich unter der

Schmelztemperatur des ADV7kurz-Primers von 56°C lag.

Für α/β T Zellen wurden BV8S2-, BV10-, BV13-und BV16-spezifische sense Primer

und ein FAM-markierter BC2-spezifischer antisense Primer benutzt. Das TCRδ- oder

TCRα-Ketten spezifische PCR-Produkt wurde zusammen mit einem DNA-

Längenmarker in einem automatischen Sequenzierer analysiert. Für beide TCR-

Ketten zeigten die Längenspektren Verteilungen von einzelnen Kuppen, deren

Kurvenmaxima genau drei Nukleotide voneinander entfernt lagen, wenn die

amplifizierten DNA-Stränge keine Proteinleserahmen-Verschiebung aufwiesen. Also

erscheint alle drei Nukleotide, bzw. umgerechnet jede Aminosäure, eine Spitze, an

der die Transkripte der TCR-Rekombinationen im Proteinleseraster liegen, und über

die Verteilung dieser einzelnen Spitzen kann man näherungsweise eine Gauß-

Verteilung legen. Als Längenstandards wurden einige der unter 3.3.1.1

beschriebenen DV105- und ADV7-Klone benutzt, da ihre CDR3-Länge durch

Sequenzierung bekannt war. Für BV8S2 diente cDNA der Zellinie 35/1 als

Längenstandard, da ihre TCR-Ketten sequenziert sind (Asmuß 1999). Die CDR3-

Länge wurde wie bei Rock et al. berechnet (Rock et al. 1994): Die CDR3-Länge

beträgt vier Aminosäuren weniger als der Abstand zwischen dem letzten im V-

Segment codierten Cystein und dem im J-Segment codierten Glycin-X-Glycin-Triplett

(X kann jede Aminosäure sein).

Das CDR3-Längenspektrum der TCRβ-Ketten war für alle untersuchten BV-

Segmente ähnlich. Die Längenverteilung war stark eingeschränkt; z.B. maßen CDR3

von BV8S2 enthaltenden TCR am häufigsten 9 Aminosäuren, wobei auch Längen

von fünf bis 13 Aminosäuren vorkamen (Abbildung 6 unten). Dagegen waren die

CDR3δ-Proteinschleifen deutlich länger und die Spektren breiter: ADV7 enthaltende

TCR hatten eine mittlere CDR3-Länge von 16 Aminosäuren mit einer Verteilung von

sechs bis 22 Aminosäuren (Abbildung 6 oben). Für TCRδ mit DV105 war die mittlere

CDR3-Länge 15 Aminosäuren, die Verteilung so breit wie für ADV7 (Abbildung 7

oben). Dieselben Spektren wurden auch mit genomischer DNA erhalten (nicht
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gezeigt). ADV7 positive TCRδ-Ketten besaßen also etwas längere CDR als DV105

positive.

Allgemein waren CDR3d zum einen deutlich länger als CDR3b, zum anderen waren

CDR3d Längenspektra wesentlich breiter als die Verteilung der CDR3β-Längen. Die

CDR3-Länge der TCRδ-Ketten unterscheiden sich demnach deutlich von der Länge

MHC-restringierter TCR-Ketten.

3.3.3 CDR3δ-Längen von CD8αα und CD8αβ positiven sowie CD8 negativen γ/δ T

Zellen

Obwohl auch in der Ratte trotz der CD8-Expression die TCRδ-Längenspektren nicht

dem eingeschränkten Spektrum der MHC-restringierten TCRβ-Kette entsprechen,

wurden Spektratyp-Analysen mit cDNA durchgeführt, die von FACS-sortierten

CD8-Subpopulationen stammte, um nach Unterschieden zwischen den CD8αβ und

CD8αα positiven, bzw. CD8 negativen γ/δ T Zellsubpopulationen zu suchen. Die

CD8αβ positiven Ausgangszellen waren zu 99% rein. Die beiden anderen cDNA

waren dieselben wie die in Abschnitt 3.3.1.3 beschriebenen, d.h. sie wurden aus

Zellen gewonnen, die zu 97% (CD8αα) und mindestens 86% (CD8 negativ) rein

waren. Spektren der jeweils getrennt durchgeführten Spektratyp-Analysen wurden

in Abbildung 7 übereinandergelegt. Die verwendete cDNA jeder CD8-Subpopulation

stammte aus einem anderen Experiment; jedes Spektrum stammt also von

Ausgangszellen aus anderen Ratten. Obwohl folglich Unterschiede der Spektren zu

erwarten wären, sind alle Spektren gleich. Sowohl für DV105, als auch für ADV7

sind die Spektren aller drei CD8-Subpopulationen praktisch ununterscheidbar. Die

CD8αα positiven γ/δ T Zellen aus Abbildung 7 waren übrigens vor der Aktivierung

alle CD8αβ positiv gewesen, haben also die CD8β-Kette moduliert (siehe Abschnitt

3.4), aber auch ein CD8αα-Spektrum von nicht vorsortierten Blasten ist mit den

Spektren identisch (nicht gezeigt). Die CD8 negative und die beiden CD8 positiven

Subpopulationen haben also dasselbe CDR3-Längenspektrum.



Abbildung 7: Vergleich der CDR3-Längenspektren von CD8αβ und CD8αα positiven,
sowie CD8 negativen γ/δ T Zellen. Die Abbildungen zeigen übereinandergelegt die CDR3-
Längenspektren von DV105 (oben) und ADV7 (unten) enthaltenden TCRδ-Ketten. Die
cDNA für die Spektratyp-Analysen stammte von zwei plus zwei Tage aktivierten γ/δ T
Zellen. CD8αβ und CD8αα positive Zellen wurden in Gegenwart von IL-2 aktiviert, die CD8
negativen Zellen in Gegenwart von mAk anti CD28. Die Blasten wurden mit mAk anti CD8α
(OX8) und CD8β (3.4.1) gefärbt und durchflußzytometrisch getrennt, bevor RNA isoliert
wurde. Die CD8αβ  positiven Zellen (grün) waren zu 99% rein, die CD8αα positiven (rot) zu
97%, die CD8 negativen (schwarz) zu mindestens 86% (Verunreinigung durch CD8αβ
positive weniger als 2%). Die CD8αα positiven Zellen stammten von Zellen, die vor der
Aktivierung nach MACS-Sortierung zu 97% CD8β positiv waren, haben also die CD8β-
Kettenexpression nach Aktivierung moduliert (siehe Abschnitt 3.4.1).
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3.3.4 CDR3δ-Längenverteilung bei γ/δ T Zellen von Ratte und Maus

Die DV-spezifischen PCR-Primer wurden so gewählt, daß sie sowohl für die Ratte,

als auch die Maus benutzt werden können. Um die verwendete Methode der

Spektratyp-Analyse zu überprüfen, wurden deshalb Spektratyp-Analysen auch mit

cDNA von Maus-Milzzellen durchgeführt und mit publizierten Daten verglichen.

Abbildung 8 zeigt die Überlagerung von Spektratyp-Analysen für ADV7 in Ratte

und Maus. CDR3d war bei der Maus mit dem Maximum bei 14 Aminosäuren zwei

Aminosäuren kürzer als bei der Ratte. Für DV105 lag das Maximum für die Maus bei

13 Aminosäuren, also wieder zwei Aminosäuren kürzer (nicht gezeigt).

Die CDR3δ-Längenspektren der Maus korrelierten gut mit einem aus 171 klonierten

TCRδ-Ketten zusammengesetzten Spektrum (Rock et al. 1994). Auch aus den CDR3δ-

Längen der in Abschnitt 3.3.1.1 beschriebenen Klone ließ sich ein Spektrum

zusammenstellen. In Abbildung 9 ist das Spektrum von 31 ADV7 enthaltenden

Klonen einem Spektrum von ADV7-Klonen aus der Milz der Maus

gegenübergestellt. Die CDR3δ-Sequenzen von 33 mit cDNA aus der Milz der Maus

generierten Klonen wurden kürzlich von Szymanska (Szymanska et al. 1999)

veröffentlicht. In Abbildung 9 sind als direkter Vergleich zur Spekratyp-Analyse nur

die 32 Klone mit ADV7 zu DJ1-Verknüpfung dargestellt. Auch diese Daten

bestätigen die Ergebnisse der Spektratyp-Analysen. CDR3δ-Längen der Ratte sind

auch hier im Schnitt etwas länger als bei der Maus.

3.3.5 CDR3-Längenverteilung von unselektierten γ/δ T Zellen

Spektratyp-Analysen von Thymozyten unterschieden sich von Analysen mit

Milzzellen (Abbildung 10). Im Thymus wurden viele Transkripte sichtbar, die nicht

im richtigen Proteinleserahmen rearrangiert sind und die kaum von den im Rahmen



Abbildung 8: Vergleich der CDR3-Spektren von ADV7 enthaltendem TCR von Ratte
und Maus. Spektratyp-Analysen wurden mit cDNA von ruhenden Milzzellen einer 11
Wochen alten LEW-Ratte (rot) oder einer 9 Wochen alten C57BL/6-Maus (grün)
durchgeführt.

Abbildung 9: CDR3-Längenspektren von ADV7-Klonen aus Ratte (schwarze Säulen)
und Maus (helle Säulen). Es werden nur CDR3-Längen von ADV7 zu DJ1-Verknüpfungen
gezeigt. Die Daten für die Maus sind der Veröffentlichung von Szymanska et al. entnommen
(LITERATUR). In beiden Spezies wurde PCR-Produkt von cDNA aus Milzzellen kloniert
und sequenziert.
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liegenden Signalen überragt werden. Die falsch rearrangierten TCR-Ketten können

gerade stattfindende Rearrangements widerspiegeln oder auch von γ/δ T Zellen

stammen, die ein anderes DV-Segment korrekt und ADV7 auf dem anderen

Chromosom falsch rearrangiert haben. In jedem Fall waren die Rearrangements noch

keiner Selektion unterworfen; und interessanterweise ist die Verteilung der CDR3-

Längen im Thymus und in der Milz gleich. Folglich wurde schon bei der

Umlagerung der Gensegmente im Thymus das CDR3δ-Längenspektrum der

Peripherie erzeugt.

Auch bei der Verknüpfung der Segmente für die TCRβ-Kette der Maus wird das in

der Peripherie gefundene CDR3-Längenspektrum schon durch die Rekombination

erzeugt und muß nicht durch Antigenerkennung selektiert werden (Candéias et al.

1991). Um die durchschnittliche CDR3-Länge der TCRβ-Kette zu erhalten, müssen im

Durchschnitt von den genomischen Gensegmenten einige Nukleotide entfernt

werden (Pannetier et al. 1993). Bei der Verknüpfung der TCRδ-Kette müssen

dagegen eher Nukleotide eingefügt werden, damit die durchschnittliche CDR3δ-

Länge erreicht wird: Die Verknüfung der unveränderten genomischen Segmente von

ADV7, DD2 und DJ1 ergibt eine CDR3-Länge von 13 Aminosäuren. Das DD1-

Segment, das modifiziert werden muß, um nicht zu einer Leserahmenverschiebung

zu führen, trägt maximal drei Aminosäuren zur CDR3-Länge bei.

Im Durchschnitt beträgt die CDR3δ-Länge bei der Maus 15, bei der Ratte 16

Aminosäuren (Abschnitt 3.3.4). Da bei der Analyse der TCRδ-Klone (Abschnitt

3.3.1.1) keine Hinweise gefunden wurden, daß die DV- oder DJ-Segmente in der

Ratte länger als in der Maus wären, könnten die im Schnitt etwas längeren CDR3-

Schleifen der Ratte durch unterschiedliche Aktivität der an der Gensegment-

rekombination beteiligten Enzyme erzeugt worden sein.



Abbildung 10: Vergleich der CDR3-Längenspektren von Thymus und Milz. Spektratyp-
Analysen wurden für ADV7 enthaltende TCR mit cDNA aus frisch isolierten Thymozyten
(oben) oder zwei plus zwei Tage aktivierten γ/δ T Zellen aus der Milz durchgeführt.
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3.3.6 Häufigkeit von ADV7 und DV105 in der Rattenmilz

In peripheren lymphoiden Organen der Maus werden DV105- und ADV7-

Gensegmente sehr häufig exprimiert (Haas et al. 1992; Pereira et al. 2000). Um ihre

Expressionshäufigkeit in der Rattenmilz zu bestimmen, wären Analysen mit DV-

Segment-spezifischen Antikörpern am besten geeignet. Da aber für die Ratte keine

solchen Antikörper zur Verfügung stehen, wurden indirekte Hinweise aus den

Spektratyp-Analysen abgelesen. Signale, die von nicht im Leserahmen rearrangierten

Umlagerungen stammen, weisen nämlich auf die Häufigkeit der Benutzung des

entsprechenden Segments hin: Eine T Zelle mit funktioneller TCR-Umlagerung

transkribiert auch eine eventuell auf dem zweiten Chromosom falsch rearrangierte

TCR-Kette (Abbildung 8; Azuara et al. 1998; Ferradini et al. 1991). Für die TCRβ-

Kette wurde mit allen BV-spezifischen Primern jeweils ein relativ hoher nicht im

richtigen Leserahmen liegender Hintergrund gefunden (Abbildung 6 und nicht

gezeigt), den man darauf zurückführen kann, daß in der Milz über 20 BV-Segmente

exprimiert werden, die meisten α/β T Zellen das für die Spektratyp-Analyse benutzte

BV-Segment also nicht exprimieren. Trotzdem können die dieses Gensegment mit

einer Leserahmenverschiebung auf dem zweiten Chromosom rearrangiert haben. Je

seltener ein Gensegment exprimiert wird, desto höher ist der Hintergrund im

Vergleich zum im richtigen Leserahmen liegenden Signal.

