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1. Zusammenfassung

T-Zellen nehmen eine zentrale Stellung im adaptiven Immunsystem ein, da sie einerseits
direkt Pathogene bekdmpfen konnen und andererseits die Aktivititen anderer Immunzellen
regulieren. Wegen der experimentellen Schwierigkeiten werden sie aber zumeist im
Maussystem erforscht, obwohl auch die Analyse humaner T-Zellen klinisch relevant ist.

In dieser Habilitationsschrift sind unsere Arbeiten {liber verschiedene Aspekte der humanen T-

Zellen zusammengefasst. Sie gliedert sich in 3 Teile:

1) Analyse der antigen-unabhiangige Erhaltung von verschiedenen T-Zell Populationen mit

den ,.,homoostatischen* Zytokinen IL.-7 und IL-15.

Dieser Teil umfasst 3 Originalveréffentlichungen (zwei im Journal of Experimental Medicine
und eine in Blood), in denen aufgereinigte T-Zell-Populationen in vitro mit homoostatischen
Zytokinen stimuliert werden, um die antigen-unabhéngige Proliferation im humanen System
zu untersuchen. Wir zeigten, dass CD4+ und CD8+ Gedéchtnis T-Zellen mit IL-7 und IL-15
unabhingig vom T-Zell Rezeptor proliferieren konnen. Auflerdem haben wir herausgefunden,
dass zentrale Gedéchtniszellen dabei ein vom Antigen vorprogrammiertes Differenzierungs-
programm  durchlaufen wund zu Effektor Gedéchtnis-dhnlichen Zellen werden.
Chemokinrezeptoren identifizieren dabei CD4+ zentrale Gedéchtniszellen die zur Thl oder
zur Th2 Zellen differenzieren. Auf diesen und anderen Arbeiten basierend haben wir ein
Modell der Erhaltung der Gedéchtniszellen vorgeschlagen, nach dem =zentrale
Gedichtniszellen fiir die Erhaltung des T-Zellgedachtnisses besonders wichtig sind, da sie
durch homoostatische Proliferation nicht nur sich selbst erneuern konnen, sondern auch

Effektor Gedédchtniszellen ersetzen, die durch spontanen Zelltod sterben.

2) Die Bildung von Gedichtniszellen wird von der Stidrke der Stimulierung des T-

Zellrezeptors reguliert.

Wie Gedichtniszellen von aktivierten T-Zellen gebildet werden, ist trotz grofer wissen-
schaftlicher und klinischer Relevanz nur unvollstdndig verstanden. In zwei Originalarbeiten,
die in Nature Immunology und im European Journal of Immunology verdffentlicht wurden,
haben wir untersucht wie die Stirke der Stimulierung des T-Zellrezeptors das
Gedichtniszellpotenzial reguliert. Dabei haben wir den neuen Differenzierungsparameter
»Fitness* definiert: Die T-Zell Fitness beschreibt die Fahigkeit einer aktivierten T-Zelle, dem

spontanen Zelltod zu entgehen und mit homdoostatischen Zytokinen zu proliferieren und damit



zu einer Gedachtnis T-Zelle zu werden. Wir haben gezeigt, dass CD4+ und CD8+ T-Zellen
die Fitness progressiv mit der Stirke der T-Zellrezeptorstimulierung zunimmt, und nur ,,fitte*
Maus T-Zellen in vivo iiberleben und ohne Antigen expandieren. Weiter haben wir gezeigt,
dass auch aktivierte T-Zellen, die den IL-7R exprimieren, unterschiedliche Fitness und
Gedichtniszellpotential haben, da die Zellen zum einen relevante Gene unterschiedlich stark
exprimieren und zum anderen der IL-7R unterschiedlich effizient an die PI 3 Kinasekaskade

gekoppelt ist.

3) Analyse von adaptiven IL-10 produzierenden regulatorischen T- Zell Populationen.

T-Zellen mit regulatorischer Funktion produzieren meist auch das inhibitorische Zytokin IL-
10 und werden in natiirliche ,,Tregs* und in adaptive ,,Tr1* Zellen eingeteilt, die durch die
Expression des IL-2Ra (CD25) und des Transkriptionsfaktors Foxp3 grob unterschieden
werden konnen. IL-10 produzierende T-Zellen kénnen in vitro induziert werden, aber wie in
vivo gebildete IL-10 produzierende Zellen im humanen System identifiziert werden koénnen
ist nicht bekannt. In einer Arbeit, die im Journal of Experimental Medicine publiziert wurde,
haben wir gezeigt, dass T Helfer Zellen die weder CD25 noch den IL-7R exprimieren Trl-
dhnliche Zellen sind: Sie produzieren IL-10 und IFN-y, aber kaum IL-2, und das von ihnen
produzierte IL-10 supprimiert in vitro die T-Zellaktivierung. Diese Trl-dhnlichen Zellen
proliferieren in vivo und reagieren selektiv auf persistente Antigene, was vermuten ldsst, dass
es sich um chronisch aktivierte Thl Zellen handelt. Auflerdem haben wir in einer anderen
Arbeit gefunden, dass nicht nur Th17 Zellen den Chemokinrezeptor CCR6 exprimieren,
sondern auch autoreaktive IL-10 produzierende Gedachtniszellen (Rivino et al., J. Exp. Med.
2010). Diese CCR6+ Zellen sind aber im Gegensatz zu den Trl-dhnlichen Zellen IL-7R",
produzieren IL-2 und sind fiir nicht-persistente Impfantigene spezifisch. Die IL-10
produzierenden Gedichtniszellen sind nur bei suboptimaler Stimulierung wie z.B. durch
autologe dendritische Zellen suppressiv, da sie dann IL-10 aber kein IL-2 produzieren. Im
Gegensatz dazu supprimieren die Trl-&dhnlichen Zellen, die nur wenig IL-2 machen konnen,
nur bei starker Stimulierung effektiv. Es gibt im humanen Blut also zwei unterschiedliche IL-
10 produzierende Populationen, die beide nicht zu der natiirlichen Treg Differenzierungslinie
gehoren und FEigenschaften von Effektor bzw. von Gedéichtniszellen haben. Es ist
wahrscheinlich, dass sie unterschiedliche Funktionen haben, und dass die Trl-dhnlichen
Zellen wie in der Maus Immunpathologie inhibieren, wédhrend die Gedéichtniszellen zur

Selbsttoleranz beitragen konnten.



2. Einleitung

2.1 Die Stellung der T-Zellen im Immunsystem

Das Immunsystem schiitzt hohere Organismen vor Pathogenen, da es in der Lage ist eigene
und/oder harmlose Zellen und Molekiile von fremden und/oder gefahrlichen zu unterscheiden
und letztere unschidlich zu machen (1). Es wird traditionell in ,,angeboren und ,,adaptiv*
unterteilt. Zum angeborenen Immunsystem gehoren Zellen und Molekiile, die direkt
pathogene oder selbst-Strukturen erkennen und daher schnell reagieren. Sie bilden die erste
Abwehrfront und sind haufig ausreichend um potenziell gefahrliche Erreger zu bekdmpfen.
Zu ihnen gehoren z.B. das Komplementsystem, Granulozyten, Makrophagen und natiirliche
Killerzellen. Zum adaptiven Immunsystem gehdren die T- und B-Lymphozyten, die
spezifisch fiir einzelne molekulare Strukturen (Antigene) von Pathogenen sind, aber erst einen
langen Aktivierungs- und Differenzierungsprozess durchlaufen miissen bevor sie zur
Pathogenbekédmpfung zur Verfiigung stehen. Einige von ihnen iiberleben nach der Expansion
und Differenzierung und bilden ein immunolgisches Gedéchtnis. T-Zellen konnen in mehrere
Differenzierungslinien unterteilt werden: Neben den y/0 T-Zellen und den NKT-Zellen, die
Eigenschaften von angeborenen und adaptiven Zellen vereinen, unterscheidet man die CD8+
T-Zellen, die zu zytotoxischen Zellen reifen konnen und die CD4+ T-Zellen, die Helfer- und
regulatorische Zellen umfassen. Wiahrend CD8+ T-Zellen wichtig sind um virus-infizierte
Zellen zu toten, regulieren die CD4+ Zellen verschiedene Zelltypen des Immunsystems wie
B-Zellen, antigen-priasentierende dendritische Zellen (DZ) und CD8+ T-Zellen und haben

daher eine zentrale Stellung im Immunsystem.

