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1. EINLEITUNG

1.1  Immunologisches Gedéchtnis

»Wer aber klare Erkenntnis des Vergangenen erstrebt und damit auch des Kiinftigen,
das wieder einmal nach der menschlichen Natur so oder dhnlich eintreten wird, der wird
mein Werk fiir niitzlich halten und das soll mir geniigen.“ stellt der griechische
Geschichtsschreiber Thukydides (460 bis ca. 400 v. Chr.) die Intention seines Werkes
iiber den Peloponnesischen Krieg dar {Thukydides, 2000, S.24}. Darin beschreibt er im
zweiten Buch den Ausbruch der Pest in Athen im Jahre 430 v. Chr.: ,,Diese
Krankheitsart war furchtbarer als Worte es beschreiben konnen; sie befiel jeden mit
einer Gewalt, die iiber Menschennatur ging {Thukydides, 2000, S. 147}, ,,Mitleid hatten
doch noch die Geretteten mit den Sterbenden und Leidenden, weil sie alles bereits
kannten und selbst nun in Sicherheit waren; denn zweimal befiel sie denselben nicht,
zumindest nicht mit toddlichem Ausgang.” {Thukydides, 2000, S. 148-149}. Mit dieser
Beobachtung alleine konnte Thukydides seine Intention schon erfiillt haben, da er als
einer der ersten Zeugnis gibt {iber die vielleicht wichtigste Funktion des Immunsystems,
die Vermittlung von Schutz gegen Krankheitserreger durch das immunologische
Gedidchtnis. Dieses Geddchtnis fiir die Identitdt eines Pathogens bleibt auch nach
Eliminierung des Erregers aus dem Korper und manchmal sogar lebenslang erhalten.
Durch die Beobachtung dieses Prinzips, das nach Thukydides auch andere immer
wieder beschrieben haben, entwickelte und verbreitete im 18. Jahrhundert Edward
Jenner die Impfung und begriindete damit die Immunologie als neue Wissenschaft.
Unser Wissen iliber das immunologische Gedéchtnis geht zwar mittlerweile liber die
Erkenntnisse von damals weit hinaus, dennoch ist die Frage nach den Mechanismen
seiner Ausbildung und Erhaltung noch lange nicht geldst {Sprent, 2002} .

Das ,,Immunologische Gedichtnis* kann definiert werden als die Fahigkeit des
Immunsystems Krankheitserreger schneller und effektiver zu bekdmpfen, wenn sie dem
Immunsystem bereits bekannt sind {Janeway Ch. A. Jr., 1999, S. 402} Diese
Eigenschaft beruht auf der klonalen Expansion priexistenter antigen-spezifischer
Lymphozyten. Diese Lymphozyten, die dem adaptiven Immunsystem angehéren,
unterteilen sich in B-und T-Zellen, die unterschiedliche Aufgaben wihrend der
Immunantwort erfiillen. Die T-Zellen unterteilen sich weiter in T-Helfer-(CD4") und T-
Killer-(CD8") Zellen, die ebenfalls einen unterschiedlichen Beitrag zur Beseitigung
bekannter Pathogene leisten. Wann und durch welche Faktoren diese Memory Zellen

entstchen und wie sie sich gegen andere antigen-spezifische und nicht antigen-
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spezifische Lymphozyten ihres Kompartiments abgrenzen, ist bis heute Gegenstand der

Diskussion.

1.2 Generierung und Charakterisierung von Memory T-Zellen

1.2.1 Generierungswege

Im T-Zellkompartiment unterscheidet man, orientiert an ihrer Entstehung und ihren
Aufgaben wihrend der Immunantwort, drei Entwicklungsstadien. Naive T-Zellen
finden sich vor Antigenkontakt in den T-Zellbereichen sekundirer lymphatischer
Organe und wandern kontinuierlich auf dem Blut- oder Lymphweg durch die
verschiedenen Organe des Korpers. Die iiber APC vermittelte Prdsentation von
Antigenen eines Pathogens aktiviert in den T-Zellen ein Programm zur Proliferation,
Produktion von Zytokinen und Differenzierung in Effektorzellen {Busch, 1998;
Badovinac, 2002; Kaech, 2001; Mercado, 2000}. Die aktivierten Effektor T-Zellen
verlassen die sekunddren lymphatischen Organe auf dem Blutweg, um mit Hilfe von
Adhisionsmolekiilen in entziindete Gewebe einzutreten und dort die Infektion zu
bekdmpfen. Die primédre Antwort endet mit dem Tod der meisten Effektorzellen, eine
kleine Population von Memory T-Zellen bleibt allerdings bestehen und vermittelt
Schutz gegen zukiinftige Infektionen mit demselben Pathogen. T-Zellhilfe in der
Periode des initialen Priming ist dabei fiir den langzeitigen Erhalt von CD8" T Zell-
vermittelter protektiver Immunitét notig {Sun, 2003; Janssen, 2003; Shedlock, 2003}.
Zu welchem Zeitpunkt diese langlebigen Memory T-Zellen entstehen ist unklar. Ebenso
sind die zugrundeliegenden Mechanismen fiir die effektive Generierung von Memory
T-Zellen noch nicht bekannt. Es werden im Wesentlichen zwei Modelle diskutiert: Eine
lineare Abstammung von naiven T-Zellen oder eine Differenzierung aus Effektor T-
Zellen {Opferman, 1999; Jacob, 1999; Ahmed, 1996}. Im ersten Fall entwickeln sich
die Memory T-Zellen direkt aus naiven Vorldufer T-Zellen ohne das Stadium der
"klassischen" Effektorzelle zu durchlaufen. Ihre Entwicklung verliuft also parallel zu
den Effektorzellen, die eine nur relativ kurze in vivo Uberlebenszeit besitzen. Das
andere Modell suggeriert eine partielle oder vollstindige Differenzierung naiver T-
Zellen zu Effektor T-Zellen. Die meisten Effektor T-Zellen werden deletiert. Einige
tiberleben jedoch und bleiben als Memory T-Zellen erhalten.

Aus welchen Vorlduferzellen und zu welchem Zeitpunkt der Immunantwort Memory T-

Zellen generiert werden ist unklar.
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1.2.2 Charakterisierungsmerkmale

Memory T-Zellen werden anhand der Expression bestimmter Oberflichenmolekiile und
ihres funktionellen Verhaltens charakterisiert {Ahmed, 1996; Sprent, 2001;
Zinkernagel, 1996; Dutton, 1998; Goldrath, 1999}. Dabei weisen sie sowohl
Eigenschaften von naiven T-Zellen als auch von Effektor T-Zellen auf. Eine
Abgrenzung zwischen Memory T-Zellen und naiven T-Zellen ist leichter zu treffen als

zwischen Effektor und Post-Effektor T-Zellen.

1.2.2.1 Phanotypische Eigenschaften

Der Phinotyp von Memory T-Zellen ist durch bestimmte Oberflichenmarker
charakterisiert. Im Allgemeinen werden Memory T-Zellen in solche unterschieden, die
im aktivierten Zustand verbleiben und mehr Ahnlichkeiten zu Effektor T-Zellen
aufweisen und in solche, die im Ruhezustand sind und mehr naiven T-Zellen dhneln
{Sprent, 2001 }. Dementsprechend ist eine klare phinotypische Definition, die Memory
T-Zellen von Effektor T-Zellen und naiven T-Zellen unterscheidet, schwierig.

Fiir ihre Fihigkeit, in verschiedene Organe zu gelangen, exprimieren Memory T-Zellen
eine Reihe von Oberflichenmarkern. Besonders bedeutend scheinen hierbei CCRS und
CCR7, CD44 und CD62L zu sein. CCRS5 wird auf aktivierten CD8" T-Zellen exprimiert
und ist mit ihrem Eintritt in entziindetes Gewebe assoziiert {Fukada, 2002}. CCR7 wird
vor allem im Humansystem héufig als Memory T-Zellmarker eingesetzt {Sallusto,
1999}. Er wird auch auf naiven T-Zellen exprimiert und vermittelt Homing in die
Lymphknoten {Sprent, 2002; Campbell, 2001; Pihlgren, 1996}. CD44 ist der vielleicht
verlésslichste Marker fiir die Abgrenzung von naiven T-Zellen und Memory T-Zellen.
Er wird wihrend der Reifung der T-Zellen im Thymus voriibergehend exprimiert, auf
Memory T-Zellen ist er ein Homingrezeptor fiir nicht-lymphatische Gewebe {Janeway
Ch. A. Jr., 1999, S. 234 und 408, Dutton, 1998}. CD62L gehort zur Familie der
Leukozytenadhdsionsmolekiile {Maruyama, 2000} und ist auf naiven T-Zellen als auch
auf einer Subpopulation von Memory T-Zellen zu finden {Busch, 1999; Bevilacqua,
1991}. Durch Bindung an bestimmte Zuckermolekiile, die vaskuldren Adressine auf
hohen endothelialen Venolen der Lymphknoten und Peyerschen Plaques, ermdoglicht
CD62L Homing in diese Organe {Bevilacqua, 1991}.

Ly6C ist ein Oberflichenmolekiil, das auf aktivierten T-Zellen und Memory T-Zellen
im Vergleich zu naiven T-Zellen auf hohem Niveau exprimiert wird {Walunas, 1995}.

Auf aktivierten CTL hat Ly6C akzessorische Funktion in der Zytolyse von Zielzellen
12



{Johnson, 1993}. Ebenso stimuliert es T-Zellproliferation und IL-2-Produktion nach
Aktivierung {Dumont, 1987}. Als Adhésionsmolekiil vermittelt es in vivo Homing von
CD8" T-Zellen {Hanninen, 1997}. Doch trotz vieler Untersuchungen iiber die
Expression von Ly6C und seine Verwendung als Memory Marker auf CD8* T-Zellen,
ist seine funktionelle Bedeutung immer noch nicht abschlieBend definiert {Becker,
2002; Clarke, 2000; Chambers, 1998}.

Fiir die homdgostatische Proliferation und Erhaltung von Memory T-Zellen kénnten
CD45 und CD122 eine wichtige Rolle spielen. Homdoostatische Proliferation beschreibt
den Zustand physiologischer Normalitét, in dem ein Gleichgewicht zwischen Deletion
und Proliferation herrscht, das die Zellzahl in einem nicht-infizierten Individuum
konstant hélt {Janeway Ch. A. Jr., 1999, S. 408}. CD45 wird auf allen Lymphozyten
exprimiert und amplifiziert das Signal des jeweiligen Rezeptors auf B- und T-Zellen
{Michie, 1992; Novak, 1994; Young, 1997}. CD45 erfihrt auf T-Zellen alternatives
Spleien seiner extrazelluldiren Doméne in zwei Isoformen. Wiahrend die hoch
molekulare Isoform CD45RA auf naiven T-Zellen zu finden ist, findet sich die niedrig
molekulare Form CD45RO auf aktivierten T-Zellen und auf Memory T-Zellen.
CD45RO erleichtert die Antigenerkennung, was zu einer schnelleren Antwort auf
Recall Antigene fiihrt. Da CD45RO" T-Zellen mit jeder Zellteilung empfindlicher fiir
Apoptose werden, wodurch sie einerseits das homdostatische Gleichgewicht halten
andererseits aber Probleme bei der Langzeiterhaltung von Memory T-Zellen aufweisen,
kommt einer weiteren Subpopulation von Memory T-Zellen, die CD45RA" ist,
scheinbar eine besondere Rolle fiir die Erhaltung von T-Zell Memory zu. {Faint, 2001}.
CD122, die gemeinsame B-Kette des IL2- und IL15-Rezeptors, ist ein Mitglied der
,common Y-chain“ Rezeptorfamilie {Cho, 1999}. Es wird auf ruhenden T-Zell-
Populationen exprimiert und &hnlich wie Ly-6C als Memory T-Zellmarker verwendet
{Judge, 2002}. Fiir die Fahigkeit der Population von Memory T-Zellen, dhnlich wie
Effektor T-Zellen rasche zytolytische Aktivitit zu erreichen, sind dagegen nach
Antigenkontakt Aktivierungsmarker wie CD25 und CD69 charakteristisch {Sprent,
2002}. Insgesamt ist eine Reihe von Markern fiir die Charakterisierung von T-Zellen
vorhanden, die bereits Antigenkontakt hatten. Eine klare Abgrenzung, insbesondere

zwischen Effektor und Memory T-Zellen, erlauben diese Marker jedoch nicht.
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1.2.2.2 Funktionelle Eigenschaften

Die hervorstechende Eigenschaft von Memory T-Zellen ist ihre Fahigkeit, auf
Exposition mit bekannten Antigenen eine schnellere und effektivere Antwort zu geben
als naive T-Zellen. Um diese Aufgabe zu erfiillen, haben Memory T-Zellen sowohl
bestimmte Fahigkeiten von naiven als auch Effektor T-Zellen. Die Fihigkeit von
Memory T-Zellen zu homdostatischer Proliferation, schneller Proliferation nach
Antigenkontakt und Aquisition von Effektorfunktionen und Vermittlung von protektiver
Immunitit sind die drei bedeutendsten Charakteristika.

Es wird kontrovers diskutiert, inwiefern die homdostatische Proliferation dabei im
Gegensatz zu naiven T-Zellen unabhéngig von besténdiger Stimulation durch MHC und
Antigenkontakt ist {Murali-Krishna, 1999}. Vielmehr scheinen Zytokine, besonders IL-
15, bei ihrer Erhaltung eine bedeutende Rolle zu spielen {Becker, 2002; Zhang, 1998}.
Nach Antigenkontakt haben Memory T-Zellen dariiber hinaus die Fahigkeit zur
schnellen Expansion und raschen Produktion von Zytokinen wie TNFo und IFNy
{Badovinac, 2000}. Daraus ergibt sich das dritte bedeutende Charakteristikum, die
Vermittlung von protektiver Immunitdt. Protektion kann durch den Transfer von
Memory T-Zellen in naive Empfénger passiv iibertragen werden. Im Idealfall sind die
Empfinger dann gegen Infektionen mit dem Antigen, fiir das die transferierten Memory

T-Zellen spezifisch sind, geschiitzt.

1.2.2.3 Heterogenes Verteilungsmuster

Wie bereits angedeutet, ist der Memory T-Zellpool heterogen. Memory T-Zellen finden
sich nicht nur als zentrale Memory T-Zellen in lymphatischen Organen wie
Lymphknoten und Milz, sondern auch als periphere Memory T-Zellen in nicht-
lymphatischen Organen wie der Lunge {Reinhardt, 2001; Sallusto, 1999}. Diese beiden
Populationen unterscheiden sich in ihren funktionellen Eigenschaften {Masopust,
2001}. Wihrend zentralen Memory T-Zellen dhnliche Charakteristika wie naiven T-
Zellen zugeschrieben werden, sollen klassische Effektoreigenschaften eher periphere
Memory T-Zellen charakterisieren. Die meisten peripheren Memory T-Zellen sollen
terminal differenzierte Zellen sein, die zwar rasch Effektorstatus erlangen konnen,
jedoch nicht proliferieren {Masopust, 2001}. Zentrale Memory T-Zellen sollen zwar
proliferieren konnen und so lange Zeit erhalten bleiben, aber keine direkte

Effektorfunktion zeigen. Diese beiden Kompartimente scheinen sich untereinander
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auszutauschen zu konnen, allerdings sind diese Zusammenhénge bisher noch nicht

genau verstanden.

1.3 Untersuchung antigen-spezifischer T-Zellen direkt ex vivo

Die Techniken zur Untersuchung antigen-spezifischer T-Zellen ex vivo wurden im
Laufe der Jahre immer weiter optimiert. Heute haben wir die Moglichkeit, antigen-
spezifische T-Zellen nach verschiedenen Gesichtspunkten zu untersuchen und sichtbar
zu machen. Die verschiedenen Methoden setzten dabei an der unterschiedlichen
Spezifitdt von TCR und ihrer Segmente, an der Eigenschaft antigen-spezifischer T-
Zellen auf Antigenstimuli Zytokine zu produzieren oder an der Antigenerkennung durch
TCR an. Durch verbesserte Techniken wurde es nach und nach moglich, die Population
antigen-spezifischer T-Zellen in ihrer Heterogenitit und Polyklonalitit besser zu

erfassen.