Da bei den Spektratyp-Analysen für TCRδ-Ketten fast kein Signal von falsch

rearrangierten ADV7- und DV105-Ketten gefunden wurde (Abbildung 7), kann man

auf eine häufige Benutzung der Segmente in funktionellem TCR der Rattenmlz

schließen.
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3.4 Modulation von CD8β nach Aktivierung in vitro

Das CD8αβ Heterodimer wird als Korezeptor auf MHC I-restringierten α/β T Zellen

stabil exprimiert, und auch die meisten peripheren Ratten γ/δ T Zellen tragen diesen

Rezeptor. Nach der Aktivierung von T Zellen in vitro konnte selektiv auf γ/δ T Zellen

eine Modulation der CD8β-Kettenexpression nachgewiesen werden (Abschnitt 3.4.1).

Darüber hinaus wurde geprüft, ob die Modulation auf Ebene der mRNA stattfand

(Abschnitt 3.4.2), welchen Einfluß verschiedene Aktivierungsprotokolle (Abschnitt

3.4.3) und die Stärke des Aktivierungssignals auf die Modulation hatten (Abschnitt

3.4.4).

3.4.1 Modulation von CD8β auf gereinigten, CD8αβ positiven T Zellen

Nach der Aktivierung von γ/δ T Zellen in vitro wurde schon von Hoffmeyer

(Hoffmeyer 1994) eine drastische Abnahme des Anteils CD8αβ positiver und eine

Zunahme CD8αα exprimierender Zellen festgestellt. Um unterscheiden zu können,

ob unterschiedlich starkes Wachstum der Subpopulationen oder ein Verlust, d.h. eine

Modulation der CD8β-Kettenexpression für den Effekt verantwortlich ist, wurden

CD8αβ positive T Zellen aus der Milz durch positive MACS-Sortierung gereinigt.

Parallel zueinander wurden die α/β und γ/δ T Zellen auf Kulturschalen mit

immobilisiertem Antikörper gegen den jeweiligen TCR gereinigt und in Gegenwart

von CD28-spezifischem mAk für 24 Stunden aktiviert. Danach wurden die Zellen

geerntet und für weitere zwei Tage in Medium mit IL-2 weiterkultiviert. Die Zellen

wurden zu verschiedenen Zeitpunkten gezählt und mit Dreifachfärbungen gegen

CD8α, CD8β und den jeweiligen TCR im FACS analysiert (Abbildung 11) Sowohl auf

α/β, als auch auf γ/δ T Zellen wurde nach 24 Stunden eine aktivierungsbedingte

Modulation von CD8 beobachtet. Nach Umsetzen und 16 Stunden Kultur der Zellen

in IL-2-Medium erreichte die Expression der Oberflächenrezeptoren fast wieder die

normale Höhe. Nach 64 Stunden, d.h. 40 Stunden nach dem Umsetzen, sahen die α/β



Abbildung 11: Modulation der CD8β-Kettenexpression nach Aktivierung von γ/δ T
Zellen in vitro. Milzzellen wurden durch TAC-Lyse und Nylonwollpassage gereinigt und
durch Inkubation auf Platten mit mAk anti CD4 gereinigt. Nicht adhärierende Zellen wurden
einer MACS-Sortierung mit anti Maus-Ig-Partikeln unterzogen, dann mit mAk anti CD8β
gefärbt. Die CD8β positiven Zellen wurden durch MACS-Sortierung mit anti Maus-Ig-
Partikeln gereinigt. Sowohl γ/δ, als auch α/β T Zellen wurden mit immobilisiertem mAk
gegen den jeweiligen TCR gereinigt und in Medium mit mAk anti CD28 aktiviert. Nach 24
Stunden wurden die Zellen geerntet und in IL-2-Medium weiterkultiviert. Zu den oben
genannten Zeitpunkten wurden die Zellen mit mAk anti CD8β (3.4.1-Biotin / Streptavidin-
CyChrome), anti CD8α (OX8-FITC) und anti TCR (V65-PE oder R73-PE) mit
Dreifarbenfluoreszenzanalysen im Durchflußzytometer charakterisiert. Zahlen geben den
Prozentsatz der im jeweiligen Quadranten liegenden Zellpopulation an.
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T Zellen so aus wie vor der Aktivierung, nämlich fast alle waren CD8αβ positiv

(Abbildung 11). Von den sieben Prozent CD8αα exprimierenden Zellen war ein

Vierzehntel (0,5% aller Zellen) zusätzlich CD4 positiv. Hierbei handelt es sich

wahrscheinlich um urprünglich allein CD4 positive Zellen, bei denen

aktivierungsbedingt eine CD8α-Kettenexpression induziert werden kann (Ramírez et

al. 1992).

Im Gegensatz zu den α/β T Zellen waren die γ/δ T Zellen zum größten Teil CD8β

negativ geworden. Nur etwa ein Drittel der γ/δ T Zellen behielt die Expression des

CD8αβ-Heterodimers bei, der Rest der Zellen trug das CD8αα-Homodimer auf der

Oberfläche (Abbildung 11). Schnelleres Wachstum der CD8αα positiven γ/δ T

Zellsubpopulationen könnte die große Anzahl CD8β negativer Zellen nicht erklären,

denn mit maximal 2 x 105 CD8αα positiven γ/δ T Zellen vor der Aktivierung konnte

die Gesamtzellzahl von 1,4 x 107 CD8αα exprimierenden Zellen nach 64 Stunden nur

erreicht werden, wenn Zellen der Ausgangspopulation die CD8β-Kette moduliert

hatten. Die Modulation ist anscheinend nicht reversibel, denn eine Reexpression von

CD8β konnte auch nach einer Woche in keinem Experiment beobachtet werden; statt

dessen sank der Anteil CD8β exprimierender Zellen stetig (nicht gezeigt).

3.4.2 Beeinflussung der CD8β mRNA durch die Modulation

 

 Die beschriebene Modulation der CD8β-Expression könnte prä- oder

posttranslational reguliert sein. Um dies zu untersuchen, wurde durch

semiquantitative RT-PCR die Menge der CD8β mRNA in γ/δ T Zellen vor und nach

Modulation verglichen. Dazu wurden CD8αβ positive γ/δ T Zellen durch MACS

gereinigt, 24 Stunden über immobilisierten mAk anti TCR mit anti CD28 als

Kostimulus aktiviert und weitere 40 Stunden in Medium mit IL-2 kultiviert

(Abbildung 11). Zellen, die danach CD8β positiv geblieben waren, wurden mittels

durchflußzytometrischer Sortierung von denen getrennt, die CD8β moduliert hatten;

aus beiden Populationen wurde RNA isoliert, um cDNA zu gewinnen. Die cDNA
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der CD8αβ und CD8αα positiven Zellen wurde durch kompetitive PCR auf dieselbe

Konzentration von β-Aktin cDNA eingestellt (nicht gezeigt). Schließlich wurde

sowohl die Menge der CD8β, als auch der CD8α mRNA durch PCR quantifiziert,

indem die Zyklen in Fünferschritten von 20 auf 35 erhöht wurden (Abbildung 12).

Für CD8α tauchte bei beiden Subpopulationen eine Bande nach gleich vielen Zyklen

auf; bei CD8β dagegen erschien die Bande für die an der Oberfläche CD8αβ

tragenden Zellen wesentlich früher. Mit der cDNA der CD8αα-Population gab es erst

nach 35 Zyklen eine sehr schwache Bande, die mit den ca. 2% verunreinigenden

CD8αβ positiven Zellen erklärt werden kann. Die Menge der CD8α mRNA war also

in beiden Subpopulationen gleich, während CD8β mRNA nur in Zellen nachweisbar

war, die den Rezeptor auch auf der Oberfläche trugen. Die CD8β-Modulation fand

folglich prätranslational statt.

 

 

3.4.3 CD8β-Modulation nach verschiedenen Aktivierungsprotokollen

 Wie in Abschnitt 3.4.1 gezeigt, wurde CD8β moduliert, wenn man mit

immobilisiertem mAk anti TCR und löslichem mAk anti CD28 stimulierte. Die

Modulation wurde aber auch nach anderen in vitro Aktivierungsprotokollen

beobachtet. Tabelle 2 faßt die Daten für verschiedene Aktivierungsprotokolle

zusammen: Wurden γ/δ T Zellen aus der Rattenmilz durch immobilisierten mAk anti

TCR und Kosignal für 24 Stunden stimuliert, beobachtete man nach weiteren 40

Stunden Kultur eine Reduktion des Anteils CD8β positiver Zellen. Vor der

Aktivierung waren 76,5 ± 4,0% CD8αβ positiv. Wenn das Kosignal durch mAk anti

CD28 vermittelt wurde, erhielt man mit nur noch 44,1 ± 12,1% eine weit stärkere

Reduktion CD8β positiver Zellen als mit IL-2 auf 69,1 ± 10,3%. Auch eine Stimulation

der Zellen durch PMA und Ionomycin führte zur Abnahme CD8β exprimierender



Abbildung 12: Quantifizierung von CD8α und CD8β  mRNA in Zellen, die CD8β
moduliert oder nicht moduliert haben. Aktivierte γ/δ T Zellen wurden gewonnen wie für
Abbildung 11 beschrieben. Die ein plus zwei Tage aktivierten Zellen wurden mit mAk anti
TCR (V65), anti CD8α (OX8) und anti CD8β (3.4.1) gefärbt (Abbildung 11, Bild unten links)
und im Durchflußzytometer in die CD8αβ und die CD8αα exprimierenden Subpopulationen
getrennt. RNA wurde gewonnen, revers transkribiert und die Konzentration der cDNA mit
einer kompetitiven PCR auf dieselbe Konzentration von β-Aktin eingestellt. Durch PCR mit
den angegebenen Zyklenzahlen wurde die mRNA für CD8α (oben) und CD8β (unten) in
beiden Subpopulationen quantifiziert.
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Zellen auf 58,0 ± 2,8%. Die γ/δ T Zellen reagierten in allen drei unterschiedlichen in

vitro Aktivierungen mit der Modulation von CD8β.

 

Korezeptor-ExpressionStimulation durch
CD8αβ CD8αα CD8 negativ CD4 positiv

anti TCR + anti CD28
[0,1µg/ml]

(9 Experimente)

44,1 ± 12,1% 51,4 ± 10,4% 5,2 ± 2,4% 0,4 ± 0,4%

anti TCR + IL-2
[100U/ml]

(8 Experimente)

69,1 ± 10,3% 25,6 ± 10,1% 4,3 ± 1,8% 0,1 ± 0,3%

PMA + Ionomycin
(2 Experimente)

58,0 ± 2,8% 38,0 ± 2,8% 4,5 ± 0,7% *)

Frisch isoliert aus der
Milz

(8 Experimente)

76,5 ± 4,0% 12,5 ± 3,3% 9,9 ± 1,9% 1,1 ± 0,4%

Tabelle 2: Korezeptorexpression nach unterschiedlichen in vitro Aktivierungs-
protokollen. Für alle Protokolle wurden T Zellen aus frisch isolierten Milzzellen
durch TAC-Lyse und Nylonwollpassage gereinigt und einen Tag aktiviert. Nach der
Aktivierung wurden die Zellen gewaschen, weitere zwei Tage in Medium mit
100U/ml IL-2 kultiviert und dann im Durchflußzytometer charakterisiert. Entweder
wurden die Zellen über immobilisierten mAb gegen den γ/δ TCR gereinigt und in
Gegenwart von 0,1µg/ml mAb anti CD28 oder von 100U/ml IL-2 aktiviert, oder die
Zellen wurden durch 20 Minuten Inkubation auf einer Schale mit immobilisiertem
mAb anti CD4 (OX35) von CD4 positiven Zellen depletiert, und die CD8 positiven  T
Zellen mit den enthaltenen γ/δ T Zellen durch Kultur in Medium mit 5ng/ml PMA
und 400ng/ml Ionomycin aktiviert. Nach der Aktivierung wurden die prozentualen
Anteile der Subpopulationen mit Dreifarbenfluoreszenzanalysen gegen den γ/δ TCR
(V65), CD8α (OX8), CD8β (3.4.1) und CD4 (W3/25) bestimmt. Die Prozentzahlen
entsprechen den Mittelwerten ± der Stichprobenstandardabweichnug aus der
angegebenen Anzahl von Experimenten.