2.2 Die Reifung der T-Zellen im Thymus

T-Zellen werden von Vorlduferzellen im Thymus gebildet. Dabei unterlaufen die Thymozyten
mehrere Selektionsprozesse, die man in der Maus im Detail erforscht hat (1). Das Gen des T-
Zellrezeptors (TZR) muf3 von den reifenden Thymozyten erst neu zusammengesetzt werden
um fiir ein funktionelles Protein zu codieren, was an die Zelloberflidche transportiert werden
kann. Bei dieser Neuzusammensetzung werden Teile des TZR Genes als plasmidartige DNA-
Molekiile (T-Zellrezeptor excision circles, TRECS) herausgeschnitten, die in Abwesenheit
von Zellteilungen ziemlich stabil sind und deswegen als Marker von frisch gebildeten neuen
T-Zellen benutzt werden konnen (2). Thymozyten, die einen TZR exprimieren erhalten ein
Uberlebenssignal, wihrend Zellen die kein funktionellen T-Zellrezeptor exprimieren konnen,
sterben. Der Prozess der Neu-Zusammensetzung des TZR Genes hat starke

Zufallskomponenten und es entsteht ein Repertoire an Thymozyten, von denen einige selbst-



Molekiile binden kénnen. In der nun folgenden positiven und negativen Selektion {liberleben
nur diejenigen Thymozyten, die zwar MHC Molekiile erkennen koénnen (CD8+ T-Zellen
MHC I und CD4+ T-Zellen MHC II), aber von ihnen in Abwesenheit fremder Peptide nicht
zu stark aktiviert werden. Die positive Selektion erlaubt nur Thymozyten, die selbst-MHC
Molekiile erkennen konnen zu iiberleben. Sie wird wahrscheinlich von Epithelzellen der
Medulla des Thymus vorgenommen, den sogenannten ,,mTECs“. Diese Zellen haben die
Besonderheit, dass sie Antigene anderer Gewebe exprimieren konnen (wie z.B. Insulin), ein
Prozess der von dem Transkriptionsfaktor AIRE reguliert wird (3). Die negative Selektion
eliminiert stark autoreaktive Thymozyten und wird wahrscheinlich von dendritischen Zellen
vorgenommen, die aber auch die gewebespezifischen Antigene von den mTECS aufnehmen
und préasentieren konnen. Diese Selektionsprozesse iiberlebt nur ein kleiner Teil der
Thymozyten, die dann als sogenannte naive CD4+ oder CD8+ T-Zellen den Thymus
verlassen und von MHC Molekiilen nur dann aktiviert werden, wenn ein besonderes Peptid
z.B. das von einem Pathogen gebunden ist. Naive T-Zellen wandern stidndig iiber das Blut in
sekundidre Lymphorgane wie Lymphknoten und Milz, wo sie mit antigen-priasentiernden DZ

interagieren und nach ihrem spezifischen Antigen ,,suchen®.

2.3 T-Zell Aktivierung

Wenn naive T-Zellen auf eine DZ treffen, die ihr spezifisches Antigen présentieren so lauft
ein komplexer Aktivierungsprozess ab. Obwohl die Stimulierung des TZR die Aktivierung
auslost, ist die TZR Stimulierung alleine meist unausreichend um eine volle Aktivierung zu
bewirken (4). DZs exprimieren nach Reifung durch Kontakt mit Pathogenen eine ganze Reihe
von kostimulierenden Rezeptoren und wandern verstirkt in Lymphknoten ein (5). Dadurch
wird das Signal des TZR stark amplifiziert und die T-Zellen gehen mit den DZ stabile, lang
anhaltende Kontakte ein, die zur vollen Aktivierung fithren (6). Unreife dendritische Zellen
hingegen gehen nur kurze unstabile Kontakte mit T-Zellen ein und induzieren eine abortive
Proliferation der T-Zellen (7). Der T-Zellrezeptor wird nach MHC Bindung phosphoryliert,
was die Rekrutierung von Kinasen und von weiteren Signalmolekiilen und deren
Phosphorylierung zur Folge hat (8). Es werden in diesem groBlen Proteinkomplex, dem
»dignalosom®, mehrere Signalkaskaden aktiviert wie verschiedene Mitogen aktivierte Protein
(MAP) Kinasekaskaden und der PLC-y Weg, der zur Aktivierung der Protein-kinase C und
zum Einstromen von Calcium-lonen fiihrt (9). AuBerdem aktiviert Ko-stimulierung
insbesondere die PI 3 Kinasekaskade (10), die sowohl fiir das Uberleben als auch durch
Aktivierung der s6-Kinase fiir die Zellzyklusprogression wichtig ist (11). Wahrend des



Aktivierungsprozesses produzieren DZ und T-Zellen aber auch andere Zellen Zytokine, die
den Aktivierungsprozess beeinflussen und die T-Zelldifferenzierung regulieren (s. 2.4.).
Sowohl Zytokine als auch der TZR aktivieren MAP-Kinasekaskaden und die PI 3
Kinasekaskade. Der Phospholipase C-y Weg hingegen wird nur vom TZR aktiviert, wihrend
Zytokine aber nicht der TZR die STAT Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und so
aktivieren konnen (12). Aktivierte naive T-Zellen beginnen dann verschiedene Kategorien
von Genen sukzessive zu transkribieren, die es ihnen ermdglicht aus der Ruhephase in die G1
Phase des Zellzyklus einzutreten. Langanhaltende Stimulierung und das Zytokin IL-2
induzieren dann den Eintritt in die S Phase des Zellzyklus nach etwa 30 Stunden (13), in der
die DNA repliziert wird und nach etwa 40 Stunden erfolgt die erste Zellteilung (14). Die
aktivierten T-Zellen teilen sich dann mehrfach in wenigen Tagen und kénnen dabei in

verschiedene ,,Linien‘ differenzieren.

2.4 Differenzierungslinien der T-Zellen

Die Differenzierung der T-Zellen wird vor allem von Zytokinen gesteuert (15), auch wenn
eine lange andauernde TZR Stimulierung Voraussetzung fiir die Differenzierung ist (16).
CD4+ T-Zellen konnen bei Stimulierung in Anwesenheit von IFN-y und IL-12 zu Thl Zellen
differenzieren. Thl Zellen produzieren dann selbst IFN-yund sind daher in der Lage
Makrophagen zu aktivieren, um intrazellulire Bakterien abzutoten. AuBerdem sind Thl
Zellen auch fiir die Bekdmpfung viraler Infektionen wichtig, sie konnen aber unter
bestimmten Bedingungen durch ihre IFN-y Produktion auch anti-inflammatorisch wirken
(17). Thl Zellen behindern die Bildung von anderen T-Zelldifferenzierungslinien und
exprimieren den ,,Master“-Transkriptionsfaktor T-bet, der das Transkriptionsprogramm der
Thl Zellen kontrolliert (18). Thl Zellen exprimieren die Chemokinrezeptoren CXCR3 und
CCRS5 und werden daher von pro-inflammatorischen Chemokinen rekrutiert (19). Wenn naive
T-Zellen in Anwesenheit von IL-4 aktiviert werden, so differenzieren sie meist zu Th2 Zellen.
Th2 Zellen produzieren IL-4, IL-5 und IL-13 und aktivieren Eosinophile und helfen B-Zellen
zu IgE-produzierenden Zellen zu differenzieren. Sie haben eine wichtige Funktion bei der
Bekdmpfung parasitirer Wiirmer, sind aber auch fiir Allergien verantwortlich. Thr
Differenzierungsprogramm wird von dem Transkriptionsfaktor GATA3 kontrolliert und es
inhibiert ebenfalls andere Differenzierungsprogramme (20). Th2 Zellen exprimieren die
Chemokinrezeptoren CCR4 (19) und wie die Eosinophilen CCR3 (21). Obwohl die meisten
antigen-erfahrenen CD8+ Zellen IFN-y produzieren (Tcl) gibt es auch solche die IL-4

produzieren (Tc2) (22), aber ihre Funktion ist unklar. Eine dritte Differenzierungslinie, die



