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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Organtransplantation entwickelte sich in der zweiten Haélfte des 20.
Jahrhunderts innerhalb kirzester Zeit von ihren experimentellen Anfangen zum
etablierten klinischen Behandlungskonzept (Hariharan S et al., 2000). Seit
1954, als die erste Niere zwischen eineiigen Zwillingen durch Joseph E. Murray
(Murray JE et al., 1955) erfolgreich Ubertragen wurde, steigt die Zahl der

Organtransplantationen kontinuierlich an.

Doch hat die Transplantationsmedizin mit einem wesentlichen Nachteil zu
kampfen: noch immer wird ihr langfristiger Erfolg zu oft durch die Transplantat-
abstoBung geféhrdet. Hierbei handelt es sich um eine vom Organtransplantat
ausgel6ste Immunantwort, die zu dessen Zerstérung fihrt. Die derzeit einzige
Méglichkeit eine AbstoBung zu verhindern, ist die Unterdrickung des Empfan-
gerimmunsystems mit so genannten Immunsuppressiva. Auch wenn diese,
erstmals in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts erfolgreich eingesetzten,
Medikamente standig durch Verbesserte ersetzt werden, bleiben doch die von
ihnen ausgelésten Nebenwirkungen weiterhin ein ernstzunehmendes Problem
(Ratcliffe PJ et al., 1996). Sie unterdrlicken die gesamte kérpereigene Abwehr,
was wichtig ist, um das Organtransplantat vor der Zerstérung zu schiitzen, doch
bewirkt diese Immunsuppresssion auch, dass das Immunsystem der Ent-
stehung und Ausbreitung von Tumoren und Infektionen kaum adaquat ent-
gegenwirken kann (Walz MK, 1992; Cobbold SP, 2005). Die Immunsuppression
ist nach Daten von Eurotransplant auch wesentliche Ursache, dass Transplan-
tatempfanger an Infektionen versterben (www.eurotransplant.nl). Hinzu kommt,
dass diese Immunsuppressiva toxische Nebenwirkungen wie Nephro- und
Neurotoxizitat verursachen (Ratcliffe PJ et al. 1996, Hong JC 2000).

Das unveranderte Ziel der Transplantationsforschung bleibt auch weiterhin, die
zur TransplantatabstoBung fUhrende Immunantwort selektiv auszuschalten,
ohne dabei die lebenswichtigen Abwehrfunktionen des Immunsystems zu be-
eintrachtigen (Gorantla VS et al., 2000; Otto C und Ulrichs K, 2004).
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1.1 Immunologische Grundlagen der TransplantatabstoBung

Die klinische Organtransplantation stellt in aller Regel eine allogene Transplan-
tation dar, womit die Ubertragung zwischen genetisch nicht-identischen Indivi-
duen bezeichnet wird. Die zur Auslésung der AbstoBung wesentlichen Anti-
gene — sie werden auch Transplantat- oder Alloantigene genannt — sind in er-
ster Linie die polymorphen Moleklle des Haupthistokompatibilitdtskomplexes
(major histocompatibility complex) oder MHC (Bjorkman PJ et al., 1987; Rogers
NJ und Lechler RI, 2001).

Wird ein allogenes bzw. MHC-inkompatibles Organ Ubertragen, so wird das
Immunsystem des Empfangers aktiviert und die TransplantatabstoBung ausge-
l6st. Zwar handelt es sich hierbei um ein multizellulares Geschehen, doch sind,
wie Transplantationsversuche an immuninkompetenten Tieren belegen, CD4"
T-Lymphozyten zur Auslésung der Immunantwort unerldsslich (Bolton EM,
1989; Otto C (unverdffentlichte Daten)). Die Funktion der alloreaktiven CD4" T-
Lymphozyten besteht darin, unterschiedliche Effektorzellen des Immunsystems
wie B-Lymphozyten, zytotoxische CD8" T-Lymphozyten, NK-Zellen und Makro-
phagen zu aktivieren, die sich ihrerseits an der TransplantatabstoBung betei-
ligen (Rogers NJ und Lechler RI, 2001).

Lechler und Batchelor vertraten als Erste die Ansicht, dass Alloantigene T-
Lymphozyten des Empféngers Uber zwei unterschiedliche Wege aktiviert
werden (Lechler Rl und Batchelor JR, 1982). Beim ,direkten® Weg der
Alloantigenerkennung erkennen CD4" und CD8" T-Lymphozyten (Suchin et al.,
2001) die allogenen MHC-Klasse-I und Klasse-Il Molekiile direkt auf der Ober-
flache von sowohl Zellen des Organtransplantates als auch auf "passenger
leukocytes" (s. unten). Die eigentliche Funktion der MHC-Molekule, namlich T-
Lymphozyten Peptidantigene zu préasentieren, wurde von Rolf Zinkernagel und
Peter Doherty beschrieben (Zinkernagel R und Doherty P, 1974).

Die ,passenger leukocytes” oder Spenderleukozyten werden mit dem Trans-
plantat Gbertragen und aktiveren alloreaktive T-Lymphozyten im Transplantat-

empfanger. Es sind die antigenprasentierenden Zellen unter den Spender-
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leukozyten, die hierflr verantwortlich sind, da sie die notwendigen kostimulato-
rischen Molekile exprimieren (Haspot F et al., 2002). Als Ursache flur den
ungewdhnlich hohen Anteil an alloreaktiven T-Lymphozyten, die Gber den direk-
ten Weg der Alloantigenerkennung aktiviert werden (ca. 1-10 Prozent), wird die
Kreuzreaktivitdt der T-Zellrezeptoren auf diesen T-Lymphozyten gesehen
(Lombardie G et al., 1990; Lechler Rl et al., 1990). Nach aktuellen Erkenntnis-
sen ist die Lebensdauer der ,passenger leukocytes“ im Transplantatempfanger
begrenzt, und mit ihrem Verschwinden kommt der direkte Weg der T-Zellakti-
vierung zum Erliegen. Der ,indirekte Weg“ der Alloantigenerkennung wird durch
antigenprasentierende Zellen des Transplantat-Empfangers vermittelt. Diese
phagozytieren verschiedenste Proteine, hierunter auch allogene Proteine des
MHC-Komplexes, prozessieren diese zu Peptiden, um sie in Selbst-MHC-
Klasse-Il Molekilen den eigenen CD4" T-Lymphozyten auf der Zelloberflache
zu prasentieren (Auchincloss H et al., 1993; Auchincloss H und Sultan H, 1996).
Auch die indirekt aktivierten CD4" T-Lymphozyten steuern Uber Zytokine
weitere Effektorzellen (Abb. 1.1). Die besondere Bedeutung des indirekten
Weges der Alloantigenerkennung liegt darin, dass er solange aktiv ist, wie sich
das Transplantat im Empfanger befindet. Dieser Weg ist somit auch der Grund
daflr, dass Transplantatempfénger ein lebenlang Immunsuppressiva einzuneh-

men haben.

An der TransplantatabstoBung ist zwar eine Vielzahl von Alloantigenen beteiligt,
doch ist es mdglich, Peptidantigene mit einem nachweisbaren Effekt auf die
TransplantatabstoBung zu identifizieren. So wurden die an der AbstoBung
allogener Organtransplantate in Lewis-Empféangern beteiligten MHC (RT1Y)-
Peptidantigene in der eigenen Arbeitsgruppe charakterisiert (Sitaru, AG et al.,
2002 und 2004; Otto, C et al., 2002). Insbesondere die Bedeutung des allo-
genen Peptids P1, einem aus 19 Aminosauren bestehenden Peptid, fir die Allo-
immunantwort wurde intensiv untersucht. So weisen P1-spezifische T-Lympho-
zyten ein ausgepragtes Th1-Cytokin-Muster auf und ihre Beteiligung an der be-
schleunigten AbstoBung von Wistar-Furth-Organtransplantaten in Lewis-Ratten

wurde nachgewiesen (Sitaru AG et al., 2004).
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(A) Direkter Weg (B) Indirekter Weg
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Abb. 1.1: Der direkte und indirekte Weg der Alloantigenerkennung. Beide Wege fiihren zur
Aktivierung alloreaktiver T-Lymphozyten des Empféngers. Der direkte Weg ist durch die Inter-
aktion antigenprasentierender Zellen (APC) des Spenders (,passenger leukocytes”) mit
Empfanger-T-Lymphozyten charakterisiert. Dabei erkennen alloreaktive CD8" und CD4" T-
Lymphozyten allogene MHC-Klasse | bzw. Klasse Il Molekile direkt (A). Dagegen werden beim
indirekten Weg die MHC-Molekiile des Spenders von Empfanger-APC aufgenommen, pro-
zessiert und den eigenen CD4" T-Lymphozyten prasentiert (B).

1.2 Der T-Zellrezeptor: Aufbau und Funktion

Allen T-Lymphozyten ist der T-Zellrezeptor gemeinsam (Turner SJ et al., 2006).
Beim Menschen befinden sich die Gene fir den T-Zellrezeptor auf den
Chromosomen 7 und 14. Der T-Zellrezeptor ist ein membrangebundenes Gly-
koprotein, bestehend aus zwei Uber Disulfidbriicken verbundenen Polypeptid-
ketten. Hinsichtlich der beiden Untereinheiten werden so genannte a/B- oder
y/6-Heterodimere unterschieden. Der T-Zellrezeptor ist mit dem zur SignalUber-
mittlung wichtigen CD3-Komplex assoziiert (Abb. 1.2).
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Der a/B-T-Zellrezeptor erkennt unter physiologischen Bedingungen ,sein®
Peptidantigen nur dann, wenn es von kdrpereigenen MHC-Molekilen (s. oben)
prasentiert wird. Der T-Zellrezeptor bindet dabei sowohl Determinanten des
Antigens als auch des MHC-Molekils. Diese Besonderheit der Antigener-
kennung durch T-Lymphozyten ist als “MHC-Restriktion” bzw. “Zinkernagel-

Doherty-Phdnomen” bekannt (s. oben).

Innerhalb der T-Lymphozyten lassen sich zwei Subpopulationen unterscheiden:
1.) Die CD4" T-Lymphozyten, die auch als T-Helfer-Zellen bezeichnet werden,
erkennen ein Antigen wenn es von MHC-Klasse-lIl Molekilen auf der
Oberflache antigenprasentierender Zellen prasentiert wird. Hierbei stabilisiert
das CD4-Molekil den Komplex aus T-Zellrezeptor, MHC-Klasse-Il Molekilen
und Fremdantigen; 2.) Die zytotoxischen CD8" T-Lymphozyten binden Antigene
bevorzugt in Assoziation mit MHC-Klasse-I Molekulen. Hierbei hat auch das
CD8-Molekil die Funktion, die Bindung zum MHC-Klasse-I Molekil zu stabili-

sieren.

Mehr als 95% der humanen T-Lymphozyten exprimieren den a/f T-Zellrezeptor
auf ihrer Zelloberflache. Ahnlich den Immunglobulinmolekiilen der B-Lympho-
zyten weist auch der T-Zellrezeptor einen groBen extrazellularen Anteil auf, der
aus einer konstanten (,constant region®, C-) und einer antigenbindenden,
variablen (V-) Doméne besteht (Abb. 1.2). Uber eine so genannte H-Region
(,hinge®) werden beide Ketten miteinander verbunden. Die Verankerung der
beiden Ketten des T-Zellrezeptors in der Zellmembran erfolgt jeweils durch zwei
hydrophobe Transmembranregionen. Im Gegensatz zum B-Zellrezeptor weist
der T-Zellrezeptor nur eine Antigenbindungsstelle (Monovalenz) auf, die von
beiden Peptidketten geformt wird. Die GréBe der a-Kette liegt zwischen 47 bis
52 kDa und die der B-Kette zwischen 40 bis 44 kDa (Abb. 1.2). Der T-
Zellrezeptor wird von weiteren Proteinketten (vier beim Menschen und fanf bei
der Maus) umgeben, die als CD3-Proteine bezeichnet werden und far die
Signaltransduktion von Bedeutung sind. Sie signalisieren in das Zellinnere,

dass eine Antigenerkennung stattgefunden hat.
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Abb. 1.2: Der o/p T-Zellrezeptor. Dieser T-Zellrezeptor besteht aus einer a- und B-Kette, die
Uber eine Disulfidbriicke in der H-Region miteinander verbunden sind (A). Der extrazelluléare
Bereich jeder Kette besteht aus einer variablen und einer konstanten Doméne. Beide Ketten
sind zudem Uber ihre Transmembranregionen, die aus hydrophoben und ungeladenen
Aminosauren bestehen, in der Plasmamembran verankert, wobei ein kurzer zytoplasmatischer
Bereich in das Zellinnere ragt. In Abb. 1.2 B ist das Raummodell des T-Zellrezeptors nach
Ergebnissen aus Rontgenstrukturanalysen dargestellt. Der obere Bereich zeigt das
Faltungsmuster der variablen Doméanen von a- und B-Kette und der untere Bereich die
Faltungsmuster der konstanten Doménen. Beide Ketten weisen eine charakteristische
Anordnung von B-Faltbléttern auf (breite Pfeile). In der variablen Doméane beider Ketten sind die
hypervariablen Komplementaritatsdeterminanten (complementary determination regions oder
CDR) lokalisiert und als Schleifen 1, 2 und 3 im Modell zu erkennen. Sie bilden zusammen die
Antigenbindungsstelle. Bei der Antigenerkennung bilden die a- und B-Kette des T-Zellrezeptors,
die Molekile des MHC-Komplexes und das antigene Peptidfragment einen terndren Komplex
(Seth A et al., 1994). Dabei nehmen die CDR1- und CDR2-Bereiche Kontakt mit den MHC-
Helices auf, wahrend CDR3 an das Peptid bindet.

1.3 Der T-Zellrezeptor: Rezeptorrepertoire und Immunantwort

T-Lymphozyten stellen neben B-Lymphozyten die zellularen Trager der spezifi-
schen Immunantwort dar. Charakteristisch flr beide ist, dass sie zur Antigen-
erkennung eine nahezu unbegrenzte Rezeptorvielfalt erzeugen. Durch die Anti-
generkennung werden sie aktiviert, beginnen sich zu teilen und differenzieren
sich zu antigenspezifischen Effektorzellen. Ist die Ursache ihrer Aktivierung —
z.B. eine bakterielle Infektion — beseitigt, so gehen nahezu samtlich aktivierte
Zellen zugrunde (Apoptose). Doch stellen Gedachtniszellen sicher, dass bei

einem erneuten Auftreten des Antigens die Immunantwort rasch und effektiv
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ausgeldst wird (immunologisches Gedéachtnis). Diese Art der antigenspezi-
fischen Selektion von T- und B-Lymphozyten wird als adaptive Immunitéat ge-
nannt. Alle von einem aktivierten Lymphozyten abstammenden Zellen weisen
dieselbe Rezeptorspezifitdt auf und werden daher als Klon bezeichnet. Damit
der T-Lymphozyt vollstandig aktiviert wird, sind zum Antigen noch weitere
Signale Uber Korezeptoren wie CD4, CD80/86 (B7.1/B7.2), CD28 und CD152
(CTL-4) notwendig (June CH et al., 1994; Agadjanyan MG et al., 1999). Die
Gesamtheit dieser Signalkaskaden fiihrt zur Proliferation antigenspezifischer
Zellen.