1.3.1 TCR-transgenes System

Das Prinzip dieser Methode ist die Unterscheidung CD4" und CD8" T-Zellen anhand
der Expression eines definierten TCR. Nach adaptivem Transfer TCR-transgener T-
Zellen, die uniform einen identifizierbaren TCR bekannter Peptid/MHC Spezifitit
exprimieren, kann das Verhalten antigen-spezifischer T-Zellen in vivo untersucht
werden. Anhand Gegenfirbung ihres TCR oder zusitzlicher genetischer Marker kénnen
die transferierten Zellen von endogenen T-Zellpopulationen unterschieden werden.
Genetische Marker werden in transgenen Mausmodellen wie zum Beispiel OTI/II zur
Unterscheidung von T-Zellpopulationen mit unterschiedlichen TCR verwendet {Pape,
1997}. Diese Methode hat allerdings den Nachteil, dal} die transferierten Zellen nur aus
T-Zellen mit einem einzigen identischen TCR bestehen und deswegen nur eine
Subpopulation der tatsidchlichen Memory T-Zellpopulation reprisentieren. Ergebnisse
dieser Methoden, die auf der Beobachtung einer monoklonalen Population von Memory
T-Zellen basieren, konnen nicht immer mit der Antwort endogener antigen-spezifischer
T-Zellen gleichgesetzt werden, da sich diese meist durch ein hohes Mall an TCR

Polyklonalitit und funktioneller Heterogenitit auszeichnen.
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1.3.2 Oligoklonale antigen-spezifische T-Zellpopulationen (TCR-Vf
Marker)

Diese Methode basiert auf einer MHC I-restringierten selektiven Expansion antigen-
spezifischer CDS8* T-Zellen. Lymphozyten desselben TCR-VB Gensegments
expandieren nach Antigenkontakt. Die expandierte V3* CD8" Population bietet so die
Moglichkeit, antigen-spezifische CD8" T-Zellen wihrend einer in vivo Immunantwort
zu untersuchen {MacDonald, 1993}. Die isolierten Zellen sind aber nie mit letzter
Sicherheit alle antigen-spezifisch, sondern stellen hédufig immer noch eine
Mischpopulation aus CD8" T-Zellen mit demselben TCR-V[3 Segment dar. Dieses kann

spezifisch fiir andere Epitope und spezifisch fiir das gesuchte Epitop sein.

1.3.3 ELISPOT und ICCS

ELISPOT und ICCS visualisieren T-Zellen direkt ex vivo in Abhingigkeit ihrer
Funktion {Badovinac, 2000; Lalvani, 1997; Miyahira, 1995}. Antigen-spezifische T-
Zellen werden bei beiden Methoden tiber ihre Zytokinsekretion nachgewiesen.

Im ELISPOT Assay werden Zellen auf einen Triger gegeben, der mit Ab gegen
Zytokine beschichtet ist. Nach kurzer Stimulation mit Antigen binden die von
aktivierten T-Zellen freigesetzten Zytokine an die néchstgelegenen Ab. Die Zellen
werden abgewaschen und ein markierter Ab gegen die freigesetzten Zytokine
zugegeben. So werden Punkte sichtbar, an denen sich zytokinsezernierende Zellen
befunden haben.

Mit der intrazelluldren Zytokinfirbung (ICCS) koénnen T-Zellen ebenfalls
funktionsabhéngig direkt ex vivo untersucht werden. Die T-Zellen werden isoliert und in
vitro mit Peptid stimuliert. Die Sekretion von Zytokinen, zum Beispiel IFNy und TNFa,
die antigen-spezifische T-Zellen als Reaktion auf diese Stimulation produzieren, wird
gestoppt und diese direkt intrazelluldr detektiert. Bei beiden Methoden konnen zwar
zusitzliche Informationen tiber die Funktion der T-Zellen gewonnen werden. Da in
beiden Fillen jedoch nur die Subpopulation funktionell aktiver T-Zellen dargestellt

wird, sind funktionell inaktive T-Zellen grundsétzlich ausgegrenzt.

1.3.4 Affinitdts-Matrix

Diese Methode, auch "cytokine capture assay” genannt, erlaubt die Isolierung von T-

Zellen anhand der von ihnen sezernierten Zytokine. Durch Immobilisierung spezifischer
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Ab auf der Zelloberfliche wird eine kiinstliche Affinitdtsmatrix fiir ein bestimmtes
Zytokin erzeugt. Zytokinspezifische Ab werden hierbei in der Regel an Ab gegen CD45
gekoppelt, ein Antigen das auf allen hidmatopoetischen Zellen vorkommt. Die so
erzeugten bispezifischen Ab binden mit ithrem o-CD45 Teil an die Zellen. Antigen-
spezifische T-Zellen werden kurzzeitig in vitro stimuliert und zur Zytokinsekretion
angeregt. Der spezifische Teil der Doppel-Ab bindet das sezernierte Zytokin und
immobilisiert es auf der Zelloberfldche. AnschlieBend wird mit fluoreszenz-markierten
oder magnetischen Ab gegen das sezernierte Zytokin gefirbt {Manz, 1995}.
Nachfolgend koénnen die Zellen durch FACS oder MACS isoliert werden.

Vorteil dieser Methode ist, dal antigen-spezifische Zellen lebend isoliert werden
konnen. Durch die Wahl der Spezifitit der Affinitdtsmatrix konnen Zellen einer
definierten Funktion gewonnen werden, zum Beispiel Zellen, die IFNy sezernieren. Die
so isolierten IFNy sezernierenden T-Zellen sind bereits erfolgreich in der Tumortherapie
an Méusen eingesetzt worden {Becker, 2001}. Gravierender Nachteil dieser Technik ist
sicherlich der grobe Eingriff in die Oberflachenstruktur der Zellen durch das kiinstliche
Anfiigen der Affinitdtsmatrix. AuBBerdem konnen auch antigen-unspezifische Zellen
Zytokine binden, die von antigen-spezifischen Zellen in ihrer Umgebung sezerniert
wurden. Dies sorgt fiir ein relativ starkes Hintergrundsignal. Dadurch dafl antigen-
spezifische Zellen ebenfalls funktionsabhingig liber Zytokine detektiert werden, konnen
wie bei den anderen funktionsabhdngigen Techniken nicht immer alle Zellen einer

antigen-spezifischen Population erfasst werden.

1.3.5 MHC-Multimere

Die einzige Methode antigen-spezifische T-Zellen komplett und unabhingig von ihrer
Funktion darzustellen bietet die MHC-Multimer-Technologie {McMichael, 1999;
Schneck, 2000; Ogg, 1998; McMichael, 1998; Altman, 1996; Busch, 1998}. MHC-
Multimere bestehen aus mehreren MHC-Komplexen, die rekombinant in vitro zu MHC-
Molekiilen gefaltet und mit je einem Epitop definierter Antigenspezifitit beladen
werden. Mehrere dieser beladenen MHC-Molekiile sind an ihrem biotinylierten Ende
tiber ein Streptavidinriickgrat verbunden, das fluoreszenzkonjugiert ist. Damit ist es
moglich, eine polyklonale Population antigen-spezifischer T-Zellen, die dasselbe Epitop
erkennen, darzustellen {Busch, 1998; Altman, 1996}. Leider ist aufgrund des Fehlens
von MHC II-Tetrameren im Listerieninfektionssystem, diese Art der Analyse bis heute

nur fiir MHC I-restringierte CD8" T-Zellen mdglich.
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Wiéhrend man mit MHC I-Tetrameren polyklonale T-Zellpopulationen phénotypisch
untersuchen kann, ist die funktionelle Analyse der isolierten Zellen aufgrund ihrer stark
verdnderten Physiologie nicht moglich {Knabel, 2002}. Diese Verinderungen der
Funktionalitit beruhen auf einer temperaturabhingigen Stimulation der T-Zellen durch
MHC [I/Peptid-Komplexe bei ihrer Bindung an den TCR, der den natiirlichen Liganden
der T-Zellen darstellt. Dieses Problem kann allerdings durch das Ablésen des MHC-
Multimers von den TCR nach der Zellisolierung vermieden werden. Hierzu wird das
Streptavidinriickgrat von den MHC I-Molekiilen getrennt, die darauthin aufgrund
geringerer Aviditit des einzelnen MHC [-Komplexes vom TCR abfallen. Die T-Zellen
konnen nun unter Erhalt ihrer Funktion fiir weitere Analysen verwendet werden. Mit der
MHC-Multimer-Technologie ist also sowohl die Visualisierung polyklonaler
Populationen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen als auch deren funktionelle Analyse

moglich.

1.4 Listeria monocytogenes Modellsystem

Ein geeignetes Modell, um antigen-spezifische CD4" und CD8" Memory T-Zellen zu
untersuchen, ist die Infektion mit dem Gram+, fakultativ intrazelluliren Bakterium
Listeria monocytogenes.

Infektion mit diesem Bakterium induziert besonders starke CD8" T-Zellantworten und
vermittelt lang schiitzende Immunitdt {Kaufmann, 1995}. Der Erreger selbst ist im
Unterschied zu vielen chronischen Virusinfektionsmodellen nach einer definierten Zeit
nicht mehr im Korper nachweisbar. Chronische Infektionen sind nur in Abwesenheit
adaptiver Immunmechanismen beschrieben worden. Dadurch ist dieses Modell
besonders gut fiir die Untersuchung von Memory geeignet. Obwohl fiir die Protektivitit
insbesondere CDS8" T-Zellen verantwortlich sind, tragen auch Listerien-spezifische
CD4" Zellen zur Aufrechterhaltung der Immunitit bei {Mombaerts, 1993}. Der direkte
Vergleich der Immunantworten immundominanter und damit gut detektierbarer CD4"
und CD8" T-Zellpopulationen in diesem System bereitet aber Probleme. Da alle bisher
bekannten immundominanten MHC II-Epitope auf dem genetischen H2" Hintergrund
identifiziert wurden, auf dem nur subdominante MHC I-Epitope fiir Wildtyp-Listerien
bekannt sind, wird ein Modellantigen verwendet. Das Modellantigen ist in diesem Fall
Ovalbumin, das von einem Listerien-Stamm rekombinant exprimiert und sezerniert
wird {Pope, 2001} . Infektion mit L.m.-Ova resultiert in einer immundominanten H2-K"
restringierten Antwort gegen das Epitop SIINFEKL. Mit dieser Technik ist es mdglich,
die immundominante Antwort gegen das Epitop SIINFEKL fiir MHC I und das neu
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identifizierte Epitop LLOjg920; fiir MHC II zu vergleichen. Fiir die Untersuchung
immundominanter antigen-spezifischer CD8" T-Zellen alleine muB nicht auf
rekombinante Listerien zuriickgegriffen werden. Nach Infektion mit natiirlichen L.m.
werden nimlich besonders groe CD8" T-Zellpopulationen gegen das immundominante
Peptid LLOo;.99 auf dem genetischen H2® Hintergrund beobachtet. Deren Frequenzen
reichen von ca. 2 % nach Erstinfektion bis zu 20 % nach Sekundirinfektion {Busch,
1998}.

Nach i.v. Infektion mit einer subletalen Dosis von L.m. oder L.m.-Ova konnen die
Maiuse die Infektion in der Regel gut kontrollieren. Nach tiberstandener Erstinfektion
entwickeln sie einen sehr effektiven spezifischen Immunschutz, der dazu fiihrt, dal3 bei
einer erneuten Infektion deutlich hohere Infektionsdosen (10xLDsg) kontrolliert werden

konnen {Harty, 1992; Kaufmann, 1995}.

1.5. Problemstellung

Antigen-spezifische Memory T-Zellen sind bis heute nur unzureichend charakterisiert.
Eine grundlegende Analyse des Verhaltens von CD8" Memory T-Zellen im Vergleich
zu CD4" Memory T-Zellen, ihres Phinotyps und ihrer Entstehung im Verlauf einer
Immunantwort sind fiir das bessere Verstdndnis der zugrundeliegenden Mechanismen
wegweisend. Erstes Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie sich CD8* und CD4*
T-Zellen in der Memory-Phase unterscheiden. In den vorliegenden Kinetiken von CD4*
und CD8* Memory T-Zellen nach Infektion mit dem intrazelluldren Bakterium L.m.
wurde sowohl das funktionelle Verhalten als auch das Verteilungsmuster von Memory
T-Zellen in verschiedenen Organen des zentralen und peripheren Kompartiments
untersucht. Die Hypothese hierbei war, Unterschiede in der Stabilitdt der CD8" und der
CD4" Memory T-Zellpopulation festzustellen und so Hinweise auf ihren
unterschiedlichen Beitrag zur Protektivitdt zu erhalten.

Anhand der Ergebnisse dieses Vergleichs war das zweite Ziel dieser Arbeit,
insbesondere CD8" Memory T-Zellen im Hinblick auf ihren Phinotyp, ihre Entstehung
und ihr Verteilungsmuster zu charakterisieren.

Eine Analyse der Markerexpression auf CD8* T-Zellen und deren Veridnderung iiber die
Zeit sollte Aufschluff dartiber geben, wie CD8" Memory T-Zellen phénotypisch von
anderen Entwicklungsstadien zu unterscheiden sind. Wenn es gelidnge, eine
Markerkombination zu finden, die spezifisch die Subpopulation CD8*Memory T-Zellen
charakterisiert, miisste in der Beobachtung der Expression dieser Marker iiber die Zeit

auch ein RiickschluB} tiber den Zeitpunkt der Entstehung von CD8" Memory T-Zellen
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moglich sein. Ferner kann durch das Verteilungsmuster der Subpopulation von CD8”
Memory T-Zellen, die diese Markerkombination exprimiert, in verschiedenen Organen
des peripheren und zentralen Kompartiments auf das Migrationsverhalten und die
Verteilung von CD8" Memory T-Zellen im Korper geschlossen werden. Durch den
Vergleich dieser definierten Subpopulationen in Méusen, die Defekte in Generierung
oder Erhalt von Memory aufweisen, konnten Hinweise auf die Bedingungen fiir die
Etablierung der Memory T-Zellsubpopulationen gefunden werden. Die klare Definition
des Phidnotyps CD8" Memory T-Zellen, ihres Entstehungszeitpunkts und ihres
Verteilungsmusters wiirde erlauben, die Funktion dieser hochpotenten Zellen genauer
zu untersuchen. Diese Charakterisierung hétte somit nicht nur Bedeutung fiir die
Grundlagenforschung, sondern auch fiir die Diagnostik in der Beurteilung der
Immunitétslage und des Erfolgs von Immunisierungen. Der adoptive Transfer dieser
hochpotenten CD8" Memory T-Zellen konnte zusétzlich in der Therapie zur

Ubertragung von Protektivitit Anwendung finden.
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2.  MATERIAL UND METHODIK

2.1  Infektion von BALB/c und C57BL/6 mit Listeria monocytogenes

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden die Isolate L.m. 10403s (ATCC, Rockville, USA)
und rekombinante L.m., die das Modellantigen Ovalbumin sezernieren (zur Verfligung
gestellt von Hao Shen, Philadelphia, USA) verwendet. Fiir Primérinfektionen wurde 6-8
Wochen alten, naiven C57BL/6 Miusen (Harlan, Blackthorn, U.K.) eine subletale Dosis
von 2 x 10° L.m. Ova (ca. 0.1 x LDy, ) in 200 ml physiologischer Kochsalzlgsung direkt
in die Schwanzvene injiziert. Reimmunisierungen wurden i.d.R. 5 Wochen nach der
Primirinfektion mit 2 x 10° L.m.-Ova (ca. 10 x LDy, ) i.v. durchgefiihrt.

Analog zu C57BL/6 Méausen wurden naive BALB/c Méause (Harlan, Blackthorn, U.K.)
im 6-8 Wochen alten Stadium infiziert, unter Berticksichtigung der hd&heren
Empfindlichkeit gegeniiber L.m. mit reduzierter Dosis (1 x 10° L.m. 10403s oder
entsprechend 1 x 10° L.m. 10403s nach 5 Wochen zur Reimmunisierung) {Harty, 1992;
Kaufmann, 1995}. CD40L -/- Miuse (BALB/c Hintergrund, zur Verfiigung gestellt von
Richard Flavell, Yale, USA) stammen aus eigener Zucht unter besonderen

pathogenfreien Bedingungen.

2.2 Organentnahme und Isolierung der Lymphozyten

Am gewihlten Tag nach Primérinfektion bzw. nach Reimmunisierung, wurden jeweils
zwei C57BL/6 oder BALB/c Méuse mit C0O, getotet und die Milz (Abbildungsnummer
7), das Knochenmark, peripheres Blut, die intestinalen (Abbildungsnummer 5) und
peripheren Lymphknoten (Abbildungsnummern la-c), die Leber, die Lunge und der
Darm mit sterilem Préparationsbesteck entnommen (Bilder I-V). Dabei wurden
Isolierungsprotokolle zum Teil in Anlehnung an ,,Current Protocols in Immunology*

verwendet {Coligan, 1996}.