Th17 Zellen wurde vor kurzem identifiziert (23). In der Maus werden sie von TGF-3, IL-6
und IL-23 induziert (24), wéhrend im humanen System nur die Rolle von IL-23 unstrittig ist
aber IL-1 oder andere pro-inflamatorische Zytokine auch eine Rolle zu spielen scheinen (25).
Th17 Zellen produzieren IL-17A und IL-17F, die fiir die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten durch Epithelzellen wichtig sind. Sie produziern aulerdem IL-21, IL-22 und im
Menschen IL-26, exprimieren CCR6 und sind fiir die Bekdmpfung extrazelluldrer Bakterien
wichtig. Sie haben auch eine pathogene Rolle in verschiedenen Autoimmunerkrankungen,
aber da Th17 und Th1 Zellen Untereinheiten von Zytokinen und deren Rezeptoren teilen (IL-
12p40 und IL-12RB1sind gemeinsame Untereinheiten von IL-12 und IL-23 bzw. des IL-12R
und des IL-23R) waren Thl Zellen urspriinglich als die pathogenen Zellen in
Autoimmunerkrankungen identifiziert worden (26). Th17 Zellen exprimieren den Master
Transkriptionsfaktor RORyt, und einige von ihnen konnen auch IFN-y produzieren. Es
wurden auch andere T-Zell Differenzierungslinien beschrieben, z.B. die follikuldren T Helfer
Zellen (27, 28), die CXCRS und ICOS exprimieren, IL-21 produzieren und B Zellen helfen,
da jedoch noch kein spezifischer ,,Master“-Transkriptionsfaktor indentifiziert wurde, ist diese
Differenzierungslinie noch umstritten (29). Eine vierte, anerkannte Differenzierungslinie sind

die regulatorischen T-Zellen.

2.5 Regulatorische T-Zellen

T-Zellen, die Immunantworten inhibieren konnen, gehdren zu den regulatorischen T-Zellen
(Tregs). Man kann sie in so genannte natiirliche und adaptive Tregs unterteilen (29).
Natiirliche Tregs sind CD4+, und durch die Expression des Transkriptionsfaktor Foxp3 und
IL-2Ra (CD25) zu identifizieren (30, 31). Entweder differenzieren sie schon im Thymus zu
Tregs oder erst in der Peripherie bei schwacher chronischer TZR Stimulierung (32) und
scheinen stirker autoreaktiv zu sein als Helfer T-Zellen. Sie produzieren IL-10 und TGF-f3,
aber nicht IL-2 oder IFN-y und inhibieren T-Zell Aktivierung in vitro {iber einen
unbekannten, zell- kontaktabhdngigen Mechanismus (33). /n vivo hingegen scheinen TGF-f3
und IL-10 auch eine Rolle fiir ihre regulatorische Funktion zu spielen. Sie sind anerg in vitro,
proliferieren aber in vivo (34). Im Gegensatz zu den natiirlichen Tregs sind die adaptiven
Tregs weniger gut erforscht, da keine fiir sie charakteristischen Oberflichenmarker oder
Transkriptionsfaktoren bekannt sind. Es kann auflerdem zwischen den IL-10 produzierenden
type 1 regulatory (Trl) Zellen (35) und den weniger erforschten TGF-p produzierenden Th3
Zellen unterschieden werden (36). Die in vitro Suppression von adaptiven Tregs ist im

Gegenstaz zu den natiirlichen Tregs von der IL-10 und TGF-f Produktion abhédngig (29). Trl



Zellen konnen in vitro mit verschiedenen tolerogenen Protokollen induziert werden, aber da
phinotypische Marker nicht beschrieben wurden wird in vivo meist die Produktion von IL-10
als hinreichendes Merkmal angesehen. Dies ist problematisch, da Th1, Th2 und Th17 Zellen
IL-10 produzieren kénnen (37) und die Trl-Zellen daher wahrscheinlich keine eigene
Differenzierungslinie darstellen. Th3 Zellen werden hingegen bei oraler Toleranz induziert
(36), und die Expression von latentem TGF-f3 auf der Zelloberfliache scheint in der Maus ein

guter Marker zu sein (38).

2.6 Gedachtnis T-Zellen

Aktivierte T-Zellen konnen zu Gedichtnis T-Zellen werden, wenn sie die der
Expansionsphase folgenden Kontraktionsphase iiberleben, in der die meisten aktivierten T-
Zellen sterben (39). Ob dies ein zufilliger Prozess ist oder von der antigenen Stimulierung
vorprogrammiert wurde ist noch unklar, aber IL-7 scheint fiir das Uberleben aktivierter CD4+
und CD8+ T-Zellen wichtig zu sein (40, 41). In der Maus und in humanen System werden
Gedichtniszellen meist an Hand ihres Phénotypes identifiziert: In der Maus exprimieren sie
mehr CD44 und im humanen System exprimieren sie eine andere CD45 Isoform (RO statt
RA). Dies ist aber nur eine Anndherung, da auch kiirzlich aktivierte T-Zellen und antigen-
unabhingig expandierte naive T-Zellen diesen Phidnotyp in der Maus haben und einige
humane Gedéichtnis T-Zellen CD45RA exprimieren (42). Gedédchtnis T-Zellen haben die
Eigenschaft, dass sie sich kaum teilen, langlebig sind und Sekundirexpansionen nach
Antigenkontakt unternehmen. Im Gegensatz dazu sind Effektor T-Zellen meist aktiviert, und
sterben spontan oder nach antigener Restimulierung (43). Man kann sowohl CD4+ und CD8+
Gedichtnis T-Zellen nach ithrem Zytokinprofil in verschiedene Unterpopulationen einteilen, z.
B. solche die IFN-y, IL-4 oder IL17 produzieren. Aullerdem exprimieren einige
Gedichtniszellen Adhédsionsmolekiile und Chemokinrezeptoren, die es ihnen erlauben in
nicht-lymphoides Gewebe auszuwandern. So kann man z.B. T-Zellen identifizieren die in den
Darm oder die Haut wandern konnen. AuBerdem kann man weniger differenzierte,
sogenannte ,,zentrale* Gedéchtniszellen (Tcym) identifizieren, die dhnlich wie naive T-Zellen
CCR7 und CD62L exprimieren, also Oberflichenproteine die zum Einwandern in sekundéres
lymphatisches Gewebe wichtig sind (44, 45). Diese Tcm sind meist unpolarisiert und
produzieren wie naive T-Zellen IL-2. Dagegen haben die ,,Effektor Gedéchtniszellen (Tgwm)
die Expression von CCR7 oder CD62L verloren und exprimieren dafiir Chemokinrezeptoren

wie z. B. CCRS5, die es ihnen erlauben in entziindetes, nicht-lymphatisches Gewebe



auszuwandern (46). Zu den Tgy gehoren die voll differenzierten Th1l und Th2 Gedéchtnis T-
Zellen (47).

