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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem hoherer Wirbeltiere ist ein leighi@higer Schutzmechanismus, der
vielfaltige Abwehrstrategien sowohl gegen eindrimde Pathogene als auch gegen entartete
korpereigene Zellen bietet. Fiur diese Aufgabe nwas Immunsystem eine Vielzahl
spezialisierter Zellen und von diesen produzierteubstanzen. Die Bildung und
Differenzierung dieser Zellen findet in Uber dersayaten Korper verteilten spezialisierten
Organen statt. Eine wichtige Eigenschaft des Imiystesns, die verhindert, dass gesunde
Zellen und Gewebe angegriffen werden, ist die Bmnkeg und die damit verbundene
Toleranz gegeniber korpereigenen Antigenen. WeesediMechanismus gestort ist, kann es
zu Autoimmunerkrankungen kommen, bei denen das Imsysiem schadliche Reaktionen
gegen autologe Strukturen des eigenen Organismdsiziart. Durch die standige
Uberwachung der Differenzierung korpereigener Zellad Gewebe kann das Immunsystem
gegebenenfalls, z.B. bei einer Virusinfektion oderem unkontrolliert wachsenden Tumor,
mittels spezialisierter Lymphozyten gezielt infizeeoder maligne Korperzellen eliminieren.
Auch die Fahigkeit, bei korperfremden Substanzenisdven Pathogenen, wie z.B.
Mikroorganismen, und harmlosen Stoffen, wie z.Bhiagsmittel-Antigenen oder Pollen,
zu unterscheiden, ist eine wichtige Eigenschaft tamunsystems. Stérungen dieses

Mechanismus kénnen unter anderem zu allergischakti®aen fiihren.

Die Immunabwehr hoherer Vertebraten kann grundshtih zwei Anteile gegliedert werden
die eng miteinander verknipft sind: das angebouededas erst durch Kontakt mit Antigenen

erworbene, adaptive Immunsystem.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist evolutionsgesciaictdeutlich alter als das adaptive und
hat insbesondere die entscheidende Aufgabe, Iofekti direkt abzuwehren oder sie
zumindest wahrend der vier bis sieben Tage, die Zois Einsetzen der spezifischen
Immunantwort des adaptiven Immunsystems vergehenSchach zu halten. Da das
angeborene Immunsystem keine klonale Expansiongemdpezifischer Lymphozyten
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erfordert, betragt die Induktionszeit lediglich wgean Minuten oder Stunden. Das angeborene
Immunsystem nutzt fir die Erkennung von Krankheitsgern Rezeptoren, die haufig
vorkommende Merkmale auf Pathogenen erkennen, sangee PAMPs (engl.: pathogen-
associated molecular patterns). Hierzu zahlen di®Toll-like Rezeptoren (TLRs) und die
Mannose-Rezeptoren, welche bestimmte Molekile arf @berfliche von zahlreichen

Bakterien und auch einigen Viren erkennen kénnang@ay et al., 2005; Male et al., 2006).

Zellulare Bestandteile des angeborenen Immunsystemd Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen undiniahe Killerzellen (NK-Zellen).
Humorale Bestandteile sind alle I6slichen Mediatorgie z.B. das Komplementsystem, aber
auch Zytokine, wie z.B. IL-1 (Interleukin-1), IFN{Interferony) und TNFe (engl.: tumor
necrosis factort), die u.a. durch die Verstarkung der Expression sohéasionsmolekilen
auf dem Gefallendothel und durch die ErhOhung def&3permeabilitat bestimmten
Zelltypen, wie z.B. Granulozyten und Makrophagea,Wanderung zum Ort der Entziindung
ermdoglichen (Janeway et al., 2005; Male et al.,620Dieser Mechanismus dient zugleich
auch der Einwanderung der Zellen des adaptiven imsgatems (s. Kapitel 1.1.2). Hinzu
kommt, dass Makrophagen und dendritische Zellenh aats professionelle Antigen
prasentierende Zellen (APZ) fungieren und damisargidend an der Auslésung und der
anschlieBenden Steuerung der adaptiven Immunreaktteiligt sind. Zusatzlich gehdren
noch weitere Mechanismen, wie z.B. die Saurescbhizist der Haut, die auch
antimikrobielle Substanzen enthalt, zur unspezifsc Imnmunabwehr (Delves and Roitt,
2000a; Delves and Roitt, 2000b; Janeway et al.520ale et al., 2006).

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem, auch erworbenes Immuermaygénannt, unterscheidet sich vom
angeborenen Immunsystem durch eine spezifische nkukg und Abwehr infektioser
Mikroorganismen und durch die Bildung von Gedadzeilen. Solche Zellen entstehen
aufgrund eines ersten Kontaktes mit dem jeweiliBathogen. Als Folge davon liegen dann
einige ihrer Gene in einem fir eine schnelle Efiellolekil-Produktion konditionierten
Methylierungsmuster vor. Dadurch werden die Effizieund die Schnelligkeit der
Immunreaktion bei wiederholtem Antigenkontakt ehtsdend gesteigert. Im Gegensatz zum
angeborenen Immunsystem, das so genannte PAMPsicardeterminierter Rezeptoren
erkennt, ist das adaptive Immunsystem in der Ldgesh die Rekombination von Genen ein
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immens groRes Repertoire (F30antigenspezifischer Rezeptoren zu generierereJay et
al., 2005; Male et al., 2006).

Die zellularen Bestandteile des adaptiven Immumsystsind T- und B-Lymphozyten. Diese
koordinieren ihre Immunantworten durch die Sekretieiner Vielzahl verschiedener
Zytokine, wie z.B. IFNy, IL-2, TGFf (engl.: transforming growth fact) und TNFe. Sie
entstehen in einem adulten Organismus aus plunpameStammzellen im Knochenmark und
differenzieren sich in verschiedene Vorlauferzell®it dann nur noch eingeschranktem
Differenzierungspotential. Die Reifung der Lymphtezy aus einer gemeinsamen
Vorlauferzelle erfolgt in den priméaren lymphatisash@rganen. B Zellen entwickeln sich im
Knochenmark, T Zellen im Thymus. In den sekundakgnphatischen Organen (Milz,
Lympknoten und mukosaassoziierte lymphatische Geyelwerden dann spater die
spezifischen Immunantworten durch die Interaktiom den APZ ausgeltst. Antigene aus
dem Blut werden zentral in der Milz, Antigene ausizierten Geweben lokal in den
drainierenden Lymphknoten durch die APZ aufgenommneth prasentiert. Uber Epithelien
aufgenommene Antigene werden dagegen durch APZukogaassoziierten lymphatischen
Geweben aufgenommen und prozessiert. Die somatiRekembination von B- und T-Zell-
Rezeptoren (BZR und TZR) ist in der Lage eine gesdYielzahl an verschiedenen BZR- (ca.
10" und TZR- (ca. 18) Klonen zu generieren, die ein jeder fir sich #meh fiir ein
bestimmtes Antigen sind. Wahrend der klonalen Egjmem die bei einer Immunantwort
ausgelost wird, proliferieren insbesondere diejenigcymphozyten, die einen hochaffinen
TZR bzw. BZR auf ihrer Oberflache exprimieren. Adfese Weise werden solche
Lymphozyten selektiert, die einen effektiven Schgegen das zu bekdmpfende Pathogen
sicherstellen. Dabei erfolgt die Beseitigung dethpbbgischen Antigene sowohl durch von
den B Zellen sezernierte spezifische Antikorpeg alch durch die von den T Zellen
vermittelte spezifische Immunantwort (siehe Abstthhi2.1). Nach erfolgreichem Abschluss
der spezifischen Immunreaktion Uberleben einige igeerselektierte Lymphozyten als
Gedéachtniszellen und gewahrleisten auf diese Waiseschnelle Reaktion bei wiederholtem
Kontakt mit dem gleichen oder einem nah verwandiereger (Klebanoff et al., 2006;
Wherry et al., 2003).
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1.2 Lymphozyten

1.2.1 Die T-Zell-Aktivierung

T Lymphozyten stellen einen zentralen Bestandes| adaptiven Immunsystems dar. Sie sind
durch die Oberflachenexpression eines T-Zell-Rexspgekennzeichnet, der in vielerlei
Hinsicht groRe Ahnlichkeiten mit Immunglobulin-Mé&i@en der humoralen Immunabwehr
aufweist [zusammenfassend dargestellt in (Janeway.,e2005; Male et al., 2006)]. Beide
Molekul-Familien bestehen aus Paaren von Unterdae die selber Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie sind, und beide erkenmeittels ihrer N-terminalen variablen
Regionen eine Vielzahl an Antigenen. Im Gegensatanzmunglobulinen werden T-Zell-
Rezeptoren nicht sezerniert. Aul3erdem erkenneihsi@ntigen nur dann, wenn es MHC-
restringiert (engl.: major histocompatibility coreg) prasentiert wird und ein direkter Zell-

Zell-Kontakt vorhanden ist.

CD8* T Lymphozyt

TZR

Antigen-Prasentierende-Zelle

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Interaktion eines af T-Zell-Rezeptors einer CD8" T
Zelle mit einem MHC-I-Peptid-Komplex auf einer APZ. In der Nische der al und a2
Untereinheiten des MHC-I Molekuls wird der T Zelle ein Oktapeptid prasentiert, welches durch
die variable Region des TZR (Va und VB) erkannt wird und zu einer antigenspezifischen
Aktivierung der T Zelle flhrt.

lllustration adaptiert von: www.bio.puc.cl
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Das grol3e Repertoire an Antigen-Bindungsstellen de&R, auch CDRs (engl.:
complementarity determining regions) genannt, wibnlich denen der Immunglobuline,
durch Rekombination der VDJ-Gene der variablen &egerzeugt. Der TZR ist ein
Heterodimer, bestehend aus jeweils zwei variablah awei konstanten- (40-50 kDa) und
B- (35-47 kDa) Untereinheiten, die Uber Disulfiddt@én miteinander verbunden sind
(Abbildung 1). Daneben existiert auch eine TZR-Variante, digyawnd - Untereinheiten
besteht. Uber die Aufgaben deB-T-Zellen ist bisher wenig bekannt. Man findet sie
vorwiegend in Ephitelien des Darmes, aber auchFoepflanzungstrakts. Eine Besonderheit
von yo-T-Zellen liegt in der anscheinend mdglichen diesktAktivierung, die ohne eine
MHC-restringierte Antigenprasentation auskommt. Diigazellulare Weiterleitung des vom
TZR ausgehenden Signals (illustriert Wbbildung 2) findet unter Mitwirkung von
membranstandigen Molekilen des CD3-Komplexes gkahe et al., 2000; Jordan et al.,
2003). Dieser Komplex setzt sich aus Heterodimes@m jeweils einerye- und einerde-
Untereinheit sowie einem Homodimer, bestehend awsi Z-Ketten, zusammen. Die
intrazellularen ITAMs (engl.: immunoreceptor tynosibased activation motifs) dieser
transmembranalen Molekile werden innerhalb weniglemuten nach Erkennung eines
Antigen-MHC-Komplexes phosphoryliert und leiten dezh die T-Zell-Aktivierung ein. Die
phosphorylierten ITAMs dienen als Bindungsstellén Kinasen, die SH-2 Domanen (engl.:
Src-Homology domain 2) enthalten, wie z.B. Lck (B%6und ZAP-70 (engl.: zeta-associated
protein of 70kDa). Aktiviertes ZAP-70 phosphorytie daraufthin  zahlreiche
Adaptermolekule, wie z.B. LAT (engl.: linker of acited T cells) und SLP-76 (engl.: SH2-
domain containing leukocyte protein of 76 kDa). pPresphorylierten Tyrosinreste von LAT
dienen dann als Bindungsstellen fir diverse SH2-8wan tragende Proteine wie Grb2, PI3K
und PLCyl (Abbildung 2). SLP-76, welches indirekt Gber den Adapter Gadanit LAT
assoziiert ist, bindet zudem noch weitere Molekdie,an der TZR-Signalkaskade beteiligt
sind. Dieser so gebildete Multiproteinkomplex wials Signalosom bezeichnet und ist
entscheidend fir die Weiterleitung des TZR-Signadsantwortlich (Werlen and Palmer,
2002). Die Aktivierung der im Signalosom vereintBnoteine fuhrt daraufhin zur PKC
Aktivierung und zur CH-Mobilisierung, was wiederum die MAP-Kinase ERK gén
extracellular regulated kinase) und die Phosphafadeineurin aktiviert. Im Resultat bewirkt
diese komplexe Signalkaskade die gezielte Transtmgpestimmter Gene, welche dann die
Umlagerung des Zytoskeletts induzieren und so ZlduBg der immunologischen Synapse
fuhren. Die immunologische Synapse entsteht auge@aelten Gruppierung mehrerer T Zell
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Rezeptoren, die von verschiedenen membranstandigeasionsmolekilen umringt werden
und so eine spezifische und stabile Signalweiterigi ermoglichen. Auf diese Weise wird
die Migration der T Zellen in das periphere Gewbbwirkt (Lin and Weiss, 2001; Bentley
and Mariuzza, 1996; Garcia et al., 1999; Weisslattchan, 1994).

TCR/CD3
Plasma | Complex
Membrane oVl || .

Cat+

PIP3

. |
(PKce:
DAG (Mati)(Bci10Carmal
MEKK) . \ "
3 = __IP3R
1 Intrac:aellular«Nl ¢ \ ’NIIE
\lc:aﬂ store_/ i i
kY, k3l KKam = l (ki)
2 = i (Rat | (IKKB IKKa)
H-EJ'! Degradation ¢ l ,1, '-' J' -

Cps) Congd

P
EmmmpEs s
1—

CErk) _a
- P

Deg ;eidaiion

T I 4 % 2 o o
o . : Nuc o
IL-2 w Jun F-x8 Rel |  Membrane

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signalwege nach der T-Zell-Stimulation durch den TZR-
Komplex und der CD28 Kostimulation. Abgebildet sind verschiedene, bisher bekannte
Signaltransduktionswege, die Uber die jeweiligen Kinasen (rot), Phophatasen (grin) und
Transkriptionsfaktoren (blau) vermittelt werden. Pfeile zeigen dabei eine direkt stimulatorische
Wirkung an, gestrichelte Pfeile dagegen eine Translokation des dargestellten Faktors. Als Folge der
Aktivierung dieser Signalwege wird die Transkription bestimmter Zielgene, wie beispielsweise IL-2,
initiiert. Das hier gezeigte Schema ist reprasentativ sowohl fiir CD4" als auch fir CD8" T Zellen.

lllustration adaptiert von: www.cellsignal.com
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Die antigenspezifische CD8I Zell Aktivierung kann nur dann stattfinden, wetder TZR-
Komplex ein Antigen bindet, welches MHC-I-restriediprasentiert wird. Wahrend CDZ
Zellen nicht-zelleigene - sowohl extrazellulare aleh intravesikulare - Antigene erkennen,
welche MHC-II-restringiert prasentiert werden, kénnCD8 T Zellen nur durch Peptide
stimuliert werden, die aus intrazellularen Proteingrozessiert wurden und an MHC-I
Molekule gebunden sind. Im Gegensatz zu MHC-II Mdlen, die nur auf bestimmten Zellen
des Immunsystems exprimiert werden, sind MHC-I Male ubiquitar auf allen kernhaltigen
somatischen Zellen zu finden (Watts and Powis, 1998s MHC-1 Molekul besteht aus einer
glykosilierten schweren Kette (45 kDa), die nicbilent mit dem Polypeptid3,-
Mikroglobulin (12 kDa) assoziiert ist. Die schwekette des MHC-I ist in drei, jeweils
ungefahr 90 Aminoséauren lange extrazellulare Domameterteilt, die alsu, oy und og
bezeichnet werden (Male et al., 2006). Die Domanemd a, bilden durch zwei antiparallele
a-Heliceseine Nische, in der das antigene Peptid mit eirggrge von ca. 8-10 Aminosauren
bindet (vergleicheAbbildung 1). o3 enthalt eine Bindungstelle fir den Ko-Rezeptor CD8
Durch Varianzen der Aminosauresequenz in der P&ptidungs-Nische sind im Laufe der
Evolution viele verschiedene MHC-I Haplotypen mitterschiedlichen Bindungsaffinitaten
fur bestimmte Peptide entstanden. Auf diese Weisel wgichergestellt, dass Peptide
verschiedener Krankheitserreger effektiv prasenterden konnen (Parham, 1996).
Intrazellulare Proteine, ob nun korpereigene, lbyadte oder virale, werden standig im
Proteasom in Peptide verdaut und mittels einessp@mers namens TAP (engl.: transporter
associated with antigen processing) in das endopitische Retikulum (ER) beférdert. Dort
werden neu synthetisierte-Ketten der MHC-I Molekule, die durch die Bindung das
Chaperon-Protein Calnexin in einem partiell gefalteZustand gehalten werden, mittels des
Adapter-Molekils Tapasin in die Nahe des TAP-Peltidhplexes gebracht (Parham, 1996;
Watts and Powis, 1999). Wenn die Bindungsaffiniiés Peptids grol3 genug ist, l6st sich das
TAP-Protein, das Peptid bindet in der Nische dels gitzt entfaltenden MHC-1 Molekuls und
gelangt anschlieRend Uber den Golgi-Apparat undspartvesikel an die Zelloberflache
(Kloetzel, 2004). Allerdings koénnen nur Peptide nbasischen oder hydrophoben
Eigenschaften stabil auf den MHC-I Molekiilen gelmmaverden. Damit gewdahrleistet ist,
dass alle zytosolischen Proteine, sowohl korpeneig@ls auch virale, in MHC-I-taugliche
Peptide gespalten und dort prasentiert werden kgnemd auf dem MHC-Gen-Lokus
entsprechende Untereinheiten des Proteasoms kodiertdie haufigere Abspaltung von

Peptiden mit diesen Charakteristika unterstutzemler and Cresswell, 2004).



Einleitung 8

1.2.2 T Zell Differenzierung

T Lymphozyten lassen sich in verschiedene Subtypénunterschiedlichen Funktionen
einteilen. Eine erste grobe Unterscheidung reiféyimphozyten, die nach der Selektion den
Thymus verlassen haben, lasst sich aufgrund derfl@tgenexpression der Ko-Rezeptoren
CD4 und CD8 vornehmen. CD4 und CD8 binden bei dégraktion des TZR mit einem
Antigen-MHC-Komplex an konstante Bereiche des MHGHkiIs und gewdahrleisten auf
diese Weise eine spezifische Aktivierung der T &ellm Gegensatz zu CDA4T
Lymphozyten, auch T-Helfer-Zellen {)Tgenannt, die ihre Effektorfunktionen hauptsadhlic
uber die Sekretion von Zytokinen auf andere Ze#asiiben, ist die Hauptaufgabe von CD8
T Lymphozyten, auch zytotoxische T Zellen (CTL) gent, infizierte und maligne

korpereigene Zellen zu erkennen und zu lysieren.

CD4" T Zellen konnen weiterhin in 0, Thl, Th2, Th3, Thl7 und Ty Subpopulationen
unterteilt werden (Janeway et al., 2005; Male et 2006). Als T0 Zellen werden naive
undifferenzierte CD4 T Zellen bezeichnet. I Zellen unterstitzen durch ihre aktivierende
Wirkung auf Makrophagen z.B. die Abwehr intrazéih@r Erreger (Cher and Mosmann,
1987). Im Gegensatz dazu helfegf2Zellen bei der Bekampfung extrazellularer Pathege
(Abbas et al., 1996; Romagnani, 1996)3 Zellen hemmen durch die Sekretion von TGF-
allgemein die Proliferation und Effektor-Funktionefon T Lymphozyten und sind so
zusammen mit den regulatorischen T Lymphozytepy(Tn der Lage, ungewollte oder
fehlgeleitete Immunreaktionen zu unterdriicken (Abbial., 1996). JL7 Zellen sezernieren
IL-17 und wurden in den vergangenen Jahren alstigeiMediatoren bei der Steuerung von
Th1l Antworten (Li et al., 2007) und der Kontrollerv Autoimmunitat identifiziert (Gocke et
al., 2007). Es gibt einige Studien verschiedenesdhergruppen, die darauf hinweisen, dass
die CD4 T-Zell-Hilfe fir die effektive Entwicklung von CD8Effektor-T-Zellen von
Bedeutung ist. Ob CD4T-Zell-Hilfe wahrend der initialen Aktivierung vo8D8" T Zellen
tatsachlich notwendig ist, um sowohl eine effektpr@mare Immunantwort zu entwickeln,
wie auch langlebige Gedéachtniszellen entsteheasaeh, ist derzeit ein wichtiges Feld in der
immunologischen Forschung (Janssen et al., 2008]I8tk and Shen, 2003; Sun and Bevan,
2003).
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1.2.3 Zytotoxische Mechanismen von CD8 * T Lymphozyten

Zytotoxische Zellen haben die Eigenschaft, Zellarysieren. Zu ihnen gehéren Naturliche-
Killer-Zellen (NK-Zellen), Eosenophile und CD& Zellen, von denen die zuletzt genannten
die effektivsten zytotoxischen Zellen sind (Chenakf 2005; Chen et al., 1994). CD3
Lymphozyten (CTL) beschadigen ihre Zielzellen da.ch Ausschitten von Granzymen und
Perforin aus ihren intrazellularen Granula, die iglezin die immunologische Synapse
freigesetzt werden. Perforin lagert sich dabei im Membran der Zielzelle ein und bildet
tunnelahnliche Poren, durch die darauf folgend @yare und andere toxische Substanzen
diffundieren kénnen, wodurch es zur Aktivierung vpoptose induzierenden Kaspasen und
zur DNA-Degradierung kommtApbildung 3). Zytotoxische Zellen haben im Laufe der
Evolution verschiedene Mechanismen entwickelt, ich selbst vor der toxischen Wirkung
ihrer Effektormolekile zu schitzen (Male et al.0@0 Das Zell-permeabilisierende Perforin
z.B. wird als inaktive Vorstufe synthetisiert. Edstrch das Abspalten eines 20 Aminosauren
langen Glykoproteins wird die &alonen-Bindungsstelle des Perforins freigegebee, fi
eine Aktivierung bendtigt wird. Niedrige €aKonzentrationen in den Granula verzégern
weiterhin die Aktivierung, die erst dann eintrittenn das Perforin in die immunologische

Synapse zwischen CD8T- und Zielzelle entlassen wird. Die hohere *Ganen

T Ze”e Monomere
11 e
®
Perforin- L Granzyme
e Polymerase ° -
Cat+ e ®o,
- °

Polyperforin-Kanale

i _. Polyperforin-Kanéle

Zielzelle p

Zielzelle

Abbildung 3: Schemtische Darstellung der Wirkungsweise der Perforin / Granzym Effektorfunktionen.
A) Zytotoxische CD8" T Zellen sezernieren Perforin-Monomere aus ihren Granula in die
immunologische Synapse, welche daraufhin unter Mitwirkung von Perforin-Polymerase und ca™-
lonen zu Polyperforin-Kanélen in den Membranen der Zielzellen polymerisieren. B) Durch die
Polyperforin Kanéle kénnen daraufhin die toxischen Molekile und Enzyme (wie z.B. die Granzyme)
hindurchdiffundieren und durch die Aktivierung von Kaspasen die Apoptose der Zielzelle induzieren.

lllustration adaptiert von: http://pathmicro.med.sc.edu
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Konzentration fuhrt in Verbindung mit Perforin-Polgrase-Enzymen aul3erhalb der Granula
zu einer Konformationsanderung des Perforins, dasaudhin eine Phospholipid-
Bindungsstelle ausbildet und sich in die Membram deslzelle einlagert. Erst in der
Membran der Zielzelle polymerisieren die einzeli®rforin-Untereinheiten zu Poren aus
Polyperforin mit einem Durchmesser von ca. 16 nmanéWay et al., 2005). Diese

ermoglichen dann den Eintritt der Apoptose-indieaielen Granzyme.