Die sehr groBe Anzahl potentieller Antigene erfordert eine Vielzahl von T-Zell-
rezeptoren mit unterschiedlicher Spezifitdt. Wirde jeder Rezeptor vollstandig
von einem Gen kodiert werden, so waren mehr Gene notwendig, als der Zelle
Uberhaupt zur Verfigung stinden. Aus diesem Grund wird die groBe Vielfalt an
Rezeptorproteinen durch einen komplexen genetischen Mechanismus mit der
Bezeichnung somatische Rekombination gesichert. Hierzu befindet sich die ge-
netische Information firr die vollstandige a- und B-Kette in getrennten Genseg-
menten. Wahrend der T-Zellentwicklung im Thymus werden diese Gensegmen-
te mit der Bezeichnung V (,varible®), D (,diversity“) und J (,joining“) durch so-
matische Rekombination zufallsbedingt verknlpft. Das fir die a-Kette gebildete
Gen besteht aus den Segmenten V,-J,, und das flr die B-Kette gebildete Gen
aus den Segmenten Vp-Dg-Jg. Diese funktionellen Gene werden transkribiert
und das primare RNA-Transkript durch ,Splicing“ modifiziert. Hierdurch werden
die nichtkodierenden Intronsequenzen entfernt und die kodierenden Exon-
sequenzen miteinander verbunden und an das so genannte C- (,constant)
Segment geknlpft. Die so entstandene mRNA enthélt die vollstindige geneti-
sche Information, um an den Ribosomen die a- bzw. B-Kette herzustellen

(Translation).

In den 80er und 90er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde in zahlreichen Publi-
kationen gezeigt, dass es in bestimmten Phasen von Autoimmunerkrankungen
zur Anreicherung von T-Zellklonen mit bestimmten VB-Elementen in ihren T-

Zellrezeptoren kommt (Zamvil S et al, 1985; Acha-Orbea H et al. 1988; Goronzy
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JJ et al., 1998; Spits H et al., 1991; Navarette C und Bottazzo GF, 1993; Bucht
A et al., 1992; Segurado OG und Schendel DJ, 1993a; Zagon et al., 1994).
Auch bei der TransplantatabstoBung wurde das Phdnomen einer dominanten T-
Zellrezeptor VB-Verteilung sowohl im Tiermodell (Shirwan H et al., 1993;
Douillard P et al., 1996; Shirwan H et al., 1997; Brouard S et al., 1999) als auch
in der Klinik (Hall BL et al., 1993; Barth C et al., 1996) beobachtet, auch wenn
die Ergebnisse haufig widersprichlich sind (Kato M et al., 2004).

1.4 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurde das T-Zellrezeptor VB-Reperoire alloreaktiver
CD4" T-Lymphozyten der Lewis-Ratte charakterisiert, die mit dem allogenen
Peptid P1 Uber den indirekten Weg der Alloantigenerkennung aktiviert wurden
(Abb. 1.1). Dieser Weg, der fur die TransplantatabstoBung von groBer Bedeu-
tung ist, ermdglicht zudem, im Gegensatz zur direkten Alloantigenerkennung,
die Induktion spenderspezifischer Toleranz (Shoskes DA und Wood KJ, 1994;
Game DS und Lechler RI, 2002).

Mit dem allogenen Peptid P1 steht ein gut charakterisiertes Antigen zur Ver-
flgung, das an der TransplantatabstoBung beteiligte alloreaktive T-Lympho-
zyten in Lewis Ratten induziert (Sitaru et. al., 2004). P1, das aus 19 Amino-
sauren besteht, ist mit einem Bereich des MHC-Klasse-I-Molekiils der Wistar-
Furth-Ratte (RT1") identisch.

Ziel dieser Arbeit war, das T-Zellrezeptor VB-Repertoire P1-spezifischer T-
Lymphozyten zu charakterisieren. Hierzu wurden sie in vitro mehrfach restimu-
liert, um zu untersuchen, welche T-Zellklone sich letztlich nach mehrfachem
Antigenkontakt ,durchsetzten®: Diese T-Zellrezeptor VB-Elemente sollten eine
hohe Affinitat zum Peptidantigen P1 aufweisen. Zum Vergleich wurde das T-
Zellrezeptor VB-Repertoire von sowohl Thymozyten als auch T-Lymphozyten
nicht-immunisierter Tiere untersucht. Fir diese Analysen wurde eine Methode
etabliert, die die Sensitivitdt der Polymerase-Kettenreaktion mit der Kapazitat
eines ELISA kombiniert: der PCR-ELISA.
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2 Fragestellung

In dieser Arbeit wurde das T-Zellrezeptor VB-Repertoire antigenspezifischer
CD4" T-Lymphozyten untersucht. Folgende Fragen sollten dabei beantwortet

werden:

1. Die subkutane Injektion des allogenen Peptids P1 aktiviert das adaptive
Immunsystem. Welche Effekte sind hierbei zu beobachten?

2. Das T-Zellrezeptor VB-Repertoire von Thymozyten und T-Lymphozyten
verschiedener Lymphknotenstationen wurde analysiert. Welche Gemein-

samkeiten bzw. Unterschiede sind festzustellen?

3. Das T-Zellrezeptor VB-Repertoire antigenspezifischer CD4" T-Lympho-

zyten wurde untersucht. Was sind die Ergebnisse?
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3.1 Tiere

Es wurden mannliche Ratten des Inzuchtstammes Lewis (LEW, RT1') zur
Isolierung von T-Lymphozyten verwendet. Bei Organentnahme waren die Tiere
durchschnittlich 8-10 Wochen alt und wogen 150 bis 200 g. Sie wurden von der

Firma Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen.

3.2 Kulturmedium und Pufferlésungen

3.2.1 Kulturmedium

Das Standardmedium bestand aus RPMI 1640 Medium mit folgenden Zuséatzen
(Angaben als Endkonzentrationen): 20 mmol/L HEPES, 1 mmol/L Natrium-
Pyruvat, 2 mmol/L L-Glutamin, 100 U/mL Penicillin, 100 ug/mL Streptomycin, 50
umol/L 2-Mercaptoethanol, 1% nicht-essentielle Aminosauren und 10% fetales
Kélberserum (CellConcepts, Umkirch, alle weiteren Reagenzien von Gibco/
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland).

3.2.2 PBS (Phosphat buffered saline)

Die phosphatgepufferte Kochsalzlésung, pH 7,2, enthielt 140 mmol/L Natrium-
chlorid, 2,7 mmol/L Kaliumchlorid, 7,2 mmol/L Natriumdihydrogenphosphatdi-
hydrat, 1,47 mmol/L Kaliumdihydrogenphosphat.

3.2.3 Erythrozyten-Lysepuffer

Der zur selektiven Zerstérung von Erythrozyten verwendete hypotonische Lyse-
puffer enthielt 1,68 mol/L Ammoniumchlorid, 0,1 mol/L Kaliumhydrogencarbonat
und 12,6 mmol/L EDTA. Diese 10-fach konzentrierte Stammlésung wurde vor

Gebrauch im Verhaltnis 1:10 mit sterilem Aqua dest. verdinnt.

-10 -
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3.3 Zellisolierungen

3.3.1 Isolierung von Lymphknoten- und Milzzellen

Die entnommenen Lymphknoten und Milzen wurden mit dem Stempel einer
5 mL-Spritze durch ein 70 ym Nylonsieb ("Cell Strainer” der Firma Falcon be-
zogen Uber die Firma Noras, Wirzburg, Deutschland) gepresst, die Zellsuspen-
sion gesammelt und bei 402 xg fir 6 Minuten zentrifugiert. Die Erythrozyten
wurden mit 3 mL Lysepuffer innerhalb von 2-3 Minuten zerstért. AnschlieBend
wurden zwischen 15 und 30 mL PBS zugegeben und die Zellen zweimal ge-
waschen. Hierzu wurden sie bei 402 xg fur 6 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Milzzellen wurden in 5 mL, die Lymphknotenzellen in
1 mL PBS resuspendiert und ihre Zellzahl in der Neubauerzahlkammer be-
stimmt. Hierzu wurden die Zellen mit einer 0,04-prozentigen Trypanblau-Lésung
(Ausgangskonzentration: 0,4 Prozent von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land) angefarbt. Die Zellzahl errechnete sich aus dem Produkt des Mittelwertes
der gezahlten Zellen, dem Kammer- sowie Verdinnungsfaktor und dem Vo-

lumen, in dem die Zellen resuspendiert waren.

Abb. 3.1: Darstellung der GréBenverhaltnis-
se von poplitealen (links) und cervikalen
(rechts) Lymphknoten einer 8-12 Wochen
alten Lewis-Ratte. Die entnommenen Lymph-
knoten wurden mit einer Digitalkamera (Olym-
pus C-5050) an einem Operationsmikroskop der
Firma Wild, Heerbrugg, Schweiz, bei 16-facher
VergréBerung fotographiert. Der Kleinere der
beiden poplitealen Lymphknoten (*) weist eine
Lange von ca. 1 bis 1,5 mm auf. Aus den vier
poplitealen Lymphknoten einer nicht-immuni-
sierten Ratte lassen sich ca. 2,6x10° + 1,2x10°
(n=3) Lymphknotenzellen isolieren.

3.3.2 Immunmagnetische Isolierung aktivierter (CD25") T-Lymphozyten

Die auf 2x10” Zellen/mL eingestellten Lymphknotenzellen wurden mit dem anti-
CD25 Antikdérper NDS61 fir 25 Minuten bei kontinuierlicher Bewegung auf Eis
inkubiert. Zur Berechnung der notwendigen Antikérpermenge wurde der Anteil
der Zielzellen mit 10 Prozent kalkuliert und 0,3 pg Antikérper pro 1x10° Zellen

eingesetzt. Diese Vorgehensweise wurde in Vorversuchen ausgetestet. Nach

-11 -



3 Material und Methoden

zweimaligem Waschen mit Medium ohne Zuséatze (bei 402 xg fir jeweils 6
Minuten) wurden die nicht gebundenen Antikérper entfernt. Die Zellen wurden
erneut in Medium ohne Zusétze resuspendiert und auf 2x10” Zellen/mL einge-
stellt. Pro Zielzelle wurden vier paramagnetische Mikropartikel (CELLection Pan
Mouse IgG Dynabeads, Dynal Biotech Oslo, Norwegen) zugegeben und fir 20
Minuten auf Eis in kontinuierlicher Bewegung inkubiert. Im Anschluss wurden
die CD25P%-Zellen mit einem Magneten (,Magnetic Particle Concentrator* fur
1,5 mL ReaktionsgefaBBe von Dynal) von den restlichen Zellen separiert. Um die
Dynabeads von den positiv-selektierten CD25P%-Zellen zu entfernen, wurden
sie in 200 uL Standardmedium (s. oben) resuspendiert und fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur mit 5 uL DNase (5 U/uL) inkubiert. Die von den Dynabeads
durch die DNase abgeldsten Zellen verblieben im Uberstand, wahrend die
paramagnetischen Partikel mit einem Magneten entfernt wurden. AnschlieBend
wurden die Zielzellen bei 402 xg flr 6 Minuten gewaschen und ihre Zellzahl mit
der Neubauerzahlkammer bestimmt.

3.4 Durchflusszytometrie

Fir diese Analysen wurden 5x10° Zellen in 50 uL PBS eingesetzt und jeweils
mit einer entsprechenden Menge an monoklonalen Antikérpern (ca. 3-5 L) fur
20 Minuten bei 4°C inkubiert. In Vorversuchen war die jeweils notwendige
Menge an Antikdrpern (Tab. 3.1) ausgetestet worden. Fir die anschlieBende
Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen in einem Endvolumen von

300 pL PBS aufgenommen.

Die Messungen wurden an einem FACScan (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland) mit einem 488 nm Argonlaser durchgefihrt. Eine Zell-
probe, die nicht mit Antikbrpern versetzt war, wurde als Kontrolle stets mit ge-
messen. FITC- oder PE-konjugierte Mausantikérper (IgG+«) wurden als Isoty-
penkontrollen eingesetzt (Becton Dickinson Pharmingen). Die toten Zellen
wurden mit 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) identifiziert. Jeweils 10.000 Ereig-
nisse wurden am Durchflusszytometer mit dem ,Software“-Programm Cell-
Quest™ Pro in der Version 5.1 der Firma Becton Dickinson GmbH gezahlt und

gespeichert. Die Auswertung erfolgte mit dem im Internet frei erhaltlichen ,Soft-
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ware-Programm® WinMDI ("windows multiple document interface flow cytometry

application") in der Version 2.8 (http://facs.scripps.edu/ software. html).

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper, ihre Spezifitiat und
ihre Bezugsquelle. TCR = T-Zellrezeptor. Weitere Informationen sind bei van den Berg TK et
al., 2001 zu finden.

Antikorper Spezifitat Bezugsquelle
Epitop Zielzellen

Ox 1 CD45 alle Leukozyten

\
b alle MHC Kilasse II-

Ox 6 RTH positiven Zellen

Ox 22 CD45RC T-Helferzellen } Linaris. Wertheim

Ox 39

CD25 aktivierte T-Lymphozyten

NDS61
J

R73 apf TCR a/B-T-Lymphozyten

CD4" T-Lymphozyten

W3/25 CD4 (in Kombination mit R73)

Medac, Hamburg

3.5. Zellfarbungen mit CFDASE

Die CFDASE Stammlésung (Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester)
mit 10 umol/L wurde entsprechend den Herstellerangaben angesetzt. Hierzu
wurden 500 ug gefriergetrocknetes CFDASE (MoBiTec, Géttingen, Deutsch-
land) in 90 yL DMSO (Dimethylsulfoxid) gel6ést. Diese Stammlésung wurde in
einem weiteren Schritt mit PBS auf 1 pmol/L verdinnt (= "Arbeitslésung").
FOnfhunderttausend Zellen in 1 mL PBS wurden mit 50 nmol/L CFDASE (End-
konzentration) fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Freies CFDASE wurde durch
Zugabe des funffachen Volumens an Standardmedium verdinnt. Wahrend der
finfmindtigen Inkubation bei 4°C wurde freies CFDASE durch den groBen
Proteinanteil im Medium gebunden. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen
wurde der Uberstand verworfen, und die Ausgangsfluoreszenz der gefarbten
Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. Hierzu wurden 10.000 Ereignisse ge-
zahlt. Da die Zellen bis zu 60% des aufgenommenen Farbstoffes verlieren

kénnen, ohne sich geteilt zu haben (Current Protocols in Cytometry; 1998; Ka-
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pitel 9.11.1), war es erforderlich, sie zunachst fir 24 Stunden in Standardme-
dium bei 37°C und 5 Prozent CO, zu inkubieren. Erst danach war eine stabile
Fluoreszenz zu messen und als Ausgangwert zu verwenden (Abb.3.2). Aus
diesem Grund wurden die mit CFDASE markierten und nicht-stimulierten Zellen
bis zu drei Tage nach Markierung auf ihre Fluoreszenzintensitat untersucht.

CFDASE gelangt wahrend der Inkubation Uber Diffusion in das Cytoplasma der
Zellen, wo es von intrazellularen Esterasen hydrolysiert wird. Die freigesetzten
Carboxylatgruppen des Calceins verhindern eine Diffusion aus dem Zytoplasma
in das Medium. Zudem wird CFDASE in fluoreszierende Farbstoffe umgewan-
delt, wodurch eine Detektion der markierten Zellen Uber einen Zeitraum von
mehreren Tagen mdoglich wird. Nach Aktivierung der CFDASE-markierten
Zellen ist eine Abnahme der Fluoreszenz aufgrund der Zellteilungen zu beo-
bachten, da die Menge an CFDASE einer Zelle jeweils auf die beiden Tochter-
zellen verteilt wird. Dies verringert die Fluoreszenzintensitat und die Anzahl der
gemessenen ,Fluoreszenspitzen® entspricht der Anzahl der Zellteilungen (Abb.
3.2).