2.7 Homoostase der T-Zellen

Die Anzahl der T-Zellen ist in Abwesenheit einer Immunreaktion in etwa konstant, was
darauf schlieBen ldsst, dass T-Zellen einer homdoostatischen Kontrolle unterliegen. Versuche
mit lymphopenischen Méausen haben suggeriert, dass naive und Gedichtniszellen dabei
unterschiedliche Nischen besetzen, da sie unabhidngig von ihrer Anfangszahl nur solange
proliferierten bis sie eine recht konstante Zellzahl erreichten, sich aber gegenseitig kaum
Konkurrenz machten (48). Ein wichtiger Unterschied zwischen naiven und Gedichtnis T-
Zellen ist ihre Erneuerungsrate in vivo: Wihrend naive T-Zellen sehr langlebig sind und sich
kaum teilen, fallen Gedéchtniszellen hidufiger dem spontanen Zelltod zum Opfer und miissen
sich als Ausgleich daher ab und zu teilen um nicht langsam auszusterben (49). Diese
sporadischen antigen-unabhingigen Zellteilungen zur Aufrechterhaltung des numerischen
zelluldren Gleichgewichts werden als homoostatische Proliferation bezeichnet, die sich von
der schnelleren, aber auch antigen-unabhidngigen Proliferation zur Wiedererlangung des
Gleichgewichts unter lymphopenischen Bedingungen in einigen Aspekten unterscheidet (50).
Wie in 2.2 beschrieben werden unreife T-Zellen im Thymus von MHC-exprimierenden Zellen
selektioniert, und nur diejenigen Thymozyten, die Selbst-MHC Molekiile mit geringer
Affinitdt binden tiberleben (51). Auch in der Peripherie brauchen reife, naive T-Zellen noch
den Kontakt mit selbst-MHC Molekiilen um zu iiberleben (52), und sie sind zusitzlich auf IL-
7 als Uberlebensfaktor angewiesen (53). Das Uberleben von Gedichtnis T-Zellen hingegen ist
unabhingig vom so genannten ,,Kitzeln* des T-Zellrezeptors durch Selbst-MHC Molekiile
(54), aber die Funktionalitit von Gedichtnis T-Zellen kann in der Abwesenheit von MHC
Molekiilen eingeschrankt sein (55). Nicht naive T-Zellen, die chronisch von ihrem
spezifischen Antigen stimuliert werden, sind hingegen MHC-abhingig, aber diese Effektor-
dhnlichen Zellen werden meist nicht zu den Gedéchtniszellen gezéhlt (56). In der Maus wurde
gezeigt, dass das Uberleben der CD8+ Gedichtniszellen in Abwesenheit von MHC
Molekiilen im Gegensatz zu den naiven T-Zellen von IL-15 abhédngt (57). Im Fall der CD4+
Gedichtnis T-Zellen hat sich inzwischen die Meinung durchgesetzt, dass sie wie naive Zellen
IL-7 zum Uberleben brauchen (58), aber IL-15 scheint fiir virus-spezifische Gediichtnis CD4+
T-Zellen auch eine wichtige Rolle zu spielen (59). Fiir natiirliche Tregs wurde hingegen

gezeigt, dass sie IL-2 fiir ihr Uberleben und ihre Funktion brauchen (60).



Im humanen System ist iiber die homdoostasische Proliferation wenig bekannt, aber von
inmmundefizienten Transplantationspatienten weiss man, dass sich auch humane T-Zellen
ohne offensichtliche Antigenerkennung stark vermehren kénnen bis sich die Lymphozyten-
konzentration sich wieder an normale Werte anndhert (61). Aulerdem konnte gezeigt werden,
dass sich im Blut mehr humane Gedéchtniszellen als naive T-Zellen teilen und dass mehr
Teilungen in Patienten mit chronischer HIV Infektion stattfinden (62). In grundlegenden
Arbeiten wurde auBBerdem gezeigt, dass sich humane T-Zellen mit den Zytokinen IL-2, -4, -7

und -15 in vitro teilen konnen (63-65).



3. Ergebnisse

3.1 Zytokin-induzierte Proliferation und Differenzierung von humanen CD4+ naiven,

wzentralen* und Effektor-Gedichtnis T-Zellen (J. Exp. Med. 2001 194(12):1711-9)

Gedichtnis T-Zellen proliferieren in vivo in der Abwesenheit von Antigen und erhalten dabei
Populationen von ,zentralen und ,Effektor Gedéichtnis T-Zellen mit unterschiedlichen
Funktionen und Migrationswegen. Wir verglichen Populationen von naiven, zentralen und
Effektor-Gedédchtnis T-Zellen in ihren Fidhigkeiten mit Zytokinen, welche die T-Zell
Homdostase regulieren, zu proliferieren. Interleukin (IL)-7 und -15 expandierten Effektor-
Gedichtnis T-Zellen mit hoher Effizienz, wihrend zentrale Gedéchtnis T-Zellen weniger
stark und naive T-Zellen gar nicht proliferierten. Dendritische Zellen oder die von ihnen
produzierten Zytokine ermdglichten naiven T-Zellen mit IL-4 zu proliferieren, und
verstirkten die Proliferation von zentralen Gedéachtnis T-Zellen mit IL-7 und IL-15, indem sie
die Expression der - und der y-Kette des IL-2/15-Rezeptors erhohten. Die Aktivierung der
ERK und der p38 MAP-Kinasen waren selektiv fiir die T-Zellrezeptor- und zytokin-induzierte
Proliferation notwendig. Wenn zentrale Gedédchtnis T-Zellen mit Zytokinen stimuliert
wurden, so differenzierten einige von ihnen spontan zu Effektor-Gedéchtnis-dhnlichen Zellen,
da sie Effektorfunktionen akquirierten und die Expression von Chemokinrezeptoren von
CCR7 auf CCRS umstellten. Die antigenunabhingige Bildung von Effektor Gedéchtnis T-
Zellen von zentralen Geddchtnis T-Zellen stellt einen plausiblen Mechanismus dar, wie ein

polyklonales und funktionell diversifiziertes T-Zellgedachtnis erhalten werden konnte.



3.2. Proliferations- und Differenzierungspotenzial von humanen CD8+ Gedéachtnis T-
Zellpopulationen bei Stimulierung mit Antigen oder mit homoostatischen Zytokinen

(Blood 2003 101:4260-6)

Vier humane CD8+ T Lymphozyten Populationen, naive (CCR7+CD45RA+), zentrale
Gedichtnis (Tcm, CCR7+CD45RA-), Effektor-Gedichtnis (Tgym, CCR7-CD45RA-) und
CD45RA+ Effektor-Gedéachtnis T Lymphozyten (Temra, CCR7-CD45RA+) wurden auf ihre
Fahigkeit verglichen, mit Antigen oder homdostatischen Zytokinen zu proliferieren und zu
differenzieren. Die Stimulierbarkeit durch Zytokine und die Expression des Interleukin-15-
Rezeptors war gering in naiven Zellen und nahm progressiv von Tcym zu Tey und Temra zu.
Im Gegensatz dazu zeigte die Expansionsfahigkeit nach antigener Stimulierung ein reziprokes
Muster und war mit hoher Bcl-2 Expression und einer hohen Uberlebensrate assoziiert.
Wihrend alle T-Zellrezeptor-stimulierten Zellen einen CD45RA-CCR7- Phianotyp aufwiesen,
anderten zytokin-stimulierte Zellen ihren Phdnotyp nicht. Nur Tcy machten dabei eine
Ausnahme, da sie nach Stimulation mit Zytokinen CCR7, CD45RA und Perforin in
verschiedenen Kombinationen exprimierten. Einzelne Ty -aber nicht Tgy- Zellen konnten
mit Zytokinen expandiert werden. Diese Klone hatten unterschiedliche Phanotypen, was auf
eine Heterogenitidt der Tcy Population hindeutete. In der Tat konnten innerhalb der Teum
Population mit Hilfe der CCR4 Expression CCR4+ Tc2 Zellen und CCR4- zytotoxische
Vorlduferzellen unterschieden werden. An Hand der ex vivo BrdU Inkorporation konnte
schlieBlich gezeigt werden, dass diese Gedichtniszellpopulationen verschiedene in vivo
Proliferationsraten hatten: die stirkste Proliferation hatten CCR4- Tcvm und die geringste
Proliferation zeigten Trmra. Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Populationen von
humanen CD8+ Gedichtniszellen verschiedene Proliferations- und Differentierungspotentiale
in vitro und in vivo besitzen. AuBBerdem suggerieren sie, dass Tpmra von Teym Vorlduferzellen

nach homdostasischer Proliferation in Abwesenheit von Antigen gebildet werden konnten.