Hinzu kommen weitere Mechanismen, die die zytothés CD8 T Zellen vor ihren eigenen
Waffen schitzen, z.B. der Protease-Inhibitor Pivlcher vermehrt in zytotoxischen Zellen
exprimiert wird und die Aktivitat des Granzym-B hbsetzt (Hirst et al., 2003). Auch das
Protein cFLIP (engl.: cellular Fas-associated dedtmain-like IL-1 convertingenzyme
inhibitory protein) sorgt durch die Hemmung der #pdltung von Kaspase-8 in seine
Untereinheiten flr eine verminderte Apoptose-Indukiiber diese Signalkaskade (de Hooge
et al., 2007; Taylor et al., 2001). Die Rolle einembrangebundenen Form des Cathepsin-B
beim Schutz gegen die Wirkung des Perforins isttutien (Baran et al., 2006; Catalfamo
and Henkart, 2003). Cathepsin-B akkumuliert gezieltler Membran der CD8T Zelle an
der immunologischen Synapse und koénnte dort dasllanfle Perforin in inaktive

Untereinheiten aufspalten.

Zusatzlich tragt die Ausschittung von nicht in d&ranula gespeicherten Zytokinen und die
Expression bestimmter Oberflachenmolekile zur Sgo@g der Zielzellen bei. Hier sind
insbesondere Rezeptoren der Tumor-Nekrose-FaktotiEa(TNF) zu nennen. Durch die
Bindung von Fas (CD95) und des TNFR-1 (CD120a) def Zielzelle wird eine
Signalkaskade von Kaspasen aktiviert, die letztiuh Apoptose der Zielzelle fihrt. Hierbei
trimerisieren diese Rezeptoren und die an die Zetl@aren Enden gebundenen
Todesdomanen (engl.: death domains) aktivierenAdiaptermolekile FADD (engl.: Fas
associated protein via death domain) und TRADD I(efig\FRSF1A associated protein via
death domain). Dies fuhrt zur Aktivierung der Kesgra 8 und 10, die sowohl die
Degradierung der DNA beginnen, als auch die MemBrameabilitat fir Cd-lonen
erhdohen und dadurch zur Apoptose in der Zielzélledn (Janeway et al., 2005; Male et al.,
2006).
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1.2.4 Der kostimulatorische Einfluss bei der Aktivi erungvon CD8 * T

Lymphozyten

Die Aktivierung von CD8 T Lymphozyten wird durch die Interaktion ihrer T2/t MHC-I
Molekilen, welche ein antigenes Peptid gebundeneralnitiiert. Fir eine effektive
antigenspezifische Aktivierung muss das Peptidgras$ir den jeweiligen TZR der CD§
Zelle sein. Die resultierende Immunantwort der TieZaangt jedoch zu einem grof3en Teil
von Signalen ab, die gleichzeitig Uber Korezeptoremnittelt werden (Mueller et al., 1989;
Sharpe and Freeman, 2002). Hier sind insbhesondeteetlen Liganden CD80 und CD86 zu
nennen, die zu den Rezeptoren der B7-Familie gah&iese primaren Korezeptoren, die auf
der Oberflache von Antigen prasentierenden Zellewprimiert werden, binden beim
Zellkontakt an die strukturell homologen LigandeBPa8 und CD152 auf CO8T Zellen
(Abbildung 4). Zusatzlich sind gegenwartig noch 5 weitere Malelkbekannt, die zu der B7-
Rezeptor-Familie gehdren, aber nicht an CD28 od®t32 binden: ICOS-L (engl.: inducible
costimulator ligand), PD-L1 (engl.: programmed td&jand 1), PD-L2 (engl.: programmed
death ligand 2), B7-H3 und B7-H4 (Collins et aDP8). CD28 und CD152 gehdéren beide zur
Familie der Immunglobulin-Oberflachenrezeptoren umdrden auf fast allen T Zellen
exprimiert (Alegre et al., 2001). Im Gegensatz 4D28, das konstitutiv auf der Oberflache
vorhanden ist und Immunantworten verstarkt, ist &Da&rst nach der T Zell Stimulation auf
der Oberflache detektierbar und vermindert die Vi&tung von T Zellen (Lindsten et al.,
1993; Walunas et al., 1994). AuRerdem besitzt CDgiB8 um etwa 50- bis 100-fach héhere

Inaktivierung

Aktivierung

Abbildung 4: Schematische lllustration der Interaktion wichtiger kostimulatorischer bzw.
koinhibitorischer Oberflachenmolekiile bei der antigenspezifischen CD8" T Zell Aktivierung. Wéhrend
der Interaktion des TZR mit dem Antigen-MHC-Komplex auf APZ steuern die homologen
Oberflachenmolekiile CD28 und CD152 den Ausgang der Immunantwort der T Zelle.
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Bindungsaffinitat zu den Rezeptoren CD80 und CD88C®28 (van der Merwe et al., 1997;
Linsley et al., 1995).

Die inhibitorische Wirkung von CD152 auf T Zellenravdurch den Phanotyp der CD152
Mause deutlich. Diese Tiere leiden an einer lympbliferativen Fehlfunktion, bei der
aktivierte T Zellen samtliche Organe infiltrierencuultimativ zu einem friihen Tod 3 bis 4
Wochen nach der Geburt fuhren (Waterhouse et 285;1Tivol et al., 1995). Hervorgerufen
wird dieses hyperreaktiv agierende Immunsystem hdugm im gesamten Organismus
vorherrschendes proinflammatorisches Zytokinmiligalches durch Immunreaktionen gegen

diverse Autoantigene verursacht wird (Chambers.e1897; Chambers et al., 1998).

Verschiedene Mechanismen sind bisher fur die sopprende Wirkung von CD152 auf T
Zellen vorgeschlagen worden, z.B.: Kompetition um Bindung von CD28 zu CD80/CD86
auf APZs (Masteller et al.,, 2000), Unterbrechungr deD28 Lokalisation in der
immunologischen Synapse (Pentcheva-Hoang et al04)2@nd intrazellulare CD152
vermittelte Signaltransduktion durch die Phophate8EP-2 und PP2A (Chuang et al., 2000;
Cilio et al., 1998; Marengere et al., 1996). Neugtedien deuten auch auf eine Verkirzung
der Kontaktzeiten zwischen T Zellen und APZ durdd162 hin (Schneider et al., 2006).
AulRerdem scheint CD152 auch eine wichtige Funktimi der Induktion der T Zell
Polarisation zu spielen, wodurch es in der Lageewdre Adhasion und Zellmotilitat zu
beeinflussen (Wei et al.,, 2007). Ergebnisse, diderursuboptimal stimulatorischen
Konditionen gewonnen wurden, deuten darauf hing d23152 die friihen Stadien der TZR-
Signale durch Behinderung der Assimilation der Meanbgebundenen lipid rafts“, durch
Inhibition der Akkumulation von IL-2 mRNA, durch Vienderung der Translokation des
Transkriptionsfaktors NFAT und durch einen Stopp dellzyklus in der G1-Phase hemmt
(Brunner et al., 1999; Chambers et al., 1997; Maeti al., 2001). Weitere Studien zeigen,
dass die CD152 vermittelte Signaltransduktion adiehPhosphorylierung von ERK (engl.:
extracellular regulated kinase) unterhalb des TZRl won ZAP-70 hemmt (vergleiche
Abbildung 2) (Calvo et al., 1997; Schneider et al., 2002).

Da die meisten Studien bisher auf die in CD152zifiten Mausen hoch aktivierten CDB
Zellen fokussiert waren, ist die Funktion von CDIBZCD8" T Zell Populationen nicht gut
verstanden. Es ist in verschiedenen Publikationechgewiesen worden, dass die
Tumorabwehr durch die Behandlung mit anti-CD152il&irpern verstarkt wird (Leach et al.,
1996). Diese Ergebnisse deuten auf eine zentralée Ron CD152 in zytotoxischen
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Lymphozyten hin. Weil ein groRerer Prozentsatz ©DB8" T Zellen CD152 auf der
Oberflache exprimiert, verglichen zu CDZ Zellen @bbildung 5), und weil sie einen
gréReren Beitrag zur Produktion des proinflammatbren Zytokins IFN¢ leisten, kdnnte
dies ihre Wichtigkeit bei der CD152-vermittelten e&rung von Immunreaktionen
unterstreichen. Aufgrund ihrer zytotoxischen Fakitgn gegen entartete kdrpereigene Zellen
einerseits und der Verschonung gesunder Zellenrars#its vermitteln CD8T Zellen
wichtige Effektorfunktionen des Immunsystems. Beitéimmunerkrankungen, wie z.B. der
rheumatoiden Arthritis, konnten CDS8T Zellen daher viele der chronisch entziindlichen
Immunreaktionen vermitteln und, bzw. oder, aufredidlten (Arai et al., 1998; Berner et al.,
2000; Skapenko et al., 2005). Die Bedeutung der @8 T Zellen ausgefiihrten
inflammatorischen Immunantworten bei rheumatiodekrdnkungen ist bisher allerdings

noch nicht ausreichend erforscht.

1.2.5 Viele aktivierte CD8 * T Zellen exprimieren CD152 auf der Oberflache

CD152 wird nicht auf der Oberflache von ruhendenZdllen exprimiert. Selbst nach
Stimulation der T Zellen ist es aufgrund der gegmd@xpression bezogen pro Zelle schwierig
nachzuweisen (Egen and Allison, 2002; Krummel afigs@n, 1996; Walunas et al., 1996).

60
'\3' -4 CD8+Ag
(=)
= 50 -~ CD8-Ag
S - CD4+Ag
8 40 - CD4-Ag
@)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [d]

Abbildung 5: CD152 Oberflachenexpression auf CD4" (Viereck) und CD8" (Dreieck)T Lymphozyten
nach antigenspezifischer Primarstimulation. Zellen wurden an den angegebenen Zeitpunkten auf
CD152 Oberflachenexpression analysiert. Schwarz gefillte Symbole zeigen die Prozente der CD152

positiven T Zellen in Kulturen mit Antigen (Ag), grau gefillte Symbole auf T Zellen unstimulierter
Kulturen.

Daten aus: (Pandiyan et al., 2007).
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Um in der Lage zu sein, CD152 auf der Oberflacha @4 und CDS T Zellen zu
analysieren, wurde die im gleichen Institut entwiték modifizierte Liposomen-Farbetechnik
fur die Durchflusszytometrie angewendet (Scheffeldal., 2000). Dadurch konnte die
Sensitivitat der CD152 Farbung um ungefahr das 860e verstarkt werden (Gartner et al.,
2006). Mit Hilfe dieser Technik war es moglich, @i@D152 Expressionskinetik auf CD4
und CD8 T Zellen durchzufiihrerAbbildung 5 zeigt, dass nach primarer Stimulation die
Anzahl CD152 oberflachen-positiver CD§ Zellen auf das ca. 2- bis 6-fache gleichzeitig
stimulierter CD4 T Zellen ansteigt (Pandiyan et al., 2007). Im Gsaéz zu CD4T Zellen,
bei denen das Maximum der CD152-Expression an dege 2-3 bei hdchstens 12%
gefunden wurde, erreichten bis zu 60% der CIDZellen ihre CD152-Expression zwischen
den Tagen 4-5. Zusatzlich war beobachtet wordess dee Dauer der CD152-Expression auf

CD8' T Zellen nach priméarer Aktivierung signifikant \@mgert war.

Bisher sind, ausser IL-2, welches eine leichte Awnimg der membranstandigen Expression
von CD152 hervorrufen kann, keine Zytokine bekamwint, die Oberflachenexpression von
CD152 beeinflussen (Alegre et al., 1996). Die vadisweise starkere CD152 Expression
auf CD8 T Zellen war unabhangig von der Zugabe von exageihe? zu den CD8 T-Zell-
Kulturen und eine Variation der IL-2 Konzentrationder Zellkultur hatte keinen Einfluss auf

die hemmenden Effekte von (siehe auch Kapitel 4.1).

Diese Daten deuten darauf hin, dass die CD152 @bkenexpression durch zellintrinsische
Mechanismen reguliert wird und dass CD152 eine prentere Rolle bei der Stimulation von
CDS8'- im Vergleich zu CD4T Zellen hat. Ziel der hier vorgelegten Arbeit v deshalb,
Effekte von CD152 auf CD8T Zellen zu untersuchen.

1.2.6 Einflusse von CD152 auf die proliferative Kap  azitat von T Zellen

Fur eine effektive Beseitigung intrazellularer Ragbne ist eine schnelle proliferative
Expansion individueller antigenspezifischer COBZellen nétig. Nach der Expansions- und
der anschlieRenden Effektorphase folgt die Konimakin der fast alle CD8T Zellen durch

Apoptose sterben und nur eine kleine Population&éGlethiszellen Uberlebt. Wie gezeigt
wurde, nimmt CD152 in manchen T-Zell-Subpopulatio&énfluss auf diesen Prozess, indem
es die Zellen vor Apoptose schiitzt (Pandiyan eab4). Versuche mit,I- und ,2- CD4

T Zellen ergaben eine 4- bis 5-fach erhbhte CD1B@rilachenexpression auf Th2 Zellen die
mit einem Schutz dieser Subpopulation gegen deDAKRNgl.: activation induced cell death)
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einherging (Pandiyan et al., 2004). Die Apoptosadeubei diesen Experimenten durch
Nachweis von Phosphatidylserin auf der extrazetwavembranseite und durch Nachweis
des DNA-Abbaus in den Zellen gezeigt. Diese Apatesten scheinen durch die
Aktivierung von Kaspasen, die frihe Mediatoren dgroptose darstellen, vermittelt zu
werden. Wie gezeigt wurde wird die Aktivierung véfaspasen durch CD152 Signale
gehemmt und Uber die Induktion der PI3K-Aktivitésgelost.

CD8" T Zellen dagegen scheinen, zumindest wahrend deragen Immunantwort, nicht
durch CD152-Signale in ihrer Proliferation gehemmot werden. Die Untersuchung der
Proliferation von CD152" und CD152" CD8' T Zellen nach antigenspezifischer Stimulation
zeigte keinen Einfluss von CD152 darauf (Pandiyaal.e 2007). Inwieweit CD152 Einfluss
auf die Proliferation und die Hemmung von Apoptaséhrend sekundarer Stimulation

nimmt, ist bisher nicht ausreichend untersucht.

1.3 Die CD8" T-Gedachtniszell-Entstehung

Wahrend einer Immunantwort des adaptiven Immunsysteervielfaltigen sich die fur den
Erreger spezifischen CDE Lymphozyten fir eine effektive Bekampfung deshBgens in
kirzester Zeit durch den Prozess der klonalen Estpan Um eine Fortfihrung der
Effektorfunktionen nach Beseitigung des Erregervemumeiden ist es notwendig, dass nach
Beendigung einer Immunantwort fast alle der reaktivi Zellen schnell und kontrolliert
beseitigt werden. Dieser Mechanismus wird auch narmogiierte Kontraktion genannt und
durch die gezielte Induktion von Apoptose konteslli Lediglich eine kleine Population von
CDS8’ T Zellen iiberlebt diese Kontraktionsphase undebigb die CD8 T-Gedachtniszellen
(Twm), die in der Lage sind, bei wiederholtem KontakinzPathogen schnell und effektiv zu
reagieren (Kaech et al., 2002).

Eine unerlassliche Eigenschaft des T-Zell-Gedaskés besteht in der langfristigen
Erhaltung des antigenspezifischen Reaktionsverngggegeniber den urspringlich
erkannten Erregern. CD8Ty Zellen kénnen dabei grob in zwei sich in entschedbn
Eigenschaften  unterscheidende  Subpopulationen teiftter werden. Zentrale-T-
Gedachtniszellen () und Effektor-T-Gedachtniszellen £) (Sallusto et al., 1999). CD8
Temsind unter anderem durch einen CDBZLCD44 CD122 CCR7 Phanotyp, CD8Tewm
durch einen CD62E" CD44 CD12Z CCR7 Phanotyp gekennzeichnet. CDBcy konnen

nach wiederholtem Antigenkontakt selbst keine Hftigfkinktionen ausiben, beginnen
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allerdings nach dem Kontakt schnell zu prolifemerend generieren auf diese Weise eine
groRe Menge CDS8T-Effektor-Zellen, welche in der Lage sind, schifektor-Funktionen,
wie beispielsweise Zytokinproduktion oder Zytotatdr, auszuiiben. CD8lcy stellen somit
eine Art Reservoir dar, welches aufgrund einer hgbreliferativen Kapazitat in der Lage ist,
sekundare Effektorzellen zu generieren, die se#ise geringere proliferative Neigung
zeigen. Dieses Modell wird durch die Tatsache wstifiéxt, dass CO8Tcy eher in sekundaren

lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten, etc.)wreffen sind.

CD8" Tem haben eine geringere proliferative Kapazitat, lgimdafur allerdings schneller auf
ihnen bekannte Pathogene reagieren. Sie sind ipheeen Geweben und Organen (Leber,
Lunge, etc.) anzutreffen (Weninger et al., 2001;ewh et al., 2003). Diese spezifische
anatomische Verteilung der beiden Subpopulatioremardgiert einen effektiven Schutz vor
Pathogenen und malignen Zellen. Welche dieser'aB8edachtniszell-Subpopulationen ein
groReres Potential fir Immunisierungstherapienehietird derzeit debattiert (Klebanoff et
al., 2004; Klebanoff et al., 2006; Manjunath et a0D01; Weninger et al., 2001). Trotz der
Fahigkeit von CD8 Tem, schnelle Effektorfunktionen auszuilben (Zytokims&kn und

Zytotoxizitat), scheinen dv, aufgrund ihrer gréReren proliferativen Kapazitat,

vielversprechender fur neue therapeutische Angdtzein (Klebanoff et al., 2006).

Es ist bis heute nicht vollstandig verstanden, hwelEaktoren fir eine effektive Entstehung
eines CD8 T Zell-Gedachtnisses erforderlich sind. Verschied&orschergruppen haben in
den vergangenen Jahren die Notwendigkeit der"dDiZell Hilfe demonstriert (Janssen et al.,
2003; Shedlock and Shen, 2003; Sun and Bevan, 28@8jdings ist zurzeit nicht geklart,
inwieweit CD4 T Zellen bei der initialen Aktivierung, der Konktsgon nach der priméaren
Immunantwort oder wéhrend beider Vorgange noétigl.situdem exisitieren gegenwartig
verschiedene Differenzierungsmodelle fiir die Ehistg eines effektiven CD8T-Zell-
Gedéachtnisses. Das lineare Differenzierungsmodekpelsweise vertritt die Sichtweise,
dass nur CD8T Zellen, die zuvor in zytotoxische Effektor-Zelldifferenziert waren in der
Lage sind, sich zu Gedachtnis-Zellen zu entwick€pferman et al., 1999). Dagegen wurde
in anderen Studien demonstriert, dass die lineafferBnzierung zu Effektor-Zellen keine
Voraussetzung fiir die Entstehung von COBGedachtniszellen darstellt (Manjunath et al.,
2001). Ein wichtiges Ereignis das den Ausgang v@8'CT Zell Inmunantworten steuert,
scheint vor allem auch die Dauer des initialengamen Stimulus zu sein. So wurde gezeigt,

dass CD8 T Zellen, die lediglich 4 h lang antigenspezifisstimuliert worden waren,
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geringere Effektorfunktionen und eine geringere liéeensrate hatten, als Zellen, die 20 h
lang stimuliert worden waren (van Stipdonk et aD03; Gett et al., 2003). Diese Daten
unterstreichen die Wichtigkeit der initialen Stimtibn naiver CD8 T Zellen und deuten
daraufhin, dass CD152 wegen seiner hemmenden Esmiftnme auf Effektorfunktionen
bereits nach der primaren T-Zell-Aktivierung audheewichtige Rolle fir die Steuerung

spater Immunantworten zukommt.

1.4 Einfluss von CD152 auf die IFN- y Regulation von CD8 * T Zellen

CD8" T Zellen uben ihre Immunantworten zum einen Ubieekten Zellkontakt mittels
zytotoxischer Zelllyse aus, und zum anderen duiehSgkretion bestimmter Zytokine, wie
beispielsweise TN IFN-y und IL-2. Das von CDBT Zellen vorherrschend produzierte
Zytokin ist IFN+y. Diese proinflammatorische Schlisselsubstanz ieduin verschiedensten
Zielzellen sowohl spezifische als auch unspeziésktechanismen der Immunabwehr (Dighe
et al., 1994). Speziell IFN-ist eines der zentralen Zytokine, welches furtoehregulation
von MHC-I und MHC-II Molekulen auf verschiedenenllga, wie z.B. Makrophagen und
Epithel-Zellen, verantwortlich ist (Kamijo et al993b; Refaeli et al., 2002). Hinzu kommt,
dass dieses Zytokin die humorale Immunabwehr dugdtflussnahme auf den IgG
Klassenwechsel der schweren Kette entscheidenchfhessit (Bossie and Vitetta, 1991;
Snapper and Paul, 1987). IFNreguliert aul3erdem die Produktion einer Reihe @rde
proinflammatorischer Zytokine einschlie3lich IL-1Ad TNFea und stabilisiert dadurch den
Verlauf entztindlicher T Zell Antworten (Das et @&001; Zhang et al., 2001).

In vivo wurde im Mausmodell gezeigt, dass durch gimetische Inaktivierung des IRN-
Rezeptors die Fahigkeit der Tiere, mikrobielle ktilenen abzuwehren, wie z.B. die von
Listerien, des Vaccinia Virus oder verschiedenekdbakterien, stark beeintrachtigt ist. Dies
geschah trotz einer anscheinend normalen Immunantder CD4 und CD8 T
Lymphozyten gegen diese Pathogene (Huang et &3; I8amijo et al., 1993a; Buchmeier
and Schreiber, 1985). In CD8T-Gedachtniszellen wurde zudem eine Konstitutive
Transkription des IFN-Gens beobachtet, die in naiven T Zellen nicht gorknt (Bachmann
et al., 1999). Auf diese Weise sind T-Ged&achtnismebchneller in der Lage IF-zu
produzieren und damit auf eindringende Pathogenereagieren. Dabei sind u.a. die
Translokation des Transkriptionsfaktors NFAT vomiddpl in den Zellkern (Teixeira et al.,
2005) und die Induktion der Transkriptionsfaktofiebet (Sullivan et al., 2003; Szabo et al.,
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2002) und Eomesodermin (Glimcher et al., 2004; ¢&at al., 2003) wichtige Schritte fur die
Induktion der IFNy-Gen-Transkription in diesen Zellen.

Es ist bereits langer bekannt, dass CD152 die Rtmofuverschiedener Effektor-Zytokine
wahrend einer Immunantwort beeinflusst. In friher®tudien wurde eine Hemmung
proinflammatorischer Signalmolekile, wie IFNund TNFe gezeigt, allerdings lediglich
nach sekundarer Stimulation (Chambers et al.,, 1988¢s spricht dafur, dass die
regulatorische Rolle von CD152 lediglich in diffamerten CD8 T Lymphozyten zum
Tragen kommt. Die beobachteten Effekte auf dieKfieZytokinen-Produktion von CD8T
Zellen nach wiederholtem Antigenkontakt sind jedectorm stark und deuten so auf eine
zentrale regulatorische Funktion von CD152 hin. &Wet Mechanismen sich CD152 bedient,
um seine inhibitorischen Eigenschaften auf die lEffleMolekil Produktion auszulben ist
bis heute nicht vollstandig geklart. Es exisitieedlerdings mehrere Moéglichkeiten dafur, die
bereits weitestgehend in Kapitel 1.2.4 beschrieberden (Chuang et al., 2000; Marengere et
al., 1996; Masteller et al., 2000; Pentcheva-Hoahal., 2004; Schneider et al., 2006).
Interessant fir die Regulation der IFNProduktion sind dabei vor allem Befunde, dass
CD152 die Signaltransduktion durch Behinderung deanslokation des Transkriptions-
faktors NFAT in den Zellkern und durch die Reduktider Phosphorylierung von ERK
hemmt (Brunner et al., 1999; Calvo et al., 199hrteder et al., 2002). Auch neue Studien,
die zeigen, dass CD152 die Kontaktdauer zwisch&ellEn und APZ reduziert (Schneider et
al., 2006) geben wichtige Hinweise auf den Mechaosder CD152 vermittelten Hemmung
der IFN« Produktion.