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des
Fluoreszenzmusters sich teilender Zellen
im Durchflusszytometer, die mit CFDASE
markiert sind. Jeder ,Peak” steht fiir eine
Zellteilung und mit jeder Zellteilung nimmt die
Intensitdt der Fluoreszenz ab. Die Zahlen
geben die Anzahl der Zellteilungen an. X-

Events

4 3 2 1 0 Achse: Fluoreszenzintensitat in logarithmi-
‘ scher Skalierung. Y-Achse: Anzahl der Ereig-
100 10 102 108 10 nisse zu einer bestimmten Fluoreszenz
Fluoreszenz

3.6 Der T-Zell-Proliferationsassay

Dieser Assay wurde in Zellkultur-Mikroplatten mit 96 Rundboden-Vertiefungen
("96-well-Platten") von Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland, durchge-
fiihrt. Popliteale Lymphknotenzellen (jeweils 10° Zellen pro Vertiefung) wurden
ohne weitere Aufreinigung mit 20 Gray bestrahlten, syngenen DCs (10* Zellen
pro Vertiefung) und 5 pug Peptid P1 pro Vertiefung (= 33 pg/mL) in einem End-
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volumen von jeweils 150 pL inkubiert. Die Platten wurden fir 3 Tage bei 37°C
und 5 Prozent CO,-Sattigung kultiviert. Die letzten 6 Stunden wurden die Zellen
mit 0,5 pCi/Vertiefung [°H]-Thymidin inkubiert ("gepulst"). Der [*H]-Thymidin-
Einbau wurde mit einem "B-plate"-SzintillationsmeBgeréat in der Einheit "counts
per minute" (cpm) bestimmt (Institut far Virologie und Immunbiologie der Medi-
zinischen Fakultat der Universitat Wirzburg).

3.7 Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine enzymatische
Reaktion, mit der sich definierte DNA-Sequenzen in vitro vervielfaltigen lassen
(Saiki RK et al., 1985). In Kombination mit einer vorgeschalteten, weiteren
enzymatischen Reaktion — der reversen Transkription — die mRNA in cDNA
(complementary DNA) Uberflhrt, 1&sst sich die Genexpression von Zellen Uber-

prufen.

a) RNA-Isolierung

Fir samtliche RNA-Isolierungen wurden 1x10° Zellen eingesetzt. Bei der Zell-
verarbeitung wurden alle Schritte bis zur Zugabe von eiskaltem Ethanol unter
dem Abzug durchgefuhrt. Mit 1 mL Trizol (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deut-
schland) wurden die Zellen lysiert und fir 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Bei die-
sem Schritt wurden RNA, DNA sowie Proteine freigesetzt. AnschlieBend wur-
den 200 pL 4°C kaltes Chloroform (Roth, Gernsheim, Deutschland) zugegeben,
fir 15 Sekunden kraftig gemischt, 5 Minuten bei 4°C inkubiert und flr weitere
15 Minuten bei 16.060 xg und 4°C zentrifugiert. Die obere wassrige Phase mit
der RNA wurde in ein steriles 1,5 mL Reaktionsgefa (Eppendorf) mit 500 pL
4°C kaltem Isopropanol (Merck, Karlsruhe, Deutschland) tGberfihrt und die RNA
tber Nacht bei -20°C geféllt. Am nachsten Tag wurde die RNA bei 13.684 xg,
4°C fir 10 Minuten abzentrifugiert und das Pellet in 1 mL 75%-igem Ethanol
(angesetzt mit nukleasefreiem Wasser) gewaschen. Danach wurde die Lésung
erneut fiir 5 Minuten bei 5.646 xg und 4°C zentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und die am Boden des GefaBes haftende RNA bei 37°C fir ca. 20-30
Minuten luftgetrocknet. AnschlieBend wurde die RNA mit 40 yL 1 mmol/L

-15 -



3 Material und Methoden

Natriumcitratpuffer (Ambion, Texas, USA) resuspendiert und fir 10 Minuten bei
57°C im Thermomixer (Eppendorf) geschittelt. Die RNA wurde entweder sofort

weiterverarbeitet oder bei -80°C aufbewahrt.

b) Reverse Transkription: cDNA Synthese

Nach der RNA-Isolierung wurde die cDNA mit Oligo-dT16-Primern synthetisiert.
Hierzu wurden 5 pL RNA in einem 20 pyL Ansatz in cDNA umgeschrieben (An-
gaben als Endkonzentration): 1x PCR Puffer (10x Stammldésung: 50 mmol/L
KCI, 10 mmol/L Tris-HCI, pH 8,3, 5 mmol/L MgCl,, 2,5 umol/L Oligo-dT16-
Primer, 1 mmol/L dNTP-Gemisch (dNTP =Desoxynukleotidtriphosphat; Prome-
ga, USA), 1U/uL RNase-Inhibitor und 2,5 pmol/L MuLV Reverse Transkriptase.
Alle Reagenzien wurden von der Firma Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt,
Deutschland, bezogen.

c) Polymerase-Kettenreaktion

FUr die anschlieBende Polymerase-Kettenreaktion wurden 2,5 uL cDNA in 25
uL-Ansatze vorgelegt (Angaben als Endkonzentration): 1x PCR Puffer Il (10x
Stammlésung: 50 mmol/L KCI, 10 mmol/L Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mmol/L MgCly,
2 U AmpliTaq Gold (alle Reagenzien von Applied Biosystems GmbH) und 0,5
umol/L der entsprechenden Primer (synthetisiert durch MWG Biotech AG,
Ebersberg, Deutschland). Die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) wurde als Positiv-Kontrolle ("house-keeping" Gen) verwendet.

Tab. 3.2: Das fur die Polymerase-Kettenreaktion gewahlte Temperaturprofil sowie Cyclendauer
und -zahl. Die Primer sind in Tab. 3.3 aufgelistetet.

Cyclus Temperatur und Dauer Anzahl der Cyclen
Denaturierung 95°C flir 5 Minuten 1x
Denaturierung 95°C fir 1 Minute

Primer Annealing 62°C fir 30 Sekunden 30x
Primer Extension 72°C fur 30 Sekunden

Primer Extension (final) 72°C fur 10 Minuten 1x
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Tab. 3.3: Nukleotidsequenzen der TCR VB-Primer, des Digoxigenin-gekoppelten TCR C§-
Primers, des biotinilierten internen Oligonukleotids (der so genannten Biotin-Sonde),
sowie die Position der Forward-Primer in der jeweiligen cDNA-Sequenz. Die Primer sind
der Publikation von Shirwan et al., 1993, entnommen. Das biotinilirte interne Oligonukleotid
wurde selbst konstruiert. Die Primersequenz fir die GAPDH basiert auf der Veroéffentlichung
von Kruse JJ et al., Cytokine 1999; 11: 179-185. Das Temperaturprofil der PCR-Reaktion ist in

Tabelle 3.2 aufgefuhrt.

Primer Sequenz 5’-> 3 Position ’
Vi1 forward ~ CCT GTC TTG TGG AAA CCG TAC 32-52
VB2 forward  CTG GGG ACA AAG AGG TCA AAT C 230 - 251
VB3.3 forwmard ~ GCT AGC AGG CTC TTT GGATTG CC 36 -58
VB4 forwmard ~ TCT GGT GGC AGT CAC AGG GAG TG 87 -109
VB5.2 foowmard ~ GTG TGG CCT GGT ACC AAC AGA CTC
V36 forward ~ TCT CCT TGC AGT AGGA AAC CAC AC 36 - 58
V@7 forward ~ GAC CCA GAT CTG GGG CTA CGG 194 - 214
VB8.1 formard ~ AGA GGT GAC ATT GAG CTG TCG C 138 - 159
Vp8.2 forwmard ~ AAA GGT GAC ATT GAG TTG TAA G 138 - 159
VB8.3 forward ~ AAATGT GAC GTT CAACTGTCAC 105 - 126
VB9 forward ~ GGT TAT GCA GAA CCC AAG ATAC 75 - 86
VB10 forwmard ~ ATG TTT AGC TAC AAC AAT AAG C 95-116
VB11 forwmard ~ ACA AAT GCT GGT GTC ATC CA 55 - 74
VB12 forward AGG GCC ACAATGATCTTTTC 137 - 158
VB13 forwmard ~ GCA ATC ATA CAG GAA AGT CAG AC 87 -109
VB14 foowmard ~ TGG CAG GCT CCA GGA GGG ACC C 159 - 180
VB15 foowmard ~ TCA CAC TGA GGG TGT TCAGGC C 109 - 130
VB16 forward  GCA GGA CAC ACA GGA CCC AAC 49 - 69
VB17 forward ~ GTA ACC CAG ACT CCA AGA TAC 67 - 87
VB18 foowmard ~ TGT TGT TGA TAG TCA AGT TGC 112-132
VB19 forward ~ AAG AAG CTG GGA GAA GAC CTC 167 - 187
VB20 forward ~ TTT ACT TTC AGA ATC AAC GGC C 201 - 225
Cs roverse %\g ggg /Sfc? GCT CAG CTC CAC
Biotinsonde TGG GTG GAG TCACCG TTTTCAG

foomard ~ GCG CAC CCA CTT CAA GCC CT

GAPDH

reverse

CCA CCA CAG TTG CTG GCT CA

" Smith LR, Kono DH, Theofilopoulos AN. Complexity and sequence identification of 24 rat VB
genes. J Immunol 1991; 147: 375-379.
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d) Uberpriifen der Amplifikate im Agarosegel

Jeweils 10 yL der Amplifikate wurden mit 1,5 yL 6-fach Probenpuffer (Blue/
Orange Loading Dye von Promega, Mannheim, Deutschland) gemischt und in
die Taschen eines 2-prozentigen Agarosegels (Amresco Uber MoBiTec GmbH
Géttingen, Deutschland) mit 0,01 Prozent Ethidiumbromid (Promega, Mann-
heim, Deutschland) aufgetragen. Die Amplifikate wurden innerhalb von ca. 30
Minuten bei 75 V elektrophoretisch aufgetrennt (Elektrophoresekammer von
Biometra, Gottingen, Deutschland), unter UV-Licht ausgewertet und zur
Dokumentation fotografiert (ImageMaster UDS, Pharmacia Biotech, Ebersberg,
Deutschland). Der verwendete Laufpuffer hatte folgende Zusammensetzung: 40
mmol/L Tris-HCI, 20 mmol/L Na-Acetat, 2 mmol/L EDTA in destiliertem Wasser;
pH 8,0 (Merck, Karlsruhe, Deutschland).

3.8 Der PCR-ELISA

Beim PCR-ELISA handelt es sich um die Kombination der molekular-
biologischen Technik PCR (s. oben) mit der immunologischen Methode ELISA
(-enzyme-linked immunosorbent assay®). Die mit der PCR synthetisierten TCR
VB-Amplifikate lassen sich mit der ELISA-Technik, die fir parallele Untersu-
chung groBer Probenzahlen ausgerichtet ist, quantifizieren (VanderBorght A et
al., 1999).

Jeweils 20 uL der 22 VB Amplifikate (Tab. 3.3) wurden nach einem 10-mindti-
gen Denaturierungsschritt bei 95°C mit 1 pL (dies entspricht 10 umol/L) der bio-
tinilierten CB-Sonde (Tab. 3.3) bei 55°C fir 30 Minuten inkubiert ("Annealing"-
Schritt). Als nachstes wurden die so biotinilierten Amplifikate in jeweils 2 Ver-
tiefungen einer mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte mit 96 Vertie-
fungen (,High Bind Streptawell-Platten” der Firma Roche, Penzberg, Deutsch-
land) Uberflhrt. In diese Vertiefungen waren bereits jeweils 90 pL einer Mi-
schung aus Denaturierungs- und Hybridisierungspuffer im Verhéltnis 1:10
(Roche, Penzberg, Deutschland) vorgelegt worden. Nach einer 5-minltigen

Inkubation bei Raumtemperatur wurde in jede Vertiefung 50 pL einer 0,5%-igen
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Gelatine-Lésung (Endkonzentration: 0,16 Prozent) verteilt und bei 4°C Uber
Nacht (16 Stunden) inkubiert.

Am Folgetag wurden die Vertiefungen mit jeweils 200 pL einer Lésung aus
0,5%-igem Tween-20 in PBS dreimal gewaschen. Der Peroxidase-konjugierte
anti-Digoxigenin-Antikérper (Roche, Penzberg, Deutschland) wurde mit 0,05%-
iger Tween-Lésung 1:5.000 verdinnt, jeweils 100 pL in die Vertiefungen verteilt
und far eine Stunde inkubiert. Die Vertiefungen wurden viermal mit jeweils 200
UL einer 0,5%-igen Tween-PBS-Lésung gewaschen. AnschlieBend wurden 100
UL vom Peroxidasesubstrat BM Blue (Roche, Penzberg, Deutschland) zu-
gegeben, fur 25 Minuten im Dunkeln inkubiert und die Reaktion mit 100 pL
Schwefelsaure (2,5 mol/L) abgestoppt (Farbumschlag nach gelb). Die Mikroti-
terplatten wurden im ELISA-Reader (Dynatech Microplate Reader MRX) bei
450 nm Wellenlédnge innerhalb der nachsten halben Stunde gemessen.

Aus den Mittelwerten der Optischen Dichten der einzelnen 22 VB-Amplifikate
wurde die Summe gebildet und der individuelle Wert der einzelnen Vp-Elemen-

te als prozentualer Anteil der Summe der Optischen Dichten aller VB-Elemente

nach folgender Formel berechnet:

% VBX= [OD450(Mitte|WGrt VBX) X 100] / ZOD450(Mitte|WGrt VB1_22)

Als Negativ-Kontrolle wurde bei jeder ELISA-Messung DNase-freies Wasser
von Promega (Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Die optische Dichte dieser
.Blanks“ betrug ca. 0,073 +0,006 OD (n=50). Es wurden nur solche ELISA-
Messungen ausgewertet, deren Kontrollen eine Optische Dichte von nicht
gréBer als 0,08 aufwiesen. Von insgesamt 55 Versuchen wurden 5 wegen eines
zu hohen Blanks nicht ausgewertet. Zusatzlich wurde tberprift, ob aufgrund
der Spezifitdt von Streptavidin zum Biotin - wie erwartet - auch tatsachlich aus-
schlieBlich biotinilierte Amplifikate an die ELISA-Platte binden. In anschlieBen-
den Versuchen wurde auBerdem die Spezifitat des anti-Digoxigenin-Antikérpers

untersucht, um auszuschlieBen, dass nicht-digoxigenierte Amplifikate von ihm
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erkannt werden. Ebenso wurde getestet, ob mégliche freie Bindungsstellen auf
der Kunststoffoberflache zu blockieren sind, um eine unspezifische Bindung des
anti-Digoxigenin-Antikdrpers zu verhindern.

3.9 Auswertung

a) PCR-ELISA:

Firr samtliche Versuchsserien wurden pro Ratte jeweils zwei Proben von 1x10°
Zellen aufgearbeitet und im PCR-ELISA in Doppelbestimmungen untersucht.
Aus den bei 450 nm ermittelten Optischen Dichten fir jedes TCR VB-Element
(mindestens vier, maximal acht Werte) wurden Mittelwerte und Standardab-
weichungen mit dem Microsoft-Programm "Excel" berechnet (Abb. 3.4). Die 22
Mittelwerte fir das TCR VB-Repertoire wurden anschlieBend in obige Formel
eingesetzt und der prozentuale Anteil jedes TCR VB-Elements an der Summe
der aus den 22 VB-Elementen errechneten Optischen Dichte ermittelt. Die
Grenze von sieben Prozent wurde als Marke fiir eine Uberexpression festgelegt
(s. hierzu auch Abb. 4.17). Die optischen Dichten von OD{-OD, schwankten
zwischen 2 und 5 Prozent; die Schwankungen zwischen OD-OD4 und ODs-
ODg betrugen max. 15 Prozent (Abb. 3.3).