3.3. Die Expression von Chemokinrezeptoren identifiziert T Helfer-1 Vorlaufer
(pre-Th1), pre-Th2 und nicht-polarisierte zentrale Gedichtnis T-Zellen
(J. Exp. Med. 2004 200(6):725-35)

Wir haben in fritheren Arbeiten gezeigt, dass zentrale Gedéchtniszellen (Tcym Zellen),
die aufgrund ihrer CCR7 und CD62L Expression in Lymphknoten rezirkulieren
konnen, kaum Effektorfunktionen besitzen. Tcy Zellen akquirieren aber Eigenschaften
von Effektor-Gedéchtniszellen (d.h. CCR7- Th-1 und Th-2 Zellen), wenn sie mit
Liganden des T-Zellrezeptors oder mit homdostatischen Zytokinen stimuliert werden.
Hier zeigen wir, dass die Expression von drei Chemokinrezeptoren die Einteilung in
funktionell unterschiedliche Populationen von Tcym Zellen erlaubt. Tem Zellen, die
CXCR3 exprimierten sekretierten geringe Mengen von IFN-y, wéhrend Tcy Zellen die
CCR4 exprimierten etwas Interleukin(IL)-4 aber kein IL-5 produzierten. Nach
Stimulierung mit IL-7 und IL-15 differenzierten CXCR3+ Teym Zellen zu Thl
Effektorzellen, wiahrend CCR4+ Tcym Zellen Th2 Effektorzellen bildeten. Diese
Ergebnisse suggerieren, dass CXCR3+ Tcv und CCR4+ Tey Thl und Th2
Vorlduferzellen (pre-Thl und pre-Th2) darstellen. Im Gegensatz dazu blieben
CXCR5+ Tewm Zellen, die weder CXCR3 noch CCR4 exprimieren unpolarisiert nach
Zytokinstimulierung und exprimierten weiterhin CCR7 und CD62L. Alle
Gedichtniszellpopulationen unterschieden sich aber von naiven Zellen, da sie einen
geringen Gehalt an T-Zellrezeptor Exzisionsprodukten (TREC) hatten, BrdU ex vivo
inkorporierten und tetanus-spezifische Zellen enthielten. Zellen, die fiir
Cytomegalovirus und Vacciniavirus spezifisch waren, konnten hingegen nur in den
CXCR3+ Tem und Tem Populationen detektiert werden. Wir schlieBen daraus dass
antigen-spezifische Gedichtniszellen in Tgy und in verschiedenen Tcyv Populationen
zu finden sind. Unsere Ergebnisse konnten aullerdem erklaren, wie die Qualitét des T-

Zellgedichtnisses von Tcy Zellen in der Abwesenheit von Antigen erhalten wird.



3.4. Die T-Zell Fitness wird von der Signalstirke bestimmt

(Nat. Immunol. 2003 4(4): 355-60)

Naive T-Zellen, die nach antigener Stimulierung proliferieren, bilden entweder
Effektor- und Gedéchtniszellen oder sterben. Wie die Stimulierung diese
Zellschicksale reguliert ist unklar. Ein autonomes Differenzierungsprogramm ist flir
CD8+ T-Zellen vorgeschlagen worden, aber dieses Modell erklart die abortive
Proliferation von T-Zellen nicht, die nach Stimulierung mit unreifen dendritischen
Zellen stattfindet. Hier zeigen wir im Menschen und in der Maus, dass CD4+ und
CD8+ T-Zellen, die kurz oder schwach iiber den T-Zellrezeptor stimuliert wurden,
sich zwar mit Interleukin(IL)-2 teilen, aber nicht ,fit“ sind, da sie in vitro ohne
exogene Zytokine sterben, auf IL-7 und IL-15 nicht ansprechen und in vivo
verschwinden. Eine starke oder lange Stimulierung hingegen fordert die T-Zell Fitness
durch Verminderung der spontanen Apoptose und durch Erhéhung der zytokin-
induzierten Zellteilung. Unsere Ergebnisse stiitzen das Modell, dass die Signalstirke

eine progressive T-Zelldifferenzierung und das Erlangen von Fitness reguliert.



3.5. Die Stirke der Stimulierung des T-Zellrezeptors reguliert die
Signaltransduktion des Interleukin-7 Rezeptors (IL-7R), die Sekundéirexpansion
und Differenzierung von aktivierten humanen CD4+IL-7R+ T-Zellen

(Eur. J. Immunol. 2008 38:30-9)

Vorldufer von Gedichtnis T-Zellen in der Maus exprimieren die o-Kette des IL-7
Rezeptors (IL-7R), teilen sich mit homoostatischen Zytokinen und zeigen
Sekundirexpansionen nach antigener Stimulierung. Hier haben wir analysiert, wie die
Stiarke der antigenen Stimulierung von naiven humanen CD4+ T-Zellen durch
dendritische Zellen die Expression des IL-7Rs, die Stimulierbarkeit durch Zytokine
und das sekunddre Expansionspotential reguliert. Die Expression des IL-7R war bei
mittelstarker Stimulierung am hochsten, und isolierte CCR7+IL-7R+ und CCR7-IL-
7R- Zellen hatten Eigenschaften von Gedéichtnis- bzw. von Effektorzellen. CCR7+IL-
7R+ Zellen, die unter verschiedenen Bedingungen generiert wurden, hatten jedoch
sehr  unterschiedliche  FEigenschaften.  Eine  progressive = Zunahme  der
Stimulierungsstiarke forderte die IL-7-induzierte Proliferation, welche mit reduzierter
Expression der Phosphatase PTEN und mit einer verstirkten Aktivierung der s6-
Kinase korrelierte. Diese Beobachtungen suggerieren, dass die Kopplung des IL-7R
mit der PI 3 Kinasekaskade von der Stirke der antigenen Stimulierung feingesteuert
wird. Genexpressions und funktionelle Analysen zeigten auBlerdem, dass mittelstark
stimulierte CCR7+IL-7R+ Zellen unpolarisierten zentralen Gedichtniszellen dhnelten.
Stark stimulierte CCR7+IL-7R+ Zellen hingegen hatten Eigenschaften von
zirkulierenden pre-Thl Zellen, da sie spontan mit Zytokinen zu Thl Effektorzellen
differenzierten. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Stirke der antigenen Stimulierung
die Eigenschaften von aktivierten, IL-7R-exprimierenden T-Zellen reguliert. Sie
suggerieren auBerdem dass Gedichtnis T-Zell Populationen von CCR7+

Vorlauferzellen abstammen konnten, die unterschiedlich stark stimuliert worden sind.