1.5 Einfluss von CD152 auf Effektorfunktionen von C D8" T Zellen

Die regulatorische Kapazitat von CD152, legt eiignsatz bei der Immunotherapie von
Autoimmunerkrankungen, viralen Infektionen und umikolliert proliferierenden malignen
Zellen nahe (Leach et al.,, 1996; Shrikant et a@99). Die schon seit ein paar Jahren
laufenden klinischen Studien zur Tumor-Behandlungemnt CD152 blockierenden
Antikorpern sind vielversprechend, zeigen jedochigei Nebenwirkungen (Phan et al., 2003).
Bei klinischen Studien mit den humanen anti-CD152il&rpern MDX-010 und CP-675,206
traten starke Begleiterscheinungen auf, die sichder Senkung des Aktivierungs-
schwellenwertes von T Zellen in autoimmunen Realeio gegen verschiedenste Organe
aul3erten (Attia et al., 2005; Hodi et al., 2003 kktaet al., 2005). Besonders Hautexanteme
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und Entzindungen des Gatrointestinaltrakts tratevialen Fallen auf, es wurden aber auch
ernste Falle von Augenentziindungen und Hepatitbdehtet (Egen et al., 2002; Hodi et al.,
2003; Leach et al., 1996). Abgesehen von solchdreiegirkungen zeigt die Blockade von
CD152 bei der Tumor-Therapie aber eine effektivenumstimulierende Wirkung, welche
durch simultane Impfungen in gewissem Malie sogsstamkt und gezielt auf bestimmte
Antigene gerichtet werden kann. So wurde beispeissy nachgewiesen, dass durch eine
gleichzeitige Impfung des Patienten mit einer vewtan GM-CSF (engl.: granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) produzieren@ieamor-Zelllinie, die durch die CD152
Blockade bereits verstarkte Immunantwort zusatzidolgehoben und die Tumornekrose in
vivo signifikant verstarkt werden konnte (van Elgaset al., 2001; van Elsas A. et al., 1999;
Hurwitz et al., 1998). Auch die Kombination der (321Blockade mit anderen bereits
bewahrten Behandlungsvarianten, wie z.B. Chemapieerand Strahlentherapie, kdnnten
erfolgversprechend sein, da diese Therapien durche dSenkung des
Aktivierungsschwellenwertes des Immunsystems mitteD152-Blockade erganzt werden

kénnten (Salomon and Bluestone, 2001).

Der Mechanismus, dessen sich CD152 bedient, uraytiidoxische Immunabwehr von CD8
T Zellen zu verstarken, ist bis heute ungeklarsté&mlicher Weise konnten bisher keine
direkten Effekte von CD152 Signalen auf eine Absitiung der Zytotoxizitat von CDS
Zellen nachgewiesen werden (Bachmann et al., 1B88hmann et al., 2001). Lediglich eine
generelle Verstarkung der anti-Tumor Immunitat n&&52-Blockade durch Einsatz eines
anti-CD152 Antikdrpers konnte gezeigt werden (vésag A. et al., 1999; van Elsas A. et al.,
2001). Diese war allerdings nur auf eine erhdhteahh an Effektorzellen zurtickzufuhren.
Eine Zunahme der Zytotoxizitat individueller CDB Zellen konnte bisher nicht nachgwiesen
werden. Da bei einer Kombinationstherapie von @mt52 mit einer simultanen Impfung
gegen ein Bl16-Melanom-Antigen in vielen Fallen eiDepigmentierung von solchen
Organen auftrat, die Melanin-verwandte Antigene riexigren, dies aber bei der
Monotherapie mit einer Impfung allein nicht vorkascheint eine CD152-Blockade fahig zu
sein, die periphere Immuntoleranz aufzuheben (Sigmat al., 2001; Attia et al., 2005;
Demaria et al., 2005). Zu erwéhnen ist auch, des®eépigmentierung bei der Monotherapie
mit anti-CD152 nicht zu beobachten war, was dah@fveist, dass die Blockade von CD152
allein nicht ausreicht, die periphere T-Zell-Tolezan vergleichbarem Mal zu senken. Auch
der Einfluss der CD4T-Zell-Hilfe bei der Steuerung von zytotoxischennhunantworten ist
umstritten (Demaria et al., 2005; Attia et al., 8D00bwohl die Beteiligung von CD4T
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Zellen fiir eine zytotoxische Immunantwort von CDB Zellen in manchen Studien nicht
notig war (Demaria et al., 2005), gibt es doch Hirs&, dass die Therapie mit CD152-
blockierenden Antikérpern den Prozentsatz an TEOAD25 T,y Zellen senkt und so
zumindest einen Teil der immunmodulierenden Effeldamittelt (Attia et al., 2005). Die in
der hier vorliegenden Arbeit genauere experimentdhtersuchung der Mechanismen, derer
sich CD152 bedient, um die Immunantworten von CD&ellen zu beeinflussen, soll einen
Beitrag dazu leisten, den Einsatz solcher thergguhen Verfahren besser zu verstehen und

kontrollieren zu kdnnen.

1.6 Transkriptionelle Regulation der Effektormoleki I-Produktion in
CD8" T Zellen

Wie CD152 Signale Einfluss auf die Regulation pfleimmatorischer Zytokine von CD8
Lymphozyten auf transkriptioneller Ebene nehmer, vigitgehend unbekannt. In den
vergangenen Jahren haben sich die Hinweise veedjotiss die Entwicklung funktionell
verschiedener CD8T Zell-Linien vorwiegend durch zwei zentrale Trargtionsfaktoren
reguliert werden, namlich T-bet und Eomesodermion{gs) (Glimcher et al., 2004,
Intlekofer et al., 2005; Pearce et al.,, 2003; Teamaset al., 2004). Wie Sequenzanalysen
ergaben, sind T-bet und Eomes beide der Familie THaox Transkriptionsfaktoren
zugehorig. Zudem zeigte die Untersuchung der Andinamnabfolge eine grof3e Homologie
von Eomes und T-bet, die auch durch eine 74% isem T-box Region verdeutlicht wird
(Pearce et al., 2003). Fur lange Zeit galt T-betd@r Hauptregulator fir die Differenzierung
vieler Effektor-Zellen des Immunsystems. So koemtli die Expression von T-bet
beispielsweise mit der Entwicklung von Effektor NKEDS'-T- und CD4-Tpl-Zellen.
Zusatzlich wurde in Experimenten, bei denen T-lestegisch inaktiviert wurde, eine Senkung
der IFN« Produktion in diesen Zellen nachgewiesen (Mullealg 2001; Szabo et al., 2000;
Szabo et al., 2002).

Die Funktion von Eomes wurde urspringlich bei ddeuSrung der mesodermalen
Zelldifferenzierung in Wirbeltieren entdeckt (Ryanal., 1996). Zusatzlich, wurde auch ein
Einfluss auf die Differenzierung von Sauger-Trophasten nachgewiesen (Russ et al., 2000).
Da die homozygote genetische Inaktivierung von Eome einem frihem Tod in der
embryonalen Entwicklung fuhrt, wurde dessen Fumke&ost durch den Einsatz retroviraler
Transduktionsexperimente und heterozygoter gernetisDeletion offensichtlich. Wie T-bet
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wird auch Eomes in aktivierten NK- und CBS Zellen signifikant induziert und hat einen
forderlichen Einfluss auf die zytotoxischen Meclsamen dieser Zellen durch die
Hochregulation der Granzym-, Perforin- und IFNGen-Transkription (Intlekofer et al.,
2005; Pearce et al., 2003). Experimente mit homa-heterozygoten Mutationen des Eomes-
und T-bet-Gens in Mausen unterstitzen die Sicheyedsss diese Transkriptionsfaktoren
partiell redundant die Effektor-Gen-Expression mytescher T Zell Linien regulieren
(Intlekofer et al., 2005). Allerdings scheint Eonies der Induktion von Effektor-Molekilen
in T Zellen einen gréReren Einfluss zu haben albef-wie durch retrovirale Gen-
Uberexpressions-Analysen inZl Zellen gezeigt werden konnte (Pearce et al., R@B3mes
und T-bet sind beide unabhangig voneinander inLdge, die Produktion von Perforin und
Granzym-B mRNA, bzw. Protein, in sich entwickelnd&® Zellen zu induzieren. Eomes
zeigte bei diesen Experimenten allerdings einelidawgro3ere Effizienz. Hinzu kommt, dass
in CD8" T Zellen, bei denen lediglich T-bet, nicht abemi&s ausgeschaltet wurde, keine
Beeintrachtigung zytotoxischer Funktionen und einermale IFNy Produktion zu
beobachten war (Szabo et al., 2002). Zusammengeranmplizieren diese Ergebnisse die
Existenz eines T-bet unabh&ngigen Signalwegs, derDifferenzierung von CDB T-

Effektor-Zellen durch Nutzung des Transkriptionséak Eomes steuert.



2 Zielsetzung der Arbeit

Die effektive Beseitigung intrazellularer Pathogamel Viren hangt entscheidend von der
einwandfreien Funktionsweise der zellvermitteltenmunitat ab. Die Effektorfunktionen von
CD8 T Lymphozyten reprasentieren hierbei einen wiehtigTeil des adaptiven
Immunsystems in hoheren Vertebraten. Durch digakt®n des TZR auf CO8T Zellen mit
intrazellularen Peptiden, die MHC-I restringiert f akernhaltigen somatischen Zellen
prasentiert werden, wird sichergestellt, dass aWRdathogene, die sich im Zytosol
korpereigener Zellen vor der extrazellularen Imniwmehr verbergen, erkannt und beseitigt
werden konnen. Bei einer Fehlregulation dieses e®ystbesteht aber auch die Gefahr
autoimmuner Reaktionen, d.h. solcher, die gegenngles Gewebe gerichtet sind.

GroR3en Einfluss auf das Ergebnis der gesamten Irantwort nehmen zudem auch direkte
und indirekte Effekte, die durch die Aktivierungrv€D8 T Lymphozyten auf andere Zellen
des Immunsystems induziert werden. Hierbei spi&lestimulatorische Molekile, wie z.B.
CD28, CD152, PD-1, BTLA-4, u.a., die auf der Obifie der T Zellen exprimiert werden,
eine wichtige regulatorische Rolle. CD152 als eineemtralen inhibitorischen Rezeptor
kommt unter diesen eine besondere Bedeutung beBtdererung von Effektorfunktionen
aktivierter CD8 T Zellen zu. Wie CD152 durch die Bindung seinegdriden CD80 und
CD86 die Aktivierung der T Zellen hemmt, ist bisutee nicht ausreichend geklart. Speziell
die Hemmung der Zytokin-Produktion und eine evelhtueterschatzte Beeinflussung der
Zytotoxizitat individueller CD8 T Lymphozyten durch transkriptionell regulatorisch
Mechanismen ist weitgehend unbekannt. In den letdehren sind die Mechanismen der
Gen-Regulation fiir die Effektor-Zell-Differenziemirvon CD8 T Zellen genauer erforscht
worden und haben die zentrale Rolle zweier T-bomn3kriptionsfaktoren, T-bet und
Eomesodermin (Eomes), in den Vordergrund gertckt. Anbetracht dieser neuen
Erkenntnisse, speziell der dominanten Beteiliguag @ranskriptionsfaktors Eomes, wurde
die Fragestellung der hier vorgelegten Arbeit defin

Ziel war es, die Wirkung des kostimulatorischen @behenmolekiils CD152 auf
Immunantworten von COS8T Zellen in vitro und in vivo experimentell zu ensuchen und
insbesondere zu klaren, Uber welchen molekularerchitdasmus CD152-Signale die

Effektorfunktionen von CD8 T Zellen hemmen. Die dadurch gewonnenen Erkersgnis
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sollen neue Ansatzpunkte fir die gezielte Einflabsne auf die regulatorischen
Mechanismen der Immunreaktionen liefern, um sauvtbiglichkeiten von Immuntherapien zu

erweitern.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

AutoMACS™

Blockthermostat, BT-10¢
ELISA-Reader, Fluoroscan Ascélt
FACS Analyzer, Calibut
FACS Sorter, Arid"

FACS Sorter, Diva"
Hybridisierungsofen, 6/12V/
Inkubator, Hera cell’
Mikroskop, Wilovert-S™
pH-Meter, 766M

Pipetten, Pipetmdh
SDS-PAGE, Mini-Protear¥
Spannungsquelle, Power Pack™5
Spektrophotometer, ND-1000
Sterilbank, Hera saf¥
Thermocycler, TRIG"
Tiefkuihler (-80°C), Hera freeZ¥
UV-Tisch, GeneGenid¥
Waage, R 300¥

Zentrifuge, Biofuge frescd
Zentrifuge, Megafuge 1.0¥

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Thermo Labsystems, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA

BD Biosciences, USA
UniEquip, Martinsried

Heraeus, Hanau

Hund, Wetzlar

Knick, Berlin

Gilson Inc., USA

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Biometra, Gottingen

NanoDrop Technologies, USA
Heraeus, Hanau

Biometra, Gottingen

Heraeus, Hanau

Syngene, Cambridge

Sartorius research, Goéttingen
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

3.1.2 Kunststoffartikel und Zellkulturmaterialien

Die aufgeflihrten Materialien stammen, wenn niclitess angegeben, von folgenden Firmen:
Braun (Melsungen), Costar (Bodenheim), Dynatech)(®&Bpendorf (Hamburg) und Greiner
(Frickenhausen).



Material und Methoden 25

1,5 ml Reaktionsgefalie, 0,5 ml Reaktionsgefaliem0,bhermo-Reaktionsgefal3e fur PCR,
15 ml PP-Rohrchen, 50 ml PP-Rdhrchen, Zellkultutptg Petrischalen in verschiedenen
GroRen, 96er ELISA Platten: EIA/RIA (Flachboden) QM Zell-Filter (Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach), Spritzen (verschiedene Grof3ettgrspitzen (verschiedene Grol3en),
70 um Zellsiebe (BD Biosciences, USA).

3.1.3 Puffer und Medien

Samtliche verwendete Chemikalien wurden von demé&iir Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Steinheim) bezodeéixr das Ansetzen der Losungen wurde

membranfiltriertes Milipor” (Schwalbach) Wasser verwendet.

PBS: 8 g/l NaCl + 0,2 g/l KCI + 0,2 g/l KIRO, + 1,4 g/l NaHP O,
PBS/BSA: PBS + 2 g/l Rinderserumalbumin (BSA)
PBS/BSA/AZID: PBS/BSA + 0,05% NaN

Fixierlésung: 2% Paraformaldehyd in PBS

Permeabilisierungspuffer:  0,5% Saponin in PBS/BSA
Erythrozyten-Lyse-Puffer: 10 mM KHGG- 155 mM NHCI + 0,1 mM EDTA (pH 7,5)

RPMI 1640: RPMI (PAA, Pasching, Osterreich) + 10BSHfotales
Kalberserum, hitzeinaktiviert) (Sigma-Aldrich, Steeim) +
100 U/ml Penicillin (PAA, Pasching, Osterreich) 801U/ml
Streptomycin (PAA, Pasching, Osterreich) + Glutarhax
(0,3 mg/ml Glutamin) + 10 pg/ml 2-Mercaptoethanol

DMEM: DMEM (PAA, Pasching, Osterreich) + 10% FKSL.60 U/m|
Penicillin + 100 U/ml Streptomycin + Glutamax-I1 $ang/mi
Glutamin) + 10 pg/ml 2-Mercaptoethanol + 10 nM Natr-
Pyruvat (Biochrom, Berlin)

TAE: 0,04 M Tris-Azetat, 1 mM EDTA, pH 8,0
TBS: 20 mM Tris + 137 mM NacCl + 3,8 ml/l HCI (1M)H 7,6

TBS-T: TBS + 0,1% Tween-20
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2XHBS: 50 mM HEPES pH 7,05 + 10 mM KCI + 12 mM Dese +
280 mM NaCl + 1,5 mM N&PO,

3.1.4 Mause

Es wurden Mause des Stammes C57BI/6, CD45.1, dadiese, die transgen fir dieKette
des T-Zell-Rezeptors sind, verwendet (OT1 und PR#).CD8 T-Zellen der transgenen OT1
Mause erkennen ausschliel3lich ein acht Aminosalaeges Peptid (OV#7.269 aus dem
Ovalbumin Protein des Huhns. Die CDB Lymphozyten der P14 Mause erkennen mit inrem
transgenen TZR ausschliel3lich das Peptid GP33 e®lcAhus dem Lymphozytaren
Choriomeningitis-Virus  (LCMV) stammt. AuRerdem kameCD152" x OT1 und
CD152" x OT1 Méause zum Einsatz. Diese wurden durch Kregzaus den Ursprungs-
Stammen geziichtet. Nachkommen der COD6®DT1 Mause wurden mittels PCR unter der
Verwendung folgender Oligonukleotid-Primer genosygit: CD152: 5° TGG AGT CCT
TCA TAG TTA GG und 5" AAC ATCACA CTC ACC ATC TTG CNeo: 5 CAT AGT
TAG GTC TGT GAT GC und 5 GCC TTC TAT CGC CTT CTTAEG G. Samtliche in
dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden mindesténzéhn Generationen auf den C57BI/6
Stamm zuriick gekreuzt. Alle Stamme wurden untezipeh pathogenfreien Bedingungen
(SPF) am Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR)Berlin gehalten und in einem Alter
von 5-12 Wochen verwendet. Die Versuche wurdenpeattiend dem Alter und Geschlecht
der Tiere angepasst durchgefuhrt und stimmten reit dtaatlichen und institutionellen
Richtlinien Uberein. Die Tierversuchsgenehmigungsrshern lauten: TO0098/00 und
G0226/01.

3.1.5 Antikoérper und Chemikalien

Folgende Antikdrper gegen Antigene der Maus wurderwendet: Anti-CD3 (145-2C11,
DRFZ), anti-CD8 (196, DRFZ), anti-CD44 (IM7, DRFZAnti-CD62L (MEL14, DRFZ), anti-
IFN-y (AN18.17.24, DRFZ), anti-CD152 (UC10-4F10-11, DRFanti-DEC205 (NLDC-
145, DRFZ), anti-CD40 (1C10, DRFZ) ante2-TCR (B20.1, BD Biosciences), anti-CD45.2
(104, BD Biosciences), anti-GranzymeB-PE (GB12, t&&g| antia-Tubulin (DM1A,
Calbiochem), anti-Eomesodermin (ab31717, Abcamji-rahbit-lgG (Abcam), anti-T-bet
(4B10, Santa Cruz), anti-murine-lgG (BD Bioscier)ceBE konjugierte Kb-OVAs7.264
Tetramere wurden von Orpegen Pharma (Heidelbergrodemn. CFSE (5,6-
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Carboxyfluorescein Diazetat Succinimidyl Ester; ®mllar Probes) wurde fur die Farbung
der Zielzellen des Zytotoxizitats-Tests und die Kudtur Versuche verwendet. Murines IL-2
wurde aus Uberstanden der Maus-Zell-Linie X63-16-2erwendet. Die Konzentration wurde
mittels ELISA bestimmt (siehe Kapitel 3.2.6).

3.2 Methoden

3.2.1 Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie (fluoresceactvated cell sorting oder kurz: FACS)
erlaubt es, Zellen, die zuvor mit Fluoreszenzfafbdtonjugierten Antikdrpern oder mit

anderen fluoreszierenden Stoffen markiert wurderf, Eanzelzellebene nachzuweisen oder
aber auch zu sortieren. Hierfir werden die margreZellen in einem hydrodynamischen
Flissigkeitsstrom vereinzelt und nacheinander maisetlicht bestrahlt. Bei dem hier
verwendeten FACS-Gerat (Calibur) der Firma BD Biesces wird der Fllssigkeitsstrom mit
einem Argon Laser (488nm) und einem Diodenlasebr{6d durchleuchtet. Hierdurch

werden zum einen die Fluoreszenz-Farbstoffe angaregemittieren Licht einer bestimmten
Wellenlange, die fur den verwendeten Farbstoff diseh ist, zum anderen, wird das
auftreffende Laser-Licht durch die Zellen gestr&as in einem geringen Winkel von 3°-10°
gestreute Licht wird als Vorwartsstreulicht (FS@gbichnet, das um 90° reflektierte Licht
wird Seitwartsstreulicht (SSC) genannt. Das Vorssireulicht korreliert mit der Grol3e der
Zelle, das Seitwartsstreulicht ist ein Mal3 fur deanularitdt der Zelle. Das von den
Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht wird glezeitig von vier Fotodetektoren gemessen,
die hinter sogenannten ,Band-Pass-Filtern” insgllsind, wodurch jeder der Fotodetektoren
nur Licht eines bestimmten Wellenlangenbereichsihi{sehe auch Kapitel 8 Abkurzungen).
Fur die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe galtégefale Wellenlangenbereiche, die auch

als Mess-"Kanale" bezeichnet werden:

Kanal (Wellenlangenbereich) Fluoreszenzfarbstoffe
FL-1 (530/30 nm) FITC / CFSE / GFP
FL-2 (585/42 nm) PE

FL-3 (670/LP nm) PI/ PerCp / PE-Cy5
FL-4 (661/16 nm) Cy5/ APC
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Bei dem in dieser Arbeit verwendeten FACS-CalibBD (Biosciences) wurden FSC- und
SSC-Signale in linearer, die Fluoreszenzsignale logarithmischer Verstarkung

aufgenommen. Tote Zellen wurden bei Oberflachenfdgbn durch Farbung mit PI
ausgeschlossen. Es wurden in der Regel 20.00000i900 lebende Zellen aufgenommen.
Bei der Farbung fixierter Zellen wurden durchsciich 100.000 Lymphozyten

aufgezeichnet.

3.2.2 Markierung von Oberflachenantigenen

Das Farben der Oberflachenantigene wurde bei eneor titrierten Konzentration des
jeweiligen Antikorpers und einer Zellkonzentrativon 3x16 Zellen/ml fiir 15 min auf Eis
durchgefuhrt. Die Farbungen erfolgten in einem Visdm von 50-100 pl PBS/BSA und
wurden durch das Waschen mit einer Zugabe desch@fiaVolumens PBS/BSA gestoppt.
Fur die fluoreszenz-zytrometrische FACS-Messung demr sie in 400 ul PBS/BSA
resuspendiert. Nicht antigenspezifische Bindungeer kkonstante Regionen der Antikdrper
an Fg-Rezeptoren der zu farbenden Zellen wurden durcherme Inkubation mit einem
anti-Fey-Antikorper verhindert.

3.2.3 Markierung von intrazellularen Antigenen

Fur die Farbung intrazellularer Antigene wurden zliwor oberflachenmarkierten Zellen bei
einer Zellkonzentration von 3xi@ellen/ml in der Fixierlésung fir 20 min auf Eikiért.
Danach wurden die Zellen in dem 10-fachen VolumBS8/BSA gewaschen. Die Farbung der
intrazellularen Antigene der nun fixierten Zellen unde durch Inkubation in
Permeabilisierung-Puffer zusammen mit dem spehdisc Antikbrper bei einer
Zellkonzentration von 3xf@ellen/ml fiir 20 min auf Eis durchgefiihrt. Ansefliend wurden
die Zellen in einem 10-fachen Volumen Permeabilisigs-Puffer gewaschen und fir die
fluoreszenz-zytometrische FACS-Messung in 400 pISBBA resuspendiert. Auch bei
intrazellularen Farbungen wurde eine nicht antigemgische Bindung der Antikorper tber
ihre konstante Region an{-Rezeptoren der zu farbenden Zellen durch vorhenkebation

mit einem anti-Fg-Antikorper verhindert.

3.2.4 Zytometrische Detektion phosphorylierter MAP-  Kinase ERK

Die intrazellulare Detektion der phosphoryliertearinte der MAP-Kinase ERK wurde nach

antigenspezifischer Restimulation der CO08Zellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die zuvor
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oberflachenmarkierten Zellen zu verschiedenen dekfen bei einer Zellkonzentration von
2x1@ Zellen/ml in der Fixierlésung fir 20 min auf Eiiért und fir 30 min auf Eis mit
100% Methanol permeabilisiert. Die Farbung wurdscahel3end mit einem PE gekoppeltem
anti-Phosph-ERK1/2 Antikdrper-Konjugat der Firma BBiosciences in PBS/BSA bei

Raumtemperatur nach Herstellerangabe durchgefihrt.