2.2.1 Lymphknoten

Die Lymphknoten wurden durch ein Stahlnetz homogenisiert und in 10 ml RP10"
(RPMI 1640 mit 10 % FCS, L-Glutamin, HEPES [pH 7,5], P-Mercaptoethanol,
Penicillin [100 U/ml], Streptomycin [100 mg/ml] und Gentamycin [50 mg/ml])
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aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, ausgezéhlt und jeweils 6 x

10° Zellen pro Firbeansatz verwendet.

2.2.2 Milz

Die Milz wurde, wie unter 2.2.1 beschrieben, homogenisiert und in 10 ml RP10"
aufgenommen. Die Milzzellen wurden anschlieBend pelletiert (1500 rpm, 7 min, RT)
und die Erythrozyten in 5 ml NH4CL-Tris (0,17 M NH4CL in 0,3 M Tris [pH 7,5]) fiir 7
min bei RT lysiert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, ausgezdhlt und jeweils

6 x 10° Zellen pro Firbeansatz verwendet.

2.2.3 Peripheres Blut

Peripheres Blut wurde aus dem Herzen (Bild II, Abbildungsnummer 2) mit einer 27G"/s
Nadel (1 Sterican®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) punktiert und in
Eppendorf Réhrchen, die mit Heparin (Liquemin® N 25 000, Roche, Basel, Schweiz)

benetzt wurden, gefiillt. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert (7000 rpm, 10
min, RT) und das Plasma entfernt. Das Pellet wurde dann in 300 ul PBS resuspendiert
und die Erythrozyten in 10 ml NH4CL-Tris fiir 15 min bei RT unter dauerndem

Umschwenken lysiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (1500 rpm, 7 min,

RT), gewaschen, ausgezihlt und jeweils 6 x 10° Zellen pro Firbeansatz verwendet.

2.2.4 Knochenmark

Das Knochenmark wurde aus den langen Rohrenknochen der oberen und unteren
Extremitdten gewonnen. Dazu wurden die Knochen freigelegt, am Schulter- bzw.
Hiiftgelenk exartikuliert und nahe der Epiphyse abgetrennt. Das Mark wurde durch
Perfusion mit einer 27G'/> Nadel (Microlance™ 3, BD, Drogheda, Ireland) mit RP10"
herausgespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert und analog zu 2.2.2

aufbereitet.

2.2.5 Lunge

Die Lunge wurde durch eine 27G°/4 Nadel (Microlance™ 3, BD, Drogheda, Ireland) mit
PBS/Heparin (75 U/ml) perfundiert. Dazu wurde zuerst die Aorta abdominalis

durchtrennt. Die Nadel wurde dann {iber die Vena cava inferior (Bild II,
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Abbildungsnummer 3) eingefiihrt und bis in den rechten Vorhof vorgeschoben. Nun
wurde die Lunge solange perfundiert, bis die aus der Aorta austretende Fliissigkeit klar
und das Lungengewebe weilllich erschien. Die Lungenfliigel wurden entfernt, in kleine
Stiicke geschnitten und fir 30 min in HBSS/EDTA (HBSS w/o Calcium und
Magnesium (Gibco™, Invitrogen Corporation, Paisley, U.K.) mit 1,3 mM EDTA
(Dinatrium-Dihydrat, FW 292,2; Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland) bei
Raumtemperatur gerithrt {Marzo, 2002}. Die Zellen wurden dann in 5% PBS/FCS
zweimal gewaschen und durch Verdau mit Kollagenase Typ VIII (Kollagenase Typ
VIII Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in RPMI mit Zusatz (1mM MgCl, (FW
203,3, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1 mM CaCl, (FW 147,0, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) und 5%FCS) bei 37 °C fiir 30 min verdaut. Anschliefend
wurden die Zellen iiber ein Zellsieb (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) mit

100 wm Porengrofe homogenisiert, pelletiert und analog zu 2.2.1 aufbereitet.

2.2.6 Leber

Die Leber wurde durch eine 27G/4 Nadel (Microlance™ 3, BD, Drogheda Ireland) mit
,DM*“ (2mg/10ml RPMI+SC" Kollagenase Typ IV (Kollagenase Typ IV, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) und 0,2mg/10ml RPMI Dnase I, (Dnase I, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) perfundiert. Dazu wurde die Vena hepatica (Bild 111,
Abbildungsnummer 4a) durchtrennt und mdoglichst gleichzeitig die Leber iiber die Vena
portaec (Bild III, Abbildungsnummer 4b) perfundiert bis die Leberlappen hell
erschienen. Diese wurden dann entnommen, durch ein Stahlnetz homogenisiert und in
10 ml RP10" aufgenommen. Nach Pelletieren (1000 rpm, 10 min, 4°C) erfolgte der
Verdau in 10 ml ,DM* fiir 40 min bei 37 °C. Dann wurde das Volumen auf 40 ml
,DM* aufgefiillt und der Uberstand der Zentrifugation (300 rpm, 3 min, 4 °C)
dekantiert. Nach Pelletieren der Lymphozyten wurden diese in 10 ml RP10"

aufgenommen und analog zu 2.2.1 aufbereitet.

2.2.7 Intestinum

Der Darm wurde distal am Sigma (Bild V, Abbildungsnummer 6a) und proximal am
Pylorus (Bild V, Abbildungsnummer 6b) abgetrennt. Die Peyerschen Plaques wurden
mit der Schere entfernt. Nach Entfernung des Fetts am Mesenterialansatz wurde der Kot

ausgestrichen und der Darm léngs aufgeschnitten. In mehreren Waschschritten in HBSS
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(Gibco™, Invitrogen Corporation, Paisley, U.K.) wurde der Darm gereinigt und

schlieBlich in kleine Stiicke geschnitten.

2.2.7.1 Intraepitheliale Lymphozyten (IEL)

Die Darmstiicke wurden fiir 20 min bei 37 °C unter Schiitteln in 1 mM HBSS/DTT von
Fett gereinigt. Nach zwei Waschschritten in HBSS wurden die Zellen mit 0,1 mM
HBSS/EDTA (Dinatrium-Dihydrat, FW 372,2, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
20 min inkubiert. Danach wurden die IEL durch vortexen fiir 15 s bei maximaler
Umdrehungszahl weiter herausgelost. Der Uberstand wurde abgenommen und der
Inkubationsschritt wiederholt. Die Uberstinde dieser beiden Schritte wurden zusammen
10 min auf Eis inkubiert, der Uberstand vom Debris getrennt, pelletiert und in 5 ml
RP10" resuspendiert. Diese Inkubationsschritte wurden nochmals wiederholt und die
erhaltenen Zellsuspensionen gepoolt. Die verbleibenden Darmstiicke wurden 20 min bei
Raumtemperatur unter Rithren in RP10" gewaschen, der Uberstand abgenommen,
pelletiert und zu den bereits erhaltenen Lymphozyten hinzugefiigt, die dann analog zu

2.2.1 aufbereitet wurden.

2.2.7.2 Lamina propria Lymphozyten (LPL)

Die Darmstiicke wurden nun mit Kollagenase D (1 mg/ml, Roche, Mannheim,
Deutschland) in RP10" fiir 60 min verdaut und anschlieBend iiber ein Nylonnetz
homogenisiert. Nach Pelletieren (1200 rpm, 7 min, 4 °C) wurden die Zellen in 10 ml

RP10" aufgenommen und analog zu 2.2.1 aufbereitet.

2.2.7.3 Peyersche Plaques (PP)

Die PP wurden analog zu den LPLs behandelt (2.2.7.2).
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Bild I: Periphere Lymphknoten (1a) submandibulér
(1b) axillar
(1c) inguinal
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Bild II:
Herz und Lunge (2) Herz
(3) Vena cava
inferior

Bild III:
Leber (4a) Vena hepatica
(4b) Vena portae
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Bild IV:
(5) Intestinale Lymphknoten

Bild V: Darm und Milz
(6a) Colon sigmoideum
(6b) Pylorus

(7) Milz
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2.3 MHC-Reagenzien

Nach den bereits etablierten Protokollen {Busch, 1998} wurden die Proteine H2-Kd#45
(H2-Kd ohne Transmembranregion und ohne intrazellulire Doméne aber mit
Biotinylierungssequenz am C-terminalen Ende {Schatz, 1993}, bzw. H2-Kb und Maus
B2m rekombinant in E.coli exprimiert, aufgereinigt und in vitro zu MHC I-Molekiilen
gefaltet.

Die fiir diese Studie verwendeten Peptide waren: LLOy; 99 (GYKDGNEYI) (Affina,
Berlin, Deutschland) und Ovassg 64 (SIINFEKL) (Affina, Berlin, Deutschland).

Die korrekt gefalteten MHC-Molekiile wurden nun durch Zugabe des Enzyms BirA
(Avidity, Colorado, USA) spezifisch biotinyliert. AnschlieBend erfolgte die schrittweise
Zugabe von fluoreszenz-markiertem SA (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) in
einem molaren Verhiltnis von 5:1 SA zu biotinylierten MHC-Molekiilen. Die
schrittweise Zugabe des SA soll bewirken, daBl die MHC-Molekiille immer im
Uberschuf3 vorhanden sind und alle 4 Bindungsstellen des zugegebenen SA abgesittigt
werden. Hierdurch wird die Ausbildung von Mono-, Di- und Trimeren verhindert. Die
in diesen Experimenten verwendeten Fluoreszenzen waren PE oder APC.
Uberschiissige MHC-Molekiile wurden danach durch Zentrifugation iiber eine 100 kD-
Membran (Millipore, Bedford, USA) entfernt und gleichzeitig der Pufferaustausch zu
PBS pH 8,0 (+ 2 ul 0,5M NaEDTA, 1 ml 30 % NaN3s, 0,5 ul Leupeptin (2 ug/ml) und
0,5 wl Pepstatin (2 ug/ml) pro ml MHC-Molekiil-Lsg.) durchgefiihrt. Die so generierten

Tetramere wurden exakt austitriert und lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

2.4  Fiarbung ex vivo gewonnener T-Lymphozyten

Fiir die ex vivo Farbung von T-Zellen wurden die Organe der zu untersuchenden Méause
wie unter 2.2 beschrieben entnommen. Die Zellen wurden anschlieBend durch ein
Nylonnetz filtriert, um groBere Zellklumpen, die das Zytometer verstopfen kdnnten, zu

entfernen.

2.4.1 Tetramerfarbung

Die Fiarbungen wurden in 96 ,well“ Platten mit Rundboden durchgefiihrt, wobei
anndhernd 6 x 10° Zellen pro Firbeansatz verwendet wurden. Um unspezifische

Bindung von fluoreszenz-markierten mAbs zu verhindern, wurden die Proben vor der
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Farbung mit Fc-block-Reagenz (blockierender Antikorper fiir Fc-Rezeptor
[CD32/CD16], BD Biosciences, ParMingen, San Diego, USA) behandelt. Zur
Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurde die Fc-block-Behandlung mit
einer Ethidium Monazid-Féarbung (EMA, Molecular Probes, Leiden, Niederlande)
kombiniert {O'Brien, 1995}. Diese hat den Vorteil gegeniiber einer Propidiumjodid-
Féarbung, dall die Zellen nach der Farbung fixiert werden koénnen, da EMA durch
Lichtexposition kovalent an die DNA toter Zellen gebunden wird. Die Zellen wurden
zundchst im Dunkeln fiir 20-30 min mit 2 ug/ml EMA inkubiert und anschlieend fiir
10 min Licht ausgesetzt (40 W Lampe, ca. 30 cm Abstand). Danach wurden die Proben
gewaschen und die Farbung mit fluoreszenz-konjugierten mAbs fiir 20 min oder MHC-
Multimerreagenzien fiir 45 min in 50 ml auf Eis und in Dunkelheit durchgefiihrt. Bei
gleichzeitiger Verwendung von mAb und MHC-Multimeren wurde immer flir 45 min
inkubiert. Alle mAbs und Multimerreagenzien wurden exakt austitriert und in
sattigenden Konzentrationen verwendet. AbschlieBend wurden die Zellen gewaschen, in
2% PFA fixiert und durchfluzytometrisch analysiert. Alle Farbe- und Waschschritte
wurden ausschlieBlich in FACS-Farbepuffer (PBS pH 7.45, 0,5% BSA, 0,02% NaN3)
durchgefiihrt.

2.4.2 Intrazellulare Zytokinfarbung

Fiir die intrazelluliren Zytokinfiarbungen wurden je nach Zellmenge annshernd 1 x 10’
oder 2 x 107 Zellen pro Stimulationsansatz verwendet. Die in DMSO geldsten Peptide
Ovazsgaes (SIINFEKL) (Affina, Berlin, Deutschland) und LLOj99201 (Affina, Berlin,
Deutschland) sowie als Kontrolle DMSO alleine (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) wurden jeweils getrennt in einer Konzentration von 1 uM zur Stimulation
verwendet. Je nach Gesamtzellzahl wurden 1 x 10’ Zellen in einem Volumen von 1 oder
2 ml in einer 24 ,,well* Platte fiir zwei Stunden bei 37°C stimuliert. AnschlieBend wurde
der Transport aus dem Golgi-Apparat durch Zugabe von Brefeldin A (Golgi-Plug™,
BD Biosciences ParMingen, San Diego, USA) fiir anndhernd acht Stunden bei 37°C
geblockt, sodass neu gebildetes Zytokin in der Zelle verblieb. Nach Uberfiihren der
Zellen in 15 ml Rohrchen wurden die Zellen gewaschen, analog zu 2.4.1. mit EMA/Fc-
block behandelt und die Zelloberfliche mit fluoreszenz-konjugierten mAbs gefarbt.
Dann wurden die Zellen gewaschen und in 100 ul Cytofix/Cytoperm™ (Biosciences
ParMingen, San Diego, USA) im Dunkeln fir 20 min bei 4 °C fixiert und
permeabilisiert. Die mit Perm/Wash™ Puffer (BD Biosciences ParMingen, San Diego,

USA) gewaschenen Zellen wurden dann im Dunkeln fir 30 min bei 4 °C mit
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fluoreszenz-konjugierten mAbs intrazelluldr gefirbt. Die Zellen wurden wiederum in
Perm/Wash™ Puffer (BD Biosciences ParMingen, San Diego, USA) und abschlie3end
in FACS-Farbepuffer (PBS pH 7.45, 0,5 % BSA, 0,02 % NaN;) gewaschen. Nach
Fixierung in 1 % PFA erfolgte die durchflulzytometrische Analyse der Zellen.

2.5 DurchfluBzytometrische Analyse und Auswertung

Die Proben der Vierfarbenanalyse wurden an einem FACSCalibur (FACSCalibur,
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) eingelesen, die mit mehr als vier Farben
an einem MoFlo (Cytomation, Freiburg, Deutschland).

Die Auswertung der Daten wurde mit Flow Jo V 3.4 oder 4.2 Software (Tree Star, San
Carlos, USA) durchgefiihrt.