3.6. Identifizierung und Charakterisierung von IFN-y/IL-10-produzierenden,

effektor-ahnlichen T-Zellen mit regulatorischer Funktion im humanen Blut

(1. Exp. Med. 2009 206(5): 1009-17)

Zwei Populationen von natiirlichen und adaptiven regulatorischen T-Zellen (Treg)
sind beschrieben worden, aber die Identitit von adaptiven Typl-regulatorischen (Tr1)-
Zellen im humanen Immunsytem ist nicht bekannt. Wir haben eine CD4+CD45RA- T-
Zellpopulation im humanen Blut analysiert - Zellen, die weder CD25 oder IL-7R
exprimierten - welche schnell groe Mengen IL-10 und IFN-y aber nur geringe
Mengen IL-2 produzierten. Diese IL-7R- Zellen waren selten, anergisch und die grof3e
Mehrheit war Foxp3-. Sie enthielten nur geringe Mengen an Bcl-2, aber viele
exprimierten die Markerproteine Ki-67 und ICOS, was drauf hinweist dass sie kiirzlich
in vivo aktiviert worden sind. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme reagierten sie
selektiv mit persistenten Fremd- und Autoantigenen. Im Unterschied zu CD25+Tregs
war die von IL-7R- Zellen vermittelte Inhibition der Proliferation von naiven und
Gedichtniszellen abhingig von IL-10, und sie brauchten eine starke Stimulierung um
effizient zu supprimieren. Nach unserem Wissensstand ist dies der erste Bericht der
humane Trl-dhnliche Zellen im humanen Blut identifiziret. Diese IL-10-
sezernierenden Zellen haben Eigenschaften von chronisch aktivierten Thl
Effektorzellen und gehoren nicht zu der Differenzierungslinie der CD25+ natiirlichen

regulatorischen T-Zellen.



4. Diskussion

4.1. Die zytokin-induzierte Proliferation als moglicher Mechanismus der antigen-
unabhingigen Erhaltung von humanen Gedichtnis T-Zellen

In der Maus wird die die T-Zellhomdostase von den sogenannten homdoostatichen Zytokinen
IL-7 und IL-15 reguliert (66). Um die T-Zellhomdostase im humanen System besser zu
verstehen, analysierten wir die Proliferation und Differenzierung von humanen CD4+ und
CD8+ T-Zell Populationen in in vitro Kulturen mit IL-7 und IL-15 (14, 67). Die zytokin-
induzierte Proliferation konnte als TZR-unabhingig klassifiziert werden, da sie sich in
mehreren Kriterien von der antigen-induzierten Proliferation unterschied: Sie hatte eine
langsamere Kinetik, sie brauchte den p38, aber nicht den ERK-Signaltransduktionsweg und
die zytokin-induzierte Differenzierung folgte anderen Regeln. Naiven T-Zellen fehlten
relevante Zytokinrezeptoren und sie sprachen daher kaum auf homdostasische Zytokine an,
was ihre geringe in vivo Proliferationsrate erklaren konnte. Die Prédsenz von dendritischen
Zellen oder die von ihnen produzierten Zytokine erhohten aber die Zytokin
Rezeptorexpression und induzierten TZR-unabhédngige Proliferation auch von naiven T-
Zellen, aber diese differenzierten dabei kaum. Zentrale Gedichtniszellen hingegen
proliferierten mit IL-7 und IL-15 alleine, und einige differenzierten dabei spontan zu Effektor
Gedichtnis-dhnlichen Zellen. CD8+ zentrale Gedichtniszellen konnten mit Zytokinen
kloniert werden und obwohl die verschiedenen Klone im Phinotyp stark differierten, hatten
Zellen desselben Klones immer denselben Phinotyp, was eine vom Antigen
vorprogrammierte Differenzierung vermuten lisst. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme
haben wir gezeigt, dass Chemokinrezeptoren Unterpopulationen von CD4+ zentralen
Gedichtniszellen identifizieren, die nicht polarisiert waren oder zur Linie der Th1 Zellen oder
der Th2 Zellen gehorten (68). Die Identifikation dieser pre-Thl und pre-Th2 Zellen erlaubte
es uns zu zeigen, dass die zytokin-induzierte Differenzierung zu Th1l und Th2 Effektorzellen
vom Antigen vorprogrammiert wurde, und daher die Differenzierungslinie auch in
Abwesenheit des Antigens beibehalten wird. Eine spitere Arbeit bestétigte, dass virus-
spezifische nicht-polarisierte Gedachtniszellen vorprogrammiert sind und zu Thl Zellen
differenzieren (69). Diese Arbeiten bildeten die Grundlage fiir das Modell, dass Effektor
Gedichtniszellen in Abwesenheit von Antigen kontinuierlich von zentralen Gedéachtniszellen
nachgebildet werden (47, 70). Spétere Arbeiten haben auch die Rolle des selbst-MHC fiir die
in vitro Proliferation von humanen naiven und Gedichtnis Th2-Zellen dokumentiert (71), aber
die Anwesenheit von Antigen in diesen Arbeiten ist nicht vollstindig auszuschlieBen. Eine

weitere relevante Publikation hat die in vivo Proliferation von zentralen und Effektor-



Gedichtniszellen untersucht. Es wurde eine niedrigere Proliferations- und Apoptosisrate in
zentralen Gedéchtniszellen im Vergleich zu Effektor-Gedichtniszellen gefunden (72). Diese
Publikation ist mit unseren in vitro Ergebnissen vereinbar, und bestétigt auch die von uns
gemessenen ex vivo BrdU Inkorporationen. Letzteres ist nicht iiberraschend, da schon vorher
gezeigt wurde, dass die ex vivo BrdU Inkorporation die in vivo Proliferation wiederspiegelt
(62). Wir haben in unseren Arbeiten aber auch gezeigt, dass die ex vivo Proliferationsraten in
verschiedenen zentralen Gedéichtniszell-Populationen sehr unterschiedlich sind, und die
gemessenen in vivo Proliferationsraten sind daher nur ein Durchschnitt von verschiedenen
Unterpopulationen und lassen keine allgemeingiiltige Aussage iliber die Erneuerungsrate
einzelner zentraler Gedédchtniszellen zu. In der Tat zeigen wir in der Publikation 3.6, dass ein
betrachtlicher Teil der proliferierenden Zellen im Blut keine Gedéchtniszellen sondern
antigen-aktivierte Effektorzellen oder regulatorische Zellen sind (73). Diese Populationen
wurden in der oben erwidhnten Arbeit aber nicht von den Gedéchtniszellpopulationen
ausgeschlossen. Das Blut ist auBerdem nicht der einzige Ort, wo homdostasische Proliferation
stattfindet, und es ist auch nicht mdglich bei einer in vivo proliferierenden humanen T-Zelle
eindeutig zu bestimmen, ob sie sich durch die Stimulation mit Zytokinen oder Antigen geteilt
hat (73, 74). Zusammentfassend ldsst sich sagen, dass die von uns und anderen publizierten
Ergebnisse zeigen, dass sich einige humane Gedichtniszellen in Abwesenheit einer
erkennbaren Immunreaktion teilen. Gedéchtniszellklone, die spezifisch fiir Vaccinia-Virus
Antigene sind konnen Jahrzehnte ohne antigene Stimulierung {iiberleben (75), und die
homdoostatischen Zellteilungen sind wahrscheinlich wichtig um die spontane Apoptose
ausgleichen. Die von uns dokumentierte in vitro Proliferation mit homdoostatischen Zytokinen
spricht aulerdem dafiir, dass die Gedéchtnis T-Zellhomoostase im Menschen dhnlich wie in
der Maus von IL-7 und IL-15 reguliert wird. Die von uns vorgeschlagene homoostatische
Differenzierung von zentralen zu Effektor Gedéchtniszellen ist ein plausibler Mechanismus
der Homoostase humaner Gedéachtnis T-Zellen, ob sie aber auch in vivo stattfindet ist zur Zeit
noch unklar (72, 76). Ebenfalls unklar ist, ob die Stimulierung des T-Zellerezeptors durch
selbst-MHC Molekiile fiir die Homoostase humaner Gedichtnis T-Zellen eine Rolle spielt.
Wir und andere haben gefunden, dass einige CD4+ Gedéchtniszellen mit autologen
dendritischen Zellen in Abwesenheit ihres Antigens proliferieren konnen (71), Rivino et al.,
eingereicht). Interessanterweise teilen sich diese Gedachtniszellen mehr mit IL-7 und IL-15
als Gedichtniszellen, die nicht mit autologen DZ kreuz-reagieren konnen. Es lésst sich daher
spekulieren, dass wie in der Maus Signale des TZR und der Zytokine die Homoostase der