*) Vor der Aktivierung wurde eine Depletion von CD4 positiven Zellen
durchgeführt.
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3.4.4 Einfluß der Stärke des Aktivierungssignals auf die Modulation

 Nachdem, wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben, qualitativ verschiedene

Aktivierungsprotokolle zu unterschiedlich starker Modulation der CD8β-Expression

führten, wurde getestet, ob die CD8β-Modulation durch quantitative Veränderungen

des Aktivierungssignals beeinflußt werden kann. Die γ/δ T Zellen wurden hierzu

über immobilisierten mAk gegen den TCR gereinigt und aktiviert. Damit die Zellen

aufgereinigt werden konnten, war eine Reduktion der Menge dieses mAk kaum

möglich, aber die Stärke des kostimulatorischen Signals konnte moduliert werden,

indem die Konzentration des löslichen mAk gegen CD28 titriert wurde.

 Tatsächlich war das Ausmaß der CD8β-Modulation bis zu einem Sättigungswert

proportional zur Konzentration des mAk gegen CD28. Abbildung 13 zeigt ein für

drei Experimente repräsentatives Ergebnis: γ/δ T Zellen wurden für 40 Stunden mit

immobilisiertem mAk anti TCR in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen

von mAk anti CD28 aktiviert, dann für weitere 72 Stunden in Medium mit IL-2

kultiviert und im Durchflußzytometer analysiert. Der Anteil CD8β exprimierender

Blasten sank von 31 auf 11%, wenn die Konzentration des mAk anti CD28 von 0,005

auf 0,5µg/ml erhöht wurde. Mit einer höheren Konzentration von mAk anti CD28

konnte die CD8β-Expression jedoch nicht weiter reduziert werden. Die Ergebnisse

legen nahe, daß mit der Stärke des Kosignals der Anteil CD8β modulierender Zellen

zunimmt.

 Parallel zur Zunahme der CD8β-Modulation wurden auch Veränderungen in der

Expression weiterer Oberflächenrezeptoren festgestellt: Mit von 0,005 über 0,05 und

0,5 auf 10µg/ml steigender Konzentration des mAk anti CD28 stieg der Anteil CD2

niedrig exprimierender aktivierter γ/δ T Zellen von 8% über 18 und 24% auf 29%

(Tabelle 3; vergleiche Abbildung16). Parallel entwickelte sich auch der Anteil der

CD5 niedrig exprimierenden Zellen von 10% über 15 auf 22% (Tabelle 3). Das

Ausmaß der Modulation aller drei Oberflächenrezeptoren zeigte Sättigungskurven,

die exakt parallel zur entsprechenden Kurve für die Proliferation der Zellen

verlaufen. Wie Tabelle 3 zeigt, stieg auch die Lebendzellzahl bei der Erhöhung der



Abbildung 13: Einfluß der Konzentration von kostimulotorischem mAk anti CD28 auf
das Ausmaß der Modulation von CD8β. Frisch isolierte Milzzellen (oben) und dieselben
Zellen nach Aktivierung für zwei Tage in Gegenwart der angegebenen Konzentration des
mAk gegen CD28 (JJ319) und drei weiteren Tagen in IL-2-Medium wurden mit
Dreifabenfluoreszenzanalysen im Durchflußzytometer charakterisiert. Die Zellen wurden mit
mAk anti γ/δ TCR (V65), anti CD8α (OX8) und anti CD8β (3.4.1) gefärbt; für die frisch
isolierten Milzzellen sind nur die γ/δ TCR positiven gezeigt, die aktivierten Zellen waren zu
über 98% rein.

Abbildung 14: CD8αβ und CD8αα positive γ/δ T Zellen produzieren gleich viel IFN-γ.
Für zwei plus zwei Tage mit IL-2 als Kostimulus aktivierte γ/δ T Zellen wurden mit mAk
gegen CD8α und CD8β auf der Membran und intrazellulär gegen IFN-γ gefärbt (a). Etwa
98% der Zellen waren CD8α positiv. Die Spezifität der Färbung wurde, außer durch die
Isotyp-Kontrollfärbung, durch Blockierung der Färbung mit nicht Fluoreszenzfarbstoff-
konjugiertem mAk anti IFN-γ gezeigt (b).
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Konzentration des mAk gegen CD28 nur bis zu einem Sättigungswert, der bei

0,5µg/ml mAk gegen CD28 erreicht war. Die Stärke des Kosignals beeinflußte also

die Proliferation und die Modulation von CD8β, CD2 und CD5 in gleicher Weise.

3.5 Funktionelle Charakterisierung der CD8-Subpopulationen

Da γ/δ T Zellen die Expression der CD8β-Kette modulierten, stellte sich die Frage, ob

mit der CD8β-Expression auch funktionelle Eigenschaften der Zellen verändert

wurden. Als Effektorfunktionen aktivierter T Zellen wurden die Zytokinproduktion

(Abschnitt 3.5.1) und die zytotoxischen Fähigkeiten (Abschnitt 3.5.2) von CD8αβ und

CD8αα exprimierenden γ/δ T Zellen verglichen. Schließlich wurde nach

Unterschieden in der Expression der Membranrezeptoren CD2, NKR-P1A und des

IL-15 Rezeptors gesucht (Abschnitt 3.5.3).

3.5.1 IFN-γ-Produktion

Schon vor dieser Arbeit war bekannt, daß aktivierte γ/δ T Zellen der Rattenmilz IFN-γ

produzieren (Hoffmeyer 1994; McMenamin et al. 1995). Deshalb wurden γ/δ T Zellen

über immobilisierten mAk anti TCR in Gegenwart von IL-2 für zwei Tage aktiviert

und weitere zwei Tage in Kultur gehalten. Danach wurden sie für vier Stunden mit

PMA und Ionomycin restimuliert, gegen CD8α und CD8β auf der Zelloberfläche,

sowie intrazellulär gegen IFN-γ gefärbt wie in Methoden beschrieben. Die Zellen

waren zu diesem Zeitpunkt zu 99% positiv für eine der beiden CD8-Formen (nicht

gezeigt). Unabhängig, ob sie CD8αβ oder CD8αα exprimierten, produzierten die

restimulierten γ/δ T Zellen IFN-γ, und aus beiden Populationen produzierten gleich

viele Zellen das Zytokin, und zwar in derselben Höhe (Abbildung 14). Auch durch

eine kompetitive RT-PCR mit cDNA aus durchflußzytometrisch getrennten CD8-

Subpopulationen konnte kein Unterschied in der IFN-γ-Produktion festgestellt
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werden (nicht gezeigt). Das Potential zur Produktion von IFN-γ ist also nicht mit der

Expression von CD8αβ oder CD8αα verknüpft.

3.5.2 Zytolytische Fähigkeiten

Die zweite wichtige Effektorfunktion von γ/δ T Zellen ist die zytotoxische Aktivität.

Deshalb wurden die zytotoxischen Fähigkeiten von CD8αβ und CD8αα

exprimierenden γ/δ T Zellblasten verglichen. Die γ/δ T Zellen wurden über

immobilisierten mAk anti TCR gereinigt, zwei Tage in Gegenwart von IL-2 aktiviert

und für zwei oder drei Tage in Medium weiterkultiviert. Dann wurden die zu über

99% reinen γ/δ T Zellblasten mit mAk gegen CD8α und CD8β gefärbt, um

durchflußzytometrisch CD8αα und CD8αβ positive Zellen zu gewinnen, deren

Reinheit jeweils über 90% betrug. Die lytische Aktivität dieser Zellen, sowie von

gefärbten, nicht sortierten und von ungefärbten Zellen wurde gegen Zielzellen

gemessen, die mAk gegen den γ/δ TCR oder irrelevanten mAk produzierten. Die

durch den mAk anti γ/δ TCR vermittelte lytische Aktivität von CD8αα und CD8αβ

exprimierenden Zellen war gleich gut (Abbildung 16). Auch die ungetrennten und

die ungefärbten Blasten zeigten etwa dieselbe Aktivität (nicht gezeigt); die Lyse von

Kontrollzellen war gering (Abbildung 16). Im verwendeten System zeigten also beide

CD8-Subpopulationen dieselben zytotoxischen Fähigkeiten.



Abbildung 15: Zytotoxische Aktivität von CD8αβ positiven (Quadrate) und CD8αα
positiven (Kreise) γ/δ T Zellen. Für zwei Tage mit immobilisiertem mAk anti TCR und IL-
2-Kostimulus aktivierte und weitere zwei (Experiment 2) oder drei Tage (Experiment 1) mit
IL-2 kultivierte γ/δ T Zellen (>99% rein) wurden mit mAk gegen CD8α und gegen CD8β
gefärbt und im Durchflußzytometer in die beiden CD8-Subpopulationen getrennt. Die
Verunreinigung durch die andere Subpopulation betrug unter 10%. Die Zellen wurden als
Effektorzellen in den angegebenen Verhältnissen mit B-Zellhybridomen als Zielzellen
gemischt, die entweder mAk gegen den γ/δ TCR (V65; schwarz ausgefüllte Symbole) oder
gegen den α/β TCR (R73; offene Symbole) produzierten.
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3.5.3 Expression der Membranrezeptoren CD2, NKR-P1A und des IL-15-Rezeptors

Nachdem sich in den vorhergehenden Abschnitten gezeigt hatte, daß CD8αβ und

CD8αα exprimierende γ/δ T Zellen dieselben funktionellen Fähigkeiten besitzen,

stellte sich die Frage, ob ihre Aktivierung unterschiedlich reguliert wird. Viele

Membranrezeptoren beeinflussen die Aktivierung von Zellen; exemplarisch wurde

die Expression von CD2, NKR-P1A und der IL-15-Rezeptors auf CD8αβ und CD8αα

positiven γ/δ T Zellen verglichen.

CD2 kann wichtige kostimulatorische Signale liefern (Bachmann et al. 1999) und

wurde von praktisch allen γ/δ T Zellen in der Rattenmilz exprimiert (Abbildung 16b,

links). Nach der Aktivierung in vitro und weiteren zwei oder drei Tagen in Medium

mit IL-2 zeigte bis zu einem Drittel der γ/δ T Zellblasten eine reduzierte CD2-

Expression; von den CD8αβ positiven γ/δ T Zellen waren relativ weniger Zellen von

der Modulation betroffen als von den übrigen Zellen. Relativ die meisten CD2

schwach positiven Zellen waren in der CD8 negativen γ/δ T Zellpopulation zu finden

(Abbildung 16b, rechts).

Auch NKR-P1A wirkt kostimulatorisch, durch seine Kreuzvernetzung kann man die

Produktion von Zytokinen auslösen. Die Expression seiner Homologe in Maus und

Mensch kann durch T Zellaktivierung moduliert (Chen et al. 1997; Ishihara et al.

2000) oder induziert (Azzoni et al. 1998; Poggi et al. 1999) werden, die Bedeutung

dieser Änderungen ist aber noch unklar. In der Milz der LEW-Ratten waren mehr als

20% der γ/δ T Zellen NKR-P1A positiv, CD8αβ zu unter 20% und CD8αα positive

Zellen in höherem Ausmaß (Abbildung 16a, links). Nach der Aktivierung mit mAk

anti CD28 (oder auch mit IL-2) als Kostimulus und zwei weiteren Tagen

exprimierten insgesamt weniger γ/δ T Zellen den NK-Rezeptor, wobei die NKR-P1A-

Expression in beiden CD8-Subpopulationen stark abnahm (Abbildung 16a, rechts).

Über die Expression des IL-15-Rezeptors auf γ/δ T Zellen ist bisher wenig bekannt.

Dieser Rezeptor setzt sich aus der konstitutiv exprimierten gemeinsamen γ-Kette, der

mit dem IL-2-Rezeptor geteilten β-Kette, die von den meisten γ/δ T Zellen der

Rattenmilz exprimiert wird (Park et al. 1996), und einer IL-15-spezifischen α-Kette



Abbildung 16: Die Expression von NKR-P1A (a) und CD2 (b) auf frisch aus der Milz
isolierten γ/δ T Zellen (links) und nach zwei plus zwei Tagen Aktivierung (rechts). Milz-
T Zellen wurden durch TAC-Lyse und Nylonwollpassage gereinigt und mit
Dreifachfärbungen im Durchflußzytometer charakterisiert (links). Oder die T Zellen wurden
mit immobilisiertem mAk anti γ/δ TCR gereinigt und für zwei Tage in Gegenwart von mAk
anti CD28 aktiviert, danach für weitere zwei (a) oder drei (b) Tage kultiviert, um dann
ebenfalls im Durchflußzytometer charakterisiert zu werden (rechts). Die Färbungen wurden
wie in Methoden beschrieben mit mAk gegen den γ/δ TCR (V65), CD8α (OX8) oder CD8β
(3.4.1) und NKR-P1A (10/78), bzw. CD2 (OX34) durchgeführt. Bei den Milzzellen sind nur
γ/δ TCR-positive Zellen dargestellt; die aktivierten γ/δ T Zellen waren zu über 99% rein.
Zahlen geben den Prozentsatz der im jeweiligen Quadranten liegenden Zellen an.
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zusammen (Zusammenfassung bei Waldmann 1996). Um die Expression des

Rezeptors zu studieren, wurden ruhende und aktivierte γ/δ T Zellen mit

fluorochrommarkiertem IL-15 gefärbt. Auf ruhenden γ/δ T Zellen wurden keine IL-

15R positiven Zellen gefunden (Abbildung 17, links). Dagegen exprimierten fast alle

γ/δ T Zellen den IL-15-Rezeptor nach zwei Tagen Aktivierung in Gegenwart von IL-2

und zwei Tagen Kultur in IL-2-haltigem Medium, durch IL-2 ließ sich die Färbung

des Il-15-Rezeptors nicht blockieren. Zwischen CD8αβ positiven und anderen γ/δ T

Zellen bestand kein signifikanter Unterschied (Abbildung 17, rechts).