3.2.5 Anreicherung und Aktivierung der CD8 * T Lymphozyten

Fur die Isolierung muriner CD8 Lymphozyten des naiven Phanotyps (CH44-D62L"")
wurden den Mausen nach Toétung durch zervikale Ragion zunachst die Milzen und die
peripheren (inguinalen und axilliaren) Lymphknotenthommen. Die Erythrozyten der
Einzelzellsuspension der Organe wurden dann dunkibltion mit dem Erythrozyten-Lyse-
Puffer entfernt. Anschlieend wurden die Zellen maderstellerangaben mit anti-CD8
Microbeads (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach)rBih bei 4°C inkubiert. Diese mit anti-
CD8 Antikdrper konjugierten paramagnetischen Mieais ermoglichen eine magnetische
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Abbildung 6: Durchflusszytometrische Uberpriifung der Anreicherung naiv sortierter CD152™" und
CD152" CD8" T Zellen nach der FACS Anreicherung. Milzen und periphere Lymphknoten wurden
aus CD152"" und CD152" Méausen prapariert und daraus die T-Lymphozyten und mittels MACS™
auf CD8" Expression vorsortiert. Danach wurde die positive Fraktion mittels FACS auf einen CD44"”"
und CD62L"" Phanotyp hin angereichert. Die Abbildung zeigt alle lebenden (Pl-negativen) Zellen
nach der durchflulzytometrischen Anreicherung. Die angegebenen Prozente geben die Haufigkeit
der Zellen in den jeweiligen Quadranten bezogen auf die Gesamtzellzahl an. Dargestellt ist eines von
25 unabhangigen Experimenten.
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Zellsortierung (MACS) (Miltenyi et al., 1990). Naater Anreicherung der CD8Zellen
wurde die Zellsuspension auf Eis fur 15 min mit E{Konjugierten anti-CD8 und Cy5-
konjugierten anti-CD44 Antikorpern inkubiert. Durdlie darauf folgende Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung (FACS) konnten die CDBD44°" exprimierenden T Lymphozyten
reproduzierbar auf eine Reinheit von >99% angeegictverden Abbildung 6). Fur die
FACS-Sortierung kamen die Gerate DiVaund Arid™ (BD Biosciences) zur Anwendung.
Fur die Antigen-spezifische Aktivierung der so gewenen naiven T Zellen wurden
aulBerdem T Zell depletierte Antigen prasentieretelien (APZ) bendtigt. Diese wurden aus
Milzen von C57BIl/6 Mausen gewonnen. Hierfur wurdié® CD90 exprimierenden Zellen der
Milzzellsuspensionen nach der Erythrozyten-Lyse cduDepletion mittels anti-CD90-
Microbeads (Milteniy Biotech, Bergisch GladbachgWACS entfernt. Die auf diese Weise
auf >95% angereicherten APZ wurden dann im Veriglih6 (T-Zellen:APZ) fir die
Stimulation der in vitro Kulturen in RPMI-1640 Meoin (PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich) eingesetzt. Durch Zugabe des Peptid8:9\es (P. Henklein, Biochemisches
Institut der Charité, Berlin) in einer Konzentrativon 1 pg/ml wurden die CD8T-Zellen
stimuliert. An Tag drei nach der initialen Stimudett wurden die Kulturen, wenn nicht anders
angegeben, mit 50 U/ml IL-2, das aus dem Uberstded Maus Zelllinie X63-IL-2.6
gewonnen wurde, und frischem Medium im Verhaltni® defuttert. Nach der Abtrennung
toter Zellen durch eine Gradientenzentrifugatiort kiistopaque-1083 (Sigma) an Tag 8,
wurden die lebenden CDJ Zellen mit frischen APZ und neuem Medium duraig@be von

1 pag/ml OVAs7.264Peptid antigenspezifisch restimuliert.

Die antigenspezifische Priméarstimulation in vivorde: 24 h nach i.v.-Injektion von 1x30
naiv sortierten CDBT Zellen in kongene CD45.1 oder C57BI/6 Empfarigegtdurchgefiihrt.

Die Stimulation erfolgte durch i.p. Immunisierungter Verwendung des anti-DEC-OVA
Konjugats (5 pg/Maus) und von anti-CD40 Antikorp€s0 pg/Maus).

3.2.6 IFN-y Konzentrationsbestimmung mittels ELISA

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden UberstandeZd#kulturen entnommen, bei -80°C
eingefroren und bis zur Analyse aufbewahrt. Die ¥anirationen von IFN-darin wurden
durch Verwendung eines ELISA (engl.: enzyme linkachunosorbent assay) mit einem Kit

von R&D Systems (Minneapolis, USA) entsprechendiderstellerangaben bestimmit.
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3.2.7 Invivo Experimente

Fir die antigenspezifische CD8 Zell Stimulation in vivo wurde den kongenen Eépder-

Mausen ein Gemisch aus anti-DEC-OVA (5 pug/Maus) uwn@ti-CD40 (50 pg/Maus)

Antikérpern i.p. injiziert Abbildung 7). Anti-DEC205-OVA Konjugate wurden wie folgt
hergestellt: LPS freies Ovalbumin (Sigma) wurde tetst Succinimidyl-4-(N-Maleimido-

Methyl)-Zyklohexan-1-Carboxylat (Sulfo-SMCC; Pieyceach Herstellerangaben aktiviert.
Freies Sulfo-SMCC wurde nach der Aktivierung durdferwendung einer PD10
Gelfitrationssaule (Pharmacia) entfernt. Die Dislldficken der anti-DEC-205 Antikorper
wurden mit 12mM DTT (Sigma) fur 1h bei Raumtengper reduziert. Freies
Reduktionsmittel wurde darauf folgend mit einer PDGelfitrationsséaule abgetrennt. Das
aktivierte Ovalbumin wurde dann tUber Nacht bei &®alent an die reduzierten anti-DEC-
205 Antikorper gebunden. AnschlieRend wurde unkgiejtes Ovalbumin durch die
Verwendung einer Protein G S&aule (Amersham) aus @mmisch abgetrennt. Durch

Ovalbumin anti-DEC-205 Antikdrper

-
@

kovalente
Konjugation anti-CD40 Antikérper
@ + —
e
i.p. Injektion

spezifische
Aufnahme und
Reifung der DZ

Antigenprasentation
auf reifen DZ

Abbildung 7: lllustration der Herstellung von anti-DEC-OVA und der Wirkungsweise der
Immunisierungsmethode von Mausen mittels simultaner Administration von anti-CD40 Antikdrpern.
Nach der kovalenten Bindung des anti-DEC-205 Antikorpers (griin) an das Ovalbumin (blau) folgte
die gleichzeitige i.p. Injektion des entstandenen anti-DEC-OVA-Komplexes zusammen mit anti-CD40
Antikdrpern (rot). Durch die Kopplung des anti-DEC-205 Antikérpers erfolgt in vivo eine spezifische
Aufnahme des Ovalbumins durch unreife DZ, die aufgrund der Anwesenheit des anti-CD40
Antikorpers aktiviert werden und reifen. Dies fuhrt dann zu einer effektiven T Zell-Stimulation durch
die Antigenprasentation der reifen DZ.
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Spektralphotometrie und SDS-PAGE wurden jene Foakt identifiziert, die die Konjugate
enthielten. Die Abtrennung multivalenter Konjugatei denen sich mehrere Ovalbumin
Molektle verbunden hatten, wurde durch den Eineater FPLC Gelfiltrationssaule Hiload
16/60 Superdex 200 (Amersham) bewerkstelligt. Nuak#onen, die monovalente anti-
DEC205-OVA Konjugate enthielten, Uberprift durche dverwendung der SDS-PAGE,
wurden vereint, sterilfiltriert und gegen PBS dgaért. Die anti-CD40 Antikorper fur die
Verwendung bei den Immunisierungen wurden ebenfaiten PBS dialysiert.

3.2.8 Invivo Zytotoxizitats-Test

In vivo Zytotoxizitats-Tests wurden im Prinzip wieschrieben durchgefuhrt (Hernandez et
al., 2001). Komplette Milzzellen wurden nach dewytBrozyten-Lyse in zwei Fraktionen
aufgeteilt. Eine der Fraktionen wurde dann 1 h laniigl pg/ml OVAs7.264Peptid in RPMI-
1640 Medium, die andere nur in RPMI-1640 Medium eoteptid bei 37°C inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen zweimal mit PBS geshan. Die Peptid beladene Fraktion
wurde mit einer hohen CFSE-Konzentration (CE$E 1:600), die unbeladene mit einer
geringen CFSE-Konzentration (CF&E/ 1:10000) fir 5 min auf Eis in PBS inkubiert. Die
Farbung wurde durch Zugabe von RPMI-1640-Medium @M% FKS gestoppt, die
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Abbildung 8: lllustration des in vivo Zytoxizitats-Tests. Alle Milzzellen derselben Praparation
wurden in 2 getrennten Anséatzen unterschiedlich stark mit dem Zellfarbstoff CFSE gefarbt. Die
stark gefarbten (CFSEh'gh) wurden mit Antigen beladen, die schwach gefarbten (CFSE'OW) nicht.
AnschlieRend wurde das Gemisch i.v. in die zu untersuchenden Empfangertiere injiziert. Die
spezifische Lyse der Zellpopulationen wird nach wenigen  Stunden  mittels
durchflusszytometrischer Analyse des Verhaltnisses von CESE®" zu CFSE™®" Zellen ermittelt.
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Fraktionen wurden gewaschen und 1:1 wiedervereinig#ch der i.v. Injektion dieses
Gemischs (6x1DZellen/Maus) aus OV#s;..e4 Peptid beladenen (CF8®) und Peptid
unbeladenen (CF$¥) Milzzellen, wurden 3-16 h spéater die Empfangeetigeopfert und die
spezifische Lyse durch Verwendung der Formel ,Mefhaltnis (CFSEYCFSE™)] x 100¢
quantifiziert @bbildung 8).

3.2.9 Retrovirale Transduktion priméar stimulierter T-Lymphozyten

Fur die Herstellung der Viren wurde die 293T Zalike verwendet. Solche Zellen wurden
transient durch Kalzium-Phosphat Préazipitation oem retroviralen Expressionsplasmid
zusammen mit den Vektoren fur die Verpackungsge@&m und peECO (Prof. Kenneth
Murphy, Washington University, St. Luis, USA) tréimiert. Es wurden 5x10293T Zellen
auf einer 10 cm Zellkulturschale (Greiner Bio-oS®lingen) ausgesat. 10 ug pCGP, 10 pg
pPECO und 20 pg des retroviralen Expressionsplasmigislen in 1,5 ml KO und 400 pl
1,25 M CaCl} vorgelegt. AnschlieRend wurde die Losung, wahgéddiger Durchmischung
mittles Luftblasen, tropfenweise mit 2 ml 2xHBS-feufversetzt. Die LOosung wurde auf eine
10 cm Petrischale einer 293T Zellkultur gegeben drd im Inkubator belassen. Danach
wurde das Medium erneuert und die Zellkultur vedbliveitere 36 h im Inkubator. Hierauf
folgend, wurde der Virusuiberstand abgenommen, deirct®,2 pm Membranfilter (Sarstedt,
Numbrecht) sterilfiltriert und mit 20 mM Polybrer§8€igma) und 100 mM HEPES (Sigma)
angereichert. Wahrenddessen, genauer 16 h nacinrBdgr Transfektion der 293T Zellen,
wurde wie oben beschrieben, eine zu transduzier@mi T-Zellkultur Antigen spezifisch
stimuliert. 24 h nach Beginn der T-Zell Stimulatismurde dann das konditionierte Medium
der Kultur vorsichtig abgenommen und durch den Miherstand der 293T Zell-Kultur
ersetzt. Die so behandelte T-Zell-Kultur wurde déralgend bei 677 G und 37°C 90 min
lang zentrifugiert. Nach dem Zentrifugationsschuitirde der virale Uberstand gegen das auf
37°C vorgewarmte, konditionierte Medium der ursglioghen T-Zell-Kultur ausgetauscht.

3.2.10 Gelelektrophorese und Western Blot

1x10® CD8" T-Zellen, mittles FACS Sortierung zu >99% angghteit, wurden nach
Restimulation in 100 pul Lyse-Puffer fur 30 min dtit inkubiert. Der Lyse-Puffer enthielt:
20 mM Tris, 0.5% Nonidet P-40, 250 mM NaCl, 5 mM E& 50 mM NaF, 50 mM
B-Glycerophosphat, 0.5 mM MO, 1 mM DTT und 0.1 mM PMSF. Der Proteingehalt der

zu vergleichenden Lysate wurde durch JustierungZédizahlen und Kontrolle durch einen
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BSA-Protein-Assay (Pierce, Rockford, USA) anged@mh30 ul des Lysats wurden auf einem
12,5%igen Polyacrylamidgel (BioRad, Minchen) aufgait und auf eine
Nitrozellulosemembran (Optitran BA-S 85, Schleicherd Schuell, Dassel) transferiert.
Unspezifische Bindung von Proteinen an die Membvarde durch Inkubation der Membran
in 5% Magermilchpulver in 1XTBS-T verhindert. An$eRBend wurde die Membran tber
Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen Primar-Antikorpekubiert. Als sekundarer Antikorper
wurde ein an Meerrettich-Peroxidase gekoppeltarMats Ig Antikbrper eingesetzt, der fur
1 h bei Raumtemperatur mit der Membran inkubiertrdgu AnschlieBend wurde die
Membran mit dem ECL Substrat inkubiert, auf einehef@olumineszenz Film (GE

Healthcare) aufgelegt und entwickelt.

3.2.11 Reverse Transkription und PCR-Analysen

CD8" T Lymphozyten wurden mittels FACS-Sortierung zweei Reinheit von>99%
angereichert. Die gesamte RNA wurde aus den Zaliéer Verwendung des RNed¥yMini
Kits (Qiagen) isoliert. Anschlie3end wurde die geta RNA durch revers transkriptionelle
PCR (RT-PCR) unter Verwendung von TagM4rReagenzien (Applied Biosystems) in
cDNA umgeschrieben. Die RT-PCR-Reaktion fand inegin20 pl Volumen statt, das
folgende Komponenten enthielt: 0,5 ug RNA, 1x Midtibe-buffef™, dNTPs (2 mM),
MgCl, (5,5 mM), RNase inhibitor (0,4 U/ul), willktrlichdHexamere und oligo-d(1g
(1,25 uM  jeweils) und Multiscrid® reverse Transkriptase (1,25 U/ul). Das
Reaktionsgemisch wurde zur Anlagerung der Hexanmardhermocycler fir 10 min bei
25°C inkubiert. Danach folgte die cDNA Erststrangithese fur 40 min bei 42°C und die
Hitzeinaktivierung bei 95°C fur 5 min. Die auf déeeg/eise gewonnene cDNA wurde bis zur
Verwendung in der PCR tiefgefroren aufbewahrt (30Die spezifischen Oligonukleotid-
Primer-Sequenzen, die fur die PCR Amplifikationwendet wurden, lauten wie folgt:

B-Aktin (5° TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C und 5TAA AAC GCA CAG
TAA CAG TCC G), T-bet (5 TCC TGC AGT CTC TCC ACAQT und 5 CAG CTG AGT
GAT CTC TGC GT), Eomesodermin ,kurz (5 TGA TAG TIGTGC AGT CTC TG und 5’
CAA TCT GAT GGG ATG AAT CG) und Eomesodermin ,lan(s’ AAT ACC AAC CGA
GGC TGC AC und 5' GGA ATC CGT GGG AGA TGG AG).
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3.2.12 Statistische Analysen

Fur die Bestimmung der mittleren Verteilung derignesse von FACS-Daten wurde wegen
der logarithmischen Auftragung der Fluoreszenzstastatt des arithemetischen- das

geometrische Mittel verwendet.

Daten sind als Mittelwert *der einfachen StandawgzEichung dargestellt. Statistische
Signifikanz wurde durch Verwendung des Mann-WhithkYests ermittelt. Unterschiede
wurden ab 0,05 als signifikant (*), ab g0,01 als hoch signifikant (**) definiert.



4 Ergebnisse

4.1 CD152 hemmt die IFN- y Sekretion von CD8 * T Zellen

Nach bisherigem Kenntnisstand wird die Produkties &chlissel-Effektor-Zytokins 1FX-
wahrend der primaren Immunantwort zytotoxischer COB Zellen nicht beeintréachtigt,
sondern lediglich nach wiederholtem Antigenkonté&hambers et al., 1998). Um zu
untersuchen, ob die IFM-Produktion von CD8T Zellen bereits nach antigenspezifischer
Stimulation durch CD152 gehemmt wird, wurden didl-f Konzentrationen im Uberstand
von CD152" und CD152" CD8'" T Zell Kulturen nach primarer sowie auch nach seluer
Stimulation der T Zellen mittels eines ELISA-Test#geinander verglichenApbildung 9).
Naive (CD4#", CD62L"%" CD8' T Zellen aus CD15% und CD152° OT1-Mausen, welche

einen transgenen TZR mit einer Spezifitat fur daptid OVAs7.264 €Xprimieren, wurden

A 180
160 4 mmmw CD1527
140 - /1 CD152++

120 -
100 -
80 -

—

60 -
40 -

20 - I
D -I-—= "_]
1 2

primére Zeit [d] se_kunda_re
Stimulation Stimulation

IFN-y [ng/ml]

i/
y/d T T L T

|
3

Yo
[N
N
w
~

v

Abbildung 9: IFN-y Konzentration (Y-Achse) im Uberstand von CD152"* (grau) und CD152"
(schwarz) CD8" T Zell Kulturen nach primarer und sekundarer antigenspezifischer Stimulation tiber
der Zeit in Tagen (X-Achse). Tag 1 der sekundéaren Stimulation entspricht Tag 8 nach der priméaren.
Fehlerbalken  reprasentieren die Standardabweichung von jeweils 3  unabhangigen
Konzentrationsbestimmungen auf einer 96-well Mikrotiterplatte im ELISA-Test. Das gezeigte
Diagramm reprasentiert einen Versuch aus 4 unabhéngigen Experimenten mit vergleichbaren
Ergebnissen.
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hierfir antigenspezifisch mit 1 pg/ml OV¥é 264 Peptid im Verhéltnis 1:6 mit kongenen T-
Zell-depletierten APZ aus C57BIl/6 Mausen stimuli®ie sekundare Stimulation erfolgte an
Tag 8 nach Beginn der primaren. Dazu wurden allent@ellen durch einen Gradienten-
Zentrifugationsschritt abgetrennt und die tberleleanCD8 T Zellen mit frisch ex vivo
isolierten T-Zell-depletierten APZ und 1 ug/ml O\Reptid erneut antigenspezifisch
stimuliert. Zu allen analysierten Zeitpunkten, sbloeach priméarer als auch nach sekundarer
Stimulation, zeigten sich konsistent héhere N-Nonzentrationen in Uberstanden von
CD152 defizienten T Zell Kulturen verglichen mitndm in CD152 kompetenten Kulturen.
Die IFN-y Konzentrationen in Uberstanden von CD152 kompete@D8 T Zell Kulturen
erreichten wahrend der primaren Stimulation ein itaxn von 8 ng/ml an Tag 3 und sanken
danach wieder Abbildung 9, graue Balker). CD152 defiziente CD8T Zell Kulturen
erreichten dagegen einen Maximalwert von 42 ng/miTag 5 nach initialer Aktivierung
(Abbildung 9, schwarze Balker). An Tag 7 nach der sekundaren Stimulation erteith
CD152" CD8" T Zell Kulturen 83 ng/ml und CD182Kulturen 159 ng/ml Abbildung 9).

Die IFN-y Konzentration in den CD152 defizienten Kulturerrwa Vergleich zu den CD152
kompetenten Kulturen zu allen analysierten Zeitpenknindestens verdoppelt. Dies gab uns
den ersten Hinweis, dass CD152 die WIS$ekretion sowohl bereits nach priméarer als auch

nach sekundarer Stimulation hemmt.

Da CD152 auch die IL-2 Produktion in T Lymphozyteguliert und die Proliferation von
CD8" T Zellen von IL-2 abhangt (Krummel and Allison, 98 Walunas et al., 1996), musste
gepruft werden, ob eine IL-2 Zugabe die IFNRroduktion zusatzlich beeinflusst. Dazu
wurden mit 1 pg/ml OVA-Peptid stimulierte CDI52und CD152" CD8' T Zell Kulturen
entweder mit oder ohne 50 U/ml exogen hinzugefldte auf ihre IFNy Sekretion
untersucht. Weil CD8T Zellen fur eine Stimulation der Proliferation-BLerst kurz nach der
initialen Effektorphase bendtigen, erfolgte die Zig von IL-2 stets an Tag 3 nach primarer
Aktivierung. Der Vergleich der Experimente mit uotine IL-2 Zugabe zeigte, dass die
CD152 vermittelte Hemmung der IFNProduktion in CD8 T Zellen durch IL-2 nicht
beeinflusst wurde (Daten nicht dargestellt). Dadeloget, dass CD152 die IFNProduktion
von CD8 T Zellen wahrend der priméren und der sekundatenuftion unabhangig von
IL-2 hemmt.
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4.2 CD152 verringert den Anteil IFN- y produzierender CD8 * T

Zellen nach primérer in vitro Stimulation

Die nachgewiesenen héheren IFNconzentrationen im Uberstand von CD15Kulturen

hatten auf einer erhohten Anzahl von CO8Zellen oder auf einer hoheren IFNRroduktion

pro Zelle beruhen kénnen. Zuvor durchgefiihrte Asety in denen die Proliferation und die

Apoptose der CD8T Zellen untersucht worden waren, hatten jedocteige, dass die Zell-

Proliferation in beiden Kulturen identisch war (Bgmn et al., 2007). Da die erhdhten I1iyN-

Konzentrationen im Uberstand der CD15Rulturen nicht auf eine Zunahme der CDB-

Effektor-Zellen und nicht auf eine verstarkte Apmget zuriickzufihren waren, lag es nahe

anzunehmen, dass, verglichen mit CD13¢ulturen, der Prozentsatz solcher CDO&ellen,

die hohe Mengen IFN- produzierten, in CD15Z Kulturen geringer war. Um dies

experimentell zu prufen wurden intrazellulare IFNMengen auf Einzelzellebene
durchfluzytometrisch mittels FACS detektiert.
Tag 2 Tag 3
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Abbildung 10: CD152 hemmt die IFN-y Produktion in CD8" T Zellen. Intrazellulare IFN-j
Farbung in CD152" und CD152" CD8' T Zellen an Tag 2 und 3 nach priméarer
antigenspezifischer Stimulation in vitro. Prozente beziehen sich auf die IFN-yproduzierende CD8"
T-Zell-Population. Grau hinterlegte Zahlen beziehen sich auf das geometrische Mittel aller in den
Diagrammen dargestellten CD8" T Zellen. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis aus vier
unabhéngigen Versuchen.
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Naive TZR transgene CDT Zellen aus CD152 und CD152 OT1-Mausen wurden hierfiir
antigenspezifisch mit 1 pg/ml des OMA,s4 Peptids und kongenen APZ aus C57BI/6
Mausen stimuliert und die intrazellulare IFNRroduktion individueller Zellen an Tag 2 und
Tag 3 zytometrisch bestimmt. Die Datekbbildung 10) zeigen, dass CDS8T Zellen beider
Kulturen in der Lage sind, eine grol3e Zahl I¥¥NProduzenten hervorzubringen.
Interessanterweise zeigten CD15eD8 T Zellen jedoch konsistent verdoppelte Zellzahlen,
die groBe IFNy Mengen produzierten, verglichen mit CDI82CD8" T Zellen. Abbildung

10 zeigt, dass der Prozentsatz IfNroduzierender CD182CD8" T Zellen an Tag 2 57%
und an Tag 3 30,4% betrug. CD182CD8" T Zellen generierten dagegen lediglich 38,9%
IFN-y Produzenten an Tag 2 und 18,1% an Tag 3. Auchvdegleich des geometrischen
Mittels aller CD8 T Zellen in den Diagrammen bestéatigt die starkteigerte IFNy
Produktion der CD152 defizienten T Zellen. So bgtdas geometrische Mittel der IRN-
Farbung von CD152CD8" T Zellen 137,3 an Tag 2 und 39,5 an Tag 3 im Gsgferzu 59,1
an Tag 2 und 26,8 an Tag 3 in der CD152D8" T Zell Population. Das bedeutet, dass die
erhohten IFNy Konzentrationen in Uberstanden von CO8Zell Kulturen, bei denen CD152
genetisch inaktiviert war, nicht auf eine grol3era@za&hl sondern auf einen grol3eren
Prozentsatz von IFN-produzierenden CDO8T Zellen zuriickzufiihren war. Die Kontroll-
Farbung, bei der die Bindungstellen des Fluoredadnztoff-konjugierten Antikérpers durch
Uberschusszugabe eines unkonjugierten Antikdrpeits darselben Spezifitat blockiert
wurden, zeigt zudem, dass der verwendete antiyiAdtikorper selektiv an die Epitope des
IFN-y gebunden hatte und somit einen prazisen Nachwesesl Zytokins ermdglichte
(Abbildung 10, obere Reihg.