Im Falle der intrazelluldren Zytokinfarbung wurden von allen lebenden Lymphozyten
die CD4" und CD8" T-Zellen auf ihr intrazellulires Zytokinprofil mit Hilfe von
fluoreszenz-konjugierten mAbs untersucht. Analog dazu wurden mit der
Tetramerfirbung alle antigen-spezifischen CD8" T-Zellen auf die Expression von
Oberflachenmolekiilen analysiert. Es wurden weiterhin absolute und relative Zellzahlen

der untersuchten Populationen bestimmt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Kinetiken antigen-spezifischer CD4" und CD8" T-Zellpopulationen

nach Infektion mit L.m.-Ova

Um die Kinetiken antigen-spezifischer CD8" und CD4" T-Zellpopulationen in
verschiedenen Organen des peripheren und zentralen Kompartiments zu vergleichen,
wurden sie an verschiedenen Zeitpunkten der Primér- und Sekunddrimmunantwort nach
spezifischer Stimulation mit LLO;990; oder SIINFEKL auf die Expression von IFNy
untersucht. Hierbei zeigte sich, da3 an primér und recall Tag 7 in den meisten Organen
groBe Populationen an antigen-spezifischen CD8" und CD4" T-Zellen existieren. Es
beherbergen dabei nicht nur Organe des zentralen Kompartiments hohe Zellzahlen von
beiden Zelltypen, sondern auch periphere, besonders auffillig hierbei Blut und Lunge
(Abbildung 1). Im Verlauf der Immunantwort verhalten sich CD8" und CD4" T-Zellen
allerdings unterschiedlich. Wihrend die antigen-spezifischen CD8" T-Zellen vor allem
peripher bis in die Memory-Phase auf hohem Niveau erhalten bleiben, nehmen die
antigen-spezifischen CD4" T-Zellen in allen untersuchten Organen dramatisch ab
(Tabelle 1). Eine Ausnahme bildet nur das Knochenmark, wo die Anzahl der antigen-
spezifischen CD4" T-Zellen relativ konstant bleibt. Allerdings sind die Frequenzen in
diesem Organ generell sehr niedrig. Eine spezielle Akkumulation von CD4" T-Zellen ist
in keinem Organ nachweisbar. Insgesamt zeigt sich, daB CD4" T-Zellen bei Infektion
rasch auf ein hohes Niveau expandierbar sind, aber im Gegensatz zu CD8" T-Zellen auf

diesem Niveau in keinem Organ erhalten bleiben.
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Abbildung 1: Kinetik CD4'(LLO,g90;) und CDS'(SIINFEKL) IFNy-produzierender T-Zellen in

verschiedenen Organen nach Infektion mit L.m.-Ova.. Dot Plots sind reprdsentativ fiir vier C57BL/6

Miuse 7 und 35 Tage nach recall Infektion. Zahlen geben den Anteil der Zellen jedes Quadranten an.
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SIINFEKL

recall Tag 7 recall Tag 35 % Abnahme
Milz 27.78 (+/- 8.89) 9.85 (+/- 0.58) 64.56
Knochenmark 34 (+/-7.5) 22.39 (+/-1.71) 34.15
Blut 35.85 (+/- 7.25) 27.59 (+/- 2.41) 23.05
Lymphknoten 1.57 (+/- 0.13) 0.88 (+/-0.4) 44 .27
Leber 7.79 (+/- 1.53) 6.38 (+/- ) 18.10
Lunge 453 (+/-2.5) 28.94 (+/- 3.66) 36.11

LLO

190-201 recall Tag 7 recall Tag 35 % Abnahme
Milz 9.79 (+/- 0.85) 1.82 (+/- 0.39) 81.41
Knochenmark 4.83 (+/- 1.47) 5.14 (+/- 0.39) -6.42
Blut 7.28 (+/- 3.34) 2.03 (+/-1.1) 72.12
Lymphknoten 0.66 (+/- 0) 0.12 (+/- 0) 81.35
Leber 1.13 (+/- 0.89) 0.24 (+/- %) 79.20
Lunge 19.34 (+/- 14.12) 3.13 (#/-1.17) 83.81

Tabellel: Mittelwerte der Prozentzahlen IFNy-produzierender CD4" (LLO9q.5;) und CD8" (SIINFEKL)
T-Zellen mit Standardabweichungen. Zahlen sind repréisentativ fiir zwei unabhédngige Experimente von
jeweils zwei Miusen gepoolt an Tag 7 und 35 nach recall Infektion (N=4). Die prozentuale Abnahme
iiber die Zeit entspricht der Formel 100 - (Mittelwert Tag 35 / Mittelwert Tag 7 x 100). * Werte
reprisentativ fiir ein Experiment von jeweils zwei Mausen gepoolt an Tag 7 und 35 nach recall Infektion

(N=2). Lymphknoten entsprechen peripheren Lymphknoten.

3.2 Kinetik antigen-spezifischer CD8" T-Zellen nach Infektion mit L.m.

Die selektive Erhaltung antigen-spezifischer CD8" T-Zellen auf hohem Niveau in allen
untersuchten Organen des peripheren und zentralen Kompartiments legt eine besondere
Bedeutung dieser Population fiir das immunologische Gedéchtnis nach Infektion mit
dem intrazelluldren Bakterium L.m. nahe. Deswegen wurde die Kinetik antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen in diesen Organen weiter mit Tetrameren untersucht. Die
Kinetik in der Milz wurde aufgrund ihrer Mittelstellung zwischen peripherem und

zentralem Kompartiment auf mehrere Zeitpunkte ausgedehnt.

3.2.1 Testung der Tetramere

In den folgenden Versuchsreihen wurden die LLO,, 4, spezifischen CD8" T-Zellen durch

fluoreszenz-konjugierte Tetramere sichtbar gemacht. Die Tetramere wurden zuerst an
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einer CD8 positiven T-Zellinie, deren TCR spezifisch fiir das Epitop LLOy, 4, in
Zusammenhang mit H2-K? ist, auf ihre Spezifitit getestet (Abbildung 2.1). Ihre
optimale Konzentration wurde fiir die T-Zellfarbung zusitzlich an CD8" T-Zellen direkt

ex vivo austitriert (Abbildung 2.2).

2.1

Tetramer 1:200
1:100

— 1: 50
= 1: 25

. ungefarbt

Abbildung 2: Titration der fiir das Epitop LLOy; g9 spezifischen Tetramere an einer LLOyg;_g9 spezifischen
T-Zellinie (2.1) und an CD8" T-Zellen ex vivo aus der Milz 5 Tage nach recall Infektion (2.2)

3.2.2 Kinetik der Anzahl antigen-spezifischer CD8" T-Zellen in der Milz

Aufgrund einer Ausbeute von nahezu 100% bei Isolierung von Lymphozyten aus der
Milz kann man anhand gezédhlter Lymphozytenzahlen und Prozentzahlen antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen die absoluten Zahlen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen
berechnen.

Betrachtet man den Verlauf der absoluten Zahlen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen in
der Milz nach Primir- und Sekundérinfektion mit L.m., sieht man eine typische Kinetik
mit den Stadien: Expansionsphase, Kontraktionsphase und Memory Phase (Abbildung
3).

Wihrend in der Primdrantwort das Maximum der Expansionsphase zwischen Tag 6 und
8 erreicht wird, expandieren die Zellen der Sekundidrantwort wesentlich schneller und
erreichen ihr Maximum schon an Tag 4 bis 6. Dariiber hinaus betragt die Grofe der
epitop-spezifischen CD8" T-Zellen nach der Sekunddrantwort ein Zehnfaches

derjenigen der Primérantwort.
34



Nach der Kontraktionsphase persistiert ein stabiler Pool von Memory T-Zellen, der im
Falle der Reimmunisierung Ausgangspunkt fiir eine schnelle Expansion ist. Ahnlich wie
die maximal expandierte Population nach Sekundérinfektion, ist auch die nachfolgende

antigen-spezifische Memory T-Zellpopulation etwa zehnmal grofer als nach

Primérinfektion.
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Abbildung 3: Kinetik der absoluten Anzahl LLOy; g spezifischer T-Zellen in der Milz nach Primér- und
Sekundérinfektion mit L.m. (je zwei BALB/c Mause pro Zeitpunkt). Pfeile markieren die

Infektionszeitpunkte an primary und recall Tag 0.

3.2.3 Kinetik der Prozentzahlen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen in

Organen des peripheren und zentralen Kompartiments

Aufgrund der geringeren Ausbeute an Lymphozyten aus den meisten anderen Organen
lassen sich nur die relativen Prozentzahlen vergleichen. In der Primérantwort zeigt sich
in allen Organen eine mehr (vgl. Lunge) oder weniger (vgl. Leber) starke Kontraktion
antigen-spezifischer CD8" T-Zellen (Abbildungen 4). Im Blut und Knochenmark
steigen die Frequenzen sogar leicht an. In der Memory Phase sind die Frequenzen dann
in fast allen Organen mehr oder weniger stark abgefallen. Nur die peripheren
Lymphknoten zeigen einen leichten Frequenzanstieg antigen-spezifischer CD8" T-
Zellen. Aufgrund der erhohten Frequenzen sind Verdnderungen besser in der
Sekundirantwort zu erkennen (Abbildungen 4). Ausgehend von der oben beschriebenen

Kinetik sieht man auch hier in der Milz eine Abfolge von Expansions-, Kontraktions-,
35
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und Memory Phase und der prozentuale Anteil antigen-spezifischer CD8" T-Zellen
erreicht wieder ein Plateau. Die Frequenzen von recall Effektor und Memory T-Zellen
sind in manchen Organen, wie zum Beispiel Leber und Lunge, besonders hoch, in
anderen, wie zum Beispiel den Lymphknoten, sieht man eine geringere Zunahme. In
Organen des zentralen Kompartiments, wie periphere Lymphknoten und Peyersche
Plaques, dhnelt sich der Verlauf nach Zweitimmunisierung. Die Zellen der Peyerschen
Plaques scheinen sich auf sehr hohem Niveau zu stabilisieren, die der peripheren
Lymphknoten dagegen auf niedrigerem. Einen dhnlichen dreiphasigen Verlauf, mit
Stabilisierung auf hohem Niveau in der Memory Phase, sieht man auch in der Leber.
Die eher dem peripheren Kompartiment zugehorige Lunge zeigt eine dramatische
Zunahme in der Expansionsphase, zu spdteren Zeitpunkten aber einen kontinuierlichen
Abfall an antigen-spezifischen CD8" T-Zellen. Einen kontinuierlichen Anstieg von
antigen-spezifischen CD8" T-Zellen iiber die Expansionsphase hinaus findet man in
Blut und Knochenmark. Intestinale Lymphknoten zeigen einen Anstieg ohne sichtbare
Kontraktionsphase. Allerdings machen die sehr niedrigen Frequenzen die genaue
Beurteilung der Kinetiken in intestinalen Lymphknoten schwierig. Die Lymphozyten
aus der Lamina propria und dem Epithel des Darmes zeigen keine wesentlichen

prozentualen Veriinderungen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen.
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Abbildungen 4.8- 4.10
Abbildungen 4: Kinetiken der relativen Anzahl der LLOg,.g9-spezifischen T-Zellpopulation in

verschiedenen Organen nach Primir- und Sekundirinfektion mit L.m. (je zwei Balb/c Maiuse pro

Zeitpunkt gepoolt). Pfeile markieren die Infektionszeitpunkte an primary und recall Tag 0.
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3.3 Kinetiken verschiedener Oberflichenmarker auf antigen-spezifischen

CD8" T-Zellen in der Milz

Um antigen-spezifische CD8" T-Zellen iiber die Zeit genauer zu charakterisieren, wurde
die Expression verschiedener Oberflaichenmarker auf Lymphozyten der Milz untersucht.
Die lebenden (EMA negativen) Lymphozyten, die CDS8 positiv und antigen-spezifisch
(Tetramer positiv) sind, wurden auf ihre Markerexpression untersucht (Abbildung 5).
Fiir eine Abgrenzung zwischen Marker hoch und niedrig exprimierenden Populationen
wurden die auf den Marker gefiarbten mit den fiir diesen ungeféarbten Zellen verglichen.
Da vermutet wird, dal die Milz vor allem in der Memory Phase eine Mischpopulation
des zentralen und peripheren Kompartiments beherbergt, fokussierte diese
Untersuchung insbesondere auf dieses Organ. Die Marker wurden nach ihrer moglichen
EinfluBnahme auf Generierung und Erhalt von Memory T-Zellen ausgewéhlt. Zu ihnen
gehoren Oberflichenmolekiile der Effektor- und Posteffektorphase einschlieBlich
Apoptoseinduktoren, Aktivierungs- und Homingrezeptoren, kostimulatorische Molekiile

und Wachstumsfaktorrezeptoren (Tabelle 2)

Lymphozyten EMA negativ CD8 positiv

SSC

Tetramer¢

Tetramer

Histogramm

Probe-Negativkontrolle

FSC FL2 ungefarbt

Probe

Tetramer

Marker

Abbildung 5: Schema der Auswertung fiir die Bestimmung der Kinetiken verschiedener
Oberflichenmarker auf CD8" antigen-spezifischen T-Zellen. Rot bezeichnet sind die durch das Gate
eingegrenzten Zellen, die im jeweils ndchsten Schritt analysiert werden. Die Abgrenzung zwischen hoch
und niedrig exprimierenden Zellen fiir den jeweiligen Marker der Probe wurde anhand der

Negativkontrolle getroffen. Die Markerexpression ist schlieBlich als Dot Plot und Histogramm dargestellt.
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Ly6C Effektor und
CD44 ~ | Post-Effektor
CD45 (LCA) J Phase

CD62L (L-Selektin)

CD69 ~ | Aktivierung oder Homing
CD45R (B220)

CD40 Kostimulati
CD40L (CD154) ostimuation
CD25

CD122 Wachstumsfaktor-
CD127 rezeptoren

CD132

Tabelle 2: Ubersicht der Gruppen untersuchter Oberflichenmarker

3.3.1 Marker der Effektor- und Post-Effektorphase

Als Molekiile der Effektor- und Post-Effektorphase sind Ly6C, CD44 und CD45
(LCA), auBBerdem die Apoptoseinduktoren fas und fasL untersucht worden.

CD44 ist ein Adhdsionsmolekiil, das auf T-Zellen sowohl temporir wéhrend ihrer
Entwicklung im Thymus als auch in hdherem MaBle auf Memory T-Zellen exprimiert
wird. CD45 erfahrt auf Memory T-Zellen alternatives Spleilen seiner extrazelluldren
Doméne in die Isoformen CD45RA und RO, die durch Bindung an den TCR die
Antigenerkennung erleichtern. Ly6C wird auf T-Zellen nach Aktivierung exprimiert
und hat akzessorische Funktion in der Zytolyse von Zielzellen {Johnson, 1993}. Es
stimuliert ebenso T-Zellproliferation und IL-2 Produktion nach Aktivierung {Dumont,
1987} und vermittelt als Adhisionsmolekiil in vivo Homing von CD8" T-Zellen
{Hanninen, 1997}.

Fas-Expression auf CD8" T-Zellen triggert durch Bindung an fasL Apoptose {Nagata,
1995}. Dieser Mechanismus soll fiir negative Selektion und den Aufbau des Memory B-
Zellrepertoirs von Bedeutung sein {Takahashi, 2001}. Eine &dhnliche Funktion auf T-
Zellen wird diskutiert.
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Die ,antigen-experienced T-Zellmarker CD44 und Ly6C werden nach Antigenkontakt
auf nahezu allen antigen-spezifischen T-Zellen exprimiert (Abbildung 6.1 und 2), fas
und fasL. dagegen nur zu Beginn der Expansionsphase (Abbildung 7.1 und 2).

CD45 wird auf allen CD8" T-Zellen, durchgehend hoch exprimiert. Die Expression von
CD44 und Ly6C auf antigen-spezifischen T-Zellen unterscheidet sich eindeutig von der
Expression auf der Gesamtpopulation CD8" T-Zellen, die einen groBen Pool an naiven
und nicht L.m.-spezifischen T-Zellen einschliet. Antigen-spezifische Zellen sind
praktisch zu 100% positiv fiir CD44 und Ly6C. Betrachtet man anhand des
geometrischen Mittels die Expressionsintesitit, zeigt CD44 auf dem Hohepunkt der
Expansionsphase leicht erhohte Expression, die mit der nachfolgenden
Kontraktionsphase wieder abnimmt. Die Expression von Ly6C steigt ebenfalls wihrend
der Effektorphase an und erreicht nach der priméren Kontraktionsphase ihre niedrigsten
Werte. Interessanterweise steigt das geometrische Mittel nach Zweitimmunisierung
schnell an und stabilisiert sich dann auf einem deutlich hoheren Niveau im sekundéren
Memory T-Zellpool.

Eine Population antigen-spezifischer CD8" T-Zellen, die fasL exprimiert, ist an
Hohepunkten der Expansionsphase zwar abgrenzbar, dennoch scheinen fasL
exprimierende Zellen im gesamten Verlauf eher in geringerer Zahl zu finden zu sein.
Der Bindungspartner fas hingegen wird kurz vor der maximalen Expansion antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen hoher exprimiert und ist am Hohepunkt der Immunantwort
wieder auf niedrigem Niveau. Dies 146t sich sowohl anhand der relativen Anzahl fas
positiver antigen-spezifischer T-Zellen als auch am Verlauf des geometrischen Mittels

verfolgen.
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Abbildungen 6:
6.1 Kinetik der CD8" antigen-spezifischen T-Zellen (Tetramere LLOy;.09-SA-APC) beziiglich Expression

von CD44 (FITC) CD45 (FITC) und Ly6C (FITC) nach Primér- und Sekundérinfektion mit L.m.. Der
Anteil der Zellen jedes Quadranten ist angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Prozentwerten

der fiir den Marker positiven Zellen innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-Zellpopulation.
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6.2 Darstellung derselben Kinetik von 6.1 als geometrisches Mittel der CD8" antigen-spezifischen T-

Zellen. Agm ist die Differenz von Marker' antigen-spezifischen T-Zellen und der Negativkontrolle.
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Abbildungen 7:
7.1 Kinetik der CD8" antigen-spezifischen T-Zellen (Tetramere LLOg,; 99 -SA-APC) beziiglich Expression

von fas (FITC) und fasL (PE) nach Priméar- und Sekundédrinfektion mit L.m.. Der Anteil der Zellen jedes
Quadranten ist angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Prozentwerten der fiir den Marker

positiven Zellen innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-Zellpopulation.
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7.2 Darstellung derselben Kinetik von 7.1 als geometrisches Mittel der CD8" antigen-spezifischen T-

Zellen. Agm ist die Differenz von Marker” antigen-spezifischen T-Zellen und der Negativkontrolle.