Die CD8αβ und CD8αα exprimierenden γ/δ T Zellen unterschieden sich also nicht in

der Expression der IL-15-Rezeptors. Dagegen wurde eine stärkere Modulation von

NKR-P1A sowie eine schwächere Modulation von CD2 auf aktivierten CD8αβ

exprimierenden Zellen festgestellt als auf CD8αα positiven.

Konzentration
des mAk anti

CD28

Anteil niedrig
CD2

exprimierend

Anteil niedrig
CD5

exprimierend

Zellzahl nach
2 Tagen
[x 106]

Zellzahl nach
2+3 Tagen

[x 106]
0,005µg/ml 8% 10% 1,0 5,7
0,05µg/ml 18% 15% 1,7 8,3
0,5µg/ml 24% 22% 1,5 19,8
10µg/ml 29% 22% 1,6 21,3

Tabelle 3: Einfluß der Korezeptorsignale auf den Anteil niedrig CD2 und CD5
exprimierender γ/δ T Zellen und auf die Proliferation. Mit immobilisiertem mAk
anti γ/δ TCR wurden γ/δ T Zellen gereinigt und stimuliert. Als Kostimulus wurde
jeweils die angegebene Konzentration von mAk anti CD28 ins Medium gegeben.
Nach zwei Tagen wurden die Zellen geerntet, gezählt und für weitere drei Tage in
Medium mit IL-2 kultiviert, danach wieder gezählt und im Durchflußzytometer auf
die Expression von CD2 und CD5 analysiert. Die Zellen stammen aus demselben
Experiment, das auch Abbildung 13 zeigt. Die CD2 negative Population ist
beispielsweise in Abbildung 16 gut zu erkennen.



Abbildung 17: Expression des IL-15-Rezeptors auf aktivierten, nicht auf ruhenden γ/δ T
Zellen.
Milz-T Zellen wurden durch TAC-Lyse und Nylonwollpassage gereinigt und mit
Dreifachfärbungen im Durchflußzytometer charakterisiert (linke Seite). Außerdem wurden γ/δ
T Zellen mit immobilisiertem mAk anti TCR gereinigt und für zwei Tage in Gegenwart von
IL-2 aktiviert, danach für weitere zwei Tage in Medium mit IL-2 kultiviert. Auch die
resultierenden Blasten wurden im Durchflußzytometer charakterisiert (rechts). Dazu wurden
die zu 96% reinen γ/δ T Zellblasten, bzw. die ruhenden Milz-T Zellen für 30 Minuten mit
1:10 verdünntem hitzeinaktiviertem humanem Serum inkubiert, bei Kontrollfärbungen waren
gleichzeitig 2000U/ml IL-2 oder 200ng/ml IL-15 anwesend. Danach wurden die Zellen
gewaschen und für 30 Minuten gleichzeitig mit mAk gegen den γ/δ TCR (V65-PE), mAk
gegen CD8β (3.4.1-FITC) und biotinyliertem IL-15-Fusionsprotein inkubiert. Nach Waschen
und Färbung mit red670-konjugiertem Streptavidin wurden die Zellen im Durchflußzytometer
analysiert. In den Abbildungen sind nur die γ/δ T Zellen dargestellt. Zahlen geben den
Prozentsatz der im jeweiligen Quadranten liegenden Zellen an.
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4 Diskussion

Bei α/β T Zellen ist die Expression von CD8αβ ein Erkennungszeichen thymisch

gereifter MHC I restringierter Zellen. Da in den peripheren lymphoiden Organen der

Ratte die meisten γ/δ T Zellen ebenfalls diesen Rezeptor exprimieren (Abschnitt 3.1),

stellt sich die Frage, ob auch die CD8αβ positiven γ/δ T Zellen Antigen MHC I

restringiert erkennen. So könnte die CD8-Expression einen Ansatzpunkt für das

Verständnis der immer noch unklaren Antigenerkennung von γ/δ T Zellen bieten. In

dieser Arbeit sollte deshalb untersucht werden, welche Rolle CD8 bei der

Aktivierung von γ/δ T Zellen spielt. Zwar kann CD8 auf γ/δ T Zellen dieselben

Signale vermitteln wie auf α/β T Zellen (Abschnitt 4.1), aber Untersuchungen zur

TCR-Struktur sprechen gegen eine klassische MHC-Restriktion CD8 positiver γ/δ T

Zellen (Abschnitt 4.2). Im Unterschied zu α/β T Zellen zeigen γ/δ T Zellen mit der

Modulation der CD8β-Kette eine bisher nicht beschriebene Eigenschaft (Abschnitt

4.3).

Schließlich werden die mögliche Rolle von CD8 für die Aktivierung von γ/δ T Zellen

und die Unterschiede in der CD8-Expression von Maus und Ratte diskutiert

(Abschnitt 4.4).

4.1 Vergleich von CD8 auf α/β und γ/δ T Zellen

Auf MHC I restringierten α/β T Zellen fungiert CD8αβ als Korezeptor bei der

Antigenerkennung. Wenn CD8 auf γ/δ T Zellen dieselbe Funktion hat, sollten sowohl

die exprimierte CD8-Isoform als auch die von CD8 vermittelten Signale gleich sein.

Wie auf α/β T Zellen würde CD8 bei der Aktivierung von γ/δ T Zellen mit dem TCR

und dem erkannten Antigen interagieren.

In der Ratte kann CD8 von verschiedenen Zellen in unterschiedlichen Isoformen

exprimiert werden. Da die zu 90% CD8 positiven γ/δ T Zellen der Rattenmilz zum

allergrößten Teil das CD8αβ Heterodimer exprimieren (Abschnitt 3.1), wäre es
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denkbar, daß CD8αβ auf γ/δ T Zellen einzigartige Eigenschaften besitzt. Tatsächlich

ist in der Ratte neben der CD8αβ-Isoform der α/β T Zellen eine anscheinend anders

glycosylierte Isoform bekannt, die auf peritonealen und alveolaren Makrophagen

sowie auf alveolaren Mastzellen zu finden ist; dort löst das Kreuzvernetzen von CD8

die Produktion von Zytokinen und NO aus (Hirji et al. 1999).

Auf γ/δ T Zellen entsprach CD8 in allen untersuchten Eigenschaften der Isoform der

α/β T Zellen: Zum einen bindet ein mAk gegen die V-artige Domäne von CD8α (G28)

gleichermaßen an α/β und γ/δ T Zellen (nicht gezeigt), während er wohl wegen einer

anderen Glykosylierung CD8α auf Makrophagen und Mastzellen nicht erkennt (Lin

et al. 1998). Keine Unterschiede zwischen der CD8-Isoform der α/β und γ/δ T Zellen

wurden auch mit dem mAk OX8, dessen Epitop auf der „hinge“-Domäne von CD8α

liegt (Classon et al. 1992), sowie mit 3.4.1 und Rib6/1 gefunden, die beide ein

überlappendes Epitop des CD8αβ Heterodimer erkennen (FACS Färbungen nicht

gezeigt). Im Immunblot gegen CD8α sind die Banden von α/β und γ/δ T Zellysaten

gleich.

Intrazellulär ist CD8 auf α/β T Zellen, aber nicht bei Makrophagen und Mastzellen

mit LAT und p56lck assoziiert (Bosselut et al. 1999; Hirji et al. 1999). Eine molekulare

Analyse mittels Immunblots und in vitro Kinase-Detektionen zeigte, daß sich CD8

von γ/δ und α/β T Zellen auch in Bezug auf die p56lck–Bindung nicht unterscheidet

(Abschnitt 3.1.2). Bei beiden T Zellinien konnte CD8α mit p56lck kopräzipitiert, und

Kinaseaktivität nachgewiesen werden. Dementsprechend wurde auch bei den γ/δ T

Zellen keine Assoziation von CD8 mit p59fyn festgestellt, ebenfalls einer src-Kinase,

die bei der Thymusentwicklung von T Zellen die Funktion von p56lck teilweise

übernehmen kann (van Oers et al. 1996) und die mit der CD8-Form von

Makrophagen und Mastzellen assoziiert sein könnte.

Auf der nächsthöheren Komplexitätsebene wurde geprüft, ob CD8 auf intakten α/β

und γ/δ T Zellen die gleichen Signale vermittelt. Sowohl bei α/β T wie bei γ/δ T Zellen

konnten Antikörper gegen CD8 positive Signale für das Überleben von Zellen liefern,

die nach einem Signal über den TCR alleine sonst relativ schnell gestorben wären

(Abschnitt 3.2.2). Folglich spielen CD8-Signale eine Rolle im Zusammenhang mit γ/δ

TCR-vermittelten Signalen.
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CD8 ist auf γ/δ T Zellen also sowohl serologisch als auch, soweit untersucht, in der

Signalübertragung mit der Form der α/β T Zellen identisch. Aber die Daten lassen

keine Schlüsse zu, ob γ/δ T Zellen das Protein als Korezeptor bei der TCR

vermittelten Aktivierung exprimieren oder als einen kostimulatorischen Rezeptor.

Sollte CD8 auf γ/δ T Zellen analog zu den α/β T Zellen der Korezeptor sein, würde

bei der antigenabhängigen Aktivierung eine Kolokalisation von CD8 mit dem γ/δ

TCR stattfinden, um die assoziierten signalübertragenden Proteine direkt in die

Nähe des TCR zu bringen. Ohne die Kenntnis von Antigenen für γ/δ T Zellen der

Ratte mußte diese Assoziation indirekt nachgeprüft werden.

Ein erster experimenteller Ansatz orientierte sich an publizierten Experimenten mit

α/β T Zellen der Maus. Wird auf diesen Zellen mit mAk entweder der TCR oder CD8

kreuzvernetzt, ensteht ein sogenanntes Cap auf der Zellmembran. Nach TCR-

Kreuzvernetzung wird auch CD8 im Cap gefunden, und im mit mAk anti CD8

erzeugten Cap ist der α/β TCR kolokalisiert (Kwan Lim et al. 1998). Aus nicht näher

bekannten experimentellen Gründen war es aber auch bei α/β T Zellen der Ratte

nicht möglich, eine Kolokalisation von CD8 und TCR nachzuweisen.

Als zweites wurde die Proteinstruktur der TCRδ-Kette untersucht, um Aussagen

über die Interaktion von CD8 und TCR zu ermöglichen. B. Arden hat durch Analyse

der bekannten Aminosäuresequenzen von TCR und BCR V-Segmenten der Maus ein

Aminosäuremotiv gefunden, von dem er vorschlägt, daß es eine direkte Interaktion

zwischen TCR und CD8 ermögliche. Das sogenannte KEK-Motiv (Aufeinanderfolge

von Lysin (K), Glutaminsäure (E) und Lysin), dessen minimale Ausprägung das

Lysin an der Aminosäureposition 56 (nach Ardens Nomenklatur) am Rand des

CDR2 der TCRα, bzw. TCRδ-Kette sei, führe zu einer Interaktion zwischen der nach

außen gerichteten positiven Ladung des Lysin mit negativen Resten der CD8-

Glykosylierung (Arden 1998). Leider wird diese These bisher durch keine

experimentellen Daten gestützt. Wenn Ardens Hypothese zutrifft und sich Maus und

Ratte in dieser Eigenschaft nicht unterscheiden, sollte man in DV-Segmenten der

Ratte häufiger Lysin 56 finden als bei der Maus, wenn CD8 als Korezeptor mit dem

γ/δ TCR interagierte. Im DBA/2-Mausstamm tragen drei von sechs ADV7-

Segmenten, aber nicht DV105 das entsprechende Lysin. Jedoch wurde es weder in
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den fünf klonierten ADV7, noch im DV105-Gensegment der Ratte gefunden

(Abschnitt 3.3.1.2). Da es keine experimentellen Daten gibt, die Ardens Theorie

stützen, kann man aber aus dem Fehlen von Lysin 56 nichts über die Möglichkeit

einer Assoziation von CD8 mit dem γ/δ TCR schlußfolgern.

Es gibt nämlich einige experimentell besser belegte Hypothesen zur Interaktion von

CD8 und α/β TCR, die nicht in Einklang mit Arden sind. So haben Janeway und

Kollegen in AV-Segmenten der Maus zwei andere Motive gefunden, die eine

extrazelluläre Interaktion der TCRα-Kette mit CD4, bzw. CD8 ermöglichen könnten.