Abb. 3.3: Schematische Darstellung
Uber das Zustandekommen der im
Zell- o Isolierung Zell- o Isolierung PCR-ELISA gemessenen Proben. Pro
I S 1x108 l1x1os Tier wurden 2 Proben zu je 1x10° Lym-
Lymphozyten Lymphozyten phozyten/Thymozyten unabhéngig von-
l l | ! einander verarbeitet (RNA-Isolierung).
RNA -Isolierung RNA -Isolierung Fir jede Probe wurde anschlieBend
chNA cDLA chNA CDLA eine Doppelbestimmung im PCR-ELISA
l 1 1 1 durchgefiihrt.  Jeder Mittelwert er-
Amplifikat Amplifikat Amplifikat Amplifikat rechnete sich aus 4 - bzw. bei 2 Tieren-
1 1 1 1 aus 8 Versuchsdaten. Diese stellen die
ELISA  ELISA ELISA  ELISA Grundlage zur Berechnung der pro-
| | 1 l zentualen Expressionsstarke der ein-
OD;; 0D, OD; OD, OD5; OB, OD;; OD, zelnen TCR VB-Elemente dar.
N rd
Mittelwert aus OD, 4
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b) Proliferationsassay:

Die aus den Proliferationsexperimenten ermittelten Werte (mindestens flnf
Parallelwerte) in der Einheit "counts per minute" (cpm) wurden als Mittelwert
und Standardabweichung ebenfalls mit dem Microsoft-Programm "Excel" be-
rechnet. Bei Wiederholungen wurden alle Einzelwerte zur Berechnung von
Mittelwert und Standardabweichung herangezogen. Bei offensichtlichen Fehl-
messungen (wenn der Einzelwert um mehr als 50 Prozent um den Mittelwert
schwankte) wurde dieser verworfen. Bei 5 Einzelwerten wurde jedoch nicht
mehr als 1 Wert gestrichen, ansonsten wurde das Experiment nicht ausge-
wertet. Die Kontrollen wurden mit Lymphknotenzellen aus P1-immunisierten
Tieren angesetzt, um die Proliferation in Abwesenheit von Peptid P1 und syn-
genen DC zu bestimmen (= "pLNC-solo"). Die Ergebnisse hierzu lagen stets um

3.600 + 250 cpm und sind in den Diagrammen nicht dargestellt.

Abb. 3.4 (Seite 22): Schematische Darstellung des PCR-ELISA. Die mit der Polymerase-
Kettenreaktion, den 22 TCR Vf Primern und dem Digoxigenin-gekoppelten TCR CpB-Primer her-
gestellten Amplifikate werden nach ihrer Denaturierung mit dem internen Oligonukleotid (Biotin-
Sonde) hybridisiert (Sequenzen in Tab. 3.3). AnschlieBend werden die Amplifikate in die
Vertiefungen einer ELISA-Platte Uberfihrt und diese Uber den biotinilierten Primer an Strept-
avidin gebunden. Nach Zugabe des Peroxidase-gekoppelten anti-Dig-Antikérpers und des
Substrates wird die Farbreaktion gestartet. Nach Abstoppen der Reaktion wird der Farbum-
schlag von blau nach gelb im ELISA bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.
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3 Material und Methoden

Organentnahme
(Lymphknoten oder Milz)

RNA-Isolierung

l

Polymerase-Kettenreaktion
Digoxigenin —, 1

~Gedigtes” PCR-
Produkt

l Denaturierung und Hybridisierung mit dem
biotinilierten Internen Oligonukleotid

Digoxigenin

p Internes Oligonukleotid
Mikroplatte mit 96 Vertiefungen, l (Biotin-Sonde,
Blockierung mit 0,5% Gelatine siehe Tab. 3. 3)

mmcn"mm*@’fav

/ 1 Vertiefung vergréBert
H— + 5 0,5% Gelatine

/ l Zugabe des Peroxidase gekoppelten
Streptavidin anti-Dig-Antikérpers

Peroxidase —
Anti-Digoxigenin- ——

Antikorper

4
!

Zugabe des Peroxidase-Substrates und Reaktionsstopp
nach 25 Minuten mit 2,5 mol/L Schwefelsaure

!

ELISA Messung bei 455 nm
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3 Material und Methoden

3.10 Aktivierung antigenspezifischer T-Lymphozyten

Das allogene Peptid P1 verfligt Gber eine starke aktivierende Wirkung auf T-
Lymphozyten der Lewis-Ratte. P1 ist mit einem der acht Beta-Faltblatter iden-
tisch, die den Boden der Bindungstasche des extrazellularen Bereichs des
MHC-Klasse-I-Molekiiles bilden (Abb. 3.5). In diesem aus 19 Aminosauren be-
stehenden Bereich sind 3 Aminosauren charakteristisch fir das MHC-Klasse-I-
Molekil von Wistar-Furth-Ratten (sog. Allo-Determinanten). Aus diesem Grund
beschleunigen P1-spezifische T-Lymphozyten die AbstoBung von Organtrans-
plantaten aus Wistar-Furth-Ratten in Lewis-Ratten (Sitaru A. G. et al., 2002 u.
2004).

Abb. 3.5: Darstellung des extrazellularen
Bereichs eines MHC-Klasse-l Molekiils mit
der Peptidbindungstasche. P1 ist Be-
standteil der ersten Faltblattstruktur der
al-Doméane (schwarz dargestellt). Weitere
Informationen zu den allogenen MHC-Klasse-
I-Peptiden sind in der Promotionsschrift von
Frau Dr. A. G. Sitaru: "Modulation der T-Zell-
Reaktivitdt durch MHC-Klasse-I-Peptide und
ihre Varianten" zu finden. P1 wurde durch die
Firma Jerini AG (Berlin, Deutschland) nach
publizierten Aminosauresequenzen (Joly E et
al.,, 1995; Chowdhury NC et al., 1998) syn-
thetisiert. Die Reinheit lag bei 95 Prozent.

Lewis-Ratten wurden mit dem Peptid P1 immunisiert. Hierzu erhielten sie 25 pL
einer Suspension aus 12,5 pyL Peptid-Lésung (Stamm-Ldsung: 1 mg/mL) und
12,5 pL TiterMax (Alexis GmbH, Grinberg, Deutschland). Dieses Gemisch
wurde ihnen subkutan in die FuBsohlen beider HinterfliBe in kurzer Isofluran-
Narkose injiziert. Nach sieben Tagen wurden die poplitealen Lymphknoten

entnommen und fir weitere Untersuchungen aufgearbeitet.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung antigenspezifischer T-Lymphozyten

Zur Induktion antigenspezifischer CD4" T-Lymphozyten wurden Lewis-Ratten
mit einem Gemisch zu gleichen Volumenanteilen aus Peptid P1 und dem Ad-
juvans TiterMax subkutan immunisiert. Nach sieben Tagen wurden die popli-
tealen Lymphknoten mit einem Durchmesser von ca. 6-8 mm (n=9) entnom-
men. Im Gegensatz dazu wiesen die poplitealen Lymphknoten nicht-immuni-
sierter Tiere einen Durchmesser von ca. 1-2 mm auf (n=3). Die GréBenzu-
nahme der poplitealen Lymphknoten P1-immunisierter Tiere spiegelte sich auch
in einem deutlichen Anstieg der Lymphknotenzellen wieder. Die Gesamtzellzahl
aus zwei poplitealen Lymphknoten eines nicht-immunisierten Tieres betrug
0,26x107 +0,12x10” (n=3), wahrend sieben Tage nach P1-Immunsierung die
Zellzahl auf 7,3x10” + 1,9x10” Zellen anstieg (n=9). Die durch die Immuni-
sierung gebildeten antigenspezifischen T-Lymphozyten lieBen sich in vitro mit
P1-beladenen reifen dendritischen Zellen restimulieren (Abb. 4.1).

Abb. 4.1: Peptid P1 I6st nach subkutaner
Appplikation eine Immunantwort in den
poplitealen Lymphknoten aus. Vergleich
der aus zwei poplitealen Lymphknoten (Abb.
3.1) isolierten Zellen nach Applikation von P1,
dem nicht-immunogenen Kontrollpeptid Ac
und TiterMax. Zur Kontrolle wurden die Zell-
zahlen poplitealer Lymphknoten nicht-immuni-
sierter Lewis-Tiere ermittelt. Siehe hierzu
auch Tab. 4.1. Zu den Bedingungen des Proli-
ferationsassays siehe Abschnitt 3.6.

-
» (o] [e¢] o

Zellzahl (x 107)

N

o

naiv Titer Max Ac P1

Nach Immunisierung mit dem nicht-immunogenen Kontrollpeptid Ac (Sitaru AG
et al., 2004) waren keine wesentlichen Veranderungen zu beobachten. Die
Lymphknoten wiesen eine GrdBe von ca. 2-3 mm auf (n=3), und der Anteil an
Lymphozyten betrug 5,2x10° + 0,75x10° (n=2) (Tab. 4.1). Da die Peptide vor
ihrer Injektion mit dem Adjuvans TiterMax gemischt wurden, wurde auch diese
Substanz hinsichtlich einer méglichen Immunaktivierung Gberprift. Dabei stieg
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4 Ergebnisse

die Zellzahl sieben Tage nach Immunisierung auf maximal 3,3x10° Zellen an
(Tab. 4.1). Popliteale Lymphknoten, die bereits drei Tage nach Immunisierung
entnommen wurden, zeigten zu diesem Zeitpunkt noch keine wesentlichen

Veranderungen in der GréBe und Zellzahl.

Tab. 4.1: Darstellung der LymphknotengréBe und der Gesamtzellzahl aus jeweils zwei po-
plitealen Lymphknoten drei bzw. sieben Tage nach Immunisierung mit P1, Ac und
TiterMax. Als Kontrollen wurden nicht-immunisierte Tiere verwendet. Durch die Immunisierung
mit dem immunogenen Peptid P1 erhdhte sich die Zellzahl am Tag 7 signifikant. n = Anzahl der
getesteten Lewis-Ratten.

Tag 3 Tag 7
GroBe der Lymphknoten
ohne Immunisierung 1-2 mm (n=3) 1-2 mm (n=3)
nach Immunisierung mit P1 2-3 mm (n=3) 6-8 mm (n=9)
nach Immunisierung mit Ac 2-3 mm (n=3) 2-3 mm (n=3)
nach Immunisierung mit TiterMax 2-3 mm (n=2) 2-3 mm (n=2)
Zellzahlen
ohne Immunisierung 2,2x10° £0,2x10° (n=3)  2,6x10%+ 1,1x10° (n=3)
nach Immunisierung mit P1 2,4x10" +1,3x10° (n=3) 7,3x10" +1,9x10’ (n=9)
nach Immunisierung mit Ac 4,2x10°+ 0,35x10° (n=3)  5,2x10°+ 0,8x10° (n=3)
nach Immunisierung mit TiterMax 2,9x10°+ 0,1x10° (n=2) 3,3x10° + 1,2x10° (n=2)

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen der Lymphknotenpopulation vor
und nach Immunisierung mit P1 zeigten, dass der Anteil an CD8" T-Lympho-
zyten nahezu unverandert blieb, wahrend der Anteil an CD4" T-Lymphozyten

und B-Lymphozyten anstieg.

0 CD4+
H CD8+
o B-

Lymphozyten
I Andere
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4 Ergebnisse

Abb. 4.2 (Seite 25): Verteilung der CD4* und CD8" T-Lymphozyten, sowie der B-Lympho-
zyten in den poplitealen Lymphknoten vor (A) und nach (B) Immunisierung mit P1 (n=3).

Die Immunisierung mit P1 fiinrte zu leichten prozentualen Anderungen in der Lymphknoten-
population.

Zusatzlich wurden die Auswirkungen der Immunisierung mit dem Peptid P1 auf

die T-Lymphozyten durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 4.3 A-G und Abb.
4.3 H-N).

255
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R1 R2 R3
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Events
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Abb. 4.3 A-G: Nachweis IL-2-Rezeptor-positiver T-Lymphozyten in nicht-immunisierten
Lewis-Tieren. Darstellung der Lymphknotenzellen nach GréBe (FSC) und Granularitat (SSC)
sowie ihre Aufteilung in die drei Subpopulationen R1-R3 (A). Mit 71 Prozent stellen die in R2
befindlichen Zellen den gréBten Anteil. Bei den in R1 liegenden Zellen handelt es sich um 7-
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AAD-positive (und somit tote) Zellen (E). Auch die in R2 und R3 sich befindlichen Zellen
enthalten geringe Anteile toter Zellen (F, G). Sowohl in R2 als auch R3 befinden sich Ox39-
positive (und somit aktivierte) T-Lymphozyten, die den IL-2 Rezeptor auf ihrer Zelloberflache
exprimieren (C und D). Hierbei handelt es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um natrlich
vorkommende regulatorische T-Lymphozyten (Kuckein O, 2006).

Der geringe Anteil aktivierter T-Lymphozyten nicht-immunisierter Tiere (Abb. 4.3
C-D) steigt nach Immunisierung mit P1 deutlich an (Abb. 4.3 J-K). W&hrend es
sich bei den aktivierten T-Lymphozyten nicht-immunisierter Lewis-Ratten mit
groBer Wahrscheinlichkeit um natlrlich vorkommende regulatorische T-Lym-
phozyten handelt (Kuckein O, 2006), weisen aktivierte T-Lymphozyten P1-im-
munisierter Tiere — wie in Abbildung 4.6 gezeigt — eine Spezifitat fliir das Peptid
P1 auf.
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Abb. 4.3 H-N (Seite 27): Nachweis IL-2-Rezeptor-positiver T-Lymphozyten in Lewis-Tieren
nach subkutaner Immunisierung mit dem immunogenen Peptid P1. Darstellung der Lymph-
knotenzellen nach GréBe (FSC) und Granularitdt (SSC), sowie ihre Aufteilung in die drei
Subpopulationen R4-R6 (A). Auffallend ist der deutliche Anstieg gréBerer Zellen in R6 von 1,8
Prozent (Abb. 4.3 A) auf 3 Prozent (Abb. 4.3 H) nach Immunisierung. Auch erhéhte sich in R6
der Anteil IL-2-Rezeptor-positiver Zellen von 2,2 Prozent vor Immunisierung auf 17,2 Prozent
nach Immunisierung (4.2 K). Hierbei handelt es sich vermutlich um aktivierte antigenspezifische
T-Lymphozyten. Ebenso erhdhte sich in R5 der Anteil IL-2-Rezeptor-positiver Zellen von 2,8
Prozent (Abb. 4.3 C) vor Immunisierung auf 6,8 Prozent nach Immunisierung (4.2 J).

In weiteren Versuchen wurden die isolierten P1-spezifischen T-Lymphozyten in
vitro ein weiteres Mal mit dem Peptidantigen P1 in Kontakt gebracht. Nach 72
Stunden wurde in den Kulturen eine starke Proliferation beobachtet (Abb. 4.4).