4.2.1 Serologische CD152-Blockade erhoht die Anzahl  IFN-y
produzierender CD8 * T Zellen

In den bisher dargestellten Versuchen wurden diehd@D152 vermittelten Effekte auf
CD8" T Zellen durch den Vergleich von 2 Maus-Inzuchtien, bei denen CD152 genetisch
aktiv oder inaktiviert war (CD15Z vs. CD152), untersucht. Zum Unterschied davon
ermoglicht eine antagonistische serologische Bldekeon CD152 durch Fab-Fragmente die
Untersuchung von CD8T Zellen aus ein und demselben Tier. Um auRerdenerzustellen,
dass die beobachteten Effekte nicht nur charaksais fir die bestimmte Affinitat des

transgenen TZR fur das OVé&.264Peptid (OT1) sind, wurde die serologische Blockaole
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CD152 zusatzlich mit einer weiteren, fur das PepB&33, antigenspezifischen TZR-
transgenen Mauslinie (P14) durchgefih#blildung 11A & 10B). Die Spezifitdt der

serologischen CD152 Blockade wurde kontrolliertdeim identisch stimulierte T Zell-

Kulturen, statt mit CD152 blockierenden mit Isofiypb-Fragmenten behandelt wurden
(Abbildung 11A graue Balken & 10B obere Diagrammg

Naive CD8 T Zellen aus den TZR transgenen Mauslinien @Qfid P14 wurden jeweils
antigenspezifisch mit 1 pg/ml O\b4y-264 Peptid, bzw. 0,1 ug/ml GP33 Peptid, und kongenen
APZ stimuliert. An den Tagen 1, 2 und 3 nach Begdilen antigenspezifischen Stimulation
wurde im Uberstand der CDS8T Zell Kulturen von OT1 und P14 Ma&usen die IFN-
Konzentration mittels ELISA bestimmt. Die Ergebeisgeigen, dass die Kulturen beider
transgener Mauslinien nach CD152 Blockade deuthehr IFNy produzieren verglichen mit
identisch stimulierten Zellkulturen, bei denen CR1bicht blockiert wurde Abbildung
11A). Die IFNy Konzentration stieg im Uberstand von TZR-transge@¥/A;s7.064 Peptid-
spezifischen OT1 Kulturen, bei denen CD152 blo¢kiarden war, von 5 ng/ml an Tag 1 auf
ein Maximalwert von 35 ng/ml Tag 3 an. OT1-Kulturdrei denen CD152 nicht blockiert
worden war, erreichten eine Konzentration von lechigl9 ng/ml an Tag 3 und sezernierten
damit etwa nur die Halfte an IFN-(Abbildung 11A, oberes Diagramn). Die IFN+y
Konzentrationen in den Uberstanden der TZR-trarmgye®P33-Peptid spezifischen P14-
Kulturen waren insgesamt etwas hoher als in depe®d1 Kulturen, wobei der Unterschied
zwischen den CD152 blockierten und nicht blockiereehalten blieb. In P14 Kulturen, bei
denen CD152 serologisch mittels antagonistischémMAfagmenten blockiert wurde, stieg die
IFN-y Konzentration von 8 ng/ml an Tag 1 auf 52 ng/mITag 3, im Gegensatz zu Isotyp-
behandelten Kulturen, in denen ein Anstieg auf @énhan Tag 3 erfolgteAbbildung 11A,
unteres Diagramm). Das bedeutet, dass CD8 Zellen mit verschiedenen voneinander
unabhangigen Antigenspezifitditen (OMAzss und GP33-Peptid) doppelte Mengen IFN-

sezernieren, wenn CD152 serologisch blockiert wird.

Auch die durchflusszytometrische Analyse der NrKonzentrationen auf Einzelzellebene
mittels intrazellularer Farbung bestétigte die Zwma der IFNY"" Produzenten durch
serologische Blockade, die auch bei der genetiscimaktivierung beobachtet wurde
(Abbildung 11B). Der Prozentsatz von IFiX- Produzenten in OVAg7.s4 Peptid
antigenspezifischen Kontroll-Kulturen betrug 26,2% Tag 1, 26,6% an Tag 2 und 1,8% an

Tag 3 im Vergleich zu 32,7%, 36,9% und 5,3% in dien Kulturen, bei denen jedoch
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CD152 durch Zugabe von Fab-Fragmenten serologistdganisiert war Abbildung 11B,
obere Diagrammeg. Die Zunahme der IFN- Produzenten in der Population CD152
blockierter CD8 OT1 Lymphozyten spiegelte sich auch in dem Anstleg geometrischen
Mittels dieser Zellkulturen wider. Im Gegensatzigotyp-Fab behandelten OT1 Kulturen, die
einen maximalen Wert von 15,2 an Tag 1l erreich&tigg das geometrische Mittel der
Kulturen bei denen CD152 serologisch blockiert veuauf 19,3 Abbildung 11B, obere
Diagramme). Der Prozentsatz von IFiN-Produzenten in TZR transgenen GP33-Peptid
spezifischen Isotyp-Kontroll-Kulturen betrug 19,G¥% Tag 1, 19,4% an Tag 2 und 4,7% an
Tag 3 im Vergleich zu 31,2%, 39,1% und 11,9% intldn, bei denen CD152 antagonisiert
war (Abbildung 11B, untere Diagramme). Das geometrische Mittel erhoéhte sich von 14,2
an Tag 1 in Isotyp-behandelten Kulturen auf 25,&Kutturen, bei denen CD152 serologisch
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40 1 15,2 1 9,3 1 4,2
. ] kontroll
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Abbildung 11: Serologische CD152-Blockade erhéht die IFN-y Produktion in CD8" T Zellen
unabhangig von der Spezifitit des TZR. Naive CD8" T Zellen aus TZR-antigenspezifischen OT-
(obere Diagramme), bzw. P14-(untere Diagramme) Mausen wurden entweder mit 1 pg/ml OVAs;.
264 0der 0,1 pg/ml GP33 Peptid und APZ antigenspezifisch stimuliert. Die Kulturen wurden mit
CD152-spezifischen- und Kontroll-Fab-Fragmenten angesetzt. A) Die IFN-y Konzentration in den
Uberstanden der Zellkulturen wurde an den ersten drei Tagen nach initialer Aktivierung mittels
ELISA bestimmt. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung von jeweils 3 identischen
Wiederholungen auf einer 96-well Mikrotiterplatte im ELISA-Test. B) Die intrazellularen IFN-y
Konzentrationen in CD8" T Zellen derselben Kulturen wurde zu den gleichen Zeitpunkten
auBerdem mittels DurchfluBzytometrie ermittelt. Prozente beziehen sich auf die CD8" T Zell
Population, die hohe Mengen an IFN-y produzieren. Die grau hinterlegten Zahlen bedeuten das
geometrische Mittel der Prozentsatze aller CD8" T Zellen. Ein reprasentatives Ergebnis dreier
unabhangiger Versuche ist dargestellt.
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blockiert wurde Abbildung 11B, obere Diagrammg. Diese Daten zeigen, dass durch die
serologische Blockade von CD152 mittels spezifisdmagonistischer Fab-Fragmente der
Prozentsatz von IFN-Produzenten in CO8T-Zell-Populationen mit 2 unabhéngigen TZR-

Affinitaten und -Spezifitaten stark zunimmit.

4.2.2 Die hemmende Wirkung von CD152 auf die IFN- y Produktion von
CD8" T Zellen ist Zell-intrinsisch

Um herauszufinden, ob die durch CD152 Signale wette Hemmung der IFN-Produktion
wahrend priméarer Aktivierung von CDF Zellen kein indirekter Effekt ist, der durch amd
Zelltypen oder das Zytokinmilieu in der Zellkultverursacht wird, wurden CD152 und
CD152" CD8" T Zellen simultan in Ko-Kulturen stimuliert. Filiede Versuche wurden naive
TZR-spezifische CDBT Zellen entweder aus CD1%2oder aus CD152Mausen mit dem
Zytoplasmamembran-permeablen fluoreszierendenatledifoff CFSE angefarbt und darauf
folgend zusammen mit ihrem ungefarbten Pendanteirsetben Kultur antigenspezifisch
stimuliert. Um aulRerdem eventuelle Effekte der CiFaEbung auf den Zellmetabolismus
auszuschlieBen, wurde die intrazellulare NNProduktion anschlielBend lediglich in den
CFSE-negativen CO8T Zellen untersucht. Zuséatzlich wurde das Expeniméce versa
durchgefuhrt, wobei entweder die CD182oder die CD152 CD8" T Zellen mit CFSE

gefarbt wurden.

Durch diesen experimentellen Ansatz war es mogkehl152-kompetente und -defiziente
CD8" T Zellen in derselben Kultur anhand der CFSE-Fagbau unterscheiden. An den
Tagen 1 bis 3 nach priméarer Stimulation wurde dwraeellulare IFNy Produktion
individueller CD8 T Zellen dann durchfluRzytometrisch bestimmt. WieAbbildung 12
gezeigt ist, beeinflusst das Ko-Kultivieren von GR1" und CD152 CD8" T Zellen nicht
die CD152 vermittelte Hemmung der IRNsroduzierenden CDST Zellen. Im Gegensatz zu
CD152" CD8" T Zellen, die an Tag2 51,8% und an Tag 3 31,6%-\fpositive Zellen
generierten, produzierten CDI52T Zellen nur einen Prozentsatz von 37,2% an Tagd®
21,1% an Tag 3 der CD152FN-y positiver Zellen Abbildung 12). Auch das geometrische
Mittel der IFNy Farbung war mit 267,5 und 106,2 in CD152 defiz#zan€D8 T Zellen an
Tag 1 und 2 im Vergleich zu 176,4 und 73,5 in CDkBthpetenten CD8T Zellen deutlich
erhoht @Abbildung 12). Das bedeutet, dass der Einfluss von CD152 aef Kifektor-
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Differenzierung individueller CD8T Lymphozyten direkt ist und nicht Giber anderdtgpen

oder Zytokine vermittelt wird.

Tag 2 Tag 3
CD152** CD152" CD152+* CD152+

42,1 52,4 19,7 26,2

CFSE

176,4 267,5 73,5 106,2

372% |3 51,8% ] 21,1% |3 31,6%

IFN-y

Abbildung 12: Die CD152 vermittelte Hemmung der IFN-y Produktion von CD8" T Zellen ist
unabhéngig von dem Zytokinmilieu in der Kultur. Ko-Kultur-Versuche: Naive OVAjs7.264
spezifische CD8" T Zellen aus CD152™* und CD152" OT1 Mausen wurden wie in Material und
Methoden beschrieben zusammen antigenspezifisch primér stimuliert. Entweder die cD152""
oder CD152" CD8" T Zellen wurden zuvor mit CFSE gefarbt. Um eventuelle Einflisse der CFSE-
Farbung auf den Zellmetabolismus auszuschlieBen, wurde lediglich die CFSE negative
Population analysiert (CFSE positive Zellen sind nicht gezeigt). Um vergleichbare Ergebnisse zu
erzielen wurde dieses Experiment stattdessen vice versa durchgefiihrt, wobei entweder die
CD152"" oder CD152" CD8" T Zellen mit CFSE angefarbt wurden. Intrazellulares IFN-y in
CcD152™ und CD152" wurde durchfluBzytometrisch an Tag 2 und Tag 3 detektiert. Prozente
beziehen sich auf CFSE negative CD8" T Lymphozyten. Vor der Fixierung der Zellen wurden die
Kulturen 4 h lang mit PMA, lonomycin und Brefeldin-A inkubiert. Grau hinterlegte Zahlen zeigen
das geometrische Mittel der IFN-y Farbung. Block-Kontroll-Farbungen wurden durch das
Hinzufiigen eines unkonjugierten Antikrpers der gleichen Spezifitat in 100-fachem Uberschuss
vor der eigentlichen Farbung mit dem konjugierten Antikérper durchgefiihrt. Ein reprasentatives
Ergebnis zweier unabhangiger Versuche ist gezeigt.

0% 3 0% 3 01% |1 0,1% Kontrolle
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4.3 Nach Restimulation ist die Effektor-Zytokin Pro  duktion von

CD152" CD8" T Zellen stark beschleunigt

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, inwigv@D152 Einfluss auf die Schnelligkeit
der Immunantwort individueller CD8T Zellen nach Beginn ihrer Restimulation nimmt.

Hierfiir wurden naive CD8T Zellen aus CD15% und CD152" Mausen mit transgenen
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Abbildung 13: CD152 hemmt die Schnelligkeit der IFN-y Produktion in CD8" T Zellen nach
antigenspezifischer Restimulation. An Tag 8 nach initialer Aktivierung wurden die Uberlebenden
CD8" T Zellen mit frischem Medium, APZ und OVA-Peptid wie in Material und Methoden
beschrieben antigenspezifisch restimuliert. Intrazellulares IFN-y wurde wahrend der ersten 24 h der
sekundaren Stimulation mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Fir eine (bersichtlichere
Datenanalyse wurden die gesamten CD8" T Zell Populationen in 6 Regionen unterteilt (0-5). Die
korrespondierenden Balken Diagramme illustrieren die relative Zellfrequenz der CD152"* oder
CD152" CD8" T Zellen in den entsprechenden Regionen nach der Starke ihres IFN-y Signals. Ein
reprasentatives Ergebnis zweier unabhangiger Versuche ist dargestellt.



Ergebnisse 45

OVA 57064 Peptid spezifischen TZR mit 1 pg/ml des Peptid¥\gs7.26,und kongenen APZ
stimuliert. An Tag 8 wurden die CD& Zellen wie in Material und Methoden beschrieben
antigenspezifisch restimuliert. Darauf folgend waurdie intrazellulare IFN- Produktion
individueller CD8 Zellen von 0 h bis 24 h mittels FACS verfolgt. Dig¢razellulare Analyse
der IFNy Produktion in CD8 T Zellen in den ersten Stunden nach antigensgehiir
Restimulation offenbarte, dass die durch CD152 itezlte Signalgebung die Induktion der
IFN-y Produktion deutlich verzdgert. Zudem ist auch dieigung der T Zellen, eine
Population IFNy produzierender Lymphozyten zu generieren, deutiédhuziert, verglichen
mit CD152 defizienten CD8 T Zellen @bbildung 13). Durch die Unterteilung der
Punktdiagramme aller CD8T Zellen in 6 durchnummerierte Regionen (0-5) kenn
Teilpopulationen von CD8T Zellen mit einer bestimmten Fluoreszenzstarke I&&\-y
Farbung zusammengefasst und dadurch besser vemliskerden Abbildung 13). Als
eindrucksvolles Beispiel sei hier die IRNFarbung 8 h nach Restimulation aufgefuhrt. Zu
diesem Zeitpunkt befanden sich schon ca. 3mal n(@h#s) der CD152 CD8 T
Lymphozyten in der Region4 verglichen mit ledigli®,6% der CD152" CD8 T
Lymphozyten. Diese Ergebnisse demonstrieren, da3i5Z speziell die frihe IFN-
Produktion und deren Induktion in CD8 Lymphozyten nach wiederholtem Antigenkontakt

hemmt.

Um auszuschlieBen, dass CDY52ind CD15Z CD8' T Zellen sich vor und wéhrend der
sekundéaren Immunantwort eventuell in einem unteesitiichen Differenzierungszustand

befanden, wurde auch die Expression typischer @Globkin-Aktivierungsmarker

CD44 CD62L CD25 CD122 CD127

CD152**

il

A
Oh CD152

24 h

Zellzahl

Abbildung 14: Der Aktivierungszustand stimulierter und unstimulierter CD152—kompetenter und
—defizienter CD8" T Zellen war vergleichbar. Gezeigt ist die durchfluRzytometrische Analyse der
angegebenen Oberflachen-Aktivierungsmarker auf cb152™ (grau schattiert) und CcD152"
(transparent) CD8" T Zellen 0 h und 24 h nach antigenspezifischer Restimulation an Tag 8. Ein
reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen ist gezeigt.
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durchfluBzytometrisch vergleichend bestimmt. Wie dirgebnisse offenbarten, war die
Expression der Aktivierungsmarker CD44, CD62L, CPZ122 und CD127 zwischen
CD15Z2™ und CD15Z CD8 T Zellen vor (0 h) und nach (24 h) Beginn der sekiren
Immunantwort vergleichbarApbildung 14). Diese Ergebnisse belegen, dass sich TZR
transgene CD152 wie auch CD152 CD8 T Zellen in diesem Zeitraum, zumindest

phanotypisch, in einem analogen Differenzierungssta befanden.

4.4 Primare in vivo Stimulation bestétigt die invi  tro beobachtete
CD152 vermittelte Hemmung der CD8 * Effektorpopulation

Um aufzuklaren, ob restimulierte CD152 defizien®8C T Zellen auch dann verstarkt IFN-
produzieren, wenn sie in vivo anstatt in vitro pmstimuliert worden waren, wurde die
IFN-y Produktion von CD8 T Zellen untersucht, die zugore primare Stimulation in vivo
erfahren hatten. 1xfOnaiv sortierte (CD4%", cD62L""), CD152" und CD15Z
OVA 257264 SpezifischeOT1-CD8 T Zellen wurden dafir i.v. in kongene CD45.1 Mause
injiziert, die 24 h spater mit anti-DEC-OVA und a@D40 Antikdrpern immunisiert wurden
(siehe Material und Methoden). Durch Einsatz dielsemunisierungsmethode wird das
Antigen den T Zellen gezielt auf maturierten DZ gmmdtiert, was in einer starken
Immunantwort der CD8 T Zellen resultiert (Bonifaz et al., 2004). Um dintstehung
toleranter T Zellen durch Antigenprasentation vaohth maturierten DZs zu vermeiden,
wurden gleichzeitig anti-CD40-Antikorper verabrédiclvelche eine Aktivierung und Reifung
der endogenen DZ sicherstellen. 8 Tage spater wurdie Milzen und peripheren
Lymphknoten der jeweiligen Empfangertiere ex viwreainigt und 16 h lang dem Antigen
OVA57.264b€i einer Konzentration von 1 pg/ml in einer inr@iKultur ausgesetzt. Wie in
Abbildung 15 dargestellt ist, generierten CD& Zellen aus CD152 Mausen eine groRere
Anzahl an IFNy und Granzym-B Produzenten verglichen mit solchen@D152™* Mausen.
Unter diesen Bedingungen produzierten 86,7% der 52D1CD8 T Zellen IFNy, im
Vergleich zu weniger als der Halfte (36,2%) der GPT CD8 T Zellen @bbildung 15).
Dies spiegelte sich auch im geometrischen Mittetelf Farbungen wider, das bei den CD152
defizienten Lymphozyten 71,8 und bei den CD152 ketepten 16,8 betrughbbildung 15).
Ebenso lag die Anzahl der Granzym-B Produzenterbthi2% der CD152 CD8" T Zellen
deutlich Gber dem Wert fir CD152 exprimierende Tiete(29,7%). Das geometrische Mittel
der Granzym-B Farbung bestatigte dieses Ergebmisleetig (34,1 CD152 zu 13,7
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CD152"™). Unstimulierte Kontrollen zeigten eine vernachlgbare IFNy und Granzym-B
Hintergrundfarbung von 0,2%-0,6% und demonstrietienSpezifitat der Farbungen. Mause
die anstatt einer Immunisierung mit dem Antigenidkch PBS erhielten, wurden als
Spezifitatskontrolle fiir die Detektion der adoptiansferierten Zellen verwendeél{bildung

15, obere Reihe, kein Transfe). Der spezifische Nachweis von IRNund Granzym-B
wurde durch nicht restimulierte vereinigte CDI52ind CD152 TZR transgene CD8T

CD8*
A
kein Transfer [ CD8*/ CDA45.2+
| “,
] i
1A 0,2% /\ 0,6%
H . b Y 1 / \
unstimuliert ) S 5.6 1 7.9
| e e 1 rf‘ I\ B "".‘ |
/ L — \
f‘"\m A 36,2% 29,7%
++ f I\ o \ \'"\-’FHH\
CD152 / \/ \ 16,8 I 13.7
7'\#4'1 L\ H’H : I‘H\
_ M 86,7% A\, 54,2%
-I- < A [
CD152 ; c=,§‘ | / 718 Iy aan
()] / “I‘ \'w
& ] , N L / \
CD45.2 - IFN-y Granzym-B

Abbildung 15: Primare Stimulation in vivo beeinflusst nicht den hemmenden Effekt von CD152 auf
die Effektormolekiil-Produktion in CD8" T Zellen. Naive OVA-spezifische CD8" T Zellen aus
CD152"" und CD152" Mausen wurden i.v. in kongene CD45.1 Empfangertiere injiziert. 24 h spater
wurden die M&use i.p. mit anti-DEC-OVA und anti-CD40 Antikdrpern immunisiert. An Tag 9 wurden
die Tiere getdtet, Milz und periphere Lymphknoten vereinigt und in vitro mit OVAys7.064 Wie in
Material und Methoden beschrieben restimuliert. 16 h nach Beginn der Restimulation wurde in den
Kulturen intrazellulares IFN-y und Granzym-B angefarbt. Punktdiagramme auf der linken Seite
zeigen IFN-y expression (Y-Achse) der tranferierten CD45.2° CD8" T Zellen (X-Achse). Als
Spezifitatskontrolle der IFN-yund Granzym-B Farbungen wurden Zellen aus CD152"* und CD152™"
transferierten Mausen verwendet. Diese Zellen blieben wahrend der in vitro Kultivierung
unstimuliert. Als Spezifititskontrolle des CD45.2 Antikérpers wurden Méause verwendet, die kein
Zelltransfer erhielten. Histogramme auf der rechten Seite zeigen IFN-yund Granzym-B-Expression
(X-Achse) der in den Punktdiagrammen spezifizierten CD8" / CD45.2" T Zell Populationen.
Prozente beziehen sich auf die IFN-y und Granzym-B positiven Populationen, grau hinterlegte
Zahlen auf das geometrische Mittel aller in den Histogrammen dargestellten CD8" / CD45.2" T
Zellen,
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Zellen sichergestelltAbbildung 15, zweite Reihe, unstimulier). Diese Daten bestatigen die
Ergebnisse der Versuche, bei denen die TD&ellen in vitro primar stimuliert worden
waren, und demonstrieren, dass die Effektor-Mokfkididuktion von CD8 T Zellen durch

CD152 auch unter einer physiologischen in vivo &ittn gehemmt wird.

4.5 CD152 reguliert die Zytotoxizitat individueller CD8" T Zellen

in vivo
Um zu untersuchen, ob die Fahigkeit von COBZellen, Zielzellen antigenspezifisch zu
lysieren, durch CD152 Signale gehemmt wird, kam iainvivo Zytotoxizitats-Test zum
Einsatz, der in Kombination mit der Farbung O¥Ave. antigenspezifischer CDST Zellen
mittels MHC-1 restringierter Tetramere eine relatphysiologische Untersuchung der
Zytotoxizitat individueller CD8 T Zellen in vivo erméglicht (Hernandez et al., 2DODie
verwendeten Tetramere bestehen aus vier miteinarsdleunden MHC-I Molekulen, die alle
das OVAs7064 Peptid prasentieren. Weil dieser Molekilkomplex edBm mit
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert ist, kann mitfélidieser Methode ein selektiver Nachweis
der fir dieses Antigen-spezifischen CDB8Zellen erfolgen.