Diese Motive sind nicht direkt in der Aminosäuresequenz erkennbar, sondern

ergeben ein konformationales Epitop. Zumindest einige der TCRα-Ketten mit nur

einem der beiden Motive assoziieren bevorzugt mit dem Korezeptor, der zum

verbliebenen Motiv paßt (Janeway et al. 1996). Für menschliches CD8 gibt es keine

meßbare Bindung der extrazellulären Bereiche von TCR und CD8 (persönliche

Mitteilung Alexandre Arcaro, Ludwig-Institut für Krebsforschung, Epalinges,

Schweiz). Dagegen ist eine intrazelluläre Interaktion über eine Bindung des CD8-

assoziierten p56lck an TCR-assoziiertes Zap-70 beschrieben (Thome et al. 1996).

Davon unabhängig gibt es vermutlich eine Interaktion zwischen der intrazellulären

Domäne von CD8β und dem α/β TCR (persönliche Mitteilung Alexandre Arcaro,

Ludwig-Institut für Krebsforschung, Epalinges, Schweiz).

Zur Bedeutung von CD8 als möglichem Korezeptor von γ/δ T Zellen sind also in

dieser Arbeit einige Fragen geklärt worden, andere sind noch unbeantwortet. CD8

auf γ/δ T Zellen ist serologisch nicht unterscheidbar von der Isoform der α/β T Zellen,

ist mit aktivem p56lck assoziiert und vermittelt auf α/β und γ/δ T Zellen ähnliche,

vielleicht dieselben Signale. Es wäre aber noch zu klären, ob bei der

Antigenerkennung CD8 mit dem γ/δ TCR assoziiert und so die frühen TCR-

Aktivierungssignale verstärkt werden; man könnte z.B. die LAT-Rekrutierung zum

TCR oder die ZAP-70-Phosphorylierung messen. Schließlich ist noch die Frage offen,

ob die CD8 positiven γ/δ T Zellen MHC I-retringiert sind.
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4.2 TCR-Stukturdaten sprechen gegen eine klassische MHC I-Restriktion

CD8 besaß in allen untersuchten Punkten auf γ/δ T Zellen die gleichen Eigenschaften

wie auf α/β T Zellen und könnte deshalb auch der Korezeptor des γ/δ TCR sein. Weil

CD8 als Korezeptor des α/β TCR gemeinsam mit dem TCR an MHC I bindet, stellt

sich die Frage, ob auch CD8 positive γ/δ T Zellen eine MHC I-restringierte

Antigenerkennung aufweisen.

Mangels bekannter Antigene für γ/δ T Zellen der Ratte wurde die Antigenerkennung

indirekt über die Struktur der Antigen bindenden CDRs (englisch: complementarity

determining regions) untersucht. Da CDR3 der jeweiligen schweren Kette der

Immunrezeptoren von der Verknüpfungsregion der V, D und J-Gensegmente kodiert

wird, sind theoretisch sehr verschiedene CDR3-Längen möglich. Die TCRβ-Kette

weist aber wegen der MHC-Restriktion nur ein eingeschränktes Spektrum mit

kurzem CDR3 auf (Rock et al. 1994). Zwar sind alloreaktive α/β TCR beschrieben, die

mitunter CDR3-Längen von 13 oder auch 16 Aminosäuren aufweisen können; diese

CDR3-Proteinschleifen sind aber zu lang, um noch mit dem antigenen Peptid

interagieren zu können, und binden allein an den fremden MHC (persönliche

Mitteilung Bernard Malissen, Centre d`Immunologie INSERM-CNRS, Marseille-

Luminy). Wenn CD8αβ positive γ/δ T Zellen in klassischer Weise MHC-restringiert

Antigen erkennen, sollten die CDR3δ-Schleifen ähnlich kurz sein wie üblicherweise

bei der TCRβ-Kette.

Um CDR3-Längen zu messen, wurden Spektratyp-Analysen durchgeführt, die einen

Überblick über die CDR3-Längen ganzer Zellpopulationen bieten. Da sie auf PCR

mit Primern links und rechts vom CDR3 basieren, muß man die Sequenz der (A)DV-

Segmente kennen. Bei γ/δ T Zellen können außerdem nicht willkürliche DV-

Gensegmente für die Spektratypanalysen verwendet werden, weil auch in den

peripheren lymphoiden Organen einige Gensegmente bevorzugt exprimiert sind,

während man andere kaum machweisen kann. Da keine Untersuchungen zur DV-

Segmentbenutzung in der Rattenmilz vorlagen, aber bekannt ist, daß in peripheren

lymphoiden Organen der Maus bevorzugt ADV7, DV104 und DV105 exprimiert
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werden (Haas et al. 1992; Pereira et al. 2000), wurde auch in der Ratte von der

Präferenz dieser Gensegmente ausgegangen. DV105 und ADV7-Gensegmente

wurden partiell kloniert und sequenziert, und es wurden starke Sequenzhomologien

zwischen den entsprechenden Gensegmenten von Maus und Ratte festgestellt

(Abschnitt 3.3.1.1; aus Gründen der Übersichtlichkeit werden diese Sequenzen nicht

hier, sondern im Ergebnisteil besprochen). Zusätzlich fanden sich im Lauf der

Analysen starke Indizien, daß DV105 und Segmente aus der ADV7-Familie auch in

der Rattenmilz sehr häufig sind (Abschnitt 3.3.6), die Analysen der ADV7 und

DV105 enthaltenden CDR3-Längen sind folglich repräsentativ für γ/δ T Zellen der

Rattenmilz.

Spektratyp-Analysen für vier verschiedene BV-Segmente zeigten jeweils das

eingeschränkte Spektrum mit kurzem CDR3 (im Durchschnitt 9 Aminosäuren), das

schon von Maus und Mensch bekannt ist (Candéias et al. 1991; Pannetier et al. 1993;

Rock et al. 1994). Trotz der CD8-Expression der γ/δ T Zellen war CDR3δ der Ratte

wesentlich länger (im Durchschnitt 15 bis 16 Aminosäuren) als CDR3β und das

Längenspektrum für CDR3δ breiter als bei CDR3β (Abschnitt 3.3.2). Die Analyse von

aufgereinigten CD8αβ und CD8αα positiven sowie CD8 negativen γ/δ T Zellen zeigte

dasselbe Längenspektrum in allen drei Subpopulationen (Abschnitt 3.3.3). Da die

Spektratyp-Analysen auf der gegen kleine Verunreinigungen sehr empfindlichen

PCR basieren, war der Befund wichtig, daß innerhalb der Subpopulationen sowohl

der Anteil DV105, als auch ADV7 exprimierender Zellen jeweils etwa gleich groß

war (Abschnitt 3.3.1.3). Also haben γ/δ T Zellen unabhängig von der CD8-Expression

absolut dieselbe CDR3-Länge und wahrscheinlich auch dieselbe Art der

Antigenerkennung.

Ein direkter Vergleich der CDR3δ-Längen von Maus und Ratte (Abschnitt 3.3.4)

zeigte die Zuverlässigkeit der Spektratyp-Analysen, da für die Maus das identische

ADV7 CDR3-Längenspektrum erhalten wurde wie bei Gerber et al. 1999 beschrieben

(Längenangaben persönliche Mitteilung Pablo Pereira, Institut Pasteur, Paris). In

beiden Spezies war das DV105-Spektrum im Durchschnitt eine Aminosäure kürzer

als das ADV7-Spektrum. Eine Korrelation von DV-Segment und CDR3-Länge ist für

die Maus schon von Weber-Arden et al. beschrieben worden (Weber-Arden et al.
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2000), und auch für BV-Segmente der Maus ist eine Korrelation der CDR3-Länge mit

bestimmten V-Segmenten bekannt (Pannetier et al. 1993).

Betrachtet man die CDR3-Längenspektren von Maus und Ratte im Detail, werden

kleine Unterschiede deutlich: Sowohl für DV105, als auch für ADV7-TCR ist das

Längenspektrum bei der Maus nicht ganz so breit gefächert wie bei der Ratte; vor

allem die Längeren CDR3 fehlen. Deshalb sind die CDR3δ-Längen der Ratte im

Schnitt ein bis zwei Aminosäuren länger als bei der Maus und ähneln mehr denen

des Menschen (Rock et al. 1994). Obwohl sie CD8 exprimieren, haben also die γ/δ T

Zellen der Ratte etwa das gleiche CDR3δ-Längenspektrum wie die meist CD4 und

CD8 doppelt negativen, nicht klassisch MHC I restringierten (Zusammenfassung in

Davis et al. 1995; Chien et al. 1996) γ/δ T Zellen von Maus und Mensch (Rock et al.

1994) und wie γ/δ T Zellen des Schafs (Hein et al. 1993). So wie die MHC-Restriktion

in allen Spezies kurze CDR3β-Längen bewirkt, folgt wohl auch die

Antigenerkennung der γ/δ T Zellen speziesübergreifend denselben Prinzipien.

Die Spektratyp-Analyse von Thymozyten zeigte darüber hinaus, daß das CDR3δ-

Längenspektrum der Milz nicht durch eine Selektion geformt wurde, denn auch

unselektierte CDR3δ-Spektren besaßen dieselbe Verteilung (Abschnitt 3.3.3.5).

Daraus kann man folgern, daß die CDR3δ-Längenunterschiede zwischen Maus und

Ratte schon bei der Gensegmentrekombination entstehen. Die Sequenzen der ADV7-

und DV105-Klone erbrachten keine Hinweise auf längere genomische DV- oder DJ-

Sequenzen der Ratte, aber erst ein Vergleich der genomischen Sequenzen kann dies

abschließend klären. Möglicherweise gibt es bei der Rekombination der

Gensegmente, also im Gleichgewicht zwischen der Aktivität von Exonukleasen und

der Terminalen Desoxyribonukleotid-Transferase Unterschiede zwischen Ratte und

Maus. Wie bei der Maus (Weber-Arden et al. 2000) entstehen wohl auch bei der Ratte

ADV7 und DV105 exprimierende γ/δ T Zellen spät in der Ontogenie, wenn maximale

CDR3-Längen möglich sind.

Obwohl γ/δ T Zellen der Ratte CD8αβ exprimieren, besitzen sie dieselben CDR3δ-

Längen, dieselbe Antigen bindende Struktur wie die γ/δ T Zellen anderer Spezies.

Zumindest für γ/δ T Zellen der Maus konnte eine mit den Antikörpern vergleichbare

Erkennung von dreidimensionalen Strukturen gezeigt werden (Schild et al. 1994),
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und die CDR3δ-Längen legen diese Art der Antigenerkennung auch für γ/δ T Zellen

der Ratte nahe.

Obwohl keine klassische MHC I-Erkennung wie bei CD8 positiven α/β T Zellen

gefunden wurde, spielen möglicherweise MHC I-artige Proteine eine wichtige Rolle

bei der Antigenerkennung CD8 positiver γ/δ T Zellen. Diese MHC-Moleküle müßten

nicht unbedingt Antigene präsentieren, sondern sie selbst könnten das Antigen

darstellen; für einige nicht-klassische MHC I-Moleküle konnte sogar eine Interaktion

mit CD8 gezeigt werden (siehe Abschnitt 4.4). Obwohl CD8αβ positive γ/δ T Zellen

keine klassische MHC I-Restriktion besitzen, könnte CD8 also trotzdem die Rolle

eines Korezeptors bei der Antigenerkennung spielen.

4.3 Modulation der CD8β-Kettenexpression

Da weiter offen bleiben muß, ob CD8 auch auf γ/δ T Zellen ein Korezeptor des TCR

ist, bleibt auch die Bedeutung einer besonderen Eigenschaft der γ/δ T Zellen unklar:

Nach Aktivierung können γ/δ T Zellen die Expression der CD8β-Kette modulieren, so

daß sie nur noch CD8αα exprimieren. Schon Hoffmeyer hatte Hinweise auf die

CD8β-Modulation der γ/δ T Zellen gefunden (Hoffmeyer 1994), in der vorliegenden

Arbeit wurde sie im Detail untersucht.

Zunächst wurden die Signale charakterisiert, die zur CD8β-Modulation führen.

Durch Stimulation mit Phorbolester und Ionophor wurde gezeigt, daß die

Modulation nicht eine besondere Eigenschaft des zur Stimulation benutzten mAk

gegen den γ/δ TCR (V65) ist (Abschnitt 3.4.3). Mit gereinigten CD8αβ positiven γ/δ T

Zellen konnte dann der Nachweis geführt werden, daß tatsächlich die CD8β-

Expression moduliert wird und das Verschwinden von CD8β nicht etwa mit besserer

Vermehrung der CD8αα positiven γ/δ T Zellen erklärbar ist (Abschnitt 3.4.1). Durch

semiquantitative RT-PCR wurde nachgewiesen, daß Zellen, die CD8β von der

Oberfläche moduliert hatten, auch keine CD8β mRNA mehr enthielten (Abschnitt
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3.4.2). Die Modulation von CD8β fand also auf Ebene der mRNA statt, und sie war

nicht reversibel, zumindest wurden keine Kulturbedingungen gefunden, mit denen

man den Anteil CD8β positiver Zellen wieder erhöhen konnte.