Abb. 4.4: Antigenspezifische T-Lymphozyten
lassen in vitro antigenspezifisch restimulieren
und bilden dabei Zellaggregate. Lymphozyten,
isoliert aus den poplitealen Lymphknoten P1-
immunisierter Lewis-Ratten, wurden sieben
Tage nach Immunisierung fiir 72 Stunden in
vitro mit P1-beladenen dendritischen Zellen
restimuliert. Die sich teilenden T-Lymphozyten
bilden sichtbare Zellaggregate. Lichtmikrosko-
pische Aufnahme (200x VergrdBerung).

Als Positivkontrolle wurden naive popliteale Lymphozyten mit PMA und lono-
mycin in vitro antigenunabhangig aktiviert. Nach dreitagiger Inkubation wurde
ein hoher Anteil aktivierter T-Lymphozyten durchflusszytometrisch nachge-
wiesen (Abb. 4.5). So stieg der Anteil an T-Zellblasten auf Gber 40 Prozent an.
Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 4.6, dass auch der Anteil antigenspezifischer
T-Zellblasten nach Restimulierung mit P1-beladenen dendritischen Zellen auf
Uber 12 Prozent in R6 anstieg (Abb. 4.6 D). In nicht-immunisierten Tieren
betrug der Anteil dieser Zellen in R3 lediglich 1,6 Prozent (Abb. 4.6 A).
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Abb. 4.5: Nachweis IL-2-Rezeptor-positiver T-Lymphozyten nach Aktivierung mit PMA
und lonomycin. Darstellung der Lymphknotenpopulation nach GréBe (FSC) und Granularitat
(SSC) sowie ihre Aufteilung in die drei Subpopulationen R1-R3 (A). Nach dreitagiger
Stimulierung in vitro sind lber 50% der R2-Population und nahezu sémtliche Zellen der R3-
Population aktiviert (B, C). Die in R3 befindlichen Zellen sind zudem deutlich gréBer (D).
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Abb. 4.6 (Seite 30): Der Anteil P1-spezifischer T-Lymphozyten wird durch eine dreitagige
Restimulierung mit P1 in vitro erhéht. Durchflusszytometrische Darstellung der GréBen-
verteilung (FSC) und Granularitdt (SSC) von Lymphknotenzellen nach siebentédgiger Immuni-
sierung mit P1 unmittelbar nach Zellisolierung (A-C) und nach dreitagiger Restimulierung mit P1
(D-F) in vitro. Der Anteil der aus immunisierten Tieren isolierten P1-spezifischen T-Lymphozyten
nimmt nach dreitadgiger Restimulierung mit P1 von 1,6 Prozent (A, R3) auf 12,1 Prozent (D, R6)
zu. Dabei sind Uber 63 Prozent der in R6 befindlichen Zellen aktiviert (F). Von den mittelgroBen
Lymphozyten (A, R2) exprimieren nach Immunisierung 1,2 Prozent der Zellen den IL-2 Rezep-
tor auf ihrer Oberflache, nach Restimulation mit P1 bis zu 3,6 Prozent (E).

Somit lassen sich nach Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 antigen-
spezifische T-Lymphozyten aus den poplitealen Lymphknoten isolieren, die
zudem in vitro mit P1 restimulierbar waren. In Abbildung 4.7 (Seite 32) ist
gezeigt, dass es sich bei den aktivierten |IL-2-Rezeptor-positiven Zellen haupt-
sachlich, wie auch erwartet, um antigenspezifische CD4" T Lymphozyten han-
delt (Abb. 4.7 F, G).

Abb. 4.7 (Seite 32): Der Anteil P1-spezifischer CD4" T-Lymphozyten wird durch eine
dreitagige Restimulierung mit P1 in vitro erh6ht. Abbildung A zeigt die GréBenverteilung von
Lymphozyten P1-immunisierter Lewis-Ratten nach dreitdgiger Restimulierung in vitro mit P1
(Lymphozyten nach Immunisierung mit P1 siehe Abb. 4.3) sowie die Aufteilung in die drei
Subpopulationen R1-R3 (A). Der Anteil an T-Lymphozyten und CD4" T-Lymphozyten fiir R2 und
R3 ist in B bis E analysiert. Der Anteil aktivierter CD4" T-Lymphozyten in R2 und R3 ist in den
Teilabbildungen F und G gezeigt. Bei den in R3 befindlichen Zellen handelt es sich im
Wesentlichen um aktivierte CD4" T-Lymphozyten (32 Prozent), auch wenn ein vergleichbarer
Anteil der W3/25-positiven CD4" T-Lymphozyten nicht aktiviert ist (G).
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4.2 Nachweis der Proliferation antigenspezifischer T-Lympho-
zyten

4.2.1 Radioaktiver Nachweis der T-Zellproliferation

Der T-Zell-Proliferationsassay ist ein in vitro Test, bei dem die inkorporierte
Radioaktivitat sich teilender Zellen ermittelt wird, um hiertber ihre Proliferation
zu bestimmen. Das Prinzip beruht darauf, dass aktivierte T-Lymphozyten sich
teilen und radioaktiv markiertes Thymidin in ihre DNA einbauen. Die an-
schlieBende Messung der Radioaktivitat erlaubt Aussagen Uber die Starke der
Proliferation. Mit dieser Methode wurde Uberprift, in welchen Lymphknoten-
stationen antigenspezifische T-Lymphozyten sieben Tage nach Immunisierung
mit P1 nachzuweisen waren (Abb. 4.8). Hierzu wurden Lymphozyten verschie-
dener Lymphknoten (popliteale, iliakale, mesenteriale und cervikale) isoliert und
in vitro mit P1-beladenen dendritischen Zellen im Proliferationsassay stimuliert.
Da sich mit diesem Assay unter den gegebenen Bedingungen ausschlieBlich
antigenspezifische T-Lymphozyten aktivieren lassen, kénnen so die einzelnen
Lymphknotenstationen auf die Prasenz P1-spezifischer T-Lymphozyten Uber-
pruft werden. Die starkste Proliferation wurde erwartungsgeman in den poplite-
alen Lymphknotenzellen gemessen, da die subkutane Injektionsstelle von die-
sen Lymphknoten drainiert wird. Je weiter die Lymphknotenstationen vom Injek-
tionsort entfernt lagen, desto geringer wurde der Anteil antigenspezifischer T-

Lymphozyten, was sich in der abnehmenden Proliferation bemerkbar machte.

Tab. 4.2: Proliferation P1-spezifischer T-Lymphozyten in vitro (Abb. 4.8). Die Messwerte in
cpm (counts per minute) sind als Mittelwert und Standardabweichung einer représentativen
Messung von insgesamt 3 unabh&ngigen Versuchen dargestellt.

Lymphknotenstationen

popliteale iliakale mesenteriale cervicale

Thymidin-Inkorporation 27.971 +4.350 12.582+2.340 9.537+714 6.730 + 1.406
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Abb. 4.8: Proliferation P1-spezifischer T-Lymphozyten in vitro. Lewis-Ratten wurden mit
dem Peptid P1 immunisiert und nach sieben Tagen die poplitealen (1), iliakalen (IlI), mesen-
terialen (Ill), sowie cervikalen (IV) Lymphknoten entnommen und die Lymphknotenzellen mit
P1-beladenen dendritischen Zellen fir drei Tage inkubiert. Die Stérke dieser in vitro
Restimulierung Iasst Rickschlisse auf die Prasenz P1-spezifischer T-Lymphozyten in den
einzelnen Lymphknotenstationen zu. Als Kontrolle dienten naive Lymphozyten. Je weiter sich
die Lymphknotenstationen vom Injektionsort befanden, desto geringer war der Anteil
antigenspezifischer T-Lymphozyten und desto geringer die gemessene Radioaktivitat.

4.2.2 Durchflusszytometrischer Nachweis der T-Zellproliferation

Auch mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFDASE ist die Proliferation zu messen;
zudem lasst sich die Anzahl der Zellteilungen durchflusszytometrisch bestim-
men. Dies ist mit der radioaktiven Methode nicht méglich und stellt somit einen
grundlegenden Vorteil von CFDASE dar.

In ersten Versuchen wurde die optimale Konzentration des Fluoreszenz-
farbstoffes bestimmt. Hierzu wurden Konzentrationen von 1, 5, 10, 50 und 100
nmol/L getestet. Die Versuchsergebnisse ergaben, dass flr diese Versuche die
optimale CFDASE-Konzentration bei 50 nmol/L lag. Hier lag die Ausgangsfluo-
reszenz am weitesten rechts auf der logarithmischen Skala (zwischen 10° und
10%) (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Bestimmung der Fluoreszenzintensitit mit unterschiedlichen CFDASE-
Konzentrationen. Im linken FSC/SSC-Diagramm ist die Lymphozytenpopulation gezeigt. Dabei
wurden die Zellen in R2 analysiert. Die gewahlten Konzentrationen betrugen 100 nmol/L (1); 50
nmol/L (2); 10 nmol/L (3); 5 nmol/L (4); 1 nmol/L (5). Je geringer die Konzentration an einge-
setztem Farbstoff war, desto geringer war auch die zu messende Fluoreszenz auf der logarith-
mischen Skala. Fir die Experimente wurde eine Konzentration von 50 nmol/L CFDASE ge-

wahlt.

Die Stabilitat der CFDASE-Farbung wurde Uberprift, da bis zu 60 Prozent der
Zellen ihren Farbstoff unmittelbar nach der Farbung wieder abgeben (Current
Protocols in Cytometry; 1998; 9.11.1-9.11.9). Dieses Phanomen wurde auch in
dieser Arbeit beobachtet (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Stabilitat der CFDASE-Farbung. Nach Farbung mit CFDASE schwéchte sich die
Fluoreszenz innerhalb der ersten 24 Stunden um ca. das 5-fache ab und blieb anschlieBend

nahezu stabil.
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In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob mit CFDASE die Anzahl der Zell-
teilungen von T-Lymphozyten, die mit PMA und lonomycin stimuliert wurden,
bestimmt werden kann (Abb. 4.11). Die taglich am Durchflusszytometer
gemessene Fluoreszenz blieb in den ersten 48 Stunden der Stimulation nahezu

konstant, und nach 72 Stunden waren sicher 2 Zellteilungen méglicherweise

sogar 3 nachweisbar (Abb. 4.11 F).
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Abb. 4.11: Nachweis der Zellteilung von CFDASE-gefarbten und mit PMA und lonomycin
stimulierten T-Lymphozyten. Durchflusszytometrische Darstellung der ZellgréBenverteilung
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direkt nach Organentnahme (A), sowie 72 Stunden nach Stimulation mit PMA und lonomycin in
vitro (C). PMA und lonomycin l6sen eine antigenunabhangige T-Zellstimulierung aus. Die Fluo-
reszenz nicht-stimulierter Zellen in R2 und R5 bleibt nach CFDASE-Fé&rbung Uber einen Zeit-
raum von 72 Stunden konstant (B, D). Die aktivierten T-Lymphozyten in R6 hingegen zeigen
eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz nach 72 Stunden (E, F).

AnschlieBend wurde untersucht, ob sich die Anzahl der Zellteilungen auch bei
antigenspezifischen T-Lymphozyten bestimmten lasst, die mit dem Peptid P1 in
vitro restimuliert wurden (Abb. 4.12). Die Auswertung der in R6 befindlichen T-
Zellblasten belegt, dass diese Zellen innerhalb von 72 Stunden eindeutig eine
Abnahme der Fluoreszenzintensitat zeigen (Abb. 4.12 F). Die genaue Anzahl
der Zellteilungen lieB sich jedoch nicht eindeutig bestimmen. Zudem scheinen
sich aktivierte T-Lymphozyten Uber IL-2 auch ohne Antigenstimulus zu stimu-
lieren, worauf die in Abbildung 4.12 B gezeigte Abnahme der Fluoreszenz
zurickzufihren sein kdnnte. Auch ware mdglich, dass es sich hierbei —wie in

Abb. 4.10 gezeigt — um Messschwankungen handelt.

Interessant war zudem zu untersuchen, wie sensitiv die CFDASE-Farbung ist,
d.h. wie viele CFDASE-gefarbte Zelle innerhalb einer bestimmten Anzahl unge-
farbter Zellen sich eindeutig durchflusszytometrisch nachweisen lassen, wenn
10.000 Ereignisse gezahlt werden. Hierzu wurden zu 5x10° ungefarbten Zellen
jeweils 1x10%, 1x10°, 1x10* und 1x10° CFDASE-gefarbte Zellen hinzugefigt und
diese Zellmischungen durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 4.13). Dabei
zeigte sich, dass 1x10° CFDASE-gefarbte Zellen in 5x10° ungefarbten Zellen
eindeutig detektierbar sind; dies entspricht einem Verhéltnis von einer
CFDASE-gefarbten Zelle auf 50 ungefarbte Zellen.

Abb. 4.12 (Seite 38): Nachweis von Zellteilungen CFDASE-geférbter P1-spezifischer T-
Lymphozyten nach Restimulierung in vitro. Durchflusszytometrische Darstellung poplitealer
CFDASE-gefarbter Lymphozyten direkt nach Isolierung aus P1-immunisierten Tieren (A) und
nach dreitagiger in vitro Restimulierung mit P1 (C). Zellteilungen der sich in R5 befindlichen P1-
spezifischen T-Lymphozyten ist nach 72 Stunden eindeutig festzustellen (E). Eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat ist jedoch unbestreitbar. Auch die in R6 befindlichen Zellen, fir die in Abb.
4.7 G gezeigt wurde, dass es sich hierbei um aktivierte CD4" T-Lymphozyten handelt, ist eine
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Abnahme der Fluoreszenintensitat zu beobachten. Die Bezeichnung ,I* steht fir die Fluores-
zenz-Intensitat zu Beginn der in vitro Stimulierung und ,II* fir die Fluoreszenz-Intensitat nach

72-stindiger in vitro Restimulierung mit P1.
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Abb. 4.13: Uberpriifung der Sensitivitat fiir CFDASE-gefarbte Zellen in der Durchfluss-
zytometrie. Hierzu werden zu 5x10° ungeférbten Zellen jeweils 1x10%, 1x10°%, 1x10* und 1x10°
CFDASE-gefarbte Zellen hinzugefigt und diese Zellgemische durchflusszytometrisch analysiert
Bei 10.000 gez&hlten Ereignissen ist eine CFDASE-gefarbte Zelle in ungeféhr 50 ungefarbten

Zellen nachzuweisen.

4.3 Bestimmung des TCR Vp-Repertoires antigenspezifischer
T-Lymphozyten

Die weiteren Untersuchungen wurden mit dem Ziel durchgefthrt, das T-Zell-

rezeptor oder TCR VpB-Repertoire P1-spezifischer T-Lymphozyten zu charakte-

risieren. lhr Repertoire wurde mit dem TCR VB-Repertoire von T-Lymphozyten

verschiedener Lymphknotenstationen und Thymozyten verglichen.
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4.3.1 Der PCR-ELISA

Als erstes wurde der von VanderBorght et. al. beschriebene PCR-ELISA den
hiesigen Laborbedingungen angepasst und optimiert (VanderBorght A et al.,
1999).