Jeweils 1x10 naiv sortierte OVAs;.264 Spezifische TZR-transgene CD& Zellen aus
CD152™ und CD15Z2 OT1 Mausen wurden i.v. in kongene C57Bl/6 Empfitige
injiziert, welche 24 h spater i.p. mit anti-DEC-OM#d anti-CD40 immunisiert wurden. 9
Tage spater wurde der in vivo Zytotoxizitats-Testers i.v. Injektion eines CFSE gefarbten
Zielzellgemischs durchgefiihrt (siehe Material unétivbden). 3 h nach der Injektion des
Zielzellgemischs wurden die Mause getétet, die Mild die axillaren sowie inguinalen
Lymphknoten vereinigt und die spezifische Lyse @fstt der durchflu3zytometrischen
Analyse der Zellfrequenzen von antigenbeladenerSEE) relativ zu antigenunbeladenen
(CFSEO"") Zellen quantifiziert. Empfangertiere, die CD15Hidiente CD8 T Zellen erhalten
hatten, zeigten reproduzierbar eine verdoppeltg@mpezifische Zytotoxizitat verglichen
mit Tieren, die CD152 kompetente CDB Zellen erhalten hatterAbbildung 16A, obere
Reihe). Als Kontrolle fur die Antigenspezifitdt der Zytxizitat in vivo wurde auch die Lyse
in  Méausen bestimmt, die anstatt antigenspezifis@&l CD8 Effektor-Zellen lediglich
PBS injiziert bekamen. Diese Mause zeigten keinssivere Lyse der CF&® Fraktion
(Abbildung 16A, oben links). Die mittlere spezifische Lyse in Mausen (n=8¢ 6D152"
Zellen erhalten hatten, war signifikant (p=0,001igdriger (19%) verglichen mit 41% in
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Tieren, die CD152 Zellen injiziert bekommen hatteAl§bildung 16B). Um sicherzustellen,
dass vergleichbare Prozentsatze von Effektor-Zeflelen Empfangertieren vorhanden waren
und die Unterschiede der spezifischen Lyse niclitdae Haufigkeit der Effektor-Zellen
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Abbildung 16: CD152 hemmt die Zytotoxizitat individueller CD8" T Zellen in vivo. Naive OVAzs7.564
antigenspezifische CD152"* und CD152" CD8" T Zellen wurden i.v. in kongene C57BI/6 Mause
injiziert. 24 h spater wurden die Mause i.p. mit anti-DEC-OVA und anti-CD40 Antikdrpern
immunisiert. An Tag 9 wurde den Empfangertieren ein Gemisch aus CFSE gefarbten Zielzellen i.v.
injiziert, wie in Material und Methoden beschrieben. 3 h nach der Injektion des Zielzellgemischs
wurden die Tiere getdtet, die Milz und die axillaren sowie inguinalen Lymphknoten wurden
vereinigt und der Prozentsatz der CFSE" Zielzellen und die Anzahl der antigenspezifischen CD8" T
Zellen wurde durchfluRzytometrisch bestimmt. A) Die oberen Histogramme reprasentieren die
Verteilung des CFSE-gefarbten Zielzellgemischs in Mausen, die entweder CD152" oder CD152™"
CD8" T Zellen injiziert bekommen haben. Die korrespondierenden unteren Punktdiagramme
reprasentieren Tetramer-Farbungen aller CD8" T Zellen, die aus den jeweiligen M&usen isoliert
wurden. Prozente beziehen sich auf CD8" OVAs7.06:" T Zellen, bezogen auf die gesamte CD8" T-
Zell-Population. B) Die Ergebnisse aller untersuchten Tiere sind dargestellt. Die statistische
Analyse wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt (n=8). [n.s. = nicht signifikant]
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zuriickzufiihren war, wurden die OV#,ss Peptid spezifischen CDS8T Zellen mittels
MHC-I restringierter Tetramere angefarBbpildung 16A, untere Reihg. Die Prozentsatze
der OVAss7.264Peptid antigenspezifischen CDBffektor-Zellen waren mit 4,8% vergleichbar
in beiden GruppenAbbildung 16B, rechte Seit¢. Diese neuen Ergebnisse verdeutlichen,
dass die frihe Zytotoxizitat von CDS8I Zellen fast 2-fach verstarkt ist, wenn CD152
ausgeschaltet ist, und zwar nicht durch eine ge&Barahl an Effektor-Zellen, sondern durch
Verstarkung der individuellen Zytotoxizitat der CDB Zellen.

4.6 Effekte von CD152 auf die Bildung von CD8
T-Gedachtniszellen

Um zu untersuchen, ob CD152 Einfluss auf die CO8Zell-Gedachtnisbildung nimmt,
wurden naiv sortierte OVA7.64 spezifische CD8 T Zellen aus CD15% und CD152
Mausen i.v. in kongene CD45.1 Empfangertiere iajiziwelche 24 h spater mit anti-DEC-
OVA und anti-CD40 immunisiert wurden (siehe Matetdad Methoden). An Tag 80 nach
der Immunisierung wurden bestimmte lymphatischdZMiymphknoten, Knochenmark) und
nicht lymphatische Organe (Lunge) isoliert und exder auf die Expression typischer
Gedachtnismarker analysiert, oder aber ex vivoganspezifisch mit 1 pg/ml OVA7-264
Peptid restimuliert (siehe Material und Methodef)satzlich wurde fur eine funktionelle
Charakterisierung ein 8 h dauernder in vivo Zytotéts-Test durchgefihrt. Adoptiv
transferierte OVAs7.2ssspezifische CD152" und CD152 CD8" T Zellen zeigten nach 80
Tagen beide eine vergleichbare Oberflachenexpresder Aktivierungsmarker CD62L,
CD44 und CD122 in den peripheren Lymphknoten, deitz,Mder Lunge und im
Knochenmark Abbildung 17). Der Prozensatz der CD8ymphozyten, die CD62L auf der
Oberflache exprimierten, sank von Lymphknoten (98®152" zu 94% CD152) (iber
Knochenmark (81% CD152 zu 76% CD152), Milz (65% CD152"" zu 66% CD152) und
Lunge (36% CD15%" zu 35% CD152) ab @bbildung 17A). Die Expression von CD44 lag
in allen analysierten Organen bei nahezu 108%bi{dung 17A). Die Analyse der CD122
Expression, obgleich mit Schwankungen der Wertbweden, ergab lediglich einen Trend zu
hoheren Zellfrequenzen CD122 positiver CDI52D8" T Zellen im Vergleich zu CD152

T Zellen @Abbildung 17B). Dessen ungeachtet weisen die durchgeflihrtenZedinig-vivo-
Versuche eine grofe Normalabweichung der Ergebaiskeso dass sich keine Unterschiede
in der Expression typischer Aktivierungsmarker meeisen lieRen. Das konnte bedeuten,
dass diese Expressionen eher indirekt vermitteitiere
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Der Vergleich der Effektor-Funktionen adoptiv trieterter CD152* und CD152 CD8' T
Zellen nach der ex vivo Restimulation nach 80 Tagenl pg/ml OVAs7.264 Peptid deutet
auf eine zwar nicht signifikante, aber dennoch kdrle Hemmung der IFN- Produktion
durch CD152 hin. CD152 defiziente CD& Zellen bilden in den Lympknoten (13%
CD152" zu 22% CD152), der Milz (65% CD152" zu 78% CD152) und in der Lunge
(11% CD152" zu 20% CD152) groRere Zellpopulationen von IFNProduzenten aus
(Abbildung 18A).

Lymphknoten Knochenmark Milz Lunge

A 4 {o% 98% | 0% 81% |1 0% 65% |]0.% 36%
CD152** | | 7
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Abbildung 17: CD152 hat keinen eindeutigen Einfluss auf die Expression typischer
aktivierungsinduzierter Oberflichenmolekiile von CD8" T-Gedé&chtnis-Zellen in vivo. Naive
OVA-spezifische CD152"* und CD152" CD8' T Zellen (CD45.1/CD45.2") wurden i.v. in
kongene CD45.1"/CD45.2" Mause injiziert. 24 h spéater wurden die Mause i.p. mit anti-DEC-
OVA und anti-CD40 Antikérpern immunisiert. An Tag 80 wurden die Empféngertiere geopfert,
Milzen, periphere Lymphknoten, Knochenmark und Lungen wurden isoliert und die
transferierten CD45.2° CD8" T Zellen wurden durchfluRzytometrisch auf die Oberflachen-
expression spezifischer aktivierungsinduzierter Molekiile analysiert. A) Gezeigt sind CD45.2"
CD8" T Zellen die mit konjugierten Antikérpern gegen CD62L und CD44 geféarbt wurden. B)
CD45.2" CD8" T Zellen wurden mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérpern gegen
CD62L und CD122 gefarbt. Prozente beziehen sich auf die Zellhaufigkeiten in den jeweiligen
Quadranten, bezogen auf alle CD8" T Zellen. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis dreier
unabhangiger Versuche.
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Der nach Restimulation des Knochenmarks gemessenzemsatz IFN¢ positiver CD8 T
Zellen lag mit 48% in CD15Z und CD152 auf vergleichbarem Niveau. Der funktionelle
Nachweis von Effektor-Funktionen der transferiertétellen mittels des in vivo-
Zytotoxizitats-Tests zeigt, dass sowohl CD152-komape als auch -defiziente CDS
Zellen in der Lage sind, wahrend der 8 h Inkubatzeit die Zielzellen effektiv zu lysieren
(Abbildung 18B). Dabei war keine bemerkenswerte Hemmung der ayigthen Aktivitat
von CD8 T Zellen durch CD152 nachweisbar: die selektivesdyder antigenbeladenen
CFSE"" Zielzellen betrug 14,3% fiir CD152 im Vergleich zu 13,5% fiir CD182CD8'-

A Lymphknoten Knochenmark Milz Lunge
A
CD152*" | | 13% 1 48% 1 65% | 11%
N
0
<
a
@)
CD1527 | 22% 1 78% E 20%
IFN-y i
B PBS CD152*+ CD152
A 1
] 49,1% 14,3% | 13,5%
=11 ]
< ]
N ]
o) 1
N ] ]
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Abbildung 18: CD152 hemmt die Entwicklung der Effektor-Funktionen von CD8" T-Gedéchtnis-
Zellen in vivo. Naive OVA-spezifische CD152™* und CD152" CD8" T Zellen (CD45.2") wurden i.v.
in kongene CD45.1" Mé&use injiziert. 24 h spater wurden die Méause i.p. mit anti-DEC-OVA und anti-
CD40 Antikoérpern immunisiert. A) 80 Tage spater wurden die Empfangertiere getdtet und die
Milzen, periphere Lymphknoten, Knochenmark und Lungen isoliert und ex vivo mit OVAus7.064
Peptid fir 16 h restimuliert. CD45.2° CD8" T Zellen wurden durchfluRzytometrisch auf die
intrazellulare Expression von IFN-y analysiert. Prozente beziehen sich auf die Zellhaufigkeiten in
den jeweiligen Quadranten, bezogen auf alle Zellen. B) Ebenfalls nach 80 Tagen wurde durch i.v.
Injektion eines CFSE gefarbten Zielzellgemischs in identisch behandelten Mausen ein 8 h in vivo
Zytotoxizitats-Test durchgefuhrt (siehe Material und Methoden). Die Histogramme zeigen alle
CFSE gefarbten Zellen, wobei sich die Prozente auf die antigenbeladene CFSE""
Zielzellpopulation beziehen. Gezeigt sind reprasentative Ergebnisse aus zwei unabhangigen
Versuchen.
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T-Zellen. Tiere, die statt CD8Effektor-Zellen PBS injiziert bekamen, zeigten reei
spezifische Lyse der Zielzellen (49,1%), was digidenspezifitat des in vivo Zytotoxizitats-
Tests belegtAbbildung 18B). Allerdings lag, durch die lange Inkubationsaen 8 h, die
Analyse der Zytotoxizitdt bei diesen Experimentar3erhalb des Zeitfensters bei dem
Unterschiede der Zelllyse zwischen CDY52ndCD152"-CD8"-T-Zellen erkennbar sind.

Zusammengenommen zeigen die durchgeflihrten LangzeiNo-Versuche mit adoptiv
transferierten CDBT Zellen aus OVAs7.ossSpezifischen CD152 und CD152° Mausen
keinen eindeutigen durch CD152 vermittelten Effekif die CD8 T-Gedachtniszell-
Entwicklung. Beide Zelltypen waren in der Lage hsic charakteristische T-Gedéachtniszellen
zu entwickeln und effektiv Zielzellen zu lysiereAbpildung 17) (Abbildung 18). Diese
Ergebnisse zeigen, dass, zumindest in dieser kvendeten Versuchsanordnung, CD152
die Gedachtniszellbildung von CD§ Zellen entweder nicht verhindert oder jedenfaltsht

signifikant beeinflusst.

4.7 Die ERK Phosphorylierung in CD8 * T Zellen wird durch CD152

gehemmt

Die Regulation der Effektor-Funktionen in T Zellést zu einem grol3en Teil von dem
Aktivierungszustand von Mitgliedern der mitogensaiditen Proteinkinase (MAPK)-Familie
abhangig (Rincon et al., 2000). Deshalb wurde imgeZzdieser Arbeit die Phosphorylierung
der MAPK-assoziierten Kinase ERK (engl.: extradalisignal-regulated kinase) in CD152-
kompetenten und -defizienten CD8 Zellen zu den Zeitpunkten O h, 16 h, 20 h, udc?2
nach Beginn der antigenspezifischen Restimulatioersucht. Hierfir wurden naive TZR-
transgene CD152 und CD152 CD8' T Zellen antigenspezifisch mit 1 pg/ml des Peptids
OVA57.264 Und kongenen APZ stimuliert. An Tag 8 nach Begien priméren Stimulation
wurden die lebenden Zellen wie in Material und Mekban beschrieben antigenspezifisch
restimuliert. Die inAbbildung 19A gezeigten Ergebnisse demonstrieren eindrucksvais
CD152 die ERK-Phosphorylierung hemmt. 16 h nachiBeder Restimulation war in 49%
der CD152" CD8" T Zellen ERK bereits phosphoryliert im Vergleich mur 27% in den
CD152" CD8" T Zellen. Diese Differenz setzte sich tber 20 h%7CD152" zu 54%
CD152™) bis zu 24 h (64% CD152zu 53% CD152") nach Restimulation fort. Das in
beiden Zellpopulationen ganzlich dephophoryliertRKEin allen CD8 T Zellen zum
Zeitpunkt O h belegt, dass sich beide ZelltypenBaginn des Experiments in derselben
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Ausgangssituation befandeAkbildung 19A). Mit diesen Daten konnte zum ersten Mal
gezeigt werden, dass die ERK-Phosphorylierung tigenspezifisch restimulierten CDg
Zellen durch CD152 gehemmt wird. Zuséatzlich zu elire¥ersuchen wurde durch die Zugabe
des ERK-Inhibitors UO126 die Phosphorylierung véKenach der Restimulation von CD8
T Zellen unterdrickt. Interessanterweise filhrtes di6 h nach Beginn der Restimulation zu
einer stark verringerten IFN-Produktion in beiden Zellpopulationen. Ohne digae des
ERK-Inhibitors waren 66,5% der TZR transgenen CD1&D8" T Zellen IFNy positv im
Vergleich zu lediglich 29,1% der TZR transgenen 681 Zellen @bbildung 19B, obere
Diagramme).
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Abbildung 19: CD152 inhibiert die ERK Phosphorylierung in CD8" T Zellen nach
antigenspezifischer Restimulation. Naive OVA,s7.64 spezifische CD8" T Zellen aus CD152** und
CD152" OT1 Mausen wurden wie in Material und Methoden beschrieben an Tag 8 nach initialer
Aktivierung restimuliert. A) Nach intrazellularer Farbung des phophorylierten ERK wurden
durchflulRzytometrische Analysen 0h, 16h, 20h und 24 h nach Beginn der Restimulation
durchgefiihrt. Die Prozente beziehen sich auf CD8" T Zellen, welche die phosphorylierte Variante
von ERK exprimieren bezogen auf die gesamte CD8" T Zell-Population. B) CD8" T Zellen wurden
entweder mit APZ, OVA-Peptid und dem ERK-Inhibitor UO126 (untere Diagramme) oder nur mit
APZ und OVA,s7.064 Peptid (obere Diagramme) restimuliert und auf intrazellulare IFN-y Produktion
16 h nach Beginn der sekundéren Aktivierung analysiert. Prozente beziehen sich auf den Anteil
IFN-y produzierender Zellen bezogen auf die gesamte CD8" T Zell-Population. Histogramme
zeigen CD8" T Zellen Warum muss das hier gesagt werden?. Dargestellt ist ein reprasentatives
Ergebnis dreier unabhéngiger Versuche.
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Die IFN-y Produktion, beider Zellpopulationen konnte durclyabe von UO126 aufgehoben
werden Abbildung 19B, untere Diagrammg. Diese Ergebnisse demonstrieren die zentrale
Funktion der ERK-Phosphorylierung in der Signalkak die die Effektorzytokin-
Produktion in CD8 T Zellen reguliert. Des Weiteren wird deutlich,sdaCD152 diesen
Signalweg nutzt, um seine inhibitorische Wirkund die IFN-y Produktion in CD8T Zellen

auszuiben.
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4.8 CD152 beeinflusst die transkriptionelle Regulat  ion
der Effektor-Molekul-Produktion in CD8 * T Zellen

4.8.1 Eomesodermin mRNA akkumuliert in CD152 defizi enten CD8* T

Zellen

Um den von CD152 genutzten Signalweg fir die Regulader Effektor-Molekile IFN¢
und Granzym-B experimentell genauer zu untersuclwanden als nachstes mRNA Mengen
von Transkriptionsfaktoren, die fiir die Effektorf@renzierung von CD8 T Zellen
verantwortlich sind, quantifiziert. In den verganga Jahren haben sich zwei T-box
Transkriptionsfaktoren, T-bet und Eomesodermin (E®m als fur die Regulation von
Effektor-Zytokinen in CD8 T Lymphozyten wichtig erwiesen (Glimcher et al(Q032;
Intlekofer et al., 2005; Pearce et al., 2003; Temiset al., 2004). Fur die Analyse der
mRNA Konzentrationen wurden TZR-transgene COI52ind CD152-CD8" T Zellen 16 h
nach antigenspezifischer in vitro Restimulation rhipug/ml OVAs7.264 Peptid mittels
durchflul3zytometrischer Zellsortierung zu einerriReit von>99% angereichertApbildung
20A). Aus diesen angereicherten CDB Zell-Populationen wurde anschlieRend die gesamte
MRNA extrahiert. Nach der reversen Transkription Bd&RNA in cDNA wurden selektive
PCR Amplifikationen der zu untersuchenden Gene lgefilhrt. Um sicherzugehen, dass
vergleichbare Mengen cDNA fur die Versuche verwénaarden, wurde die spezifische

Amplifikation von B-Aktin als Konzentrations-Kontrolle eingesetzt.

Interessanter Weise ergab die semiquantitativeiBesing der cDNA von T-bet und Eomes
reproduzierbar eine selektive Hemmung der Gen-krgion lediglich von Eomes und nicht
von T-bet Abbildung 20B). Da Eomes in zwei mRNA Varianten, einer kurzem @wmner
langen, existiert, wurden Primer entwickelt, mitnde es maoglich war, zwischen diesen
beiden Varianten zu unterscheiden. DieAinbildung 20B dargestellten Ergebnisse zeigen,
dass im Gegensatz zu T-bet, das nicht beeinflssstdie Akkumulierung beider Eomes-
Formen durch CD152-Signale unterdriickt wird. DiEsgebnisse demonstrieren zum ersten
Mal eine direkte hemmende Einflussnahme von CD1852X&e selektive Gen-Transkription
bestimmter fir die Effektor-Differenzierung von CD8T Zellen wichtiger

Transkriptionsfaktoren.
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Abbildung 20: CD152 hemmt spezifisch die Transkription und Translation des
Transkriptionsfaktors Eomes. Naive OVAys7.64 Spezifische CD8" T Zellen aus CD152™ und
CD152" OT1 Mausen wurden wie in Material und Methoden beschrieben an Tag 8
antigenspezifisch restimuliert. A) 16 h nach Beginn der sekundaren Stimulation wurden die
CD8" T Zellen mittels FACS zu einer Reinheit >99% angereichert. B) Die gesamte mRNA
wurde mittels reverser Transkription in ¢cDNA umgeschrieben und fiir die spezifische
Amplifikation von T-bet und Eomes mittels PCR eingesetzt. Als Kontrolle wurde B-Aktin
verwendet. C) Lysate von CD8" T Zellen, die ebenfalls, wie in A) gezeigt, angereichert wurden,
wurden fiir Western-Blot-Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Restimulation
verwendet. Eomes-transfizierte 293T Zellen wurden als Spezifitdtskontrolle des anti-Eomes
Antikérpers verwendet. a-Tubulin wurde als Proteinladekontrolle verwendet. Ein reprasentatives
Ergebnis dreier unabhéngiger Versuche ist dargestellt.

4.8.2 CD152 hemmt die Synthese des Eomesodermin-Pro  teins

Um zu bestatigen, dass die beobachtete HemmungEderes-mRNA-Produktion flr
Funktionen der Zelle relevant ist und mit den Korizsgtionen des Eomes-Proteins korreliert,
wurden Western-Blot-Analysen mit ebenfalls wie #bbildung 20A dargestellten,
durchfluRzytometrisch angereicherten CDB Zellen durchgefiihrt, die zuvor mit 1 pg/ml
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OVA 57264 Peptid und kongenen APZ antigenspezifisch stimuwiaren. Die inAbbildung
20C dargestellten Ergebnisse zeigen eine CD152 abyartgemmung der Proteinsynthese
des Transkriptionsfaktors Eomes. Die T-bet Protgnession wird, wie auch die mRNA
Daten schon angedeutet haben, nicht durch CD152afeideeinflusst. Dieser regulierende
Effekt von CD152 auf die Gen-Translation konntehl6nd 24 h nach antigenspezifischer
Restimulation beobachtet werden. Dass sich diellTRP&gulationen bei der Restimulation in
vergleichbaren Differenzierungsstadien befandenmaestrieren die Ergebnisse zum
Zeitpunkt 0 h, an dem keine Unterschiede der Rreigiression von Eomes und T-bet
zwischen CD15%" und CD15Z CD8 T Zellen beobachtet werden konnten. Da der
verwendete anti-Eomes Antikérper im Western-Blobare der spezifischen auch einige
Banden anderer Proteingré3en zeigt, wurde zur fesing der spezifischen Bande eine
Positivkontrolle aus Zelllysat von WT-Eomes tramiditen 293T Zellen verwendet
(Abbildung 20C). Mit Hilfe der Analyse dieses Lysats war es mdcigli einen exakten
Nachweis des Eomes-Proteins sicherzustellen.

Zusammengenommen unterstitzt der Befund, dass CDxEiektiv die Synthese des
Eomesodermin-Proteins hemmt, die Hypothese, dafi# eeine inhibitorischen Effekte auf

CD8" T Lymphozyten spezifisch den Transkriptionsfakomes verwendet.

4.8.3 CD152 nutzt den Transkriptionsfaktor Eomesode  rmin fiir die
Regulation von Effektor-Zytokinen in CD8 ™ T Zellen

Fir den Nachweis, dass CD152 die Effekte auf dM-yAProduktion in CD8 T Zellen
wirklich Uber den Transkriptionsfaktor Eomes vetsitt wurden Experimente durchgefuhrt,
in denen CD15%" und CD152 CD8' T Zellen retroviral mit einer dominant negativé\)
und einer Wildtyp (WT) Variante von Eomes transeéuzwurden, wodurch dessen Funktion
entweder gehemmt oder gefordert wurde. Der verwterndeale Vektor (MigR1) enthalt zur
Identifizierung positiv transduzierter Zellen dasaider-Gen GFP (engl.: green fluorescent
protein). Als Kontrolle fur die Effekte der viralarektoren auf den Zellmetabolismus wurden
CD8" T Zellen mit einem Leervektor transduziert, datidgéich das GFP-Gen enthalt. TZR
transgene CD152- und CD152-CD8'-T-Zellen wurden 24 h nach der antigenspezifischen
Primarstimulation mit den genannten Vektoren retedv transduziert. 16 h nach
Restimulation an Tag 8 wurden die intrazellularemnigen von IFN¢ und Granzym-B

bestimmt. Mit dem Leervektor transduzierte CO8Zellen behielten die differentielle IFi-
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und Granzym-B Expression bei, die auch in nichbhgdazierten Zellen beobachtet worden
war (Abbildung 21). Dabei zeigten CD152 kompetente CDB Zellen im Vergleich zu
CD152 defizienten eine etwa halbierte Effektor-MdlleProduktion. Im Einzelnen lag der
geometrische Mittelwert fir die IFM-Produktion in Leervektor-transduzierten CD152
CD8" T Zellen bei 58, der fiir CD1%2 CD8 T Zellen bei 28 Abbildung 21). Der
geometrische Mittelwert fur die Granzym-B Produktim CD152" CD8" T Zellen bei 56,
der fur CD152"* CD8' T Zellen lag bei 33Abbildung 21).