Umgekehrt hängt die Effektivität der CD8β-Modulation zumindest teilweise von der

Stärke des Aktivierungssignals ab, denn parallel zur Titration des kostimulatorischen

mAk gegen CD28 nahm die CD8β-Modulation bis zu einem Sättigungswert zu.

Verschiedene Stimulationsprotokolle unterschieden sich in diesem Sättigungswert,

d.h. im Ausmaß der induzierten CD8β-Modulation. Bei Aktivierung durch

immobilisierten mAk gegen den γ/δ TCR bewirkte Kostimulation in Form von IL-4

eine etwa so effektive Abnahme von CD8β wie Kosignale durch mAk gegen CD28

(nicht gezeigt). IL-2 als Kostimulus induzierte auf weniger Zellen eine CD8β-

Modulation (Abschnitt 3.4.3); allerdings muß berücksichtigt werden, daß

rekombinantes humanes IL-2 benutzt wurde und nicht IL-2 der Ratte, das vielleicht

effektivere Kosignale vermitteln könnte. Interessanterweise verschwanden die CD8β

positiven γ/δ T Zellen nie völlig, und z.B. die gleichzeitige Gabe von IL-4 und mAk

gegen CD28 konnte keine weitere Reduktion bewirken (nicht gezeigt).

Bisher gibt es zwar keine Beobachtung der CD8β-Modulation in vivo; weil sie aber in

vitro mit verschiedenen Aktivierungsprotokollen gefunden wird, ist dieser Effekt

möglicherweise auch bei einer antigenvermittelten Aktivierung in vivo relevant. Die

CD8αα positiven γ/δ T Zellen, die man zu unterschiedlichen Anteilen in den

peripheren lymphoiden Organen der Ratte findet, könnten von aktivierten, ehemals

CD8αβ positiven Zellen stammen. Jedenfalls kann man aus der CD8αα-Expression

bei γ/δ T Zellen keine Rückschlüsse auf eine mögliche extrathymische Reifung ziehen.

Weitergehende Untersuchungen zur Modulation von CD8β in vivo würden durch die

Entdeckung von Antigenen für γ/δ T Zellen der Ratte erleichtert.

Nach der Charakterisierung der Signale, die zur CD8β-Modulation führen, stellt sich

die Frage nach einem möglichen Sinn der Modulation. Wenn CD8 der Korezeptor

des γ/δ TCR oder ein kostimulatorischer Rezeptor wäre, hätte der Verlust der CD8β-

Kette eine Abschwächung der CD8-Kosignale zur Folge. CD8αα bindet nämlich

MHC I mit kaum schwächerer Affinität (Garcia et al. 1996), aber CD8αβ kann
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effektiver Kosignale vermitteln (Irie et al. 1995; Bosselut et al. 1999; Bosselut et al.

2000). Die CD8αα-Expression könnte also eine Erhöhung des Schwellenwerts für die

Aktivierung der γ/δ T Zellen bedeuten.

Andererseits könnte die CD8β-Modulation mit einer veränderten Funktion der

Zellen in Zusammenhang stehen. Für CD8αβ positive α/β T Zellen sind nämlich in

vitro Aktivierungsprotokolle beschrieben, die zum Verlust der CD8-Expression und

gleichzeitig zu erheblichen funktionellen Veränderungen führen (Erard et al. 1993;

Mehal et al. 1998). Außerdem geht die periphere Inaktivierung von CD8 positiven

α/β T Zellen in bestimmten Fällen mit dem Verlust der CD8-Expression einher

(Davignon et al. 1985; Arnold 1991; Schönrich et al. 1992; Pestano et al. 1999; Mixter

et al. 1999).

Um mögliche Auswirkungen der CD8β-Modulation auf die Funktion der γ/δ T Zellen

zu bestimmen, wurden mit der Produktion von IFN-γ und der zytotoxischen

Aktivität typische Effektorfunktionen gemessen. Doch weder die Fähigkeit zur

Produktion von Zytokinen (Abschnitt 3.5.1), noch das zytotoxische Potential der

Zellen (Abschnitt 3.5.2) wurden durch die CD8β-Modulation verändert. Demnach

sind γ/δ T Zellen nach der CD8β-Modulation nicht inaktiviert, sondern besitzen noch

dieselben funktionellen Fähigkeiten wie die CD8β positiven Ausgangszellen. Diese

Ergebnisse schließen auch aus, daß die Fähigkeit zur CD8β-Modulation die

Eigenschaft einer funktionellen Subpopulation der γ/δ T Zellen ist. Dazu paßt auch,

daß die ADV7- und DV105-Gensegmente in den CD8β modulierenden und nicht

modulierenden γ/δ T Zellen gleich häufig benutzt wurden (Abschnitt 3.3.1.3). Da die

Antigenerkennung für die Aktivierung im verwendeten in vitro System keine Rolle

spielte, waren die CDR3-Längenspektren nach der Modulation nicht verändert

(Abschnitt 3.3.3). In vivo würden Antigene, die mit hoher Affinität erkannt werden,

eher zum Verlust von CD8β führen als mit geringer Affinität gebundene, so daß in

den CD8-Subpopulationen unterschiedliche CDR3-Längenspektren entstehen

könnten.

Vorausgesetzt, daß CD8 überhaupt eine Bedeutung für γ/δ T Zellen hat, welche

Auswirkungen könnte die CD8β-Modulation haben? Es besteht die Möglichkeit, daß

mit dem Verlust von CD8β der Schwellenwert für eine zweite Aktivierung erhöht
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wird. Dies würde indirekt auch die Funktion der betroffenen Zellen verändern, denn

man muß beachten, daß alle Funktionstests dieser Arbeit nach einem starken

polyklonalen Aktivierungssignal durchgeführt wurden. Im Fall einer

antigenvermittelten T Zellaktivierung könnte die Modulation der CD8β-

Kettenexpression durch eine Abschwächung von Kosignalen kleine funktionelle

Veränderungen vermitteln. Zum Beispiel kann ein α/β T Zellklon, der normalerweise

Zielzellen über Fas und Perforin tötet, bei schwächeren Aktivierungssignalen nur

eine Fas-abhängige Lyse bewirken (Kessler et al. 1998).

Sollte CD8 auch bei γ/δ T Zellen ein Korezeptor bei der Antigenerkennung sein,

wären diese nach der CD8β-Modulation wohl vor allem schwerer aktivierbar. In der

Literatur finden sich Hinweise für eine entsprechende Abnahme der Aktivierbarkeit

von menschlichen γ/δ T Zellen, die allerdings weder CD4 noch CD8αβ exprimieren.

Bürk und Kollegen beobachteten bei diesen γ/δ, aber nicht bei α/β T Zellen nach

Aktivierung in vitro einen gestiegenen Schwellenwert für eine zweite Aktivierung.

Sie vermuten sogar, daß die γ/δ T Zellen die Expression eines unbekannten

Korezeptors modulieren könnten (Bürk et al. 1997), aber auch eine verstärkte

Expression inhibitorischer Rezeptoren wäre denkbar.

In der vorliegenden Arbeit wurden tatsächlich neben der CD8β-Modulation weitere

Hinweise darauf gefunden, daß γ/δ T Zellen der Ratte nach ihrer Aktivierung

kostimulatorische Rezeptoren modulieren können. So exprimieren fast alle γ/δ T

Zellen in der Rattenmilz CD2, die meisten auch CD5. Nach der Aktivierung in vitro

stieg der Anteil CD5 nur noch niedrig exprimierender γ/δ T Zellen (Straube 1996),

und es bildete sich eine Population CD2 niedrig exprimierender Zellen (Abschnitt

3.5.3); die Expression beider Marker blieb dauerhaft reduziert. Während die

Bedeutung von CD2 als kostimulatorischer Rezeptor gut belegt ist (Bachmann et al.

1999), bleibt strittig, ob CD5 bei der T Zellaktivierung eher inhibitorische (Peña-Rossi

et al. 1999) oder stimulatorische Signale (Simarro et al. 1997) vermittelt.

Interessanterweise nahm auch das Ausmaß der Modulation von CD2 und CD5 mit

der Stärke des Aktivierungssignals zu, und hierbei folgte die Modulation von CD2,

CD5 jeweils derselben Sättigungskurve wie die CD8β-Modulation. Überdies

modulierten meist dieselben Zellen die Expression aller drei Proteine: Zellen, die
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nach der Aktivierung noch CD8β positiv waren, exprimierten fast immer auch CD2

und CD5 stark (Abschnitt 3.5.3, für CD5 nicht gezeigt).

Man könnte also spekulieren, daß die verminderte Expression von CD2, CD5 und

CD8β jeweils die Aktivierbarkeit der betroffenen Zellen senkt. Möglicherweise

besitzen die γ/δ T Zellen mit der Modulation kostimulatorischer Moleküle einen

besonderen Mechanismus, um ihre Aktivierung zu regulieren. Angesichts der

verbreiteten Erkennung körpereigener Strukturen durch γ/δ T Zellen

(zusammengefaßt bei Hayday et al. 1997) könnte ein solcher Mechanismus nötig

sein, um Autoimmunität zu vermeiden. CD8 könnte in diesem Fall entweder der

Korezeptor des TCR oder auch ein kostimulatorischer Rezeptor sein. Die Modulation

der CD8β-Kette wäre dann eine von mehreren Möglichkeiten, um die

Effektorfunktionen aktivierter γ/δ T Zellen zu kontrollieren.

4.4 Die mögliche Rolle von CD8 bei der Aktivierung von γ/δ T Zellen der Ratte

Abschließend sollen aus den vorgestellten Daten Schlußfolgerungen für eine

mögliche Rolle von CD8 für die Aktivierung von γ/δ T Zellen abgeleitet werden.

Obwohl sich CD8 auf γ/δ T Zellen sowohl serologisch als auch in der

Signaltransduktion in allen untersuchten Eigenschaften als identisch mit der CD8-

Isoform der α/β T Zellen erwies, kann CD8 positiven γ/δ T Zellen keine klassische

MHC I-Restriktion zugeschieben werden. Die CDR3-Längen der TCRδ-Ketten legen

eher nahe, daß CD8αβ positive γ/δ T Zellen dieselbe Art der Antigenerkennung

besitzen wie die übrigen γ/δ T Zellen der Rattenmilz. Auch die CDR3-

Längenspektren der meist CD4 und CD8 doppelt negativen γ/δ T Zellen von Maus

und Mensch ähneln denen der Ratte, und deshalb sind wohl auch die Prinzipien der

Antigenerkennung verwandt.

Im Maussystem wurden einige für das Verständnis der CD8-Expression von γ/δ T

Zellen wichtige Beobachtungen veröffentlicht, und wegen der starken
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Sequenzhomologie der γ/δ TCR-Ketten einerseits und der funktionellen

Ähnlichkeiten andererseits hat möglicherweise auch CD8 auf γ/δ T Zellen von Maus

und Ratte die gleiche Funktion. Unklar bleibt allerdings, warum sich die Häufigkeit

der CD8-Expression so stark unterscheidet: In der Rattenmilz exprimieren 90% der

γ/δ T Zellen CD8, bei der Maus nur etwa 10%. Mögliche Gründe dafür werden später

angesprochen. Allerdings sind die Unterschiede zwischen γ/δ T Zellen von Maus und

Ratte geringer als bisher angenommen. Man ging zwar bisher fälschlicherweise meist

davon aus, daß die γ/δ T Zellen der Maus nur das CD8αα-Homodimer exprimieren,

tatsächlich sind sie aber zumindest in der Milz von C57BL/6-Mäusen zum größten

Teil CD8αβ positiv (Sabine Wagner, Institut für Virologie und Immunbiologie

Würzburg, zur Veröffentlichung vorbereitet). Diese Diskrepanz kann vielleicht damit

erklärt werden, daß γ/δ T Zellen eine kleine Zellpopulation darstellen, die einer

Untersuchung nur schwer zugänglich ist. Frühe, eingehende Analysen des

Phänotyps von γ/δ T Zellen wurden deshalb erst nach einer Anreicherung und

Aktivierung von mehreren Tagen durchgeführt (Cron et al. 1989; MacDonald et al.

1990). Sollten auch γ/δ T Zellen der Maus nach Aktivierung die CD8β-Expression

modulieren, konnten diese Analysen leicht zu falschen Ergebnissen kommen.

Man muß nicht notwendigerweise davon ausgehen, daß die CD8-Expression auf γ/δ

T Zellen mit einer Funktion verbunden ist. Die CD4-Expression der CD1-

restringierten NK T Zellen zeigt nämlich einige Analogien zur CD8-Expression der

γ/δ T Zellen: In der Maus exprimiert ein beträchtlicher Teil der NK T Zellen CD4,

obwohl diese Zellen keine MHC II-Restriktion aufweisen, und NK T Zellen können

nach Aktivierung in vitro die CD4-Expression modulieren (Chen et al. 1997).

Möglicherweise spielt CD4 bei der Aktivierung der CD1-restringierten NK T Zellen

keine Rolle, denn die Aktivierung menschlicher CD4 positiver NK T Zellen kann

durch blockierenden mAk gegen CD4 nicht beeinflußt werden (Sieling et al. 2000).