3.3.2 Aktivierungs- und Homingrezeptoren

Aus den Aktivierungs- und Homingrezeptoren wurden CD45R (B220), CD69 und
CD62L ausgewdihlt.
CD45R (B220) ist ein Molekiil, das insbesondere auf B-Zellen exprimiert wird, dessen
Funktion auf T-Zellen aber noch weitgehend unklar ist. CD69 ist ein frither
Aktivierungsmarker auf B- und T-Zellen. Seine genaue Funktion ist ebenfalls noch
unklar. CD62L gehort zur Familie der Leukozyten-Adhédsionsmolekiile und vermittelt
Homing tiber Bindung an vaskuldre Adressine der hohen endothelialen Venolen. Er
wird bei Aktivierung der T-Zellen herunterreguliert und verhindert so die
Riickwanderung in die Lymphknoten. CD62L wird auch auf einer Subpopulation von
Memory T-Zellen exprimiert {Wherry, 2003}.
CD69 und CDA45R werden insbesondere in der Aktivierungsphase exprimiert
(Abbildung 8.1 und 2).
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Die generellen Kinetiken der Oberflichenexpression innerhalb der antigen-spezifischen
Population dieser beiden Marker zeigen einen sehr dhnlichen Verlauf, wobei das
Expressionsniveau von CD69 insgesamt sehr niedrig ist (Abbildung 8.1). Zu Beginn der
Aktivierungsphase werden CD69 und B220 hoch exprimiert und fallen dann ziemlich
abrupt auf sehr niedrige Werte ab. Thre Expression steigt dann in der Memory Phase
nach Primdrinfektion wieder etwas an oder bleibt stabil. Das geometrische Mittel der
Expression von CD62L fillt zwar initial ebenso ab, steigt im Gegensatz zu den anderen
Markern aber im Memorypool zunehmend an. Dieser Verlauf wird deutlicher in der
Kinetik der relativen Anteile CD62L hoher antigen-spezifischer CDS8" T-Zellen
(Abbildung 8.3).

Die Dot Plot Analyse von CD69 und CD45R spiegelt den Verlauf der geometrischen
Mittel wieder. Es lassen sich zwar in der frithen Aktivierungsphase zum Teil
Subpopulationen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen abgrenzen, aber eine klare
Aufsplittung in Subpopulationen ist nicht erkennbar (Abbildung 8.1).

Die Kinetik von CD62L auf antigen-spezifischen T-Zellen zeigt einige Auffilligkeiten
verglichen mit anderen Markern.

Naive T-Zellen sind CD62L hoch. In der Phase der Aktivierung ist die Mehrheit der
Zellen CD62L niedrig, einige sind aber auch in dieser Phase hoch. Im Laufe der Zeit
nimmt der Anteil von CD62L hoch exprimierenden T-Zellen zu, bis in der Memory-
Phase die CD62L hoch exprimierenden T-Zellen iiberwiegen. In der Sekundirantwort
zeigt sich ein der Primédrantwort vergleichbares Bild mit hoheren Frequenzen. Wenn
man die Entwicklung der beiden Populationen CD62L hoher und niedriger CD8" T-
Zellen tber die Zeit verfolgt, nehmen CD62L niedrige T-Zellen kontinuierlich ab,
wohingegen die Population der CD62L hohen T-Zellen in der Memory Phase zunimmt
(Abbildung 8.1). Auf der Ebene absoluter Zahlen zeigt CD62L in der Frithphase eine
Expansion und Stabilisierung auf hohem Niveau. Nach Zweitinfektion folgt CD62L der
bereits besprochenen Kinetik antigen-spezifischer CD8" T-Zellen mit Expansion,
Kontraktion und Stabilisierung auf hoherem Niveau in der Memory-Phase (Abbildung
8.3).
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Abbildungen 8:
8.1 Kinetik der CD8" antigen-spezifischen T-Zellen (Tetramere LLOo;_go—~SA-APC) beziiglich Expression

von CD62L (FITC), CD69 (FITC) und CD45R (FITC) nach Primér- und Sekundérinfektion mit L.m.. Der

" CD45R

Anteil der Zellen jedes Quadranten ist angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Prozentwerten

der fiir den Marker positiven Zellen innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-Zellpopulation.
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8.2 Darstellung derselben Kinetik von 8.1 als geometrisches Mittel der CD8" antigen-spezifischen T-

Zellen. Agm ist die Differenz von Marker” antigen-spezifischen T-Zellen und der Negativkontrolle.
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8.3 Darstellung derselben Kinetik von 8.1 als Prozentzahlen und als absolute Zahlen (x 10°) der CD62L
hohen CDS8" antigen-spezifischen T-Zellen

3.3.3 Kostimulatorische Molekiile

Als kostimulatorische Molekiile wurden CD40 und CD40L (CD154) ausgewahlt. CD40
wird vor allem auf B-Zellen und APCs exprimiert. Auf CD8" T-Zellen soll es fiir die
Reexpansion aus dem Memory T-Zellpool wichtig sein. Uber eine Bindung an CD40L
(CD154) auf CD4" T-Zellen und anderen APCs bekommen CD8" T-Zellen hierzu
entsprechende ,,Hilfssignale® vermittelt {Borrow, 1996; Bourgeois, 2002}. Eine
Expression von CD40L auf CD8" T-Zellen wird diskutiert.

In dieser Untersuchung konnte CD40L zu keiner Phase der Immunantwort auf CD8" T-
Zellen nachgewiesen werden. Technische Probleme kdnnen allerdings als Ursache fiir
diesen Befund nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. CD40 hingegen zeigt ein
dhnliches Profil wie CD69 und CD45R. Es wird in der frithen Aktivierungsphase auf
antigen-spezifischen CD8" T-Zellen hoch exprimiert und steigt am Ende der Memory

Phase leicht an (Abbildung 9.2). In der frithen Aktivierungsphase lassen sich in der Dot
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Plot Analyse CD40 exprimierende antigen-spezifische CD8" T-Zellen identifizieren
(Abbildung 9.1). Insgesamt dhneln sich die Verldufe von CD40, CD69 und CD45R.

CD40 CD40L
Primaér- Sekundar- Primér- Sekundar-
antwort antwort antwort antwort
0.94 0.48 40.084 0.01
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Tage
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~

CD40 " cDdoL
Abbildungen 9:
9.1 Kinetik der CD8" antigen-spezifischen T-Zellen (Tetramere LLOy;.09-SA-APC) beziiglich Expression
von CD40 (FITC) und CD40L (PE) nach Primir- und Sekundéarinfektion mit L.m.. Der Anteil der Zellen
jedes Quadranten ist angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Prozentwerten der fiir den Marker

positiven Zellen innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-Zellpopulation.
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9.2 Darstellung derselben Kinetik von 9.1 als geometrisches Mittel der CD8" antigen-spezifischen T-
Zellen.

3.3.4 Wachstumsfaktorrezeptoren

Von den Wachstumsfaktorrezeptoren wurden verschiedene Untereinheiten der
»common y-chain“ Rezeptorfamilie ausgewihlt: CD25, die spezifische a-Kette des IL-
2-Rezeptors, CDI127, die spezifische oa-Kette des IL7-Rezeptors, CD122, die
gemeinsame B-Kette des IL-2- und IL-15-Rezeptors und CD132, die gemeinsame Y-
Kette des IL-2, -4, -7, -9 und -15 Rezeptors.

Die voriibergehende Expression von CD25 im Thymus ist bedeutend fiir die T-Zell-
entwicklung. Spiter scheint CD25, neben seiner Expression auf regulatorischen T-
Zellen {Kursar, 2002}, auch auf CD8" T-Zellen fiir die Expansion oder Kontraktion
eine Rolle zu spielen {Li, 2001}. CD127 wird auf reifen T-Zellen exprimiert und eine

Bedeutung des IL-7- Rezeptors in der Erhaltung von Memory T-Zellen wird diskutiert
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{Schluns, 2000}. CDI122 und CDI132 werden konstitutiv auf ruhenden T-
Zellpopulationen exprimiert. CD122 ist nach Antigenkontakt auf der Oberfldche fast
aller antigen-spezifischer T-Zellen exprimiert und wird deswegen als Marker fiir
»antigen-experienced* T-Zellen verwendet {Judge, 2002; Walzer, 2002} .

CD25 weist auf allen CD8" T-Zellen das niedrigste Expressionsniveau der untersuchten
Wachstumsfaktorrezeptoren auf (Abbildungen 10.2 und 10.3). Auf antigen-spezifischen
und CD8" T-Zellen wird es in der Phase friiher Aktivierung und nach Primérinfektion in
der Memory Phase héher exprimiert. Eine CD25" Subpopulation 1iBt sich aber nur in
der frithen Expansionsphase der Sekundirantwort klar abgrenzen (Abbildung 10.1).
Spéter scheint die niedrige Expression von CD25 iiber die Zeit relativ gleich zu bleiben
(Abbildungen 10.1 und 10.2).

CDI122 und CDI132 zeigen Unterschiede im Expressionsniveau, das besonders nach
Aktivierung hoher erscheint, es lassen sich aber keine klaren Subpopulationen
abgrenzen (Abbildungen 10.1 und 10.2). In der Memory-Phase scheinen antigen-
spezifische CD8" T-Zellen insgesamt beide Marker auf hoherem Niveau zu
exprimieren, wobei die Expression von CDI122 iiber derjenigen von CDI132 liegt
(Abbildung 10.1 und 2).

Weitere Unterschiede zeigen sich beim Vergleich der geometrischen Mittel der CD122-
und CD132-Expression auf der Gesamtpopulation aller CDS" T-Zellen mit der
Expression auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen (Abbildung 10.3). CD122 wird zu
allen untersuchten Zeitpunkten auf der Gesamtpopulation CDS8" T-Zellen immer
niedriger exprimiert als auf der Population antigen-spezifischer CD8" T-Zellen. Die
beschriebenen Verdnderungen spielen sich also insbesondere in der antigen-spezifischen
Subpopulation ab. Das Verhalten von CD132 auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen
bis zur zweiten Aktivierungsphase gleicht dem aller CD8" T-Zellen. Ab dann liegt das
Expressionsniveau der antigen-spezifischen CD8" T-Zellen sogar unter dem der
Gesamtpopulation. Die Expression von CDI122 auf antigen-spezifischen Zellen
stabilisiert sich also auf hoherem, die von CD132 auf niedrigerem Niveau als auf der

Gesamtpopulation CD8" T-Zellen.
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Abbildungen 10:

" CD132

10.1 Kinetik der CDS8" antigen-spezifischen T-Zellen (Tetramere LLOg;9-SA-APC) beziiglich
Expression von CD25 (FITC), CD122 (PE) und CD132 (PE) nach Primér- und Sekundérinfektion mit

L.m.. Der Anteil der Zellen jedes Quadranten ist angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den

Prozentwerten der fiir den Marker positiven Zellen innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-

Zellpopulation.
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10.2 Darstellung derselben Kinetik von 10.1 als geometrisches Mittel der CD8" antigen-spezifischen T-

Zellen. Agm ist die Differenz von Marker” antigen-spezifischen T-Zellen und der Negativkontrolle.
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10.3 Vergleich der Kinetiken geometrischer Mittel der CD8" T-Zellen mit der antigen-spezifischer CD8"
T-Zellen.
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3.4 Abgrenzung antigen-spezifischer Subpopulationen in der Milz mit

Hilfe von CD127

Ahnlich wie CD62L zeigt CD127 ein von den bisher erwiihnten Markern abweichendes
Expressionsmuster in der Milz. Uber die Zeit betrachtet ist die allgemeine Expression
von CDI127 in der Expansionsphase niedrig, steigt dann aber kontinuierlich an
(Abbildung 11.1). Diese Beobachtung erklért sich im Fall von CD127 nicht, wie bei
anderen untersuchten Markern, durch homogene Verdnderungen in der
Gesamtpopulation, sondern durch eine klare Aufspaltung der CD8" antigen-spezifischen
T-Zellen in eine CD127 hoch und niedrig exprimierende Subpopulation (Abbildung
11.1). Diese existieren nebeneinander in unterschiedlichen Gréfen wéahrend der

gesamten Immunantwort.

3.4.1 Muster zu verschiedenen Zeiten der Expansions- und

Kontraktionsphase

Wiéhrend naive T-Zellen CD127 positiv sind, spalten sich die antigen-spezifischen T-
Zellen nach Infektion in eine CD127 hoch und niedrig exprimierende Subpopulation auf
(Abbildung 11.1 und 11.2).

Die Mehrheit der antigen-spezifischen T-Zellen der Effektorphase ist CD127 niedrig
und folgt der allgemeinen Kinetik der antigen-spezifischen T-Zellen mit Expansion in
der Effektorphase und kontinuierlicher Abnahme in der Kontraktionsphase
(Abbildungen 11.1 und 11.6).

Eine kleine Population der antigen-spezifischen T-Zellen ist jedoch bereits in der
Effektorphase CD127 hoch. Ab der Expansionsphase nehmen die CD127 hohen Zellen
kontinuierlich zu (Abbildungen 11.1 und 11.4). Die Verdnderungen der Expression von
CDI127 auf der Gesamtpopulation CD8" T-Zellen sind in diesen Phasen weniger
deutlich als auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen. Eine klare Aufspaltung in
Subpopulationen ist nicht erkennbar (Abbildungen 11.1 und 11.3). Betrachtet man die
absoluten Zahlen erreichen sie im Gegensatz zur kontinuierlichen Abnahme der CD127
niedrigen Zellen schon in der Kontraktionsphase ein Plateau (Abbildungen 11.5 und

11.6).
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Abbildungen 11:
11.1 Kinetik der CD8" antigen-spezifischen T-Zellen (Tetramere LLOg; 9-SA-APC) beziiglich

Expression von CD127 (PE) nach Primér- und Sekundérinfektion mit L.m.. Der Anteil der Zellen jedes
Quadranten ist angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Prozentwerten der fiir den Marker

positiven Zellen innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-Zellpopulation.
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11.2 Darstellung derselben Kinetik von 11.1 als geometrisches Mittel der CD8" antigen-spezifischen T-
Zellen. Agm ist die Differenz von Marker” antigen-spezifischen T-Zellen und der Negativkontrolle.

11.3 Vergleich der Kinetiken geometrischer Mittel aller CD8" T-Zellen mit der antigen-spezifischer CD8"
T-Zellen
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11.4: Zusammenfassung der Prozentzahlen der Kinetik von 11.1
11.5: Darstellung derselben Kinetik von 11.1 als absolute Zahlen (x 10°) der CD127 hohen CD8" antigen-

spezifischen T-Zellen

3.4.2 Stabilitidt der CD127 hohen Population in der Gedédchtnisphase

In der Memory Phase nimmt der relative Anteil von CD127 hoch exprimierenden
antigen-spezifischen CD8" T-Zellen kontinuierlich zu (Abbildung 11.4). In der spiten
Memory Phase ist dann der relative Anteil der CD127 hoch exprimierenden Population
der antigen-spezifischen CD8" T-Zellen groBer als der Anteil der CD127 hoch
exprimierenden Population aller CD8" T-Zellen (Abbildung 11.1). Vergleicht man die
Frequenzen der CD127 hohen und niedrigen Populationen, nimmt die Frequenz der
CD127 niedrigen Population kontinuierlich ab, der relative Anteil der CD127 hohen
Population vergroBert sich dagegen (Abbildung 11.1). Doch nicht nur der relative Anteil
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der CD127 hohen Population vergroBert sich; die absolute Anzahl CD127 niedriger
Zellen nimmt ab, wihrend die CD127 hohe Population bis spit in die Memory Phase
auf dem bereits in der Kontraktionsphase erreichten Plateau konstant bleibt
(Abbildungen 11.5 und 11.6). Die CD127 hohen Zellen dominieren dann in ihrem
prozentualen und absoluten Anteil in der Memory Phase (Abbildungen 11.1 und 11.4-
11.7).