humanen CD4+ Gedichtniszellen regulieren (77).
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Abbildung 1: Modell der TZR-unabhingigen Homoostase von Tcy und Tgy sowie der
TZR-abhingigen Bildung von Tr1 Zellen. Humane Gedéchtniszellen konnen mit Hilfe der
Expression der Chemokinrezeptoren CCR7, CXCR3 und CCR4 in unpolarisierte, pre-Thl
und pre-Th2 zentrale Gedichtniszellen sowie in Thl und Th2 Effektor-Gedédchtniszellen
unterteilt werden. In Abwesenheit von Antigen erneuern diese Populationen sich selbst {iber
homdoostatische Proliferation unter dem EinfluB der Zytokine IL-7 und IL-15. Pre-Thl und
pre-Th2 Zellen differenzieren dabei zu Th1l bzw. Th2 Effektor Gedédchtniszellen. Chronische
antigene Stimulierung von Thl Zellen hingegen fiihrt zum Verlust der IL-7R Expression und

zur Bildung von IL-10 produzierenden, regulatorischen Tr1-dhnlichen Zellen.



4.2. Die Stirke der Stimulierung des T-Zellrezeptors von naiven T-Zellen reguliert die
Bildung von Gedichtnis T-Zellen

Wie aus aktivierten T-Zellen langlebige Gedéchtniszellen werden ist weitgehend unbekannt.
Friithe Arbeiten haben gezeigt, dass aktivierte T-Zellen ohne weitere TZR Stimulierung zu
Gedichtniszellen differenzieren kdnnen, vorausgesetzt sie liberleben (39). Eine viel beachtete
Arbeit zeigte, dass eine kurze Stimulierung von CD8+ T-Zellen ausreicht, damit diese zu
Effektor- und Gedichtniszellen differenzieren (78). Die TZR-transgenen T-Zellen wurden
dabei mit immobilisierten peptid-beladenene MHC-I Komplexen fiir 2 Stunden in vitro
stimuliert und dann in eine antigen-freie Maus transferiert. Eine mdgliche Ubertragung der
Peptide auf MHC-I Molekiile der transferierten CD8+ T-Zellen kann dabei jedoch nicht
ausgeschlossen werden. Dieses konnte erkldren, warum eine frithere Arbeit lange
Aktivationszeiten von 20 Stunden gefunden hatte, die notig waren um naive T-Zellen zur
Proliferation zu programmieren (79). Diese Arbeit analysierte jedoch CD4+ und nicht CD8+
T-Zellen und es wurde daher spekuliert, dass CD4+ und CD8+ Zellen unterschiedlich lange
stimuliert werden miissen. Unsere Publikation 3.4. definierte einen neuen
Differenzierungsparameter der CD4+ und CD8+ T-Zellen, die T-Zell-,,Fitness* (80). Diese
beruhte auf dem Modell, das der antigen-abhdngigen Expansionsphase eine antigen-
unabhingige Kontraktionsphase folgt, die nur Gedichtniszellen iiberleben. Aktivierte T-
Zellen, die eine geringe spontane Apoptosisneigung zeigen und stark auf homdostatische
Zytkine ansprechen, haben in dieser Phase einen Uberlebensvorteil, sind also ,.fitter. Wir
haben daher den spontanen Zelltod und die Expansion mit IL-7 und IL-15 von aktivierten T-
Zellen analysiert. Die Stiarke der T-Zellstimulation wurde dabei variiert, in dem kurz (24h)
oder lang (72h) mit anti-CD3 Antikérpern in Anwesenheit oder Abwesenheit von
kostimulierenden anti-CD28 Antikoérpern oder inhibitorischem TGF-f stimuliert wurde. Je
starker oder ldnger eine T-Zelle stimuliert wurde, desto fitter wurde sie. Diese Fitness
korrelierte mit der Expression der relevanten Zytokin Rezeptoren und mit anti-apoptotischen
Molekiilen. Das Erlangen der Fitness nach starker TZR Stimulierung konnte fiir CD4+ und
CD8+ T-Zellen im Menschen und in der Maus gezeigt werden, und wenn die in vitro
aktivierten T-Zellen in antigen-freie Miuse transferiert wurden iiberlebten und expandierten
nur fitte Zellen in vivo. Diese Arbeit wurde zusammen mit einer Arbeit von derselben Gruppe
publiziert, die vorher publiziert hatte, dass 2 Stunden Aktivierung zur vollen Differenzierung
von naiven CD8+ T-Zellen ausreicht. In ihrer neueren Arbeit finden diese Autoren aber wie

wir, dass eine kurze Stimulierung eine abortive Proliferation induziert (81). Basierend auf



diesen und weiteren Arbeiten (16, 82) wurde das Modell der progressiven T-
Zelldifferenzierung vorgeschlagen (47). Spétere Arbeiten dokumentierten, dass auch die
Entziindungsreaktion das T-Zellschicksal wesentlich mitbestimmt (83). Als Gegenmodell
wurde die Entdifferenzierung von virus-spezifischen CD8+ T-Zellen von Effektor zu
zentralen Gedichtniszellen in der Maus entwickelt (84). Dieses Modell beruhte im
Wesentlichen auf der Beobachtung, dass CD62L- Effektorzellen nach adoptiven Transfer in
antigen-freie Mause spontan CD62L+ werden und damit den Phénotyp von zentralen
Gedichtniszellen annehmen. Es wurde aber spiter gezeigt, dass dies nur passiert, wenn
unphysiologisch hohe Frequenzen von virus-spezifischen T-Zellen in den Mausen aktiviert
werden (85). Das Modell erfuhr aullerdem eine Modifikation als gezeigt wurde, dass nur
aktivierte CD8+ T-Zellen, die den IL-7R exprimieren, iiberleben und zu Gedichtnizellen
werden konnen (41, 86). Die Expression von CD62L und IL-7R identifizierte dabei Vorlaufer
von zentralen Gedichtnizellen und von Effektor Gedichtnizellen sowie kurzlebige
Effektorzellen (86). Um die relative Bedeutung der IL-7R Expression und der Fitness fiir die
Gedichtniszellbildung zu verstehen, haben wir die Gedachtniszelleigenschaften von in vitro
aktivierten humanen naiven CD4+ T-Zellen in Abhdngigkeit von der Signalstdrke und der IL-
7R Expression analysiert (87). Ahnlich wie bei den in vivo aktivierten CD8+ Maus T-Zellen
konnten aktivierte Zellen mit Eigenschaften von Effektor und zentralen Gedéchtniszellen an
Hand der CCR7 und IL-7R Expression identifiziert werden. Allerdings hatten Zellen mit
demselben Gedichtniszellphdnotyp (CCR7+IL-7R+) die nach schwacher oder starker
Stimulierung proliferierten sehr unterschiedliche Eigenschaften: schwach-stimulierte Zellen
waren trotz IL-7R Expression unfit, zum Teil da der IL-7R nicht effizient an die PI13/s6-
Kinasekaskade gekoppelt war. Stark stimulierte Zellen besalen hingegen Fitness und
Eigenschaften von pre-Thl Gedichtniszellen. Mittelstark stimulierte Zellen hatten dafiir die
hochste IL-7R Expression, zeigten die effizientesten Sekundéirexpansionen und blieben
unpolarisiert. Unsere Ergebnisse bestdtigen die Hypothese dass die IL-7R Expression alleine
nicht ausreicht um Vorldufer von Gedichtniszellen zu identifizieren (88), und bestitigen die
Hypothese dass Gedichtniszellen am effizientesten bei mittelstarker Stimulierung gebildet

werden.