Dagegen existieren Hinweise darauf, daß CD8 eine wichtige Rolle bei der

Aktivierung von γ/δ T Zellen spielt, denn auf γ/δ T Zellen der Maus wie der Ratte

kann CD8 Signale vermitteln. Da in der Ratte keine Antigene für γ/δ T Zellen bekannt

sind, konnten in der vorliegenden Arbeit nur Indizien für einen Einfluß von CD8 auf

Aktivierungssignale des γ/δ TCR gesammelt werden (Abschnitt 3.2.2). Aber für γ/δ T
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Zellen der Maus wurde belegt, daß CD8-Signale zur antigenvermittelten T

Zellaktivierung beitragen können, denn die Aktivierung CD8αβ positiver γ/δ T

Zellklone kann durch einen mAk gegen CD8 blockiert werden (Tsujimura et a. 1996).

Deshalb besitzt CD8αβ sehr wahrscheinlich eine Funktion bei der Aktivierung von

γ/δ T Zellen. Anscheinend werden auf γ/δ T Zellen dieselben CD8-Signalwege benutzt

wie auf α/β T Zellen (Abschnitt 3.2.1). Deswegen ist kaum vorstellbar, daß die CD8-

Kreuzvernetzung auf γ/δ T Zellen eigene, vom TCR unabhängige Signale auslöst.

Hinweise auf die Erfüllung anderer Aufgaben durch CD8, wie für bestimmte

Makrophagen und Mastzellen der Ratte nachgewiesen (Hirji et al. 1999), haben sich

bei γ/δ T Zellen bisher nicht ergeben.

Auch wenn CD8 anscheinend Signale zur TCR-vermittelten Aktivierung von γ/δ T

Zellen beisteuert, kann seine Funktion für γ/δ T Zellen noch nicht eindeutig benannt

werden. Nachfolgend werden drei Möglichkeiten diskutiert: Einerseits könnte CD8

die Rolle eines Korezeptors des TCR besitzen (A), andererseits ist eine Funktion als

kostimulatorisches Molekül vorstellbar (B). Schließlich wird eine weitere, neue Rolle

von CD8 bei der Aktivierung von γ/δ T Zellen vorgeschlagen (C).

A) Es liegt nahe zu vermuten, daß CD8 - analog zu α/β T Zellen - die Funktion eines

Korezeptors des γ/δ TCR besitzt. Da die Struktur des γ/δ TCR aus sterischen Gründen

nicht zu einer klassischen MHC I-Restriktion paßt (Abschnitt 3.3), kämen nicht-

klassische MHC I-Moleküle als Restriktionselemente in Frage, die tatsächlich schon

lange als Antigene der γ/δ T Zellen diskutiert werden (Haas et al. 1993; Chien et al.

1996; Steele et al. 2000). Für einige γ/δ T Zellen der Maus wurde die Erkennung von

H2-T-Molekülen im Detail beschrieben (Schild et al. 1994; Tsujimura et al. 1996;

Crowley et al. 2000) und auch in der Ratte sind zu H2-T homologe Gene bekannt

(Kirisits et al. 1992; Kirisits et al. 1994). Beim Menschen fand man das nicht-klassische

MHC I-Molekül MICA als γ/δ T Zell-Antigen (Bauer et al. 1999); für dieses

unabhängig von β2m exprimierte nicht-klassische MHC-Molekül ist aber bisher in

Maus und Ratte kein Analog gefunden worden. Die Expression von H2-T-Molekülen

und MICA ist abhängig vom zellulären Aktivierungszustand oder von Streß, so daß

z.B. für immunregulatorische γ/δ T Zellen die Erkennung dieser Antigene sinnvoll

wäre. Interessanterweise können H2-T-Moleküle mit CD8 interagieren (Teitell et al.
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1991; Wingren et al. 2000), und die Aktivierung CD8αβ positiver, T3-spezifischer γ/δ

T Zellen kann durch mAk anti CD8 blockiert werden (Tsujimura et al. 1996). Ob auch

MICA mit CD8 interagieren kann, ist unbekannt. Eventuell wäre eine direkte

Assoziation gar nicht notwendig, denn beim Menschen wurde das Glycoprotein

gp180 beschrieben, das anscheinend eine indirekte Assoziation zwischen CD8 auf

intestinalen α/β T Zellen und dem MHC-ähnlichen Molekül CD1 auf intestinalen

Epithelzellen vermitteln kann (Campbell et al. 1999). Auf diese Weise könnten auch

andere denkbare Restriktionselemente, z.B. Hitzeschockproteine, CD8 indirekt

binden.

Obwohl folglich CD8 auf γ/δ T Zellen durchaus als Korezeptor bei der Erkennung

nicht-klassischer MHC-Moleküle dienen könnte, gibt einige Indizien, die gegen diese

Möglichkeit sprechen. Erstens exprimieren H2-T restringierte γ/δ T Zellen nicht

häufiger CD8 als der Durchschnitt der γ/δ T Zellen (Crowley et al. 2000), sie

benötigen also CD8 nicht als Korezeptor. Zum anderen findet man auf TCR-

transgenen γ/δ T Zellen mit H2-T-Spezifität ebenso häufig CD8 wie auf γ/δ T Zellen

von wildtypischen Mäusen (Wells et al. 1991; Pereira et al. 1992); folglich

unterscheiden sich CD8 positive und negative γ/δ T Zellen nicht in der Affinität der

Antigenbindung. Schließlich gibt es Gründe anzunehmen, daß γ/δ T Zellen im

allgemeinen nicht H2-T-restringiert sind: Hinweise auf die Notwendigkeit einer

positiven Selektion von γ/δ T Zellen wurden nämlich mit Mäusen gewonnen, die

transgen für T22-spezifische γ/δ TCR sind. Während TCR-transgene, β2m-defiziente

(also auch H2-T-defiziente) Mäuse keine γ/δ T Zellen in der Peripherie aufweisen,

findet man normale Zahlen von γ/δ T Zellen in allen untersuchten Organen β2m-

defizienter Mäuse ohne transgenen TCR (Wells et al. 1991; Pereira et al. 1992; Correa

et al. 1992). Auch der Anteil CD8 positiver γ/δ T Zellen wird durch die β2m-Defizienz

nicht verändert (Sabine Wagner, Institut für Virologie und Immunbiologie

Würzburg, zur Veröffentlichung vorbereitet).

B) Zwar ist nicht auszuschließen, daß CD8 trotzdem als Korezeptor des γ/δ TCR

dienen kann. In der Maus richtet sich aber die CD8-Expression anscheinend nicht

nach dem erkannten Antigen. Dazu würde eher eine Rolle von CD8 als

kostimulatorisches Molekül passen. Auch so ließe sich der beschriebene Block der γ/δ
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T Zellaktivierung durch mAb anti CD8 erklären (Tsujimura et al. 1996), denn auch

durch die Blockierung kostimulatorischer Signale kann die T Zellaktivierung

verhindert werden. Trotzdem gibt es für eine Rolle von CD8 als kostimulatorisches

Molekül bisher keine konkreten Hinweise.

C) Schließlich besteht die Möglichkeit, daß CD8-Signale bei der Aktivierung von γ/δ

T Zellen beteiligt sind, ohne daß CD8 im klassischen Sinn als Korezeptor oder

kostimulatorisches Molekül dient. Um die TCR-Signale zu unterstützen, muß CD8

nicht notwendigerweise zusammen mit dem γ/δ TCR an das Antigen binden. In vitro

kann nämlich die Kreuzvernetzung des α/β TCR durch Antikörper eine sogenannte

Cap-Bildung auslösen, und auf α/β T Zellen findet man CD8 mit dem TCR im selben

Cap kolokalisiert (Kwan Lim et al. 1998). Analog dazu könnte bei der

Antigenerkennung der γ/δ T Zellen CD8 passiv, ohne selbst an einen Liganden auf

der Antigen präsentierenden Zellen zu binden, durch TCR-Kreuzvernetzung in die

Nähe des TCR gebracht werden. Im Komplex mit dem TCR würden die mit CD8

assoziierten Proteine p56lck und LAT dann Kosignale vermitteln. Darüber hinaus

wurde beschrieben, daß bestimmte α/β T Zellrezeptoren auch auf naiven, ruhenden

Zellen relativ stark mit CD8 assoziiert sind (Anel et al. 1997). Man könnte sich

vorstellen, daß bestimmte γ/δ T Zellrezeptoren CD8 entweder permanent gebunden

haben oder nach der Antigenerkennung sehr effizient rekrutieren. CD8 wäre dann

weder klassischer Korezeptor, noch kostimulatorisches Molekül, sondern eher als

weiteres Proteinketten-Dimer des TCR/CD3-Komplex zu betrachten. Auch diese

Rolle von CD8 würde erklären, warum man die Aktivierung CD8 positiver γ/δ T

Zellen durch einen mAk gegen CD8 verhindern kann (Tsujimura et al. 1996):

Blockierte man die Assoziation von CD8 und TCR, hemmte man die T

Zellaktivierung. Es bliebe zu prüfen, welche CD8-Epitope von Antikörpern

gebunden werden müssen, um die γ/δ T Zellaktivierung zu blockieren.

Die Rolle von CD8 für die Aktivierung von γ/δ T Zellen ist noch nicht eindeutig

geklärt, und folglich können auch die Auswirkungen der CD8β-Modulation durch

γ/δ T Zellen nur geschätzt werden. Nach der Aktivierung modulieren γ/δ T Zellen die

Expression der CD8β-Kette und exprimieren nur noch das CD8αα-Homodimer; in

dieser Eigenschaft unterscheiden sie sich von den peripheren α/β T Zellen (Abschnitt
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3.4). Mit zunehmender Signalstärke nimmt der Anteil noch CD8β positiver γ/δ T

Zellen ab, aber es gibt anscheinend einen Sättigungswert, denn einige γ/δ T Zellen

modulieren die CD8β-Genexpression auch bei maximalem Aktivierungssignal nicht.

Obwohl die funktionellen Fähigkeiten der γ/δ T Zellen nicht verändert werden

(Abschnitt 3.5), könnte die Modulation die Aktivierbarkeit von γ/δ T Zellen

beeinflussen. Da nämlich durch die CD8β-Kette die funktionelle Assoziation von

CD8α mit p56lck und LAT verbessert wird (Irie et al. 1995; Bosselut et al. 1999;

Bosselut et al. 2000), sollten die CD8-Signale durch die Modulation abgeschwächt

werden.

Wenn zutrifft, daß CD8 auch auf γ/δ T Zellen als Korezeptor des TCR dient, würde

die Modulation vermutlich die Effizienz der TCR-Signalvermittlung erniedrigen und

so den Schwellenwert für eine zweite Aktivierung erhöhen. Dieses Szenario erinnert

an Beobachtungen bei der Reifung CD8 positiver α/β T Zellen im Thymus von Maus

und Ratte. Diese Thymozyten können die Expression der CD8β-Kette modulieren,

um einer negativen Selektion durch ein zu starkes TCR-Signal zu entgehen. Bei noch

stärkerem TCR-Signal verlieren sie auch die Expression der CD8α-Kette, schließlich

werden sie durch negative Selektion entfernt (Chidgey et al. 1998; Mitnacht et al.

1998). Bei peripheren γ/δ T Zellen könnte die CD8β-Modulation dazu dienen, bereits

aktivierte γ/δ T Zellen weniger reaktiv zu machen, z.B. um so die γ/δ T Zellantwort zu

terminieren.

Möglicherweise dient CD8 auf γ/δ T Zellen nicht als Korezeptor, sondern als

kostimulatorisches Molekül. Auch in diesem Fall würde sich das Verschwinden der

CD8β-Kette wahrscheinlich durch schwächere CD8-Signale auswirken. Andererseits

könnte die Avidität von CD8αα zu den signalübertragenden Proteinen p56lck und

LAT so weit reduziert sein, daß sie an andere Membranrezeptoren binden könnten.

Die entsprechenden Rezeptoren könnten jetzt ihrerseits kostimulatorische Signale

vermitteln. Dann würde durch die CD8β-Modulation eher die Qualität als die Stärke

der Kosignale verändert.

Schließlich gibt es die Möglichkeit, daß CD8 auf γ/δ T Zellen weder als Korezeptor,

noch als kostimulatorisches Molekül dient, sondern wie ein zusätzliches Dimer des

TCR/CD3-Komplex an der Signalübertragung beteiligt ist. Da dann CD8 dieselben
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Signale wie als Korezeptor vermitteln würde, sollte die CD8β-Modulation auch in

diesem Fall die TCR-vermittelten Signale abschwächen und so den Schwellenwert

für eine eventuell folgende zweite Aktivierung erhöhen.

Unabhänigig davon, welche Funktion CD8 auf γ/δ T Zellen letztlich zukommt, stellt

sich die Frage, warum γ/δ T Zellen CD8 exprimieren. Da nämlich die CD4 und CD8

doppelt negativen γ/δ T Zellen für ihre Aktivierung nicht auf CD8 angewiesen sind,

besteht anscheinend keine Notwendigkeit für CD8-Signale bei der Aktivierung von

γ/δ T Zellen. Aber es ist gut möglich, daß manche γ/δ T Zellen bei der thymischen

Reifung CD8 exprimieren. Da CD8 dann die für die T Zellaktivierung

unentbehrlichen Proteine p56lck und LAT bindet, wären die Zellen für eine

Aktivierung auf CD8-Signale angewiesen. Leider ist die thymische Reifung von γ/δ T

Zellen erst zum Teil verstanden, und man weiß nicht, wann sie CD8 exprimieren.