\DO
>
5
=
<
N
£
s
2 5
<
o
0 . T rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrd
02468101214 2022 34360 2 4 6 8101214 2022 3436 60
Tage
primary recall
hoch
—&— (DI27
niedrig
—0—— CDI27
1 niedrig
- O cDi27™ene
= | CDI27™"
] -5
N
: J
[}
=
Q
2 051
S
2=
25 1 T .
oS T -
@) T
— 2 o -
— =) L
7 14 21 35
Tage

11.6: Vergleich der Kinetiken absoluter Zahlen (x 10° der CDI127 hohen und niedrigen antigen-
spezifischen CD8" T-Zellen

11.7: Kinetiken der absoluten Zahlen (x 10°) der CD127 hohen und niedrigen antigen-spezifischen CD8"
T-Zellen anhand ausgewéhlter Zeitpunkte aus Abbildung 11.6 (N=6 pro Zeitpunkt)
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3.5 Kombination der Expression von CD127 und CD62L auf CD8"

antigen-spezifischen T-Zellen

Im Vergleich zu den anderen untersuchten Markern weisen CD127 und CD62L also
interessante Besonderheiten auf. Die Kinetiken der absoluten Anzahl antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen fiir die Expression aller dieser untersuchten Marker zeigen
denselben Verlauf wie die Kinetik der Gesamtpopulation antigen-spezifischer CD8" T-
Zellen. Betrachtet man die Expression von Oberflichenmarkern, werden Ly6C, CD44
und CD45 auf nahezu allen antigen-spezifischen CD8" T-Zellen exprimiert
(Abbildungen 6), wihrend die Expression von CD127 und CD62L auf diesen Zellen
iber die Zeit schwankt (Abbildungen 8 und 11). Die Apopotoseinduktoren fas und fasL,
das kostimulatorische Molekiill CD40 und auch die Aktivierungsmarker CD69 und
CD45R schwanken zwar in ihrer Expression iiber die Zeit, aber sie zeigen nicht wie
CD127 und CD62L eine Aufspaltung in klare Subpopulationen auf (Abbildungen 7, 8,
9, 11). Die anderen Wachstumsfaktorrezeptoren zeigen zwar Besonderheiten ihrer
Expression auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen im Vergleich mit der
Gesamtpopulation CD8" T-Zellen, es zeigt sich aber ebenfalls keine klare Aufspaltung
in Subpopulationen.

Im Gegensatz zu allen diesen Markern variiert die Expression von CD62L und CD127
iiber die Zeit. Sie zeigen bereits in den ersten Tagen der Immunantwort ausgehend von
naiven Zellen, die positiv fiir beide Marker sind, eine Aufspaltung in eine hoch und eine
niedrig exprimierende Population (Abbildungen 8 und 11). Diese beiden Populationen
koexistieren dann wéhrend der gesamten Immunantwort, unterscheiden sich jedoch in
ihrem relativen Anteil. Wihrend in der Milz die CD62L niedrigen antigen-spezifischen
CDS8" T-Zellen im Verlauf der Zeit iiberwiegen, dominiert bei CD127 immer mehr die
hohe Subpopulation. Im Verlauf scheinen sich die Frequenzen der CD62L positiven
Subpopulation in der Memory Phase auf niedrigem Niveau zu stabilisieren, wihrend die
Frequenzen der CD127 hohen Population stetig ansteigen. An recall Tag 35 und noch
deutlicher an Tag 60 sind die Zellen fast alle CD127 hoch, eine kleine Population ist
CD62L hoch (Abbildungen 8, 11 und 12). Um daher zu testen, ob es sich bei der
CD62L hohen Population um eine Subpopulation der CD127 hohen T-Zellen handelt
oder ob auch in der CD127 niedrigen Population CD62L hohe Zellen enthalten sind,
wurden an Tag 17 nach Sekundirinfektion antigen-spezifische CD8" T-Zellen
gleichzeitig auf CD62L und CD127 untersucht (Abbildung 13). Zu diesem Zeitpunkt
liegen die antigen-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz als CD127 hoch und niedrig

zu etwa gleichen Teilen vor. Bei CD62L {iiberwiegt die niedrige Population
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(Abbildungen 8, 11 und 13). Betrachtet man die CD62L-Expression der CD127 hohen
und niedrigen Population separat, so sieht man, da3 in der CD127 hohen Population
CD62L hohe und niedrige Zellen enthalten sind, in der CD127 niedrigen Population
hingegen nur CD62L niedrige Zellen enthalten zu sein scheinen. Die CD127 hohe
Population kann also weiter in Subpopulationen aufgeteilt werden, die CD62L hoch und
niedrig exprimieren (Abbildung 13). Weitere Doppelfdarbungen und erste funktionelle
Analysen von  Proliferations- und Zytotoxizititsverhalten der einzelnen
Subpopulationen geben Hinweise darauf, da3 mit Hilfe der Kombination von CD127
und CD62L auch eine Unterscheidung von Memory und Effektor T-Zellpopulationen
mit unterschiedlichem funktionellem Verhalten méglich ist.

Am auffilligsten ist der Unterschied zwischen diesen beiden Markern auf dem Niveau
der absoluten Zahlen der Marker "hoch exprimierenden" antigen-spezifischen CD8" T-
Zellen (Abbildungen 8.3 und 11.5).

Hier zeigt CD62L nach Primérinfektion &hnlich wie CD127 in der Friithphase eine
Expansion und Stabilisierung auf hohem Niveau. Nach Zweitinfektion kontrahiert die
CD62L hohe Population allerdings wie in der allgemeinen Kinetik der antigen-
spezifischen CD8" T-Zellen und stabilisiert sich anschlieBend auf einem zehnfach
hoheren Niveau als vor Infektion. Die Absolutzahlen der CD127 hohen antigen-
spezifischen CD8" T-Zellen zeigen dagegen einen anderen Verlauf. Bereits in der
Frithphase der priméren Expansion steigt die CD127 hohe Population an und stabilisiert
sich in der Memory Phase nahezu auf dem erreichten Niveau. Nach Reimmunisierung
steigt die CD127 hohe Population bis in die Kontraktionsphase an. Die CD127 hoch
exprimierende Population stabilisiert sich bis spét in die Memory Phase wie nach der
Primdrantwort auf dem erreichten Niveau. Vergleicht man die Entwicklung der
absoluten Zahlen CD127 hoher und niedriger antigen-spezifischer CD8" T-Zellen,
expandiert und kontrahiert die Subpopulation der CD127 niedrigen Zellen wie die
Gesamtpopulation antigen-spezifischer CD8" T-Zellen, erreicht aber in der spiten
Memory Phase fast das Nullniveau. Die CD127 hohe Subpopulation steigt dagegen in
ihrem relativen und absoluten Anteil stindig an und stabilisiert sich schlielich deutlich

tiber dem Niveau der CD127 niedrigen Population (Abbildungen 11.6 und 11.7).
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Abbildung 12:
CDS8" antigen-spezifische T-Zellen (Tetramere LLOy;.09-SA-APC) beziiglich Expression von CD127 (PE)

oder CD62L (FITC) an Tag 60 nach Sekundérinfektion mit L.m. in der Milz. Der Anteil der Zellen jedes
Quadranten ist angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Prozentwerten der fiir den Marker

positiven Zellen innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-Zellpopulation.
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Abbildung 13: Doppelfirbung antigen-spezifischer CD8" T-Zellen (Tetramere LLOy;.09-SA-PE)
mit CD62L (FITC) und CD127 (PE-CyS5) an Tag 17 nach Sekundérinfektion mit L.m. dargestellt
als Histogramme der CD62L und CD127 Expression auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen und
CD62L Expression auf CD127 hohen und niedrigen antigen-spezifischen CD8" T-Zellen
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3.6  Expressionsmuster von CD127 in verschiedenen Organen

Ob sich die CD127 hohen und niedrigen Populationen zu bestimmten Zeitpunkten der
Immunantwort in abweichendem Verhiltnis in verschiedenen Organen finden, wurde in
einer Kinetik des Verteilungsmusters von CD127 an ausgewéhlten Zeitpunkten nach
Erst- und Zweitimmunisierung in Organen des peripheren und zentralen Kompartiments
untersucht.

In der Milz (M), die eine Mittelstellung zwischen zentralem und peripherem
Kompartiment einnehmen soll, ist die Entwicklung der Prozentzahlen CD127 hoher
antigen-spezifischer CD8" T-Zellen wie oben beschrieben. Wihrend in der
Expansionsphase das Verhéltnis von CD127 hohen und niedrigen Zellen annihernd
gleich ist, gewinnen die CDI127 hohen Zellen immer mehr die Uberhand und

dominieren dann in der Memory Phase (Abbildung 14).

3.6.1 CDI127 hohe antigen-spezifische CD8" T-Zellen in lymphatischen

Organen

In anderen lymphatischen Organen wie intestinalen (LKI) und peripheren (LKP)
Lymphknoten zeigt sich eine unterschiedliche Kinetik CD127 hoher antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen (Abbildung 14). In der Expansionsphase nach Erstinfektion
sind die Zellen der intestinalen Lymphknoten noch tiberwiegend CD127 niedrig. Bis
primary Tag 35 exprimieren aber nahezu alle Zellen CD127 hoch und erhalten diesen
Phinotyp im weiteren Verlauf unabhéngig von der zweiten Infektion. Die antigen-
spezifischen CD8" T-Zellen der peripheren Lymphknoten verhalten sich ebenso, sind
aber schon an Tag 7 nach Erstinfektion CD127 hoch. Die Abnahme CDI127 hoch
exprimierender Zellen peripherer Lymphknoten an recall Tag 35 erklért sich am ehesten
durch die geringe Abnahme antigen-spezifischer CD8" T-Zellen. Insgesamt scheinen in
diesen lymphatischen Organen schon frith in der Immunantwort ausschlieBlich CD127

hoch exprimierende antigen-spezifische CD8" T-Zellen zu existieren.
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3.6.2 CDI127 hohe und niedrige antigen-spezifische CD°" T-Zellen in

anderen Organen

Betrachtet man die Expression von CD127 in den anderen untersuchten Organen sieht
man zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion eine Mischpopulation, in der CD127
hoch oder niedrig exprimierende antigen-spezifische CD8" T-Zellen dominieren
(Abbildung 14). In der Expansionsphase nach Primérinfektion sind die meisten Zellen
CDI127 niedrig oder negativ. Eine kleine Population CD127 hoch exprimierender
antigen-spezifischer Zellen ist allerdings bereits in der friihen Expansionsphase in allen
Organen nachweisbar. Nur in den Peyerschen Plaques (PP) ist das Verhéltnis von
CD127 hoch und niedrig exprimierenden antigen-spezifischen CD8" T-Zellen
anndhernd gleich. Im Verlauf der primédren Immunantwort stellt sich an Tag 14 bei den
meisten Organen ein anndhernd gleiches Verhéltnis an CD127 hohen und niedrigen
Zellen ein. In Knochenmark (KM), Blut (B) und Leber (LE) liberwiegt dabei der hohe
Anteil. Bei den Lymphozyten des Darmes (LPL, IEL) eher der niedrige. Die Lunge
(LU) weist ein anndhernd gleiches Verhiltnis CD127 hoher und niedriger Zellen auf.
Nach der Kontraktionsphase der Primédrantwort tiberwiegt dann in fast allen Organen
die CD127 hohe Population, wobei in Leber, Lunge und Peyerschen Plaques eine
groflere Population CD127 niedriger Zellen iiber ldngere Zeit erhalten bleibt. Spiter in
der Memory Phase findet sich aber in allen Organen iiberwiegend ein CD127 hoher
Phinotyp. Die Entwicklung nach Zweitimunisierung ist dhnlich. Nur in den Peyerschen
Plaques bleibt die Expression von CD127 fortan nahezu konstant. An recall Tag 8 ist in
allen Organen die iiberwiegende Zahl der Zellen CD127 niedrig. Dennoch existiert
auller in den IEL auch eine Population CD127 hoch exprimierender Zellen. In den IEL
findet sich dagegen voriibergehend an recall Tag 17 eine CD127 hohe Population, die
an Tag 32 verschwunden ist. An recall Tag 17 iiberwiegen im Knochenmark die CD127
hohen Zellen, im Blut dagegen noch die CD127 niedrigen. Bis zu Tag 32 dominiert

dann die hohe Population in allen Organen wie nach Erstinfektion.
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Abbildung 14: Kinetik der CD8" antigen-spezifischen T-Zellen (Tetramere LLOg;95—SA-APC) in
verschiedenen Organen beziiglich Expression von CD127 (PE) an ausgewihlten Zeitpunkten nach

Primér- und Sekundérinfektion mit L.m.. Darstellung als Histogramm.
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3.6.3 Stabilitit der CD127 hohen Population

Das Organ mit der stabilsten CD127 hohen Population sind die Lymphknoten. Vor
allem in den peripheren Lymphknoten sind alle antigen-spezifischen CD8" T-Zellen
schon kurz nach der Expansionsphase ausschlieflich CD127 hoch. In den anderen
Organen ist die Population CD127 hoher antigen-spezifischer CD8" T-Zellen auch
schon kurz nach der Expansionphase nachzuweisen und dann iiber die Zeit
verhdltnismaBig konstant, wobei ihre Grole vom jeweiligen Organ abhingig ist. Je nach
Zeitpunkt nach Infektion und abhéngig vom Organ variiert im Gegensatz dazu die
GroBe der CD127 niedrigen Population.

Allgemein dominieren die CD127 niedrigen antigen-spezifischen T-Zellen in
Effektorphasen. Die zu diesem Zeitpunkt zum Beispiel in der Lunge dramatisch
expandierten Zellen sind alle CD127 niedrig. In der Leber ist diese Population dagegen
im Verhiltnis zu den CD127 hohen Zellen etwas kleiner als in der Lunge, im Blut
wiederum etwas kleiner als in der Leber. Das Knochenmark weist ungefahr gleiche
Zahlen CD127 hoher und niedriger Zellen auf. In IEL und LPL ist die iiberwiegende
Mehrheit der Zellen fast immer CD127 niedrig, in den Peyerschen Plaques ungefihr die
Hilfte aller Zellen.

Die CD127 hohen und niedrigen Populationen der Milz zeigen einen Verlauf, der
zwischen den beiden Extremen der Lymphknoten und der Lunge zu liegen scheint.
Insgesamt existiert in allen untersuchten Organen schon friih in der Immunantwort eine
Population CD127 hoher antigen-spezifischer CD8" T-Zellen, die iiber lange Zeit relativ
stabil bleibt. An Tag 35 nach Reinfektion sind dann alle antigen-spezifischen CD8" T-
Zellen CD127 hoch in zentralen und peripheren Organen. Noch deutlicher wird dies zu
einem spaten Zeitpunkt nach recall Infektion an Tag 60 am Beispiel von Milz und Leber
(Abbildung 15). Wie nach Primérantwort hat die CD127 niedrige Population in der
Leber noch weiter abgenommen, so daf3 fast nur noch CD127 hohe Zellen nachweisbar
sind. Insgesamt bleibt allerdings in peripheren Organen wie der Lunge die CD127

niedrige Population linger in groBerer Zahl erhalten als zum Beispiel in der Milz.
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Abbildung 15:
CDS8" antigen-spezifische T-Zellen (Tetramere LLOy;.09-SA-APC) beziiglich Expression von CD127 (PE)

an Tag 60 in Milz und Leber nach Sekundérinfektion mit L.m.. Der Anteil der Zellen jedes Quadranten ist
angegeben. Fettgedruckte Zahlen entsprechen den Prozentwerten der fiir den Marker positiven Zellen

innerhalb der CD8" antigen-spezifischen T-Zellpopulation.