Die Unterdrickung der Funktion von Eomes durchoretale Transduktion des dominant
negativen Vektor-Konstrukts reduzierte die intradéten IFNy Mengen auf 14 in CD152
CD8' T Zellen und auf 10 in CD15%2 CD8" T Zellen. Die Granzym-B Mengen sanken auf
25 in CD152 CD8" T Zellen und 24 in CD15Z CD8" T Zellen @bbildung 21). Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass es méglich isthddie Transduktion von CD152 und
CD152" CD8 T Zellen mit einer dominant negativen Eomes-Vdgardie zuvor
differentiellen Produktionen von IFNMund Granzym-B in diesen Zellen auf einem niedrigen

Niveau aneinander anzugleichen.

Zusatzlich fuhrte die Uberexpression von WT-Eomeginem starken Anstieg der Effektor-
Zytokin Produktion in CD152- kompetenten und -diefiten CD8 T Zellen @bbildung 21).
Das geometrische Mittel der IFNFarbung stieg auf 75 in CD152D8" T Zellen und auf
80 in CD152™ CD8' T Zellen @Abbildung 21). Auch die Granzym-B-Mengen gleichen sich
auf einem hohen Niveau von 56 in CDI5ZD8 T Zellen und 58 in CD15Z CD8 T
Zellen an Abbildung 21). Dies zeigt, dass die Eomes-Uberexpression in 521 und
CD152" CD8' T Zellen die zuvor differentiellen Produktionennvt=N-y und Granzym-B in

diesen Zellen auf einem hohen Niveau aneinanddeighgn kann.

Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass siclerdiederten Effektor-Funktionen in

TZR transgenen CD152 CD8" T Zellen durch Manipulation der Funktionsweise des
Transkriptionsfaktors Eomes stark beeinflussenelas®ies deutet darauf hin, dass die
CD152 vermittelte Signal-Transduktion spezifiscle dxpression von Eomes steuert und

dadurch die Hemmung der IFNdnd Granzym-B Produktion unabhangig von T-betaielit.
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Abbildung 21: CD152 hemmt die Funktion des Transkriptionsfaktors Eomes und bewirkt dadurch die
inhibitorischen  Effekte auf die IFN-y and Granzym-B Produktion in CD8" T Zellen.
Naive OVA,s7.064 Spezifische CD8" T Zellen aus CD152"" und CD152” OT1 Mausen wurden wie in
Material und Methoden beschrieben antigenspezifisch primér stimuliert und 24 h spéater mit Wildtyp
(WT) und dominant negativen (DN) Eomes-Varianten retroviral transduziert. Leervektor-transduzierte
Zellen dienten als Kontrolle. Die antigenspezifische Restimulation der tiberlebenden CD8" T Zellen
wurde an Tag 8 nach initialer Aktivierung durchgefiihrt. Der Anteil der IFN-y und Granzym-B-
produzierenden Zellen wurde in GFP positiven CcD152"" (grau schattierte Histogramme) und cD152"
(transparente Histogramme) 16 h nach Restimulation durchfluBzytometrisch bestimmt. Die
eingetragenen Zahlen geben das geometrische Mittel der Zellzahlen bei den differentiellen Farbungen
an. Ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen ist dargestellit.



5 Diskussion

Die hier vorgelegte Arbeit weist erstmals nach, sdder Oberflachenerezeptor CD152
Effektorfunktionen von CD8 T Zellen unter Einbeziehung des Transkriptionsfekt
Eomesodermin hemmt. Dies gilt insbesondere flrRtieduktion der Zytokine IFN-und

Granzym-B sowie fiir die antigenspezifische Zytaaii individueller CD8 T Zellen.

Ausgangspunkt der hier vorgestellten Untersuchungesr der Befund, dass die
Oberflachenexpression von CD152 auf aktivierten TD&ellen im Vergleich zu der auf
aktivierten CD4 T Zellen drastisch erhoht und verlangert wablgildung 5) (Pandiyan et

al., 2007). Dies lie3 auf eine zentrale Funktionn v6€D152 bei der Steuerung der

Immunantworten von CDS8T Zellen schlieRen.

Folgende Effekte von CD152-Signalen auf CDB Zellen wurden im Rahmen der hier
vorgestellten Experimente untersucht: Hemmung deduktion von IFNy und Granzym-B,
Hemmung der Zytotoxizitat individueller CD8T Zellen und Einflisse auf die CD&-
Gedachtnis-Zell-Bildung. Zusatzlich wurden Einflésgon CD152 auf den intrazellularen

Signalweg untersucht, der die genannten Effektenirtsit.

5.1 Die Wirkung von CD152 auf die Effektorzytokin-P  roduktion von
CD8" T Zellen

5.1.1 CD152 hemmt die IFN- y Produktion individueller CD8 * T Zellen

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit demdasrstn zum ersten Mal, dass CD152
bereits wahrend der primaren Stimulation von CD8Zellen die IFNy Produktion hemmt
und dass diese Hemmung individuell und selektivculWVirkung auf die IFNO"
produzierende CDS8T Zell Population zustande kommt (Pandiyan et2£1Q7). Es ist schon
langer bekannt, dass CD152 einen starken inhibtben Einfluss auf die Produktion von
Effektor-Zytokinen, wie beispielsweise IFN-oder TNFe, hat. Frihere Arbeiten hatten
jedoch postuliert, dass CD152 die IFNRroduktion in CD8T Zellen nur nach Restimulation
beeinflusst (Chambers et al., 1998).
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Neben der inhibitorischen Wirkung von CD152 auf iidl-y Sekretion von CD8T Zellen,
die mittels ELISA nachgewiesen worden wAbildung 9), konnte auch eine Hemmung der
IFN-y Produktion individueller CD8T Zellen, sowohl nach primareAlgbildung 10), als
auch nach sekundarer antigenspezifischer Stimulaexzeigt werdenApbildung 13). Ein
IL-2- vermittelter Effekt auf die IFN- Produktion, der in fiheren Publikationen besclameb
worden war (Shrikant et al., 1999), konnte bei eiled/ersuchen durch die Zugabe von

exogenem IL-2 ausgeschlossen werden.

Zudem wurden die hemmenden Effekte von CD152 amifRitbduktion von IFN5 die bei
genetischer Inaktivierung beobachtet worden waaech in Versuchen bestétigt, bei denen
CD152 serologisch durch die Zugabe von anti-CD1%3®-Fragmenten blockiert wurde
(Abbildung 11). Bei diesen Experimenten, die mit CD8 Zellen zweier verschiedener
Antigenspezifitaten durchgefuhrt wurden, konnte hggeviesen werden, dass auch die
spezifische Blockade von CD152 sowohl die Sekretiom IFN+ in den Zellkulturiiberstand
(Abbildung 11A), als auch die intrazellulare IFNProduktion Abbildung 11B) hemmt. Da
die fur diese Versuche verwendeten Zellen sehmgarit auf einen naiven Phanotyp sortiert
worden sind (CD42", CcD62L""), ist dieser Effekt sehr wahrscheinlich nicht aifien
unterschiedlichen Aktivierungsstatus zurtickzufihidmzukommt, dass fir diese Versuche
nur CD152° Mause, die maximal 6 Wochen alt waren, verwendetden. Verschiedene
Publikationen haben gezeigt, dass CD&ellen aus CD152 Mausen in diesem Alter noch
in einem naiven Zustand sind (Chambers et al., 19&8unas et al., 1994). Hinzu kommt,
dass die Analyse des proinflammatorischen ZytoKiNg--o. keine Unterschiede zwischen
CD152-kompetenten und -defizienten CDO8Zellen nach Primarstimulation ergab und damit

den vergleichbaren Aktivierungsstatus bestatigh{®ean et al., 2007).

Bei Ko-Kultivierung von CD152* mit CD152" CD8" T Zellen war eine deutliche Hemmung
der IFNy Produktion durch CD152 zu beobachtéblfildung 12). Das bedeutet, dass diese
Hemmung unabhangig von exogenen Faktoren oder vkimiérungszustand anderer Zellen
in den Kulturen reguliert wird. Denn weil IFN-die Expression vieler weiterer Zytokine
steuert (Das et al., 2001; Zhang et al., 2001) daait ein zentrales proinflammatorisches
Schlusselzytokin in der Immunabwehr darstellt, #edt die Mdoglichkeit, dass l6sliche
Faktoren in der Zellkultur die durch CD152 reguket=N-+y Produktion der CD8T Zellen
beeinflussen. AulRerdem war nicht sicher vorherzeisemwieweit die autokrine Wirkung
von IFN+y auf die CD8 T Zellen selbst und insbesondere die parakringiiiy auf die APZ
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in den Zellkulturen Einfluss auf die CD152 vernlite Effekte nimmt. Es hétte
beispielsweise die Moglichkeit bestanden, dassvdistarkte IFNy Sekretion der CD8T
Zellen in den APZ einen positiven ,Feedback-Loopiduziert und so wiederum die
Aktivierung der CD8 T Zellen verstarkt (Feuerer et al., 2006). Zusamggeommen zeigen
diese Ergebnisse, dass CD152 seinen inhibitoriséheftuss auf die IFN¢ Produktion von
CD8" T Zellen zell-intrinsisch ausiibt und somit direkinfluss auf die Effektor-Gen-

Regulation nehmen muss.

Die Untersuchung IFN-positiver CD8 T Zellen hat gezeigt, dass speziell die Populatien
IFN-y"®" produzierenden Zellen in der CD8&opulation stark zunahm, wenn CD152
ausgeschaltet warAbbildung 10). Zudem nahm, bei Abwesenheit von CD152, die
Geschwindigkeit der IFN- Induktion nach antigenspezifischer Restimulatioastisch zu
(Abbildung 13). Ergebnisse aus CD1%2und CD152 CD8" T Zell Kulturen, die mit anti-
CD3 Antikorpern und APZ stimuliert wurden, zeigeagdgen keine differentielle IFi-
Produktion (Pandiyan et al., 2007). Da nur antigemiisch stimulierte CD8T Zellen eine
CD152 vermittelte Hemmung der IFN-Produktion zeigen, scheint es, dass die
Einflussnahme von CD152 auf die Effektor-Zytokire@uktion von der Qualitat des TZR-
Signals abhangt.

Diese Daten demonstrieren, dass CD152 die Produkies Effektorzytokins IFN-in CD8"
T Zellen nicht Uber die Regulation des Aktivierungsder Differenzierungszustandes,

sondern direkt Uber die intrazellulare Signaltrahsidn steuert.

Wahrend der primaren Stimulation von CD8 Zellen wird durch CD152 lediglich die
Produktion von IFNy, nicht aber die von TNEk-herunterreguliert, was eine unabhéngige
Regulation dieser beiden Zytokine durch CD152-Smgneedeutet. Andererseits hemmt
CD152 wahrend der sekundaren Stimulation die Pribalukon IFNy und TNFe, was zeigt,
dass beide Zytokine durch CD152 reguliert werdemk® (Pandiyan et al., 2004; Pandiyan
et al., 2007).

Auch wenn die TNFx Produktion nur nach sekundarer Stimulation dur@i®2 gehemmt
wird, besteht die Moglichkeit, dass dieser Effekihwder Aktivierungsgeschichte der CDB
Zellen und der Menge des wahrend der primaren Amitesgrimierten CD152 abhangt. Eine
andere Erklarung konnte sein, dass die Hemmung N&ro Produktion verglichen mit der
von IFN« nur durch sehr starke Signale vermittelt werdennkaWeil CD152-Signale
bekanntermafen deutlich starker nach RestimulaidrCD8 T Zellen wirken, ware diese
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Argumentation plausibel. Folglich ware es mogliatgss in einer bestimmten T-Zell-
Population nur diejenigen Zellen, die eine grol3endyfe an membranstandigem CD152
wahrend der primaren Antwort exprimieren, durch 6B5ignale in ihrer TNF: Produktion
gehemmt werden kdnnen. Da jedoch die Oberflachersgimn von CD152 nach primérer
Stimulation spater eintritt als nach sekundarere diNFo Produktion nach beiden
Aktivierungen aber schon sehr frih beginnt, kordheeVerzégerung der CD152 Expression
nach primarer Stimulation die lediglich nach sekared Stimulation gehemmte TNFE-
Produktion erklaren.

Insgesamt bedeuten diese Ergebnisse, dass CD1b2meeschiedliche proinflammatorische
Effektor-Zytokine differentiell reguliert und dassie CD152 vermittelte Steuerung von

Immunantworten tGber spezifische intrazellulare Sigansduktionswege verlauft.

5.1.2 Einfluss von CD152 auf die Heterogenitat der ~ CD8" T-Effektorzell-

Population

Genetische Inaktivierung von CD152 fihrte ebense s@rologische zu einem dramatischen
Anstieg der IFNy Produktion in CD8 T Zell Kulturen verschiedener Mausstamme. So
produzierten z.B. CD8T Zellen aus OT1 MA&usen (antigenspezifisch fiir @88A257.264
Peptid) ebenso wie CDF Zellen aus P14 Mausen (antigenspezifisch firGR83 Peptid)
signifikant mehr IFNy nach antigener Stimulation, wenn CD152 serologis@ktiviert
wurde @bbildung 10 & Abbildung 11). Im Gegensatz dazu zeigten CDI52ind CD152"
CD8' T Zellen, die mit anti-CD3 Antikérpern und APZrstiliert wurden, keine differentielle
IFN-y Produktion (Pandiyan et al., 2007). Dies deutdtesne allgemein gultige Hemmung
der IFNy Produktion von CDBT Zellen nach antigenspezifischer Aktivierung tiden TZR
hin. Warum eine Antigen-unspezifische Stimulatidreiianti-CD3 Antikdrper keine CD152
vermittelte Hemmung der IFM-Produktion auslost, bleibt zu klaren. Es wére foelsweise
denkbar, dass Faktoren, die durch die SignalkaskadeCD152 beeinflusst werden, wie z.B.
die PI3K (Wei et al., 2007), direkt an die zytophadische Seite des TZR binden und nicht an
den CD3-Komplex. Auf diese Weise konnten Aktiviegasignale, die Uber den CD3-
Komplex vermittelt werden, den hemmenden Einfluss €D152 umgehen.

Interessanterweise, ergab die intrazellulare Amalgstigenspezifisch stimulierter CDF
Zellen, dass fast alle Zellen beider Kulturen IfFRroduzenten waren. Lediglich die "

produzierende Teilpopulation war durch die CD15gn8le in ihrer Produktion signifikant



Diskussion 65

gehemmt Abbildung 10 & Abbildung 11). Dieses Ergebnis deutet auf eine spezifische
Wirkung von CD152 auf solche CD& Zellen hin, die einen starken Stimulus erhigliamd
kénnte durch die unterschiedlich starke Oberflagpegssion die groRe Heterogenitat der T
Zell Populationen beeinflussen (Maszyna et al. 320Die Daten der hier vorgelegten Arbeit
unterstitzen die Hypothese, dass bevorzugt T Zetlen einen starken Stimulus erhalten
haben, membranstandiges CD152 exprimieren (EgenAdlizdn, 2002). Auf diese Weise
werden speziell solche T Zellen in ihrer Immunanmtwgehemmt, die eine hohe Affinitat zu
einem dominanten Epitop des Erregers besitzen.eDiglechanismus kénnte die Funktion
erfullen, dass sich auch T Zellen, die wenigernaffsubdominante Epitope des Pathogens
erkennen, vermehren kénnen und dadurch die Heteitégeder Immunantwort aufrecht
erhalten wird (Egen and Allison, 2002).

Es ware auch denkbar, dass durch die selektive Hemndominanter CD8 T Zell
Antworten auch die Entstehung des T-Zell-Gedackésisbeeinflusst wird. CDST Zellen,
die dominante Epitope eines Pathogens erkennendaddrch effektiv vor einer Infektion
dieses Erregers schiitzen kodnnen, konnten durch wime CD152 vermittelte gezielte
Hemmung ihrer starken Immunantwort vor einem Erpéinigszustand und dem darauf

folgenden aktivierungsinduzierten Zelltod schiitzen.

5.2 CD152 vermittelte Effekte auf die Zytotoxizitat von CD8"
T Zellen

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Arbeit zeiggass CD152 nicht nur ein zentraler
Regulator der Effektorzytokin-Produktion ist, sordeauch, dass es einen direkten
inhibitorischen Einfluss auf die Zytotoxizitat v@D8" T Zellen hat Abbildung 16). Friihere
Studien haben gezeigt, dass CD152 die Zytotoxizigdtiglich durch Reduktion der
Proliferation, das heif3t, durch eine Verringerueg Anzahl zytotoxischer Effektor-CDg -
Zellen im Organismus hemmt (Gajewski et al., 208Hrikant et al., 1999; Bachmann et al.,
1998). Die im Folgenden beschriebenen Unterschiade dem experimentellen
Versuchsaufbau kénnten fir diese abweichenden Biggbverantwortlich sein. Shrikant et
al. haben bei der Untersuchung CD152 defiziente8'CDZellen in einem Tumormodell in
Mausen einen selektiven Anstieg der Effektor-Zéllza der Region des Tumors und eine
effizientere lokale Abstol3ung beobachtet (Shrikatnal., 1999). Fur die Versuche der hier
vorliegenden Arbeit wurden dagegen Antigen-belad2rmedzellen direkt i.v. injiziert und
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damit eine systemische Immunantwort hervorgerufeibiese experimentelle
Versuchsanordnung erschwert die Lokalisation dagieszenden CDS8T Zellen, da in diesem
Modell keine drainierenden Lymphknoten eines Endzingsherdes untersucht werden
konnen. Als reprasentative Organe des gesamten misyatems wurden deshalb die Milz und
die inguinalen und axillaren Lymphknoten vereinigtl der Prozentsatz an OV »64Peptid
antigenspezifischen CD8T Zellen bestimmt. Die Analyse dieser Organe ergaine
signifikanten Unterschiede der Zellhaufigkeit aatigpezifischer CD8T Zellen in den
beiden Empfangertier-GruppeAlbildung 16B, rechts.

Auch die systemische antivirale Immunantwort CDb&#izienter CD8 T Zellen wurde in
einem Mausmodell durch Infektion mit dem lymphozgtaChoriomeningitis-Virus (LCMV)
untersucht und ergab lediglich aufgrund verstarkeliferation einen prozentualen Anstieg
der CD152 im Vergleich zu den CD152 CD8" T Zellen (Bachmann et al., 1998). Im
Gegensatz zu der experimentellen Verfahrensweisehse vorgelegten Arbeit wurden
allerdings nicht FACS-sortierte naive CD8 Zellen mit einem CD4%' und cD62[""
Phanotyp Abbildung 6), sondern komplette unsortierte Milzzellen verwendodass CO8
T Zellen mit nicht einheitlichem Aktivierungszusthradoptiv transferiert wurden. Diese
Versuchsanordnung schliel3t deshalb die erhdohtescimaellere Proliferationsneigung bereits
voraktivierter T Zellen nicht aus und kann somitndeigentlichen CD152 vermittelten
hemmenden Effekt, der wahrend der initialen T-Adtivierung ausgeubt wird, nicht

eindeutig aufklaren.

Obwohl CD152 offenkundig einen signifikanten inhdsischen Einfluss auf die Produktion
verschiedener Effektor-Molekile besitzt, einscHl@? Granzym-B Abbildung 15),
welches ein zentraler Faktor der zytotoxischen &lgrskade ist, konnte Uberraschenderweise
bis heute keine Hemmung der Zytotoxizitat indivitkere T Zellen beobachtet werden.
Auf den ersten Blick bestatigten Daten dieser Arbdéiese Ergebnisse, da sowohl
CD152" wie auch CD152 CD8 T Zellen in der Lage waren, fir lange Zeit in vizo
persistieren und effizient antigenspezifische zpmiche Effektorfunktionen auszuiben
(Abbildung 18B). Zunéchst durchgefiihrte Etablierungsexperimdmte denen die Zielzell-
Inkubation tUber 6 h lag, zeigten eine vergleichhay&toxizitat von CD152-kompetenten
sowie -defizienten CD8 T Zellen und deuteten darauf hin, dass durch CDk&e
Hemmung der Zytotoxizitat bewirkt wirdApbildung 18B). Erst durch eine Verklrzung der

Inkubationszeit des in vivo-Zytotoxizitats-Testd a4 h konnte die gesteigerte Zelllyse der
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CD152" CD8' T Zellen aufgedeckt werden. Weil die Interakti@r €D8 T Zellen mit ihren
Zielzellen enorm schnell verlauft, wurde erst dudib Verkirzung der Inkubationszeit in
vivo das Beobachtungsfenster dieser Methode richagahlt. Da der Test in vivo mit
kongenen Milzzellen durchgefuhrt wird, reprasemtier auferdem eine physiologische
Versuchsanordnung. Auch stellt die Bestimmung degdhsatzes antigenspezifischer CD8
T Zellen mittels der MHC-I-Tetramerfarbung eine edéissige Methode zur Erfassung
samtlicher fiir dieses Antigen spezifischer Effekletlen dar (Altman et al., 1996).

Die gesammelten Daten demonstrieren eine signt@k&D152 vermittelte Hemmung der
Zytotoxizitat von CD8 T Zellen @bbildung 16). Die hier ermittelte Zunahme der
systemischen Zytotoxizitait CD152 defizienter CDB Zellen mit Hilfe der gezielten
Modulation der Immunantwort von Effektor-T-Zellentellt viel versprechende
Anwendungsmaoglichkeiten fur die Behandlung eineglXahl von Krankheiten in Aussicht.
Durch gezielte und zeitlich begrenzte Blockade, .bkvaktivierung, von CD152 in vivo
kbnnte, beispielsweise in Kombination mit der Veeathung eines Impfstoffes, die
zytotoxische Immunantwort gegeniber ausgewahltemusYi oder Tumor-Antigenen
entscheidend verstarkt werden. Andererseits waoh aenkbar, durch CD152-Agonisten
ungewollte zytotoxische Reaktionen von CD8 Zellen im Verlauf von Autoimmun-

Erkrankungen zu mildern.

5.3 Mdgliche Wirkung von CD152 auf das T Zell Gedac htnis

Die langfristigen in vivo Experimente dieser Arbéiaben gezeigt, dass beide, CD152-
kompetente und CD152-defiziente CDJ Zellen in der Lage sind, in vollwertige
Gedachtniszellen zu differenzieren. Dabei ist sdwdas fir CD8 T-Gedachtnizellen
typische Expressionsmuster der Oberflachenrezeptdfdbildung 17), als auch die

Funktionalitat der Effektorfunktionen nachgewiesarden Abbildung 18).

Es war zu bericksichtigen, dass die frihe Exprassion CD152 auch auf spatere
Differenzierungsschritte wirken kénnte, sodass Mdif#ferenzierung der Zellen durch ihre
Aktivierungsgeschichte beeinflusst wirde. Hinweisdass, zumindest in manchen
Differenzierungsmodellen, die T-Gedachtnis-ZelleBihg stark von der initialen Aktivierung
und den ausgeubten Effektor-Funktionen abhangtdefinsich in der Literatur (Gett et al.,
2003; Opferman et al., 1999). Auch eine Einflussmatauf die Art der entehenden CDB-

Gedéachtnis-Zellen war denkbar. So kdnnte beispatsvdurch langfristige Hemmung der
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IFN-y Produktion und proapoptotischer Faktoren durch &Ddie Entstehung von zentralen
CD8’ T Gedachtnis-Zellen gefordert werden (Meschet.eR806; Northrop and Shen, 2004;
Refaeli et al., 2002). Da in CD4T Zellen bereits ein durch Einbeziehung von Bcl-2
vermittelter antiapoptotischer Effekt der CD152 Eegsion nachgewiesen wurde (Pandiyan
et al., 2004), war dies auch fiir CDB Zellen denkbar.