Vielleicht gehen CD8 positive γ/δ T Zellen aus CD4 und CD8 doppelt positiven γ/δ

Thymozyten hervor, doch anscheinend ist dieser Entwicklungsweg sowohl für γ/δ T

Zellen der Maus (Passoni et al. 1997; Washburn et al. 1997) wie auch der Ratte

(Bischof et al., zur Veröffentlichung eingereicht) eine Ausnahme. Möglicherweise

exprimieren einige γ/δ T Zellen CD8 erst nach einer positiven Selektion, also zu

einem Zeitpunkt, an dem die zuvor doppelt positiven α/β T Zellen die Entscheidung

für die Expression von CD4 oder CD8 treffen. Man könnte die benutzten CD8-

Enhancer-Elemente untersuchen und so eventuell den Zeitpunkt der ersten CD8-

Expression eingrenzen. Periphere α/β T Zellen benutzen nämlich andere Enhancer

für die Expression der Korezeptoren als die CD4 und CD8 doppelt positiven

Thymozyten (zusammengefaßt in Ellmeier et al. 1999). Dieser späte Zeitpunkt für

eine Entscheidung über die CD8-Expression könnte auch die unterschiedliche

Häufigkeit von CD8 auf γ/δ T Zellen von Maus und Ratte erklären, denn in vitro

gereifte doppelt positive α/β Thymozyten der Maus reifen nach einem

Aktivierungssignal spontan in CD4 einzeln positive α/β T Zellen aus, während Zellen

der Ratte unter denselben Bedingungen in CD8 positiven Zellen ausdifferenzieren

(Mitnacht et al. 1998). Eventuell führt diese spontane Neigung der Ratten T Zellen

zur CD8-Expression dazu, daß in der Ratte viel mehr periphere γ/δ T Zellen CD8
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exprimieren als in der Maus. Klarheit kann aber erst der Vergleich des thymischen

Reifungsweges CD8 positiver γ/δ T Zellen in den beiden Spezies bringen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daß die Rolle von CD8 bei der

Aktivierung von γ/δ T Zellen noch nicht völlig verstanden ist. Die Interpretation der

in dieser Arbeit gewonnenen Daten wird dadurch erschwert, daß die allgemeinen

Prinzipien der Antigenerkennung von γ/δ T Zellen noch nicht aufgeklärt sind und

daß man ihre Entwicklung im Thymus noch zu wenig versteht. Trotzdem gibt es

starke Hinweise, daß CD8-Signale an der Aktivierung CD8 positiver γ/δ T Zellen

beteiligt sind, denn einerseits wurde in der vorliegenden Arbeit eine weitgehende

Ähnlichkeit der CD8-vermittelten Signale auf α/β und γ/δ T Zellen gefunden, und

andererseits kann man die antigenvermittelte Aktivierung CD8 positiver γ/δ T Zellen

der Maus mit Antikörpern gegen CD8 blockieren. Erst weitere Analysen können

zeigen, ob CD8 auf γ/δ T Zellen als Korezeptor des TCR oder als kostimulatorisches

Molekül fungiert oder ob CD8 eher als zusätzliches Peptidkettendimer des

TCR/CD3-Komplexes angesehen werden muß.
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5.1 Zusammenfassung

CD8 wird von thymisch gereiften α/β T Zellen als CD8αβ-Heterodimer exprimiert

und dient als Korezeptor bei der MHC Klasse I (MHC I) restringierten

Antigenerkennung. In dieser Funktion stabilisiert CD8 die Bindung des T

Zellrezeptors (TCR) an seinen Liganden (MHC I mit antigenem Peptid) und

vermittelt darüber hinaus kostimulatorische Signale an die T Zelle. Die Antigene der

γ/δ T Zellen sind bis auf einige Ausnahmen unbekannt, aber γ/δ T Zellen von Maus

und Mensch weisen im allgemeinen höchstwahrscheinlich keine MHC-restringierte

Antigenerkennung auf. Dementsprechend findet man auf den meisten γ/δ T Zellen

dieser Spezies keinen der MHC-spezifischen Korezeptoren CD4 oder CD8. In

auffälligem Gegensatz dazu exprimieren in der Milz der Ratte bis zu 80% der γ/δ T

Zellen das CD8αβ-Heterodimer.

Um die mögliche Funktion von CD8αβ auf γ/δ T Zellen besser zu verstehen, wurden

zunächst die CD8-vermittelten Signale untersucht. Eine Schlüsselrolle bei der

Initiierung der TCR-Signalkaskade kommt der mit CD8α assoziierten

Proteintyrosinkinase p56lck zu. Diese ist, wie durch Kopräzipitationsexperimente

gezeigt wurde, bei α/β und γ/δ T Zellen gleichermaßen mit CD8 assoziiert und zeigt

dieselbe Kinaseaktivität. Weiterhin konnte in vitro ein kostimulatorisches Potential

von CD8-spezifischen Antikörpern für α/β und γ/δ T Zellen gezeigt werden.

Demnach besitzt CD8 auf α/β und γ/δ T Zellen prinzipiell eine vergleichbare

Fähigkeit zur Übertragung kostimulatorischer Signale.

Es war folglich naheliegend, einen Zusammenhang zwischen der CD8αβ-Expression

der γ/δ T Zellen mit einer möglichen MHC I restringierten Antigenerkennung zu

prüfen. Da bisher keine Antigene für γ/δ T Zellen der Ratte bekannt sind, wurden die

Antigen bindenden Regionen des γ/δ TCR analysiert. Bei Antigenrezeptoren von

Mensch und Maus bestehen nämlich charakteristische Längenunterschiede zwischen

den mit dem Antigen interagierenden CDR3-Proteinschleifen (englisch:

complementarity determining regions), die in der Verknüfungsregion der V-, D- und J-

Gensegmente codiert sind. Bei Maus und Mensch sind die CDR3-Längen der TCRδ-

Kette ähnlich variabel und etwa so lang wie bei der schweren Kette des B
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Zellrezeptors. Dagegen sind die CDR3-Regionen der TCRβ-Kette sehr kurz, was

wahrscheinlich durch die notwendige Interaktion des MHC-Peptid-Komplexes mit

allen drei CDR-Schleifen bedingt wird. Daraus wurde geschlossen, daß die

Bestimmung der CDR3δ-Längen Aussagen über eine mögliche MHC-Restriktion von

γ/δ T Zellen der Ratte erlauben sollte. Zur Durchführung der CDR3δ-Längenanalysen

wurde die Methode des Spektratyping etabliert. Hierfür wurden in der Milz häufig

vorkommende TCRδ V-Gensegmente (DV105 und fünf Mitglieder der ADV7-

Familie) partiell kloniert und sequenziert. In CD8 positiven und negativen γ/δ T

Zellen wurden sowohl DV105 als auch Mitglieder der ADV7-Familie jeweils etwa

gleich häufig exprimiert. Spektratyp-Analysen ergaben in γ/δ T Zellen der Ratte für

beide V-Genfamilien etwas längere CDR3δ-Schleifen als bei der Maus; CD8αβ

positive, CD8αα positive und CD8 negative γ/δ T Zellen der Ratte besaßen identische

Längenspektren. Demnach kann man die CD8αβ-Expression von γ/δ T Zellen der

Ratte nicht als Hinweis auf eine der klassischen MHC-Restriktion ähnliche

Antigenerkennung werten.

Als spezifische Eigenschaft von γ/δ T Zellen der Ratte wurde eine Modulation der

CD8β-Genexpression nachgewiesen, die mit der Stärke des Aktivierungssignals

zunahm. Nach Aktivierung in vitro exprimierte ein großer Teil zuvor CD8αβ

positiver γ/δ T Zellen nur noch das CD8αα-Homodimer, das auf MHC I

restringierten α/β T Zellen deutlich schlechtere Korezeptoreigenschaften aufweist als

das CD8αβ-Heterodimer. Die Modulation war irreversibel, fand prätranslational statt

und zeigte keine Einflüsse auf Effektorfunktionen der γ/δ T Zellen wie Interferon-γ-

Produktion oder zytotoxische Fähigkeiten. Über die physiologische Bedeutung

dieser Modulation kann nur spekuliert werden, doch könnte sie ein Mechanismus

sein, um den Schwellenwert für Signale einer erneuten T Zellaktivierung zu erhöhen.

Darüber hinaus limitiert sie den Nutzen der CD8αβ-Expression als Marker für die

thymisch gereifte Linie von γ/δ T Zellen.
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5.2 Abstract

CD8 is expressed on thymus derived α/β T cells and serves as the co-receptor for

MHC class I (MHC I) restricted antigen recognition. In this role CD8 stabilises the

binding of the T cell receptor (TCR) to its ligand (MHC with antigenic peptide) and

moreover transduces co-stimulatory signals to the T cell. Aside from few examples

the antigens of γ/δ T cells are unknown, but mouse and human γ/δ T cells most

probably do not possess a MHC restricted way of antigen recognition.

Correspondingly most γ/δ T cells of these species do not express one of the MHC

specific co-receptors CD4 or CD8. In striking contrast up to 80% of splenic rat γ/δ T

cells express the CD8αβ heterodimer.

To understand the putative function of CD8αβ expressed by rat γ/δ T cells, CD8

signalling was investigated first. The protein tyrosine kinase p56lck plays a key role at

the initiation of the TCR signalling cascade. This kinase is equally associated with

CD8 on α/β and γ/δ T cells as found by co-precipitations, and it shows the same

kinase activity there. Furthermore, in vitro a co-stimulatory potential of CD8 specific

antibodies could be demonstrated for α/β and γ/δ T cells likewise. Therefore in

principle, CD8 possesses similar co-stimulatory properties on rat α/β and γ/δ T cells.

Consequently a correlation between CD8αβ expression and a possible MHC I

restriction of rat γ/δ T cells was tested. Because no antigens have been found for rat

γ/δ T cells so far, the antigen binding regions of the γ/δ TCR were investigated. It is

known that the complementarity determining region 3 (CDR3) protein loops, which

are encoded by the region of V, D, and J gene segment joining, show characteristic

length differences: CDR3 lengths of mouse and human TCRδ chains show the same

variability and are as long as CDR3 of the B cell receptor heavy chain. In contrast, the

CDR3 regions of TCRβ chains are very short, what probably results from the

necessity of interaction between MHC and all three CDR loops. In consequence,

determining the CDR3δ lengths should allow predictions about a possible MHC

restriction of rat γ/δ T cells. For CDR3δ length analysis a method called spectratyping

was established. First of all, common TCRδ V segments from rat spleen (DV105 and

five members of the ADV7 gene family) were cloned and sequenced partially. Both
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gene families were expressed in about the same frequency by CD8 negative and CD8

positive γ/δ T cells, respectively. For both V segment families the spectratyping

analyses revealed somewhat longer CDR3δ loops in rat than in mouse γ/δ T cells.

CD8αβ or CD8αα positive and CD8 negative γ/δ T cells showed exactly the same

CDR3δ length spectra. Therefore the CD8αβ expression of rat γ/δ T cells is no

indication for a MHC restricted antigen recognition.

As a specific property of rat γ/δ T cells an activation dependent down modulation of

the CD8β chain could be demonstrated, that increased with the strength of the

activating signal. Following activation in vitro, a major percentage of γ/δ T cells which

previously expressed CD8αβ, solely expressed the CD8αα homodimer. On MHC I

restricted α/β T cells CD8αα is known to show poor co-stimulatory potential

compared to CD8αβ. The modulation was irreversible, occurred on a pre-

translational level and did not influence γ/δ T cell effector functions like interferon-γ

production or cytotoxicity. A physiological role of the modulation is speculative so

far, but the CD8β modulation might be a mechanism to increase the signalling

threshold for a following T cell activation. Moreover, the modulation limits the use of

CD8αβ expression as a marker for the thymically derived γ/δ T cell lineage.
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7 Abkürzungen

BCR B Zellrezeptor

BSS balanced salt solution

cDNA (zu mRNA) komlemetäre DNA

CDR Kompatibilitätsdeterminierende

Region (complementarity determining

region)

DETC Dendritische Epidermale γ/δ T Zelle

DNA Desoxyribonukleinsäure

FACS fluoreszensaktivierter Zellscanner,

bzw. -sorter

FCS fötales Kälberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

gDNA genomische DNA

γ/δ iIEL intestinale intraepitheliale γ/δ T

Lymphozyten

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

mAk monoklonaler Antikörper

MACS magnetaktivierter Zellsorter

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex

(major histocompatibility complex)

min Minute

mRNA messenger („Boten“) RNA

TCR T Zellrezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE R-Phycoerythrin

RNA Ribonukleinsäure
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RT reverse Transkription

SDS PAGE SDS Polyacrylamidgelelektropherese

Upm Umdrehungen pro Minute
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