3.7 Heterogenitit der Zytokinproduktion antigen-spezifischer CD8" T-
Zellen

Nachdem die Expression von CD127 {iber die Zeit in verschiedenen Organen heterogen
zu sein scheint, wurde untersucht, ob diese Heterogenitiit der antigen-spezifischen CD8"
T-Zellpopulation auch auf Zytokinebene fiir IFNy und TNFa zutrifft (Abbildung 16). In
allen Kompartimenten fillt ein Unterschied zwischen der Anzahl mittels intrazelluldrer
Firbung und Tetramerfirbung detektierbarer antigen-spezifischer CD8" T-Zellen auf.
Allgemein werden mit der funktionsunabhingigen Tetrameranalyse mehr Zellen
detektiert als mit der funktionsabhidngigen intrazelluldren Zytokinfirbung. Besonders
auffillig ist diese Differenz bei den Peyerschen Plaques, wo nur die Hélfte der Zellen
mit intrazelluldrer Zytokinfarbung detektiert wird. In der Leber machen die auf
Zytokinbasis detektierten Zellen etwa nur ein Fiinftel der Tetramer positiven Population
aus. Noch gravierender ist diese Differenz bei den IEL, wo fast gar keine Zellen mittels
Intrazellularfarbung detektiert werden kdnnen (Abbildung 16 und Daten nicht gezeigt).

Wihrend die antigen-spezifischen CD4" T-Zellen zu allen untersuchten Phasen der
Immunantwort homogen in der Produktion der beiden Zytokine sind, sind antigen-
spezifische CD8" T-Zellen deutlich heterogen. Zu allen Zeitpunkten existieren zwei
Populationen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen. Die eine produziert nur IFNy, die
andere IFNy und TNFa. Hierbei gibt es auch Unterschiede zwischen den Zeitpunkten
nach Immunisierung als auch zwischen den verschiedenen Organen. An recall Tag 7
sind in peripheren Lymphknoten die Populationen von IFNy einfach positiven antigen-

spezifischen CD8" T-Zellen und IFNy und TNFa doppelt positiven Zellen in etwa
69



gleich groB. In den intestinalen Lymphknoten finden sich dagegen mehr IFNy einfach
positive Zellen. In Leber und Lunge sind deutlich mehr antigen-spezifische CD8" T-
Zellen einfach positiv fiir IFNy. Im Knochenmark ist das Verhéltnis von IFNy und
TNFa produzierenden Zellen ungefahr gleich. Im Blut {iberwiegen die IFNy einfach
positiven Zellen in geringem Malle. Die LPL zeigen ebenfalls etwa ein gleiches
Verhiltnis beider Populationen. In der Milz iiberwiegen in geringem Maf3e die IFNy
einfach positiven Zellen.

Dieses beschriebene Muster dndert sich an Tag 35 in fast allen Organen in
unterschiedlichem Mafle zugunsten der IFNy und TNFa doppelt positiven Population.
Nur die Lymphknoten zeigen kein verdndertes Profil. In Knochenmark, Blut und Milz
findet sich eine Verschiebung zugunsten der IFNy und TNFa doppelt positiven
Population. Die Anderung dieses Verhiltnisses ist in der Lunge gut ausgeprigt, weniger
aber in der Leber.

Insgesamt findet sich auch auf Ebene der Zytokinproduktion eine liber die Zeit
verinderliche Heterogenitit der antigen-spezifischen CD8" T-Zellpopulation in den

verschiedenen Organen.
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Abbildung 16: Kinetik CD4* (LLO;9020;) und CD8" (SIINFEKL) IFNy (FITC) und TNFo (APC)

produzierender T-Zellen nach Infektion mit L.m.-Ova in verschiedenen Organen. Dot Plots sind

reprasentativ fiir vier C57BL/6 Méuse 7 und 35 Tage nach recall Infektion. Zahlen geben den Anteil der

Zellen jedes Quadranten an.
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3.8

CD127- und CD62L- Expression in Abwesenheit von CD40L

Neuere Studien zeigen die Wichtigkeit von T-Zellhilfe fiir den Aufbau von lang
anhaltender protektiver Immunitdt {Sun, 2003; Janssen, 2003; Shedlock, 2003} .
Diese T-Zellhilfe erfolgt klassischerweise durch APC, die tiber CD40L an CD40
auf T-Helferzellen binden. Alternativ kann T-Zellhilfe durch die Interaktion von
CD40 auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen mit CD40L auf CD4" T-Zellen
erfolgen {Bourgeois, 2002}. Da CD40L-/- Miuse eine Reduktion in der Qualitét
der Protektion gegen Reinfektion mit L.m. oder andere Erreger aufweisen {Sun,
2003; Shedlock, 2003; Borrow, 1996}, untersuchten wir, ob ein Unterschied in
der Zusammensetzung CD127 und CD62L exprimierender Populationen in der
Post-Effektorphase in der Abwesenheit von CD40L-vermittelter Hilfe wihrend
der Priming Periode besteht.

Dazu fiihrten wir Kinetiken in CD40L-/- Méusen durch, die analog zu den bereits
beschriebenen Kinetiken in Wildtyp BALB/c Miusen auf CD127 und CD62L
Expression untersucht wurden. Die Kinetiken zeigten eine normale Primérantwort
der CD8" antigen-spezifischen T-Zellen in CD40L-/- Méausen auf Infektion mit
L.m.. Nach Reinfektion war allerdings die Expansion CD8" antigen-spezifischer T
Zellen deutlich geringer als bei Wildtypmiusen (Abbildung 17). Untersucht man
die Expression von CD127 und CD62L in der frilhen Post-Effektorphase, erkennt
man eine unterschiedliche Héufigkeitsverteilung der Subpopulationen. Wihrend
in CD40L-/- Méausen die CD127 niedrige CD62L niedrige Population geringfiigig
reduziert scheint, sind von der CD127 hohen CD62L hohen Population etwas
mehr Zellen nachweisbar. Einen deutlichen Unterschied zeigt aber die CD127
hohe CD62L niedrige Subpopulation, die in CD40L-/- Méusen im Vergleich zu
Wildtypmaéusen deutlich reduziert ist (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Kinetik der absoluten Anzahl LLOy; .99 spezifischer T-Zellen in der Milz nach Primér- und

Sekundérinfektion mit L.m. (je zwei CD40L-/- (=ko) und BALB/c (=wt) Méuse pro Zeitpunkt). Pfeile

markieren die Infektionszeitpunkte an primary und recall Tag 0.
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Abbildung 18: Absolute Zahlen antigen-spezifischer CD8" T-Zellpopulationen gefirbt auf CD127 oder
CD62L in der Milz 10 Tage nach Primédrinfektion mit L.m.. Weile Balken reprisentieren WT, schwarze
Balken CD40L -/- Miuse.
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4.  DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war die phinotypische Charakterisierung von antigen-spezifischen
CD8" Memory T-Zellen (MTZ) und ihr Vergleich mit antigen-spezifischen CD4*
Memory T-Zellen. Hierzu wurden erreger-spezifische T-Zellen bei ihrem Ubergang von
der Effektor- in die Post-Effektorphase mit Hilfe von MHC-Tetramer Reagenzien und
intrazelluldrer Zytokinfirbung direkt ex vivo sichtbar gemacht und auf das
Expressionsprofil verschiedener Oberflichenmarker untersucht. Neben generellen
Unterschieden in der Langzeiterhaltung von antigen-spezifischen CD8* und CD4*
Memory T-Zellen, stellte sich das Expressionsmuster von CD62L und CD127 (a-Kette
des IL-7 Rezeptors) als besonders interessant heraus, da sich anhand dieser Marker eine
deutliche Aufspaltung in Subpopulationen innerhalb der antigen-spezifischen CDS8*
MTZ aufzeigen liel3. Diese Subpopulationen sind nicht identisch, vielmehr scheinen die
CD62L hoch exprimierenden MTZ eine weitere Subpopulation innerhalb der CD127
positiven MTZ zu représentieren.

Das unterschiedliche Migrationsverhalten dieser neu identifizierten MTZ-
Subpopulationen in lymphatische und nicht-lymphatische Gewebe legt die Vermutung
nahe, daB} sich insbesondere durch das Expressionsmuster von CD127 in Verbindung
mit der CD62L-Expression ,,(Post)-Effektor T-Zellen (ET)*“ von ,Memory T-Zellen
MT)* als ZMT und EMT mit Hilfe der CD62L-Expression unterscheiden lassen
{Wherry, 2003}. Das Fehlen der EMT Subpopulation in CD40L -/- Méusen konnte
dartiber hinaus auch eine Erkldrung fiir das Verhalten dieser Méuse geben, zwar
Langzeitprotektion aufzubauen und zu erhalten, aber dabei nicht die gleiche Qualitét
schneller Erregerbeseitigung wie in Wildtypmiusen zu erreichen {Belz, 2002;
Shedlock, 2003; Shedlock, 2003; von Herrath, 1996}.

Fiir diese T-Zell Subpopulationen, die bisher nur im Humansystem klar unterschieden
werden konnen, waren in der Maus keine Identifizierungsmarker bekannt. Ebenso war
die Ursache der schlechten Qualitdt der Protektion von CD40L-/- Maiusen gegen
Reinfektionen lange nicht geklért.

Die hier zusammengefassten Untersuchungen bilden eine wichtige Grundlage fiir die
weiterfilhrende Charakterisierung und funktionelle Analyse von (Post)-Effektor T-
Zellen (ET), sowie zentralen und peripheren Memory T-Zellen in experimentellen
Modellen; gleichzeitig weisen die Ergebnisse auf eine wichtige Funktion von IL-7 fiir

die Generierung bzw. den Erhalt von Memory T-Zellen hin.
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4.1 CDS8' T-Zellen als erste Abwehrlinie bei Reinfektion

Durch den direkten Vergleich der zelluliren CD8" und CD4" Immunantwort gegen
einen intrazelluldren Erreger konnten unsere Untersuchungen aufzeigen, da} antigen-
spezifische CD4* T-Zellen zwar bei Infektion rasch auf ein hohes Niveau expandierbar
sind, ihre Zahl aber im Gegensatz zu den sehr stabilen CD8" Memory T-
Zellpopulationen iiber die Zeit im gesamten Korper abnimmt. Kiirzlich publizierte
Untersuchungen in viralen Infektionsmodellen beschreiben sehr dhnliche Verldufe CD8*
und CD4* Immunantworten, was auf einen generellen Unterschied der in vivo Kinetiken
innerhalb dieser beiden T-Zellkompartimente hinweist {Whitmire, 2001; Homann,
2001}. Allerdings war in diesen Studien die Analyse ausschlieBlich auf das Organ
,Milz’ beschrinkt, wodurch keine Aussage iiber den Mechanismus der kontinuierlichen
Abnahme CD4* MTZ gemacht werden konnte. Mogliche Erklarungsmodelle sind z.B.
Unterschiede in der in vivo Uberlebensfihigkeit antigen-spezifischer CD4* und CD8*
MTZ, oder aber auch Unterschiede in den Wanderungscharakteristika und Verteilungen
von MTZ im Kérper. Mit unseren Untersuchungen konnten wir erstmals klar aufzeigen,
daB antigen-spezifische CD4" Effektor-MTZ im gesamten Korper, d.h, sowohl in
lymphatischen wie auch nicht-lymphatischen Geweben, kontinuierlich in ihrer Frequenz
abnehmen. CD8" Memory T-Zellen bleiben dagegen im gesamten Korper auf hohem
Niveau erhalten. Besonderheiten im Migrationsverhalten CD4" MTZ im Vergleich zu
CD8" MTZ konnten als Erkldrung fiir die Abnahme ausgeschlossen werden. CD4" MTZ
haben vielmehr eine verkiirzte in vivo Halbwertszeit und die Reduktion der Frequenzen
reflektiert das Absterben bzw. die Entfernung (Deletion) von Zellen aus der
Gesamtpopulation antigen-spezifischer CD4" MTZ. Da in dem hier verwendeten
bakteriellen Infektionsmodell mit Listeria monocytogenes trotz der Abnahme erreger-
spezifischer CD4" MTZ die Qualitdt der sehr effektiven protektiven Immunitit nicht
messbar beeintrichtigt ist, scheint diese Zellpopulation auch kein wesentlicher Triger
des spezifischen Immunschutzes zu sein. Diese Interpretation wird weiter dadurch
unterstiitzt, dafl besonders bei nicht-chronischen Infektionen mit intrazelluldren
Erregern die aktive Entfernung CD4" T-Zellen den Aufbau bzw. den Erhalt schiitzender
Immunitét nicht negativ beeinflusst {Shedlock, 2003}. Schiitzende Immunitét scheint in
diesen Modellen im Wesentlichen antigen-spezifischen CD8" MTZ zuzukommen, deren
Effektorfunktionen unabhéngig von T-Zellhilfe wéahrend einer Sekundérantwort schnell
reaktiviert werden konnen {Whitmire, 2000}. CD8" Memory T-Zellen wiirde damit
sozusagen die Rolle der ersten schiitzenden Abwehrlinie gegen bekannte Pathogene

zukommen. Neben dieser schnellen Aktivierung spezifischer Abwehrmechanismen

75



durch die in hoher Zahl insbesondere in der Peripherie vorhandenen CD8" T-Zellen,
werden bei der Sekunddrantwort auch antigen-spezifische CD4" T-Zellen expandiert,
die in Abhéngigkeit von der Antigenmenge sehr schnell und effektiv aus dem Memory
T-Zellpool expandiert werden konnen. Die Aufgabe, die antigen-spezifischen CD4" T-
Zellen zu diesem Zeitpunkt wihrend der Immunantwort zukommt, scheint eher immun-
modulatorischer Natur zu sein. Allerdings sind das Ausmal} und die Bedeutung dieser
Funktionen von antigen-spezifischen T-Helferzellen fiir z.B. CD8" T-Zellen bisher nicht
gut untersucht. Das Knochenmark ist das einzige Organ, in dem die Frequenz CD4"
Memory T-Zellen bei unseren Untersuchungen relativ konstant bleibt, wenn auch die
Frequenzen insgesamt nur sehr gering sind. Kiirzlich wurde beschrieben, dafl sich
insbesondere im Knochenmark von Tumorpatienten substantielle Mengen an
tumorspezifischen Memory T-Zellen nachweisen lassen {Feuerer, 2001}.
Moglicherweise resultiert aus den besonderen homdostatischen Aufgaben des
Knochenmarks eine gewisse Sonderstellung dieses Organs, die auch Auswirkungen auf
das Verteilungsmuster von antigen-spezifischen MTZ hat. Allerdings weisen unsere
extensiven Untersuchungen der Migration antigen-spezifischer MTZ in verschiedensten
Organen des Korpers nicht darauf hin, da8 das Knochenmark ein spezielles Refugium

fiir CD4" MTZ darstellt.

4.2  Unterteilung antigen-spezifischer CD8" T-Zellen mit Hilfe von

Oberflachenmarkern

Wie oben zusammengefasst, scheinen CD8" Memory T-Zellen eine besondere Rolle
beim Immunschutz gegen Reinfektionen mit intrazelluldren Erregern einzunehmen. Um
besser verstehen zu lernen, wie CD8” MTZ diese wichtige Funktion ausiiben, haben wir
versucht, die Entwicklung dieser Zellpopulation wéahrend bzw. nach Infektion ndher zu
untersuchen. Dabei hat uns insbesondere interessiert, zu welchem Zeitpunkt der
Immunantwort Memory T-Zellen gebildet werden bzw. wann sie sich von Effektor T-
Zellen abgrenzen lassen.

Durch die Entwicklung der MHC-Tetramer-Methodik sind solche Untersuchungen jetzt
prinzipiell moglich geworden, da mit Hilfe dieser Reagenzien die Gesamtpopulationen
epitop-spezifischer T-Zellen direkt ex vivo sichtbar gemacht werden konnen. Allerdings
fehlt es uns nach wie vor an zusitzlichen Markern, welche die Zugehorigkeit einer
antigen-spezifischen T-Zelle zu den naiven, Effektor bzw. Memory T-Zellen eindeutig
definieren. Wie sich mehr und mehr herausstellt, wird eine solche eindeutige Zuordnung

nicht durch einzelne Marker méglich sein, da die meisten Oberflichenmolekiile zu
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verschiedenen Stadien exprimiert werden. So werden z.B. Molekiile, die vor einiger
Zeit noch als klassische Marker fiir naive T-Zellen definiert wurden (z.B. CD45RA),
auch auf Subpopulationen von ,,antigen-erfahrenen* Memory T-Zellen gefunden. Durch
die Kombination bestimmter Marker (z.B. durch CD45RA, CD44, und Ly6C) kann
zumindest eine Abgrenzung naiver T-Zellen von Effektor- bzw. Memory T-Zellen
zuverldssig durchgefiihrt werden. Fiir die Unterscheidung von Effektor und Memory T-
Zellen fehlte es allerdings bisher an eindeutigen Abgrenzungsmarkern bzw. Marker-
Kombinationen. Durch die Untersuchung der Expressionsmuster verschiedener
Oberflichenmarker auf antigen-spezifischen CD8* T-Zellen, insbesondere wihrend des
Ubergangs von der Effektor- in die Post-Effektorphase, wollten wir mit der
vorliegenden Studie versuchen, neue Markerkombinationen zur Abgrenzung dieser
Populationen zu identifizieren. Auf der Basis ihres Migrationsverhaltens in
verschiedene Gewebe werden auch innerhalb der Memory T-Zellpopulationen
unterschiedliche Subpopulationen vermutet. Die Milz scheint dabei eine Mittelstellung
zwischen lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen einzunehmen, da sich in
diesem Organ alle der verschiedenen Effktor- und Memory T-Zellpopulationen
gemeinsam nachweisen lassen {Reinhardt, 2001}. Deshalb wurden unsere

Expressionmarker-Studien zunéchst in diesem Organ durchgefiihrt.