Es gibt einige Indizien, dass CD152 OberflachentpaesT Zellen wegen ihrer Expression
hochaffiner TZR und einer geringeren Apoptoseneigam meisten zu einer effektiven
Immunantwort beitragen, und dass sie nach der Bgseg des Pathogens unter der Wirkung
von CD152-Signalen zu Gedachtniszellen differeeziefHayashi et al., 2002; Wu et al.,
2002; Gett et al., 2003). Aul3erdem exisitieren Btuddie zeigen, dass T Zellen, die wahrend
einer Immunantwort geringere Mengen an W-Ildroduzieren, spater durch Vermeidung des
aktivierungsinduzierten Zelltodes (AICD) im Vergibizu IFNy"®" Produzenten eine groRere
Chance haben, in lang lebende Gedachtniszellenffenedizieren (Refaeli et al., 2002). Der
in unserer Arbeitsgruppe entdeckte antiapoptotigffekt von CD152 in CD4T Zellen war
von der verstarkten Expression des Faktors BclHzadig (Pandiyan et al., 2004). Da Bcl-2
auch ein zentraler Faktor fur die Entstehung vom&8ktniszellen ist, konnte dies einen
weiteren Signalweg darstellen, der zur T-Gedach#fisntstehung beitragt. Alle diese
Ergebnisse, die zu einem groRen Teil experimemeltD4" T Zellen untersucht wurden,

weisen auf eine wichtige Rolle von CD152 auf die8CID Zell Gedachtnisentstehung hin.

Ungeachtet dessen zeigten adoptiv transferierte5¢DLD8" T Zellen nach 80 Tagen in
vivo in einigen Experimenten eine geringere Obeh&nxpression des Rezeptors CD62L.
Dieser ist notwendig fir die Migration von Lympheey in lymphatische Gewebe und zudem
ein charakteristischer Oberflachenrezeptor vep Zellen (Janeway et al., 2005; Roberts et
al., 2005). Besonders Zellen, die in die Milz odier Lunge migrierten, wiesen eine geringere
Expression von CD62L aufApbildung 17B). Gleichzeitig war die Anzahl der CD152
defizienten CD8 T Zellen, die nach ex vivo Restimulation groRe WKem IFNy
produzierten, in diesen Organen erhdkbl§ildung 18A). Wahrend die Lunge ein typisches
peripheres nicht lymphatisches Organ darstellteinegt die Milz Eigenschaften eines
sekundaren lymphatischen Organs mit denen eind® hymphatischen (Janeway et al.,
2005). Da sich CD8Tgy Zellen (CD621°") bevorzugt in peripheren Geweben aufhalten, so
dass sie schnell auf eindringende Pathogene reagkémnen (Masopust et al., 2001), ist es
nicht Giberraschend, dass sich ausgerechnet C&llen dieses Phanotyps dort ansammeln.
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Inwieweit dies allerdings Einfluss auf die Immunaatt der T-Ged&chtniszellen in vivo hat,
konnte durch die hier durchgefuhrten Versuche reaindeutig geklart werden. Nachgewiesen
wurde zumindest eine effektive systemische zytsihé Immunantwort sowohl der CD1/52
wie auch der CD15% CD8' T Zellen, wie die Daten des in vivo Zytotoxizitdtests zeigen
(Abbildung 18B). Dies konnte bedeuten, dass CD152 die Entstelianglcy (CD62LM")
Zellen fordert. Fur eine genauere Analyse der Stigkeit der Immunantwort sollte in
zukinftigen Experimenten die Inkubationszeit destoifxizitats-Tests in den lang
andauernden in vivo Versuchen von 8 h auf etwaethbziert werden. Fir die Untersuchung
der IFN+ Produktion sollte auch die ex vivo Restimulaticaser variiert werden
(Abbildung 18A).

Gegen eine Forderung der Bildung von CDO&y durch CD152-Signale spricht, dass die
Untersuchung der fur die T-Gedachtniszell-Diffeienzng typischen Aktivierungsmarker
wie CD44, CD62L, CD25, CD122 und CD127 keine beraeskerten Unterschiede in der
Oberflachenexpression zwischen CD152ind CD152 CD8" T Zellen vor (0 h) und nach
antigenspezifischer Restimulation (24 h) ergabhildung 14). Dies deutet darauf hin, dass
sich die Zellen in einem &hnlichen Differenzierwstgdium sowohl nach primérer- als auch
wahrend der ersten Stunden nach sekundarer Akingetefanden. Die Tatsache, dass
CD152" CD8' T Zellen nach antigenspezifischer Restimulatiorvien eine viel schnellere
Effektor-Zytokin-Produktion zeigen als CDI52CD8" T Zellen @bbildung 13), unterstiitzt
die Annahme, dass CD152 die T-Gedachtniszell-Ektwing derart beeinflusst, dass eher die
Entstehung von dy als die Entstehung vong) gefordert wird. Allerdings muf3 hier erwahnt
werden, dass bei diesem Versuch die Restimulatbarsan Tag 8 nach initialer Aktivierung
erfolgte und somit nicht wirklich eine Immunantwespgéater T-Gedachtniszellen reprasentiert.
Eine bevorzugte Bildung von CD8Tgy Zellen konnte damit begriindet werden, dass in
diesen Zellen die Effektor-Gene uberwiegend dentietttysind und deshalb die fur die
entsprechenden Effektor-Molekille spezifische mRNAdheren Konzentrationen vorliegt,
sodass die Reaktion auf Pathogene schneller enfidgen (Aune et al., 1997). Der Einfluss
von CD152 auf die Gedachtnis-Entstehung koénnte ddarch Hemmung der Gen-

Demethylierung und -Transkription erklart werden.

In Abbildung 22 ist ein Modell dargestellt, dass die Effekte voB16G2-Signalen auf die
CD8'-T-Gedéachtnis-Zell-Differenzierung zusammenfasstgenisse dieser Arbeit haben

einen hemmenden Einfluss von CD152 auf die Effektotekiil Produktion und auf die
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Aktivierung Hemmung der Effektorzytokine Forderung der Entstehung
und Reduktion der Zytotoxizitat von CD8* T, Zellen

l l CD152 CD152
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Abbildung 22: Modell der Einflussnahme von CD152 bei primarer Stimulation auf die Entstehung
des CD8" T-Zell-Gedéachtnisses. Nachdem naive CD8" T Zellen einen antigenspezifischen
Stimulus erhalten haben, expandieren sie und beginnen membranstandiges CD152 (rote
Umrandung) zu exprimieren. In der darauf folgenden Effektorphase der Immunantwort hemmt
CD152 die Produktion entscheidender Effektor-Zytokine, wie z.B. IFN-). AuRerdem konnte ein
inhibitorischer Einfluss auf die Zytotoxizitat von CD8" T Zellen nachgewiesen werden. Nach
Beseitigung des Pathogens stirbt wahrend der Kontraktion ein Grofteil der Effektorpopulation
durch Apoptose und beendet dadurch die akute Effektorphase. Die Uberlebenden T Zellen
differenzieren in die beiden Gedachtniszell-Subpopulationen T¢y (blau) und Tgy (gran).

Zytotoxizitat von CD8 T Zellen gezeigt. Die Kontraktion der EffektorzBibpulation durch
Apoptose scheint dabei nicht sonderlich beeinflusstwerden. Bei der Gedachtnis-Zell-
Entstehung konnte CD152 allerdings Einfluss auf Aré der entstehenden Gedé&chtnis-
Population nehmen, indem es z.B. die Bildung vern Abbildung 22, blau) unterstttzt und

die von Tem (griin) hemmt.

Um dies in weiterfihrenden Versuchen zu klaren]tesollie Expression typischer T-
Gedéachtnis-Zell Oberflachenmarker, insbesondelanig andauernden in vivo Experimenten,
genauer untersucht werden. Zuséatzlich wirde dielyarader Effektor-Funktionen solcher
CD8" T-Gedachtnis-Zellen durch Einsatz eines ZytotdétsiTests interessante Einsichten
liefern. Durch Variation der Inkubationszeit desiBekdnnte diese Methode aul3erdem gezielt
auf diese Fragestellung abgestimmt werden. Zushtkibnnte die Erforschung der Fahigkeit
von CD8 T Zellen aus verschiedenen Organen, ex vivo Hffektolekiile, wie z.B. IFNy
oder Granzym-B, zu produzieren, weitere Erkennénigiser den Einfluss von CD152 auf die

spate Differenzierung liefern.

Zusammengenommen zeigen die in dieser Arbeit exigetell erhobenen Ergebnisse, dass
CD152 weder die Bildung eines phanotypischen ndolesefunktionellen CD8 T-Zell-

Gedéachtnisses verhindert oder signifikant beeistlusllerdings wurden kleine Unterschiede
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in der Expression des Aktivierungsmarkers CD62L undder Populationsgrof3e IFN-
produzierender CDST Zellen entdeckt, die auf einen gewissen Einfims CD152-Signalen
hindeuten.

5.4 Hemmender Einfluss von CD152 auf intrazellulare  Signalwege
in CD8" T Zellen

5.4.1 CD152 inhibiert die Phosphorylierung der MAP-  Kinase ERK

Die Regulation der Effektor-Funktionen in T Zellést zu einem grol3en Teil von dem
Aktivierungszustand von Mitgliedern der mitogenaiditen Proteinkinase-Familie (MAPK)

abhangig (Rincon et al., 2000). Durch die Phosgdienng der MAPK-assoziierten Kinasen
ERK (engl.: extracellular signal-regulated kinasajl JNK (engl.: c-Jun N-terminal kinase)
werden stimulatorische Signale des TZR und kosamouilsche Signale von CD28 in das
Zytoplasma und die intrazellularen Signalwege v@8CT Zellen weitergeleitet. Weitere fiir

die hemmende Wirkung von CD152 in Frage kommendeoFen sind auch PI3K, SHP-2

und PP2A. So wurde bereits publiziert, dass deazetlulare Teil von CD152 sich mit der
PI3K (Schneider et al., 1995), mit SHP-2 (Marenggral., 1996) und mit PP2A (Chuang et
al., 2000) assoziiert. Welche dieser Proteine liedine vorherrschende Rolle bei der
Vermittlung der Signale spielen, ist bisher nochklan und muf3 in weiteren Studien

untersucht werden.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde im Unterschieu den Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen (Calvo et al., 1997; Schneider et28102) die Phosphorylierung von ERK in
CD152-kompetenten und -defizienten CD8 Zellen Oh, 16 h, 20 h, und 24 h nach
antigenspezifischer Restimulation untersucht. DigSeyebnisse erweitern damit die
bisherigen Daten insofern, als sie zeigen, dash aach antigenspezifischer Restimulation
von CD8 T Zellen die Phosphorylierung von ERK durch CDMgmittelte Signalwege
gehemmt wird Abbildung 19A). Die nahezu vollkommen abgeschaltete F-Rroduktion in
CD8 T Zellen nach Inkubation mit dem ERK-Inhibitor UZBL (Abbildung 19B)
verdeutlicht die zentrale regulatorische Rolle dgesSSignalwegs fir die Effektor-Zytokin
Produktion. Dass sich aber die Zytokin-Produktionvehl CD152-kompetenter als auch -

defizienter CD8 T Zellen durch die Zugabe dieses Inhibitors inajlem Masse reduzierte,
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bestatigt die zentrale Rolle dieses Signalwegs &eclder CD152 vermittelten Hemmung der
Effektor-Molekll Produktion.

Der hemmende Einfluss von CD152 auf die Phospreytig von Mitgliedern der MAPK-
Familie, speziell auf die MAPK-assoziierte KinadekK ist bereits gezeigt worden (Calvo et
al., 1997; Schneider et al., 2002). Im Unterschzed den in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Versuchen wurden in den zitiertardi®h jedoch die Effekte von CD152-
Signalen entweder an CDZ Zellen (Schneider et al., 2002) oder an unsjsetifpolyklonal
stimulierten CD8 T Zellen (Calvo et al., 1997) untersucht. Eine iBiessung der
Phosphorylierung weiterer fur die T Zell Stimulatiavichtiger Faktoren durch CD152-
Signale, wie z.B. ZAP-70 (engl.: zeta-chain-asdedgprotein kinase 70) oder der TZR-

Kette, konnte bisher nicht nachgewiesen werdenv(Cei al., 1997).

5.4.2 Selektive Hemmung der Expression von Eomesode  rmin

In Kapitel 1.6 ist beschrieben worden, dass diekiniationelle Regulation der Effektor-

Zytokin Produktion in CD8 T Zellen vorwiegend durch zwei T-box Transkripsfaktoren

namens T-bet und Eomesodermin (Eomes) gesteuar{@iimcher et al., 2004; Intlekofer et
al., 2005; Pearce et al., 2003; Townsend et alQ4R0Inwieweit CD152 sich dieser
Signalwege bedient, war bisher jedoch unklar. Engede der hier vorgelegten Arbeit
demonstrieren nun zum ersten Mal, dass CD152 selmieitorischen Eigenschaften auf die
Effektor-Zytokin-Produktion von CD8 T Zellen (ber die selektive Hemmung des

Transkriptionsfaktors Eomesodermin ausubt.

In den hier vorgestellten Experimenten wurden dieNA- und Protein-Mengen von Eomes
und T-bet in CD152" und CD152 CD8" T Zellen bestimmt. Die Ergebnisse zeigen eine
eindeutige und selektive Hemmung sowohl der Gemskiaption @Abbildung 20B) als auch
der -Translation Abbildung 20C) des Transkriptionsfaktor Eomes. Die T-bet Expoess
wird durch die CD152 Signalkaskade nicht beeinfluggelche intrazellularen Mediatoren
das Signal vom CD152 Oberflachenrezeptor-Molekiil diea Gen-Expression von Eomes
Ubertragen, lasst sich allerdings anhand der bighechgefiihrten Experimente nicht
endgultig klaren. Gesichert scheint eine Beteilggdier MAP-Kinase ERK zu sein, da deren
selektive Blockade wahrend der antigenspezifischiéR-Stimulation die IFNy Produktion
sowohl in CD152* als auch in CD152 CD8" T Zellen auf ein Minimum reduzierte
(Abbildung 19B).
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Auch die retrovirale Transduktion von CD8 Zellen mit dominant negativen und Wildtyp-
Eomes-Vektorkonstrukten demonstrierte, dass CDi&Effektor-Molekul-Produktion durch
Verringerung der Eomes-Aktivitat hemmalibildung 21). Diese Ergebnisse demonstrieren
eindrucksvoll die Mdglichkeit, die unterschiedlicReoduktionsrate von IFN-und Granzym-

B von CD152"" und CD152 CD8' T Zellen mit Hilfe der Modulation der Eomes-Aktidt
auf einem entweder niedrigen (dominant negativ) rotlehen (Wildtyp) Niveau zu
synchronisieren. Vor kurzem wurde zudem publizidess Eomes auch in CDZ Zellen
exprimiert wird und dort einen IL-21 abhangigenem@b-bet unabhéngigen inhibitorischen
Effekt auf die IFNy Produktion ausubt (Suto et al., 2006). Dies korgite Hinweis auf
regulatorische Mechanismen von Eomes auch in*CDBellen sein und sollte daher weiter

untersucht werden.

Zusammengefasst zeigen die hier vorgelegten Ergednilass die transkriptionelle Steuerung
der Effektor-Zytokin-Produktion in CO8T Zellen durch zwei getrennte Signalwege reguliert
wird. CD152 Signale hemmen spezifisch die Expressan Eomes und nicht die von T-bet.
Die Reduktion der Konzentration dieses Transkrifaktors hat direkte Auswirkungen auf
die Transkription der Effektor-Molekile in CD8T Zellen, wie z.B. der von IFN-und
Granzym-B. Eine geringere Sekretion dieser ZytoKiitat dann zu einer abgeschwachten
Immunantwort und Zytotoxizitat. Ob weitere paralbyierende inhibitorische Signalwege
existieren, die durch die Bindung an CD152 aktiweerden, muss in weiteren Experimenten

aufgeklart werden.
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5.5 Ausblick

Fur die weitere Untersuchung der durch CD152 veeftéin Einflisse auf die Effektor-
Funktionen von CD8 T Zellen und die Signalwege, die es dafur nutidgtem sich
verschiedene Madglichkeiten an: Der bei frihen Imemiworten bereits demonstrierte
hemmende Effekt von CD152 auf die Zytotoxizitat ktenauch bei spaten Immunreaktionen
von bereits lange Zeit in vivo persistierenden e&elinachgewiesen werden, indem die
Geschwindigkeit der Immunantworten von CDY52und CD152 CD8" T-Gedachtnis-
Zellen mit Hilfe eines fir die Inkubationszeit apterten in vivo Zytotoxizitats-Tests
untersucht wird. Fir eine genauere Analyse derlliSsé von CD152 auf die IFN-
Produktion sollte zudem die ex vivo Restimulaticmser der CD8 T-Gedéachtnis-Zellen in

weiterfihrenden Experimenten variiert werden.

Um den Einfluss des Transkriptionsfaktors Eomes d&i Entstehung eines langfristig
bestehenden CDS8T-Zell-Gedachtnisses zu untersuchen, waren bésspeése Experimente
zweckmaRig, in denen die Entwicklung retrovirainsduzierter CDB T-Effektor-Zellen in
vivo durch adoptiven Transfer in kongene Mause @boeen langeren Zeitraum verfolgt wird.
Die Funktion von Eomes konnte dabei mit WT-Eomed ON-Eomes Vektorkonstrukten
gezielt an-, bzw. ausgeschaltet werden und so Alifss dartber geben, ob Eomes fiur die
Kontraktion der Effektorpopulation nach der Bespitig des Pathogens und die T-
Gedéachtniszell-Differenzierung notwendig ist. lessant ware zudem die Erforschung des
Einfluss von Eomes auf die Effektor-Molekil Prodakt derartig transduzierter Zellen. Es
ware z.B. denkbar, dass bei einer spat erfolgehdemunantwort der CD8T Zellen andere
Transkriptionsfaktoren, wie etwa T-bet oder NFATe &unktion von Eomes kompensieren
konnen. Ein weiterer interessanter Transkriptidktsia bei dem vor kurzem ein hemmender
Einfluss auf die zytotoxischen Eigenschaften von8CID Zellen entdeckt wurde und der
deshalb aufschlussreich bei weiterfihrenden Veruahit simultaner Beeinflussung von
CD152 sein konnte, ist cKrox (Jenkinson et al., 0®ei solchen Experimenten kdnnten
durch den Einsatz verschiedener Stimulationsweiseirerende T-Zell-Antworten ausgelost
und untersucht werden, was wiederum dartber Auifclgeben kénnte, ob CD152 bei der
Steuerung von Immunantworten mehrere Signalwegeeretet und wie diese interagieren.
Wie kurzlich veréffentlicht wurde, spielt IL-21 beler T-bet unabhangigen Regulation der
IFN-y Produktion in CDAT Zellen eine entscheidende Rolle (Suto et aDg20Daten dieser
Arbeit zeigen, dass die CD152 vermittelte HemmueglBN-y Produktion in CD8 T Zellen
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ebenfalls T-bet-unabh&ngig gesteuert werden karas IBgt eine genauere Untersuchung des
Einflusses von IL-21 auf COST Zellen nahe.






6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdemssd CD152 die Produktion der
Effektormolekile IFNy und Granzym-B nach antigenspezifischer primarenessekundarer
Stimulation entscheidend herunterreguliert. Intemeserweise konnte zudem erstmals
nachgewiesen werden, dass CD152 auch die frilhea&yzdét individueller CD8 T Zellen

in vivo hemmt. Desweiteren ergab die Analyse derl&D vermittelten Gen-Regulation
wichtige Erkenntnisse dariiber, wie CD152 verschied&ffektor-Funktionen in CO8T
Zellen differenziell beeinflusst. Es konnte nachgsen werden, dass CD152 seine
inhibitorischen Effekte durch die selektive Hemmudeg Akkumulation von Eomesodermin
mRNA ausiibt und dadurch die Effektor-Molekiil Proiuk in CDS T Zellen reguliert.
Dieser Einfluss lag innerhalb der Hierarchie derairellularen Signalkaskade proximal des
ERK/MAPK Signalwegs und gibt zum ersten Mal Aufedd dartber, dass CD152 die

Immunantworten in T Zellen auf transkriptionelldvehe steuert.

Ein besseres Verstandnis der Mechanismen, derér G8152 fir die Steuerung von
Immunantworten von CD8T Zellen bedient, ist fur die Entwicklung neuer efapien,
einschliellich solcher, die sich bereits in klilien Studien befinden, von grof3er Bedeutung.
Die gegenwartig in klinischen Studien untersuchiberapien, welche durch CD152 Signale
beeinflusst werden, beschranken sich zum einen @i Einsatz des CTLA4-Ig-
Fusionsproteins, das gezielt den Schwellenwertfidegine Aktivierung von CD8T Zellen
notig ist, anhebt, und zum anderen auf die Veraburig von CD152-blockierenden
Antikorpern und Fab-Fragmenten, die den SchwellenWie eine Aktivierung herabsetzen.
Hierdurch kénnen entweder chronische Entziindungeh autoimmune Reaktionen gegen
autologe Strukturen des Organismus, wie sie z.B.dbe rheumatoiden Arthritis oder der
multiplen Sklerose auftreten, verhindert werdenerodmgekehrt CD8 T-Zell-Antworten
gegen bestimmte pathogene Antigene verstarkt weiies ist z.B. bei der Behandlung von
metastasierenden Tumoren, aber auch bei der Bekampmfhronischer viraler Infektionen

von grofRem Vorteil.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit erweitdas Verstandnis der Wirkungsweise
dieser Therapievarianten auf CDF Zellen und tragen so dazu bei, den Einsatz diese

Behandlungen zielgenauer zu machen und Nebenwiegtuzg minimieren. Aufgrund der
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hier prasentierten Daten Uber die von CD152 geauiztrazellulare Signalkaskade des
ERK/MAPK-Signalwegs und der Akkumulation von Eom@sonin mRNA im Nukleus
ergeben sich des weiteren neue mogliche Ansatzpuiiktden Einsatz von Pharmazeutika,
die gezielt in diesen Signalweg eingreifen. Dasnkémeue therapeutische Mdglichkeiten
eroffnen, wie z.B. die Wirkungsstarke des Trangloisfaktors Eomesodermin je nach
Bedarf der Effektorfunktionen von CDg Zellen unter Bezug auf die jeweils zu behandelnd
Krankheit zu modulieren.
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Polymerase Kettenreaktion (engl.: polymechseén reaction)
engl.. programmed death-1

engl.: programmed death-1 ligand

engl.: programmed death-2 ligand

Phycoerythrin

engl.: Peridinin-chlorophyll-protein Complex
Propidiumiodid

Phosphatidylinositol-3 Kinase

Proteinkinase C

engl.: phospholipase C gamma 1
Phenylmethylsulfonylfluorid

engl.: type 2 protein serine/threonine phatage
rheumatoide Arthritis

Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)

Roswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

engl.: sodium dodecylsulfate polyacrylargel electrophoresis

etwa 100 Aminosauren lange Proteindomane diesondere Peptide mit

phosphoryliertem Tyrosin erkennt (engl.: Src-horggl@)
engl.: SH2-containing tyrosine phosphatase

systemischer Lupus erythematodes
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SPF engl.: specific-pathogen free

SLP-76 engl.: SH2 domain containing leukocyte g@robf 76 kDa
TAE Tris-Azetat-EDTA

TAP engl.: transporter associated with antigercessing

TBS engl.: tris-buffered saline

TBS-T engl.: tris-buffered saline + Tween-20

Tewm zentrale T-Gedachtniszellen (engl.: central mgniocells)
Tewm Effektor-T-Gedachtniszellen (engl.: effector meyn® cells)
TGF engl.: transforming growth factdd-

Th T-Helfer-Zellen

TLR engl.: toll like receptor

Twm T-Gedachtniszellen (engl.: memory T cells)

TNF-a Tumor Nekrose Faktar

TNFR-1 Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 1 (CD120a)

TRADD engl.: TNFR superfamily member la associgedein via death domain
Treg Zellen regulatorische T-Zellen

TZR T-Zell Rezeptor

VDJ engl.: V-variable, D-diversity, J-joining

VLA-4 engl.: very late antigen 4 (CD49d/CD29)

WT Wildtyp

Zap-70

engl.: zeta-chain-associated protein kif@se
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