In Vorversuchen wurde flir jedes TCR VpB-Element (Tab. 3.3) der Cyclus
ermittelt, bei dem die exponentielle Phase beginnt. Diese Vorgehensweise ist
notwendig, um spater semiquantitative Aussagen zur Expression einzelner TCR
VB-Elemente machen zu kénnen. Die Bestimmung der exponentiellen Phase
ware auch mit dem PCR-ELISA mdglich gewesen, doch erfordert dies einen
nicht unerheblichen Aufwand. Deshalb wurde mit Hilfe der Echtzeit oder ,real-
time“ PCR die exponentielle Phase aller 22 VB-Primer bestimmt. Sie liegt, wie in
Abb. 4.1 gezeigt, zwischen 23 und 28,5 Cyclen; im Mittel bei 26 Cyclen.

|[Fluorescence|

Abb. 4.14: Bestimmung der exponentiellen Phase der Polymerase-Kettenreaktion fiir die
VB-spezifischen Primer in der Echt-Zeit oder ,real time*“ PCR. Auf der Abszisse ist die Cy-
cluszahl und auf der Ordinate die Fluoreszenz aufgetragen. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde
CyberGreen verwendet (SYBR GREEN PCR Master Mix von Applied Biosystem). Die ge-
strichelte Linie markiert den ,Threshold®, bei dem die enzymatische Reaktion in die
exponentielle Phase (ibergeht. Hierzu wurde Gesamt-RNA aus 1x10° Thymozyten isoliert
(Abschnitt 3.7). Abbildung erstellt mit der Real-time PRC-Maschine PTC-200 (DNA Engine
Cycler MJ Research) des Unternehmens BioRad Laboratories GmbH, Miinchen.
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Da der ELISA zahlreiche Inkubationsschritte aufweist, die zu méglichen Falsch-
positiven Ergebnissen flihren kénnten (Abb. 3.5), wurden im Vorfeld einige
dieser Inkubationsschritte tberprtift (Tab. 4.3). Die gemessene Optische Dichte
fir die so genannte ,Blank®-Kontrolle —hier wurde in den entsprechenden
Vertiefungen der ELISA-Platten kein PCR-Fragment zugegeben — betrug maxi-
mal 0,073 + 0,006 (n=50). Es wurden ausschlieBlich solche Versuche ausge-
wertet, deren Kontrollen nicht die Optische Dichte von 0,08 Uberschritten. Von
den 55 ELISA-Platten lagen die Kontrollen von fiinf Platten tber diesem Grenz-

wert (dies entspricht 9 Prozent).

Abb. 4.15: Uberpriifung der Notwendigkeit
zur Blockierung mit BSA oder Gelatine.
Nachdem die PCR-Fragmente (ber die
.Biotin-Sonde" an die ELISA-Platte gebunden
wurden (Abb. 3.4), wurde Uberprift ob als
nachster Schritt die Blockierung mdglicher
freier Stellen auf der ELISA-Platte notwendig
ist. Die hier gezeigten Ergebnisse zeigen
eindeutig, dass ein Blockierungsschritt nicht

zwingend erforderlich ist. Eine Erklarung
hierfir kénnte sein, dass die ,High Bind
Streptawell-Platten* der Firma Roche sehr

dicht mit Streptavidin beschichtet sind.

50 7 MO E3%BSA [10,5% Gelatine

40

30 ]

20 1

Anteil an Gesamt-OD (in Prozent)

TCRVB1 TCRVB 4 Kontrolle

In einem nachsten Schritt wurde Gberprift, ob eine Absattigung mit 3 Prozent
BSA oder 0,5 Prozent Gelatine notwendig ist, um den Hintergrund weiter zu
verringern (Abb. 4.15). Hierzu wurden exemplarisch die TCR Vp-Elemente 1
und 4 getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Blockierung zu keiner wesent-
lichen Verringerung der Hintergrundfarbung fihrte. So verringerte sich die
Optische Dichte bei VB1 um max. 4 Prozent und bei VB4 um max. 10 Prozent
nach Blockierung mit 0,5 Prozent Gelatine. Die Abnahme der Optischen Dichte
fiel bei der Blockierung mit BSA noch geringer aus. Somit war eine Blockierung
beim PCR-ELISA nicht notwendig.
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Mit den folgenden Experimenten sollte die Spezifitdt des ELISA Uberpruft wer-
den. So wurde z.B. kein Signal gemessen, wenn das eingesetzte PCR-Produkt
nicht mit Digoxigenin markiert war und somit auch nicht an Streptavidin binden
konnte (Abb. 3.4). Es wurde ebenfalls kein Signal gemessen, wenn das PCR-
Produkt zwar digoxigeniert, das interne Oligonukleotid jedoch nicht biotiniliert
war. Auch in den Messreihen, zu denen kein Detektionsantikérper bzw. kein

Substrat zugegeben wurde (Abb. 3.4), wurde ebenfalls kein Signal gemessen.

Tab. 4.3: Uberpriifung unterschiedlicher Bedingungen im PCR-ELISA zum Ausschluss
falsch-positiver Ergebnisse. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung der gemes-
senen Optischen Dichten von jeweils 3 unabhangigen Experimenten. Ausnahme: Kontrollmes-
sungen ohne PCR-Produkt (n=50).

Optische Dichte

Kein PCR-Produkt 0,073 £ 0,006
Internes Oligonukleotid nicht biotiniliert; PCR- 0.073 + 0.005
Produkt digoxigeniert o
Biotiniliertes internes Oligonukleotid; PCR- 0.072 + 0.004
Produkt nicht digoxigeniert T
PCR-Produkt digoxigeniert; kein anti- 0.075 + 0.008
Digoxigenin-Antikérper ’ -
PCR-Produkt; kein Peroxidase-Substrat 0,077 + 0,008
Negativkontrolle (Puffer) 0,074 + 0,005

4.3.2 Das TCR VB-Repertoire von Thymozyten und T-Lymphozyten nicht-
immunisierter Lewis-Ratten

Wie erwartet, ergaben die Analysen des TCR VB-Repertoires von Thymozyten

und Lymphozyten verschiedener Lymphknotenstationen (cervikal, mesenterial,

iliakal und popliteal) eine unterschiedlich starke Prasenz der 22 untersuchten

TCR Vp-Elemente. Thymozyten exprimieren alle 22 TCR VB-Elemente (Abb.

4.16), wobei die Ergebnisse des PCR-ELISA zeigten, dass TCR V314 mit 13,8

Prozent stark tberreprasentiert war (Abb. 4.17).

Abb. 4.16 (Seite 43): Das TCR Vp-Repertoire von Thymozyten nicht-immunisierter Lewis-
Ratten in der Polymerase-Kettenreaktion. Gelelekirophoretische Auftrennung der 22 TCR
VB-Amplifikate. Repréasentatives Ergebnis zweier Tiere. BPL= 100-Basenpaar-Leiter.
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BPL1 2 33 4 52 6 7 818283 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20
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Abb. 4.17: Das TCR Vf-Repertoire von Thymozyten nicht-immunisierter Lewis-Ratten im
PCR-ELISA. Eine Uberexpression des TCR VB14-Elements ist festzustellen. Die Ergebnisse
(der prozentuale Anteil der Optischen Dichte jedes TCR VB-Elements an der Gesamt-OD aller
VB-Elemente) sind als Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 8 Einzelmessungen
dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie stellt die ,7 Prozent-Marke® dar. Die VB-Elemente,
deren relative Expression Uber diesem Wert liegen, werden als ,Uberrexprimiert betrachtet.

Im Gegensatz zu den Thymozyten waren bei den cervikalen T-Lymphozyten
von den 22 TCR Vp-Elementen VB1, 10, 11, 16 und 18 nicht im Agarosegel
nachweisbar (Abb. 4.18).

BPL 1 2 334 52 6 7 818283 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
TCR VB
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Abb. 4.18 (Seite 43): Das TCR VB-Repertoire cervikaler T-Lymphozyten nicht-immuni-
sierter Lewis-Ratten in der Polymerase-Kettenreaktion. Gelelektirophoretische Auftrennung
der 22 PCR-Produkte. Die Positivkontrolle GAPDH ist nicht gezeigt. BPL= 100-Basenpaar-
Leiter.

Die Ergebnisse des PCR-ELISA zeigen, dass cervikale T-Lymphozyten be-
stimmte TCR VpB-Elemente bevorzugt exprimieren. So lagen VB2 (14,6%), V6
(11%), VB8.3 (7,8%) und VP16 (9,5%) Uber der ,7 Prozent-Marke® (Abb. 4.17).
Die Uberexprimierten TCR VB-Elemente liegen tUber den gesamten Bereich des

Repertoires verteilt.
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Abb. 4.19: Das TCR VpB-Repertoire cervikaler T-Lymphozyten nicht-immunisierter Lewis-
Ratten im PCR-ELISA. Die Uiberexprimierten TCR VB-Elemente 2 (14,6%), 6 (11%), 8.3 (7,8%)
und 16 (9,5%) sind Uber den gesamten Bereich des Repertoires verteilt. Die Ergebnisse (der
prozentuale Anteil der Optischen Dichte jedes TCR VB-Elements an der Gesamt-OD aller Vj-
Elemente) sind als Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 8 Einzelmessungen
dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie stellt die ,7 Prozent-Marke® dar (Abb. 4.17).

Auch mesenteriale T-Lymphknoten zeigten eine bevorzugte Expression be-
stimmter TCR VpB-Elemente (Abb. 4.20). Diese sind TCR VB2 (9,8%), Vp4
(8,9%) und VB8.1 (10,0%). Hingegen waren fir T-Lymphozyten aus iliakalen
Lymphknoten keine Uberexpression bestimmter TCR VP Elemente nachweisbar
(Abb. 4.21). Einzige Ausnahme: VB2 mit 8,5 Prozent.
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Abb. 4.20: Das TCR Vp-Repertoire mesenterialer T-Lymphozyten nicht-immunisierter
Lewis-Ratten im PCR-ELISA. Die Ergebnisse (der prozentuale Anteil der Optischen Dichte
jedes TCR VpB-Elements an der Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als Mittelwert und
Standardabweichung aus jeweils 8 Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie
stellt die ,7 Prozent-Marke* dar (Abb. 4.17).
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Abb. 4.21: Das TCR Vp-Repertoire iliakaler T-Lymphozyten nicht-immunisierter Lewis-
Ratten im PCR-ELISA. Die Ergebnisse (der prozentuale Anteil der Optischen Dichte jedes TCR
VB-Elements an der Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als Mittelwert und Standardabwei-
chung aus jeweils 8 Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie stellt die ,7
Prozent-Marke® dar (Abb. 4.17).
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Von den poplitealen T-Lymphozyten wurden folgende TCR VB-Elemente bevor-
zugt exprimiert: VB2 (11,8%), VB4 (8,1%) und VP9 (7,8%) (Abbildung 4.22).
Somit weisen Thymozyten und T-Lymphozyten unterschiedlicher Lymphknoten-

stationen eine charakteristische Verteilung der 22 TCR V-Elemente auf.
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Abb. 4.22: Das TCR Vf-Repertoire poplitealer T-Lymphozyten nicht-immunisierter Lewis-
Ratten im PCR-ELISA. Die Ergebnisse (der prozentuale Anteil der Optischen Dichte jedes TCR
VB-Elements an der Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als Mittelwert und Standardab-
weichung aus jeweils 8 Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie stellt die ,,7
Prozent-Marke* dar (Abb. 4.17).

4.3.3. Das TCR VpB-Repertoire nach Immunisierung mit dem allogenen
Peptid P1

Nachdem das TCR VB-Repertoire von Thymozyten und T-Lymphozyten

verschiedener Lymphknotenstationen bestimmt war, wurde anschlieBend

untersucht, wie sich das TCR VpB-Repertoire von poplitealen T-Lymphozyten

andert, wenn die Tiere mit P1 immunisiert wurden. Sieben Tage nach Immuni-

sierung wurden in den aufgereinigten R73" T-Lymphozyten bis auf V318

samtliche TCR VB-Elemente im Agarosegel nachgewiesen (Abb. 4.23).
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BPL1 2 334 52 6 7 818283 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
TCR VB
Abb. 4.23: Das TCR VB-Repertoire aufgereinigter antigenspezifischer R73*, poplitealer T-

Lymphozyten der Lewis-Ratten. Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. Die
Positivkontrolle GAPDH ist nicht gezeigt. BPL= 100-Basenpaar-Leiter.

Die Ergebnisse des PCR-ELISA waren wie folgt: Eine starke Prasenz von TCR
VB15 (6,3%), VP16 (8,5%), VP17 (10%) und VP 20 (7,2%) wurde festgestellt
(Abb. 4.24). Im Vergleich zu naiven poplitealen T-Lymphozyten (Abb. 4.22)
wurde flir die antigenspezifischen CD4" T-Lymphozyten eine ,Verschiebung”
der Uberreprasentierten TCR VB-Elemente in den ,hinteren® Sequenzbereich
beobachtet.
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Abb. 4.24: Das TCR VB-Repertoire aufgereinigter, antigenspezifischer, R73" T-Lympho-
zyten aus den poplitealen Lymphknoten P1-immunisierter Lewis-Ratten im PCR-ELISA.
Auffallend ist die Uberexpression der TCR VB-Elemente 15, 16, 17 und 20, die so bei nicht
immunisierten Tieren gefunden wurde (Abb. 4.22). Die Ergebnisse (der prozentuale Anteil der
Optischen Dichte jedes TCR VpB-Elements an der Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als
Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 8 Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die
schwarze Linie stellt die ,7 Prozent-Marke® dar (Abb. 4.17).
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Auch wurde das TCR VB-Repertoire poplitealer T-Lymphozyten drei statt sieben
Tage nach P1-Immunisierung untersucht (Abb. 4.25). Dabei zeigte sich, dass
zu diesem Zeitpunkt das P1-spezifische TCR VB-Repertoire noch nicht voll-
standig ausgebildet war; doch war bereits V16 (9,4%) vertreten. Ein Hinweis
dafir, dass ein GroBteil der P1-spezifischen T-Lymphozyten Vp16-positiv ist.
Dieses Ergebnis korreliert mit der Beobachtung, dass die Lymphknoten zu
diesem Zeitpunkt noch keine Auffélligkeiten zeigten (Tab. 4.1).
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Abb. 4.25: Das TCR VB-Repertoire aufgereinigter, antigenspezifischer, R73" T-Lympho-
zyten aus den poplitealen Lymphknoten drei Tage nach Immunisierung von Lewis-Ratten
mit P1 im PCR-ELISA. Die Ergebnisse (der prozentuale Anteil der Optischen Dichte jedes TCR
VB-Elements an der Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als Mittelwert und Standardab-
weichung aus jeweils 8 Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie stellt die ,,7
Prozent-Marke® dar (Abb. 4.17). In Abbildung 4.24 ist das TCR Vp-Repertoire antigenspezi-
fischer T-Lymphozyten gezeigt, die 7 Tage nach Immunisierung aus den poplitealen Lymph-
knoten isoliert wurden.

Auch fanf Tage nach Immunisierung war noch nicht das P1-spezifische TCR

VB-Repertoire von Tag 7 vollstandig sichtbar (nicht gezeigt).
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Als n&chstes wurde untersucht, ob TiterMax, ein zur Immunisierung notwen-
diges Adjuvans, méglicherweise das TCR VB-Repertoire poplitealer T-Lympho-
zyten verandert. Nach Abbildung 4.26 ist dies jedoch nicht der Fall.
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Abb. 4.26: Das TCR Vp-Repertoire poplitealer T-Lymphozyten nach Immunisierung von
Lewis-Ratten mit TiterMax im PCR-ELISA. Die Ergebnisse (der prozentuale Anteil der
Optischen Dichte jedes TCR VB-Elements an der Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als
Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 8 Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die
schwarze Linie stellt die ,,7 Prozent-Marke" dar (Abb. 4.17).