Abbildung 2: Modell der Bildung von unpolarisierten und pre-Thl Tcy sowie von Tem

in Abhingigkeit der Signalstirke. Naive T-Zellen, die nach unterschiedlich starken TZR-

abhédngigen Stimuli proliferieren, haben unterschiedliche Eigenschaften. Schwach stimulierte

Zellen sind nicht fit“ und sterben spontan, da ihnen wichtige Uberlebensmolekiile und

Zytokin Rezeptoren fehlen. Stark stimulierte Zellen differenzieren zu Effektoren, die bei TZR

Restimulierung sterben. Mittelstark stimulierte Zellen hingegen konnten zu Gedéachtniszellen

werden: Die etwas schwicher stimulierten haben Eigenschaften von unpolarisierten Tcy, die

etwas stirker stimulierten von pre-Thl Tcwy, die mit IL-7 und IL-15 spontan weiter zu Tgym

differenzieren.
N Unfit: spontane Apoptose,
CCR710 —> ‘ Selbst-Toleranz? .
IL-7R Gedachtnis:
IL7R" > (nicht
polarisiert)
/ CCR7; Tem
\ IL-7R™ > (pre-Thl)
naive l l
CCRT |
IL_7R10 " I > “ T
EM
CCR7 I Apoptose })ei R;stimuliergng:
TL-7R Toleranz bei persistenten Viruen?
—>

> Signalstirke (TZR Stimulierung, Kostimulierung, Dauer, Zytokine)




4.3. Die Stirke der Stimulierung des T-Zellrezeptors bestimmt die regulatorischen
Eigenschaften von IL-10 produzierenden T-Zellen

IL-10 ist ein regulatorisches Zytokin das von verschiedenen Immunzellen produziert wird. In
der Maus ist das von T-Zellen produzierte IL-10 wichtig um Autoimmunkrankheiten im Darm
zu unterbinden, und um eine letale Immunpathologie bei gewissen parasitiaren Infektionen zu
verhindern (37). Dabei kann IL-10 von regulatorischen T-Zellen (Tregs) oder von Thl Zellen
produziert werden. Im humanen System ist bekannt, dass IL-10 von Tregs und antigen-
erfahrenen Helfer T-Zellen produziert wird. Es wurden verschiedene Protokolle publiziert,
wie IL-10 produzierende regulatorische Zellen (Trl) von naiven Zellen in vitro differenziert
werden konnen (35, 89). Obwohl auBlerdem bekannt ist, dass humane T-Zellen IL-10
produzieren konnen, ist unklar wie Trl-Zellen identifiziert werden kénnen und ob sie
regulatorische Funktionen haben. In der Publikation 3.6 haben wir gezeigt dass CD4" T-
Zellen, die CD25- sind und den IL-7R verloren haben, Eigenschaften von Trl Zellen haben:
Sie produzieren IL-10, und das von ihnen produzierte IL-10 inhibiert die T-Zellaktivierung.
AulBlerdem besitzen sie Eigenschaften von chronisch aktivierten Th1 Zellen, da sie IFN-y aber
nicht IL-2 produzieren, selektiv auf persistente Antigene reagieren und sich in vivo geteilt
haben. Das unterscheidet diese Effektor-dhnlichen Zellen von Gedichtniszellen, die sich
kaum in vivo teilen, viel IL-2 produzieren und auch nicht-persistente Impfantigene erkennen.
Diese Eigenschaften besitzen auch CCR6+IL-7R+ Gedichtniszellen, die ebenfalls viel IL-10
produzieren konnen (Rivino et al., eingereicht). Diese IL-10 produzierenden CCR6+
Gedichtniszellen sind leicht autoreaktiv und produzieren inhibitorisches IL-10, aber kein IL-2
wenn sie suboptimal mit anti-CD3 oder autologen DZ stimuliert werden. Eine starke
Stimulierung der CCR6 Gedichtniszellen hingegen induziert nicht nur IL-10 sondern
zusitzlich auch IL-2, und IL-2 neutralisiert dabei die inhibitorischen Effekte von IL-10.
Dieses kontext-abhéngige Zytokinprofil kann auch in autoreaktiven CCR6+, tetanus toxoid-
spezifischen Klonen beobachtet werden, was nahe legt, dass CCR6+ Gedichtniszellen eine
kontext-abhéngige Funktion haben konnen. Im Gegensatz dazu brauchen die IL-7R- Effektor-
dhnlichen Zellen eine starke Aktivierung um IL-10 zu produzieren und inhibitorisch zu
wirken. Es gibt also zwei IL-10 produzierende Populationen von Effektor- und Gedichtnis-
dhnlichen Zellen im humanen Blut, deren IL-10 Produktion und regulatorische Funktion
unterschiedlich von der Stirke der TZR Stimulierung reguliert wird. Beiden ist gemein, dass
sie Foxp3- sind und also nicht zu der natiirlichen regulatorischen T-Zell Differenzierungslinie
gehoren. Aullerdem werden beide Populationen chronisch stimuliert, auch wenn die

Stimulierung bei den CCR6+ Gedichtniszellen anscheinend von kreuz-reagierenden



Antigenen verursacht wird und daher schwécher ist und nicht zur Proliferation, dem Verlust
des IL-7R oder der IL-2 Produktion fiihrt. Uber die Funktion dieser beiden Populationen kann
nur spekuliert werden. Die Effektor-dhnlichen IL-7R- Zellen konnten wie in der Maus fiir die
Inhibierung der Immunpathologie bei persistenten Infektionen wichtig sein (37). Die CCR6+
Gedichtniszellen hingegen konnten Autoimmunitidt in der Abwesenheit ihres Antigens
inhibieren, aber zur Sekundirantwort beitragen, wenn ihr spezifisches Antigen wieder

auftaucht.

Tabelle 1:

Vergleich von IL-10 produzierenden T-HelferZellen mit regulatorischer Funktion

Gedachtnis-ahnlich Effektor-ihnlich
Phénotyp IL-7R"CCR6°CD25 IL-7R° CD25
Vorkommen hiufig (ca 45%) selten (ca. 2%)
Voraussetzungen fiir die Scél‘:ivnifllllaetg)iR starke TZR Stimulation
IL-10 Produktion IL-2-abhangig CD28-abhingig
Kinetik der IL-10 N ;
Produktion spit (>24h) frith (>2h)
Stabilitdt der IL-10 : :
Produktion unstabil stabil
Stimulusabhingig: produzieren
Zytokinprofil stark: IL-2 (IFN-y) IL-10 und IFN-y,
schwach: nur IL-10 aber kaum IL-2
Aktivierungszustand ruhend aktiviert
) e Autoreaktiv, } .
Antigenspezifizititen Impfantigene persistente Antigene
in vitro Suppression bel. schwacher bei starker Stimulierung
Stimulierung
Kontext-abhingig: Inhibierune von
mogliche Funktion Gleichgewicht: Toleranz &

Immunopathologie?

Sekundarantwort: Hilfe?
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Bcl2: B cell lymphom 2

BrdU: Brom-deoxyUridin

CD: Cluster of differentiation

CCR: Chemokinrezeptor

DZ: dendritische Zelle

ICOS: inducible costimulator

IL: Interleukin

MAP Kinase: Mitogen aktivierte Protein Kinase
MHC: Major Histocompability Complex
PTEN: Phospahatase and Tensin-Homologoue deleted on Chromosome 10
R: Rezeptor

TCM: zentrale Gedéchtniszelle

Tc2: Type 2 zytotoxische Zelle

TEM: Effektor Gedédchtniszelle

TEMRA: CD45RA+ Effektor Gedichtniszelle
Th: T Helfer

Trl: Typ 1 regulatorische T-Zellen

Treg: natiirliche regulatorische Zellen

TZR: T-Zell Rezeptor
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