Als weitere Kontrolle wurde das TCR VB-Repertoire nach Immunisierung mit
dem nicht-immunogenen Peptid Ac bestimmt (Abb. 4.27). Hier ergab sich ein
leicht verandertes Muster im Vergleich zu naiven poplitealen Lymphozyten
(Abb. 4.22). Nach Immunisierung mit Ac wurde eine verstarkte Expression, von
TCR VB4 (7,5%), VB14 (12,6%) und VP16 (9,2%) registriert. Im Vergleich zum
Repertoire P1-spezifischer T-Lymphozyten (Abb. 4.24) scheint V16 sowohl P1
als auch das Autoantigen Ac zu erkennen. Mdglicherweise ist dies auf eine
ausgepragte Kreuzreaktivitat zurickzufahren.
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Abb. 4.27: Das TCR Vp-Repertoire poplitealer T-Lymphozyten nach Immunisierung von
Lewis-Ratten mit dem Peptid AC im PCR-ELISA. Die Ergebnisse (der prozentuale Anteil der
Optischen Dichte jedes TCR VB-Elements an der Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als
Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 8 Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die
schwarze Linie stellt die ,,7 Prozent-Marke® dar (Abb. 4.17).

4.3.4 Das TCR Vp-Repertoire antigenspezifischer T-Lymphoyzten nach in

vitro Restimulierung

Um noch deutlicher das TCR VpB-Repertoire P1-spezifischer T-Lymphozyten
darzustellen, wurden die antigenspezifischen T-Lymphozyten in vitro mit P1
restimuliert. Hierdurch wurden folgende TCR Vp-Elemente Uberrepréasentiert
(Abb. 4.28): VB2 (15,3%), VB4 (11,1 %), VB8.3 (10%) und VP16 (16,7%). Das
Experiment wurde wiederholt und nun die aufgereinigten (aktivierten) CD25" T-
Lymphozyten untersucht. Dabei wurden TCR V8.3 (14,7%) und VB15 (12,9%)
und TCR VB16 (20,4%) nachgewiesen (Abb. 4.29).
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Abb. 4.28: Das TCR Vf-Repertoire poplitealer T-Lymphozyten nach Immunisierung von
Lewis-Ratten und nach zweimaliger in vitro Restimulierung mit P1 und IL-2. Die
Ergebnisse (der prozentuale Anteil der Optischen Dichte jedes TCR VB-Elements an der
Gesamt-OD aller VB-Elemente) sind als Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 8
Einzelmessungen dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie stellt die ,7 Prozent-Marke* dar
(Abb. 4.17).
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Abb. 4.29 (Seite 51): Das TCR VB-Repertoire poplitealer, aufgereinigter CD25" T-Lym-
phozyten nach zweimaliger in vitro Restimulierung mit P1 und IL-2. Die Ergebnisse (der
prozentuale Anteil der Optischen Dichte jedes TCR VpB-Elements an der Gesamt-OD aller Vj-
Elemente) sind als Mittelwert und Standardabweichung aus jeweils 8 Einzelmessungen
dargestellt (Abb. 3.3). Die schwarze Linie stellt die ,7 Prozent-Marke* dar (Abb. 4.17).

Somit weisen P1-spezifische T-Lymphozyten, die zweimal in vitro restimuliert
wurden, ein oligoklonales T-Zellrezeptor-Repertoire mit den TCR VB-Elemente
8.3, 15, und 16 auf (Abb. 4.29).

Abb. 4.30: Uberexpression von TCR
VB-Elementen aktivierter, poplitealer
T-Lymphozyten von Lewis-Ratten
nach zweimaliger in vitro Re-
stimulierung mit P1 und IL-2. Bereits
mit bloBem Auge sind Farbsignale in
den Vertiefungen mit TCR Vf 8.3, 15
und 16 gut sichtbar (Abb. 4.29).
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5 Beantwortung der Fragen

1. Die subkutane Injektion des allogenen Peptids P1 aktiviert das adaptive
Immunsystem. Welche Effekte sind hierbei zu beobachten?

Die Immunsierung mit P1 fUhrte zu einer deutlichen VergréBerung der popli-
tealen Lymphknoten (Tab. 4.1) und zum Anstieg der Lymphknotenzellen von
2,6x10° + 1,1x10° auf 7,3x10” + 1,9x10’ (Tab. 4.1). Die Immunantwort war lokal
begrenzt und P1-spezifische T-Lymphozyten waren in erster Linie in den
poplitealen und iliakalen Lymphknoten nachzuweisen (Abb. 4.8). Durchfluss-
zytometrische Analysen zeigten zudem, dass sich der Anteil aktivierter T-
Lymphozyten nach Immunisierung deutlich erhéhte (Abb. 4.3 H-N). P1-spezi-
fische T-Lymphozyten wurden in vitro im Proliferationsassay radioaktiv Gber den
Einbau von [°H]-Thymidin bzw. nicht-radioaktiv mit dem Fluoreszenzfarbstoff
CFDASE nachgewiesen.

2. Das T-Zellrezeptor VB-Repertoire von Thymozyten und T-Lymphozyten
verschiedener Lymphknotenstationen wurde analysiert. Welche Gemein-
samkeiten bzw. Unterschiede sind festzustellen?

Thymozyten exprimierten alle 22 TCR VpB-Elemente (Abb. 4.16); einzig das
TCR VpB-Element 14 war Uberreprasentiert. Die T-Lymphozyten der cervikalen,
mesenterialen, inguinalen und poplitealen Lymphknoten zeigten ebenfalls eine
charakteristische Uberexpression bestimmter TCR VpB-Elemente. Hierzu ge-
hérten VB 2, 6, 8.3 und 16 flr cervikale T-Lymphozyten; VB 2, 4, 8.1 fir
mesenteriale T-Lymphozyten; VB 2 und 6 fir iliakale T-Lymphozyten und Vf 2,
4, 9 fir popliteale T-Lymphozyten. Die Immunisierung mit dem nicht-immuno-
genen Kontrollpeptid, dem Autoantigen Ac (Abb. 4.1 und Tab. 4.1), flhrte zu
einer leichten Verédnderung des T-Zellrezeptor-Repertoires, bei dem die TCR
VB-Elemente 14 und 16 Uberexprimiert waren. Das Adjuvant TiterMax hingegen
beeinflusste kaum das TCR Vp-Repertoire (Abb. 4.26).
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3. Das T-Zellrezeptor VB-Repertoire antigenspezifischer CD4* T-Lympho-
zyten wurde untersucht. Was sind die Ergebnisse?

Im Gegensatz zur Immunisierung mit dem Autoantigen Ac (siehe oben) fiihrte
die Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 zu einer eindeutigen Beein-
flussung des T-Zellrezeptor-Repertoires (Abb. 4.24). Popliteale T-Lymphozyten,
die 7 Tage nach Immunisierung analysiert wurden, zeigten ein Repertoire, bei
dem die TCR VB-Elemente 15, 16, 17 und 20 Uberexprimiert waren. Dieses Re-
pertoire war am Tag 3 nach Immunisierung noch nicht so ausgebildet (Abb.
4.25). Wurden die antigenspezifischen T-Lymphozyten nach ihrer Isolierung mit
P1 in vitro restimuliert, so waren in diesem T-Zellrezeptor-Repertoire die TCR
VB-Elemente 8.3, 15, 16 und 20 Uberexprimiert (Abb. 4.29) im Vergleich zu
naiven T-Lymphozyten mit den TCR VB-Elementen 2, 4 und 9 (s. oben). Damit
wurde eine ,Verschiebung” im TCR VB-Repertoire zugunsten der VB-Elemente

15, 16 und 20 nach Immunisierung mit dem Peptidantigen P1 nachgewiesen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde das T-Zellrezeptor Vp-Repertoire alloreaktiver
T-Lymphozyten charakterisiert. Die durch T-Lymphozyten vermittelte adaptive
Immunantwort spielt sowohl bei der TransplantatabstoBung, als auch bei
zahlreichen anderen Erkrankungen eine wesentliche Rolle (Hall BL et al., 1993;
Douillard P et al., 1996; Barth C et al., 1996; Guillet M et al., 2002).

Andererseits kdnnen Mutationen in T-Lymphozyten selbst Ursache einer Er-
krankung sein. So wurde zum Beispiel in lymphoblastischen Non-Hodgkin-
Lymphomen eine Translokation innerhalb der Gene des T-Zellrezeptors nach-
gewiesen, die zur malignen Entartung fihrt (Alcaron B et al., 1988; Arnaiz-
Villena A et al., 1992). Mutationen in den Rekombinasen RAG-1 oder RAG-2,
die zur erfolgreichen V(D)J Rekombination des T-Zellrezeptors und der Immun-
globuline notwendig sind, fihrt zum Mangel oder einem kompletten Verlust an
T- oder B-Lymphozyten. Auch der autosomal rezessiv vererbte Verlust des
CD3-Komplexes, der fir die Signaltransduktion notwendig ist (s. Einleitung),
fihrt vermehrt zu hamolytischen Andmien und Infekten des Bronchialsystems
bzw. Gastrointestinaltraktes. Diese schweren Erkrankungen enden bereits im
Alter von wenigen Monaten letal (Regueiro JR et al., 1986; Arnaiz-Villena A et
al., 1993).

.Eurotransplant” meldet stetig steigende Zahlen flir Organtransplantationen
(www. eurotransplant.nl), was den groBen Bedarf dieser therapeutischen Option
wiederspiegelt. Jedoch stellt die weiterhin unverzichtbare Immunsuppression
ein groBes Problem dar (Matthews JB et al., 2003). Insbesondere der indirekte
Weg der Alloantigenerkennung, der ebenfalls an der TransplantatabstoBung be-
teiligt ist (Abb. 1.1), erlaubt zudem - im Gegensatz zur direkten Alloantigener-
kennung -, die Induktion spenderspezifischer Toleranz. Somit lassen sich von
der Charakterisierung alloreaktiver T-Lymphozyten wichtige Informationen zur
Verteilung der TCR VB-Elemente erwarten. Auch lieBen sich solche T-Zellklone
mit bestimmten TCR VpB-Elementen etablieren (Seite 7) und ihre Bedeutung flr

AbstoBung und Toleranz im Detail untersuchen.
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6.1 Effekte der Immunisierung mit dem Peptid P1

Eine subkutane Immunisierung mit dem Peptid P1 flhrt in den poplitealen
Lymphknoten zu einer lokalen Immunantwort (Fig. 4.1), die einige Charak-
teristika aufweisen, wie vergréBerte Lymphknoten und ansteigende Zahlen flr
Lymphozyten (Tab. 4.1). Der Anteil antigenspezifischer T-Lymphozyten lasst
sich erhéhen, wenn sie in vitro mit antigenbeladenen dendritischen Zellen inku-
biert werden (Abb. 4.6 E, F). Dabei ist die induzierte Aktivierung bereits nach
wenigen Tagen auch optisch zu erkennen (Abb. 4.4) Im Gegensatz zum
allogenen Peptid P1, fihrt das nicht-immunoge Peptid Ac (Tab. 4.1) zu keinen
wesentlichen Verdnderungen bei der GroBe der poplitealen Lymphknoten und

bei der Anzahl an Lymphozyten.

Zur erfolgreichen Reaktivierung antigenspezifischer T-Lymphozyten sind den-
dritische Zellen notwendig, die neben MHC-Klasse-II-Molekilen zur Bindung
des Peptidantigens kostimulatorische Molekile wie CD80 (B7.1) und CD86
(B7.2) exprimieren (Sayegh MH et al., 1998; Clarkson MR et al., 2005). Wie
Stefan Kottenmeier in seiner Promotionsschrift zeigte, exprimieren auch
aktivierte T-Lymphozyten MHC-Klasse-Il Molekile auf ihrer Zelloberflache. Be-
laden mit P1 sind diese Zellen in der Lage, P1-spezifische T-Lymphozyten wie
antigenprasentierende Zellen zu restimulieren. Fir dieses als Autostimulation
bezeichnete Phanomen sind ebenfalls kostimulatorische Signale notwendig. Die
Blockade der MHC-Klasse-lI-Molekile mit dem Antikérper OX6 bzw. die selek-
tive Depletion der MHC-Klasse-Il-positiven T-Lymphozyten verhindern die Auto-
stimulation. Auch die Blockade des IL2-Rezeptors durch den Antikérper NDS61
fihrt zu einer vollstandigen Hemmung der Restimulation (Kottenmeier S, 2005).
Im Gegensatz zur Ausschittung von IL-2 und der Expression des IL2-Rezep-
tors - beides ist bereits wenige Stunden nach Aktivierung zu beobachten -,
werden MHC-Klasse-II-Molekile erst drei bis finf Tage nach Aktivierung auf der

Oberflache von T-Lymphozyten exprimiert (Holling TM et al., 2004).
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6.2 Nachweis der T-Zellproliferation

Seit der Etablierung der Zellfarbung mit Carboxyfluorescein Diacetat-succinimi-
dylester oder CFDASE im Jahre 1994 durch Lyons gilt sie als Methode der
Wahl, um T-Zellproliferation zu verfolgen (Lyons AB und Parish CR, 1994). Ein
wesentlicher Vorteil dieser Methode ist, dass sie den Nachweis von acht bis
zehn Zellteilungen ermdglicht (Lyons AB und Doherty KV, 1998). Ein weiterer
Vorteil ist die Stabilitit der Farbung (Lyons AB, 1997). Darlber hinaus
beeinflusst diese Zellfarbung nicht den Nachweis von Cytokinen und die
Markierung von Oberflachenmolekulen.

Der hohe Stellenwert der CFDASE Farbemethode zur Untersuchung von B-
und T-Lymphozyten wird durch zahlreiche Publikationen belegt, wie diese
kleine Auswahl folgender Publikationen zeigt: Lyons AB und Parish CR, 1994;
Fulcher DA et al., 1996; Lyons AB, 1997; Kindler und Zubler, 1997; Wells AD et
al., 1997; Hasbold J et al., 1998; Gett AV und Hodgkin PD, 1998; Lee WT und
Pelletier WJ, 1998.

Das Prinzip der CFDASE-Farbung beruht darauf, dass der Farbstoff zunachst
membrangangig ist und erst nach Abspaltung der Acetatgruppen durch
endogene Esterasen im Zytosol der Zelle verbleibt und zudem fluoresziert.
Zusétzlich reagiert der Succinimidylester mit freien Aminogruppen intrazellularer
Proteine und bildet gefarbte Nebenprodukte. Bei der Zellteilung werden die
Farbstoffmolekile gleichmaBig auf die Tochterzellen verteilt, wie Lynos und
Parish zeigten (Lyons AB und Parish CR, 1994). Als Grund, dass der Farbstoff
bis zu sechs Monate nach Farbung noch in der Zelle nachzuweisen ist, nimmt
man an, dass er in einige cytoskeletale Proteine eingebaut wird, die eine sehr
geringe Erneuerungsrate aufweisen (Lyons AB et al., 2000). Die Anzahl der
nachvollziehbaren Zellteilungen wird alleine durch die Autofluoreszenz nicht-
gefarbter Zellen begrenzt. Wie auch die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen,
verlieren frisch gefarbte Zellen innerhalb der ersten 24 Stunden bis zu 60
Prozent ihres Farbstoffs (Abb.4.10). Danach bleibt der Anteil gebundener
Farbstoffmolekuile stabil und die Fluoreszenz veréndert sich nicht, solange die
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Zellen sich nicht teilen. Zudem haben die Versuche in dieser Arbeit gezeigt,
dass die ideale Konzentration des Farbstoffs bei 50 nmol/L liegt (Abb. 4.9).

Wurden CFDASE-markierte T-Lymphozyten mit PMA und lonomycin stimuliert,
so waren innerhalb von 72 Stunden zwei, méglicherweise auch drei Zelltei-
lungen nachzuweisen (Abb. 4.11). Auch bei der Restimulierung P1-spezifischer
Zellen war eine eindeutige Abnahme der Fluoreszenzintensitat zu beobachten
(Abb. 412 F), doch lieB sich die genaue Anzahl der Zellteilungen nicht eindeutig
bestimmen. Auch war die CFDASE-Farbung geeignet, um CFDASE-gefarbte
Zellen in einem Pool ungefarbter Zellen nachzuweisen. So wurde in dieser
Arbeit gezeigt, dass 1x10° CFDASE-gefarbte Zellen in 5x10° ungefarbten Zellen
eindeutig detektierbar sind; dies entspricht einem Verhaltnis von einer
CFDASE-gefarbten Zelle auf 50 ungefarbte Zellen. Somit stellt die Farbung mit
CFDASE eine gute Mdglichkeit dar, um auch in vivo Informationen Uber P1-

spezifische T-Lymphozyten zu bekommen.

6.3 Methoden zum Nachweis des TCR Vj3-Repertoires

Verschiedene Methoden zur Bestimmung des T-Zellrezeptor VB-Repertoires
wurden beschrieben. So wiesen Broker B et al., 1993 und Huchenqg A et al.,
1995 Subpopulationen humaner T-Lymphozyten durchflusszytometrisch mit
Subklassen-spezifischen monoklonalen Antikérpern nach. Um auswertbare Er-
gebnisse zu erhalten, sind jedoch ausreichende Zellmengen flr solche
Analysen notwendig. FUr T-Lymphozyten der Ratte stehen zudem nicht far alle
TCR VB-Elemente Subklassen-spezifische Antikdrper zur Verfigung. Mit neuen
molekularbiologischen Analysemethoden lasst sich die Bestimmung des T-Zell-
rezeptor VB-Repertoires weiter optimieren (Pannetier C et al., 1995; Segurado
OG und Schendel DJ, 1993b; Baner J et al., 2005).

Insbesondere Nachweismethoden, die auf der Polymerase-Kettenreaktion ba-
sieren, sind sehr sensitiv. zum Nachweis des TCR Vf-Repertoires. Die not-
wendigen spezifischen VB-Primer lassen sich, da der T-Zellrezeptor wie der B-

Zellrezeptor zu den am besten untersuchten Oberflachenmolekllen gehért, mit
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Hilfe umfangreicher Sequenzdaten leicht herstellen (Breit T und Van Dongen J,
1994; Vandevyver C et al., 1995). Zur Quantifizierung der zahlreichen Am-
plifikate eignet sich sehr gut die Kombination mit der ELISA-Technik. Der PCR-
ELISA kann sogar unter bestimmten Umstanden der ,real-time“ PCR Uberlegen
sein (Scotter JM et al., 2005). Zudem lasst sich die Sensitivitat des ELISA mit
Hilfe der Chemiluminiszenz steigern (Dufour V et al., 1999).

Der PCR-ELISA eignet sich sehr gut zum Nachweis des T-Zellrezeptor V-
Repertoires peripherer T-Lymphoyzten, als auch von Zellen aus abgestoBenen
Gewebeproben oder der Synovia bei Rheumatoider Arthritis (VanderBorght A et
al., 1999). Diese Technik bendtigt kein radioaktives Material und keine beson-
ders teuere Ausriistung. Sie erlaubt semiquantitative Aussagen zur Uberexpres-
sion bestimmter antigenspezifischer TCR VB-Elemente bei weniger als 50. 000
eingesetzten Zellen (VanderBorght et al., 1999). Die Vorteile dieser Methode
sind eine geringe Schwankungsbreite — im wesentlich verursacht durch Unter-
schiede im Reaktionsvolumen oder bei der Reaktionstemperatur — und eine

optimale Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (VanderBorght et al., 1999).

6.4 Nachweis des TCR VB-Repertoires antigenspezifischer T-
Lymphozyten

Neben Monozyten und Makrophagen sind af T-Lymphozyten wesentlich fir die
TransplantatabstoBung (Alvarez CM et al., 2004; Ulbrich M, 2007). In einigen
Arbeiten wurde jedoch berichtet, dass mdglicherweise auch yd T-Lymphozyten
wichtige Effektorzellen darstellen (Kirk AD et al., 1993; Dechanet J et al., 1999).
Heute gilt als gesichert, dass sich weniger als 0,1 Prozent yd T-Lymphozyten im
Transplantat zum Zeitpunkt der AbstoBung befinden (Gagne K et al., 2000).

Zur Untersuchung der TCR VB-Subtypen innerhalb der an der Transplantat-
abstoBung beteiligten CD4" T-Lymphozyten ist die B-Kette besonders ,informa-
tiv“, weil sich diese, wie in der Einleitung beschrieben, aus den Gensegmenten

Vp-Dg-Jg zusammensetzt, wahrend die o-Kette aus den Gensegmenten V-J,

-59 -



6 Diskussion

gebildet wird (Turner SJ et. al., 2006). Die Antigenerkennung erfolgt tber die
die hypervariablen Komplementaritatsdeterminanten (complementary determi-
nation rgions oder CDR) 1, 2 und 3 (Abb. 1.2). Das CDR3-Element beider
Ketten des T-Zellrezeptors bildet die zentrale Antigenbindungsstelle, wobei sich
das CDRS3 der B-Kette innerhalb des V-D-J-Gensegmentes befindet. Bei der
VerknUpfung der V-, D- und J-Segmente kommt es zu Insertionen bzw. Deletio-
nen von Nukleotiden, was die Variabilitdt dieser hypervariablen Region noch-
mals erhdht (Turner SJ et al., 2006)

Um beurteilen zu kénnen, wie sich das T-Zellrezeptor-Repertoire nach Kontakt
mit einem Antigen verandert, wurde als erstes das Repertoire naiver T-Lympho-
zyten unterschiedlicher Lymphknotenstationen und das Repertoire von Thymo-
zyten untersucht. Die unterschiedlichen Expressionsmuster, die beobachtet
wurden, lassen sich mdoglicherweise dadurch erklaren, dass die T-Lym-
phozyten, die wahrend ihrer Entwicklung im Thymus einer so genannten
positiven und negativen Selektion unterliegen, auch in der Peripherie selektiert
werden (Turner SJ et al., 2006), z.B. wahrend einer T-Zellantwort (Fasso M et
al., 2000).

Durch die subkutane Injektion von P1 in die FuBsohle von Lewis-Tieren wurden
in den poplitealen Lymphknoten P1-spezifische T-Lymphozyten aktiviert, die
sich nach ihrer Isolierung in vitro durch eine verstarkte Proliferation nachweisen
lassen. Die Ergebnisse verschiedener Experimente belegen, dass sich das
TCR Vp-Repertoire P1-spezifischer T-Lymphozyten in den ,hinteren“ Bereich
des Rezeptor-Repertoires verschoben hatte. P1-spezifische, CD25" T-Lympho-
zyten zeigten nach Restimulierung in vitro eine oligoklonale Verteilung der TCR
VB-Elemente 8.3, 15 und 16. Die Ergebnisse bestatigen weitestgehend die
Daten von Sitaru et. al. (2002).

Auch aus klinischem Biopsiematerial akuter oder chronisch abgestoBener
Nieren wurden T-Lymphozyten isoliert, die eine Dominanz bestimmter TCR V-
Elemente auswiesen (Barth C et al., 1996). Trotz seiner Spezifitat verfugt der T-
Zellrezeptor aber auch Uber eine ausgepragte Kreuzreaktivitdt. Danach kénnen
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T-Zell-Rezeptoren mit unterschiedlichen CDR3-Regionen das gleiche Antigen
bzw. T-Zell-Rezeptoren mit identischer CDR3-Region unterschiedliche Antigene
erkennen. Dabei korreliert die Affinitat des Rezeptors zum Antigen mit dem
Grad der T-Zellaktivierung (Schodin BA et al., 1996). So berichteten Matsutani
et al. 2003, dass Patienten, bei denen eine klonale Expansion von weniger als
vier TCR VB-Gensegmenten nachgewiesen wurde, eine stabile Transplantat-
funktion zeigten. Wurde hingegen eine klonale Expansion von mehr als vier
TCR VB-Gensegmenten nachgewiesen, so verschlechterte sich die Prognose
fir die Transplantatfunktion und AbstoBungen wurden vermehrt beobachtet.
Somit ware mdglicherweise der Nachweis einer begrenzten klonalen Expansion
von TCR VB-Elementen ein guter Indikator zur Erkennung stabiler Transplantat-
funktion (Alvarez CM et al., 2005). In weiterfhrenden Analysen ist zu zeigen,
ob es sich hierbei wirklich um einen geeigneten Marker handelt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde das TCR VB-Repertoire alloreaktiver T-Lym-
phozyten charakterisiert. Hierzu wurden P1-spezifische CD4+ T-Lymphozyten
mehrfach in vitro restimuliert, um festzustellen, welche T-Zellklone sich ,durch-
setzen, d.h. welche VB-Elemente eine hohe Affinitdt zum Peptidantigen auf-
weisen. Das Repertoire wurde nach zweimaliger in vitro-Stimulierung antigen-
spezifischer T-Lymphozyten oligoklonal und T-Lymphozyten mit solchen T-
Zellrezeptor-Subtypen, bei denen die Beta-Kette 8.3, 15, 16 und 20 Uberre-
prasentiert waren, wurden nachgewiesen. Die ldentifizierung solcher T-Zellsub-
populationen ist Grundlage dafiir, in weiterflihrenden Arbeiten ihre Bedeutung
bei der TransplantatabstoBung zu untersuchen. Die in dieser Arbeit durchge-
fihrten Untersuchungen stellen eine wesentliche Voraussetzung dar, um P1-

spezifische T-Zellklone zu etablieren.

In einem nachsten Schritt sollte die Lange der dritten hypervariblen Region auf
der B-Kette (Abb. 1.2) untersucht werden. Diese ist sehr variabel und flir die
Antigenerkennung verantwortlich. Hierzu ist die Methode des ,CD3 size spec-
tratyping“ sehr gut geeignet (Pannetier C et al., 1995). Im Gegensatz zu den
beiden anderen hypervariablen Regionen CDR1 und CDR2, ist CDR3 im Be-
reich Vg-Dg-Jp lokalisiert. Bei Verknipfung der Gensegmente kommt es zudem
zur Insertion bzw. Deletion von Nukleotiden, wodurch die Variabilitat der hyper-
variablen Region noch verstarkt wird. Mit dieser Methode lieBBe sich die P1-ver-
mittelte klonale Expansion der TCR VB-Subtypen 8.3, 15, 16 und 20 weiter

untersuchen.
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Die Organtransplantation stellt ein therapeutisches Verfahren fir Patienten mit
irreversibel geschadigten Organen dar. Doch weist dieses Behandlungskonzept
weiterhin einen wesentlichen Nachteil auf: noch immer wird der langfristige
Erfolg der Therapie zu oft durch die so genannte TransplantatabstoBung
gefahrdet. Hierbei handelt sich um eine vom Organtransplantat ausgeléste
Immunantwort, die zu dessen Zerstérung fuhrt. Die derzeit einzige Moéglichkeit
eine AbstoBung zu verhindern, ist die Unterdriickung des Immunsystems mit so
genannten Immunsuppressiva. Auch wenn diese erstmals in den 60er Jahren
des 20. Jahrhunderts erfolgreich eingesetzten Medikamente standig verbessert
werden, bleiben die von ihnen ausgel6sten Nebenwirkungen weiterhin ein
ernstzunehmendes Problem. Sie unterdriicken die gesamte kérpereigene Ab-
wehr, was zum Schutz der Organtransplantate vor AbstoBung gewinscht ist,
doch férdern sie hierdurch die Entstehung von Tumoren und Infektionen.

Bei der TransplantatabstoBung handelt es sich um eine von CD4" T-Lympho-
zyten ausgel6ste Immunantwort. Diese Lymphozyten werden von allogenen
Peptiden, die von Spender-MHC-Molekllen stammen, Uber den indirekten Weg
der Alloantigenerkennung aktiviert. An der TransplantatabstoBung ist zwar eine
Vielzahl von Alloantigenen beteiligt, doch ist es mdglich, Peptidantigene zu
identifizieren, die einen nachweisbaren Effekt auf die TransplantatabstoBung
ausltben. So wurde in der eigenen Arbeitsgruppe die fir die AbstoBung alloge-
ner Organtransplantate beteiligten MHC (RT1")-Peptidantigene charakterisiert.
Insbesondere die Bedeutung des aus 19 Aminosauren bestehenden allogenen
Peptids P1 fir die Alloimmunantwort wurde intensiv untersucht. So weisen P1-
spezifische T-Lymphozyten ein ausgepragtes Th1-Cytokin-Muster auf und be-
schleunigen die AbstoBung von Wistar-Furth-Organtransplantaten in Lewis-

Ratten.

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des T-Zellrezeptor V-
Repertoires P1-spezifischer T-Lymphozyten mit der Methode des PCR-ELISA.
In einem ersten Schritt wurden Thymozyten und T-Lymphozyten unterschied-
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licher Lymphknotenstationen untersucht. Thymozyten exprimierten alle 22 TCR
VB-Elemente und einzig TCR VP14 war Uberreprasentiert. Die T-Lymphozyten
der cervikalen, mesenterialen, iliakalen und poplitealen Lymphknoten zeigten
ebenfalls eine charakteristische Uberexpression bestimmter TCR VB-Elemente.
So exprimierten cervikale T-Lymphozyten bevorzugt die TCR VB-Elemente 2, 6,
8.3 und 16, mesenteriale T-Lymphozyten die TCR VB-Elemente 2, 4, und 8.1,
iliakale T-Lymphozyten die TCR VpB-Elemente 2 und 6 und popliteale T-
Lymphozyten die TCR VB-Elemente 2, 4 und 9. Die Immunisierung mit dem
nicht-immunogenen Kontrollpeptid (Autoantigen) Ac flhrte zu einer leichten
Veranderung des T-Zellrezeptor-Repertoires, bei der die TCR VB-Elemente 14
und 16 Uberexprimiert waren. Das Adjuvant TiterMax beeinflusste kaum das
TCR VpB-Repertoire.

Die Immunisierung mit dem allogenen Peptid P1 flihrte zu einer eindeutigen
Beeinflussung des T-Zellrezeptor-Repertoires. Popliteale T-Lymphozyten, die 7
Tage nach Immunisierung analysiert wurden, zeigten ein Repertoire, bei dem
die TCR VpB-Elemente 15, 16, 17 und 20 Uberexprimiert waren. Dieses Reper-
toire war am Tag 3 nach Immunisierung noch nicht so ausgebildet. Wurden die
antigenspezifischen T-Lymphozyten nach ihrer Isolierung mit P1 in vitro re-
stimuliert, so waren in diesem T-Zellrezeptor-Repertoire die TCR VB-Elemente
8.3, 15, 16 und 20 Uberexprimiert. Zum Vergleich: in naiven T-Lymphozyten
waren die VB-Elemente 2, 4 und 9 Uberexprimiert. Damit war es zu einer deut-
lichen Verschiebung im T-Zellrezeptor-Repertoire antigenspezifischer T-Lym-
phozyten gekommen, die auf das Peptidantigen P1 zurlckzufihren ist.

Mit der Methode des PCR-ELISA wurde das T-Zellrezeptor-Repertoire antigen-
spezifischer T-Lymphozyten bestimmt. Hiermit sind wesentliche Voraussetzun-
gen geschaffen worden, um T-Zellklone zu etablieren und ihre Bedeutung flr

die TransplantatabstoBung genauer zu untersuchen.
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