4.2.1 Expressionskinetiken ,.klassischer Memory- und

Aktivierungsmarker auf antigen-spezifischen Zellpopulationen

Unter den Markern, deren Expressionsmuster auf antigen-spezifischen T-
Zellpopulationen der Milz untersucht wurde, erwarteten wir insbesondere mit Hilfe der
bekannten ,,Memory-assoziierten Marker®, wie z.B. CD44, Ly6C, CD122 und CD132,
eine Moglichkeit der Abgrenzung von Effektor und Memory T-Zellen finden zu
konnen.  Allerdings  bestétigten sich  diese  Erwartungen  nicht.  Die
Expressionsverdnderungen dieser Oberflaichenmarker fanden sich vielmehr homogen
auf allen Zellen der antigen-spezifischen Populationen zu bestimmten Zeitpunkten der
Immunantwort. Es wird vermutet, daB3 die Adhésionsmolekiile CD44 und Ly6C, die
direkt nach Antigenkontakt heraufreguliert werden, antigen-spezifischen CD8" Effektor
und Memory T-Zellen das ,,Andocken an Epithelien und den Eintritt in entziindete
Gewebe erleichtern.

CD122, die p-Kette des IL-2- und IL-15-Rezeptors, wird ebenfalls nach Aktivierung
homogen auf antigen-spezifischen CD8" T-Zellen heraufreguliert. 1L-15 und IL-2

benutzen beide die B- und y-Kette als Untereinheiten fiir ihre Rezeptoren. Uber die -
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und y-Untereinheiten erfolgt die Signaltransduktion, durch Assoziation mit einer o-
Kette (z.B. CD25) kann die Affinitit des Rezeptors fiir bestimmte Zytokine erhoht
werden (hier z.B. fiir IL-2). Da ein Antikdrper gegen die a-Kette des hochaffinen IL-
15-Rezeptors nicht verfiigbar war, erlauben unsere Untersuchungen nur indirekte
Aussagen zur IL-15-Rezeptorexpression iiber die CD122-Expression. IL-15 wird als
wichtiges Zytokin fiir CD8" Memory T-Zellen diskutiert. Dabei scheint seine Rolle in
der Vermittlung von kontinuierlicher oder akuter Proliferation und der Sicherung ihres
Uberlebens zu bestehen, allerdings sind diese Zusammenhiinge noch nicht klar
verstanden {Li, 2001; Becker, 2002}. Eine Heraufregulation dieses Rezeptors, wie sie
die homogenen Veridnderungen der B-Kette vermuten lassen, wére mit der zentralen
Rolle von IL-15 in der Generierung und Erhaltung von CD8" MTZ gut vereinbar,
allerdings weisen unsere Daten weder auf Unterschiede von CD8" MTZ zu antigen-
spezifischen Effektor T-Zellen, noch auf Unterschiede innerhalb der verschiedenen
Memory T-Zellsubpopulationen hin.

Die Expression des hochaffinen IL-2 Rezeptors konnte durch spezifische Firbung auf
die a-Kette (CD25) genauer untersucht werden. Im Unterschied zu den oben genannten
Markern lieB sich CD25 allerdings nur in der frilhen Aktivierungs- und
Expansionsphase auf antigen-spezifischen CD8* T-Zellen nachweisen. Dieser Befund
wire im Einklang mit der Annahme, dass IL-2-vermittelte Signale zur Expansion
antigen-spezifischer T-Zellen benétigt werden. In einer kiirzlich verdffentlichten Studie
wurde die Expression von CD25 mit der Induktion von Apoptose wihrend der
Kontraktionsphase antigen-spezifischer T-Zellen in Verbindung gebracht {Li, 2001;
Dai, 2000}. Bei unseren Untersuchungen konnten wir keine CD25-Expression wihrend
der Kontraktionsphase nachweisen, die diese Vermutungen unterstiitzen wiirde.
Allerdings ist die in vivo Halbwertszeit von Zellen mit beginnender Apoptose nur sehr
kurz, was ihre Untersuchung ex vivo sehr schwierig macht; tote Zellen wurden durch
EMA-Fiarbungen aus unseren Analysen entfernt. Gerade aus diesem Grund miissen
Interpretationen hinsichtlich der Assoziation bestimmter Rezeptoren mit Zelltod mit
Vorsicht betrachtet werden. Dazu wurden die oben genannten Untersuchungen nicht in
einem Infektionsmodell, sondern in einem alloreaktiven System durchgefiihrt, was eine
direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschwert.

CD132 ist die gemeinsame Yy-Kette des IL-2-, IL-15- und IL-7-Rezeptors. Die
Verinderungen des Expressionsmusters von CD132 erfolgten vergleichbar mit CD122
homogen auf der Gesamtpopulation antigen-spezifischer CD8" T-Zellen. Die
gemeinsame y-Kette in all diesen Rezeptoren legt eine gemeinsame Entwicklung in der

Evolution und moéglicherweise auch dhnliche Funktionen nahe. Die von uns beobachtete
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heraufregulierte Expression der gemeinsamen y-Kette auf antigen-spezifischen CD8"
MTZ wire als Basis fiir die Assoziation mit anderen Rezeptor-Untereinheiten hGherer
Spezifitdt sinnvoll. Je nach Aufenthaltsort der MTZ und milieuabhédngiger
Zytokinkonzentrationen wére so ein kompartiment-abhingiger EinfluB auf die

Erhaltung von MTZ und ihrer Funktion denkbar.

4.2.2 CD127 und CD62L als Marker fiir Subpopulationen antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen

Eine Unterscheidung von klaren Subpopulationen, die bis in die Memory Phase erhalten
bleiben, war bei den Markern CD62L, das Homing in Lymphknoten ermdéglicht, und
CD127, der spezifischen o-Kette des IL-7 Rezeptors, erkennbar. Unsere
Untersuchungen in verschiedenen Organen und Geweben deuten darauf hin, daf} diese
Subpopulationen  antigen-spezifischer Effektor und Memory T-Zellen ein
unterschiedliches Migrationsverhalten aufweisen. Auffillig ist dabei, daB sich vor allem
in der Effektorphase antigen-spezifische CD127"" T-Zellen vorzugsweise in
lymphatischen Organen (Lymphknoten) auffinden lassen, wihrend sich CD127"" T-
Zellen vorzugsweise in nicht-lymphatischen Geweben (z.B. Lunge) authalten. In
Ubereinstimmung mit Daten anderer Arbeitsgruppen finden sich in der Milz Vertreter
aller Subpopulationen. Die Milz nimmt eine Zwischenstellung zwischen den beiden
Kompartimenten ein und beherbergt alle verschiedenen Subpopulationen, die sich durch
hohe bzw. niedrige Expression von CD62L und CD127 auszeichnen, schon friih nach
Infektion {Busch, 1998; Murali-Krishna, 1998}. Spiter in der Memory Phase finden
sich dann in allen Organen iiberwiegend CD127"" T-Zellen. Dieses Verteilungsmuster,
insbesondere im Bezug auf die CDI127 Expression, spiegelt die Eigenschaften von
sogenannten Memory T-Zellen (MTZ) und (Post)-Effektor T-Zellen (ET) wieder.
Moglicherweise steht uns mit CDI27 in Kombination mit CD62L eine
Markerkombination zu Verfiigung, die Subpopulationen von T-Zellen, die bisher nur im
Humansystem iiber das Expressionsmuster bestimmter Marker (CD45RA, CCR7)
unterschieden werden konnen, auch in der Maus in Memory T-Zellen und (Post)-
Effektor T-Zellen und die Memory T-Zellen mit CD62L weiter in zentrale und
periphere MTZ zu unterteilen. Auch die Funktion dieser Oberfldchenmolekiile wiirde
gut zur Interpretation unserer Daten passen. Durch die Expression des Homingrezeptors
CD62L konnten zentrale CD8* Memory T-Zellen tiber hohe endotheliale Venolen in die
sekundédren lymphatischen Organe eintreten und dort gespeichert werden. Sekundire
lymphatische Organe enthalten hohe Spiegel an IL-7 {Kieper, 2002}, was eine

Priferenz zentraler CD8" Memory T-Zellen fiir diese Organe erkldren konnte. 1L-7 wird
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seit langem als wichtiger Uberlebensfaktor fiir naive und Memory T-Zellen diskutiert.
Auch hier wiirde eine Expression von IL-7-Rezeptor auf CMT gut passen, da diese
langlebiger als periphere EMT zu sein scheinen. Durch ein Fehlen des Homingrezeptors
als auch des IL-7-Rezeptors konnten periphere CD8* (Post)-Effektor T-Zellen nur in
nicht-lymphatische Organe eintreten. Betrachtet man die absoluten und relativen
GroBen der Subpopulationen CD127 hoch und niedrig exprimierender CD8" T-Zellen,
liberwiegt im zeitlichen Verlauf der Memory Phase die CD127"" Subpopulation.
Memory  T-Zellen bleiben  wahrscheinlich  durch  ihre = homdostatische
Proliferationsfihigkeit, erhalten, wihrend die Mechanismen der i.d.R. nur bedingt
effektiven Erhaltung von peripheren Effektor T-Zellen bisher nicht bekannt sind.

Der Vergleich der Populationsgrofen ldsst vermuten, dal die CD62L hoch
exprimierende Subpopulation in der CD127 hoch exprimierenden Population enthalten
ist. Dies suggeriert, dal3 CD62L eine Subpopulation, CD127 aber die Gesamtpopulation
CD8" Memory T-Zellen darstellen konnte. Eine weitere Charakterisierung zeigte, daB
die Populationen CD62L und CD127 exprimierender Zellen nicht identisch sind,
sondern unterschiedliche Memory T-Zellpopulationen, CMT und EMT, représentieren.
Auch die Analyse der absoluten Zahlen CD62L und CD127 hoch exprimierender
antigen-spezifischer CD8" T-Zellen unterstiitzt diese Interpretation. Der absolute Anteil
CDI127 hoch exprimierender Zellen steigt schon wéhrend der Effektorphase an und
stabilisiert sich dann in der Memory Phase. Dies deutet darauf hin, dal wihrend des
Ablaufs der Infektion CD127 hoch exprimierende antigen-spezifische Memory T-Zellen
generiert werden, die in der Milz konstant gehalten werden. Die CD62L hoch
exprimierenden Zellen expandieren und kontrahieren dagegen wie die CD127 niedrig
exprimierenden antigen-spezifischen CD8" Memory T-Zellen. Da diese Beobachtung
allerdings nur auf die Milz beschrénkt ist, konnen Migrationseffekte als Ursache dieser
Beobachtung nicht ausgeschlossen werden. Allerdings bleibt die Anzahl CD62L hoch
exprimierender antigen-spezifischer CD8" Memory T-Zellen nach der akuten
Immunantwort konstant, CD127 niedrig exprimierende antigen-spezifische CD8" T-
Zellen sinken dagegen fast auf das Nullniveau ab. Moglicherweise représentiert diese
Zellpopulation keine wirkliche Memory T-Zellpopulation, sondern mehr eine Post-
Effektor-Zellpopulation, die nicht iiber lange Zeit erhalten werden kann. Fiir diese
Interpretation spriache auch die sehr niedrige Frequenz dieser Population in den
zentralen lymphatischen Organen und ihr Uberwiegen in der Peripherie je niher der
Zeitpunkt an der Effektorphase liegt. Auch aus diesen Beobachtungen heraus scheint
CD127 ein umfassenderer Marker fiir tatsichliche CD8" Memory T-Zellen zu sein als
CD62L, der nur eine Subpopulation von MTZ zu reprisentieren scheint. Durch CD62L

lassen sich MTZ moglicherweise weiter in CMT und EMT unterteilen.
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4.3 CDI27 und CD62L als Marker zur Unterscheidung von MTZ und
ET

Bisher ist keine Markerkombination fiir die Unterscheidung von MTZ und ET in der
Maus bekannt. Ebenso ist unklar, ob die fiir den Menschen beschriebene
Unterscheidung von MTZ in einen zentralen und peripheren Memory T-Zellpool auch
im Mausmodell gilt {Sallusto, 1999}. Es ist allerdings bekannt, dal auch in der Maus
Memory T-Zellen in peripheren und sekundér lymphatischen Organen verteilt sind.
Bisherige Untersuchungen haben keine brauchbaren Marker zur Beantwortung dieser
Fragen aufgewiesen.

In dieser Untersuchung identifizieren die unterschiedlichen Kinetiken der CD127 hohen
und niedrigen Populationen CD127 als einen Marker fiir langlebige Memory T-Zellen
und CD62L als Marker fiir eine Subpopulation dieser.

4.3.1 Unterschiede im Zytokinmilieu des zentralen und peripheren

Kompartiments

Da das Zytokinmilieu nach heutigen Erkenntnissen ein entscheidender Erhaltungsfaktor
fiir CD8" Memory T-Zellen ist, wire eine besondere Bedeutung des hohen IL-7-
Spiegels in sekunddren lymphatischen Organen fiir die Erhaltung CD8" Memory T-
Zellen denkbar. Durch IL-7 konnte die Proliferationsfahigkeit der CMT zur Speisung
des peripheren T-Zellpools geférdert werden. Nach bisherigen Erkenntnissen scheint
das Zusammenspiel von IL-7, IL-2 und IL-15 aus der ,common Yy-chain*
Rezeptorfamilie fiir die Regulation antigen-spezifischer CD8" Memory T-Zellen
wichtig zu sein. Besonders IL-15 wird als Erhaltungsfaktor fiir Memory T-Zellen
diskutiert {Becker, 2002; Zhang, 1998}.
Die bisherigen Untersuchungen, die IL-15 als wichtigstes Zytokin fiir CD8" Memory T-
Zellen darstellen, beschreiben allerdings fast immer eine Population von CD8" Memory
T-Zellen, die auch in einem IL-15 freien Milieu tiberleben kann {Schluns, 2002; Kieper,
2002}. Da fiir diese Untersuchungen im tiberwiegenden Fall alle antigen-spezifischen
CD8" Memory T-Zellen betrachtet werden, konnte diese Population auch eine von IL-
7Ra exprimierenden CD8* Memory T-Zellen sein, die nicht durch IL-15, sondern IL-7
erhalten werden. Diese Interpretation wiirde bedeuten, dal CD8" Memory T-Zellen wie
naive CD8" T-Zellen nicht durch permanenten Antigenkontakt, sondern durch IL-7
erhalten werden {Schluns, 2000}. Einen Einflu auf antigen-abhéngige Expansion
scheint IL-7 allerdings nicht zu haben. Durch hohe Spiegel an IL-7 in sekundéren
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lymphatischen Organen wiirden IL-7R exprimierende Zellen in den sekundéren
lymphatischen Organen bevorzugt akkumulieren {Goldrath, 2002}. In peripheren
Organen wire dagegen IL-15 Rezeptor, dessen -Kette auf allen antigen-spezifischen
CD8" T-Zellen in der Memory Phase exprimiert wird, fiir die Erhaltung von CD8"
(Post)-Effektor T-Zellen verantwortlich {Judge, 2002}. Ein Unterschied in der
Erhaltung der beiden CD8" Memory T-Zellpopulationen wire durch die Regulierung der
Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 erklidrbar {Grayson, 2000}. Diese
scheint durch IL-7 gesteigert zu werden {Schluns, 2000}. Jedoch scheint auch fiir IL-15
eine Regulation von Bcl-2 iiber die ,,common y-chain“ mdéglich {Li, 2001}. Die
langsame Abnahme der (Post)-Effektor Memory T-Zellen wire durch eine ineffektivere
anti-apoptotische Wirkung, bedingt durch unterschiedliche Mengen an IL-15 im
jeweiligen Mikromilieu in peripheren Geweben im Vergleich zu IL-7, erkldrbar { Akbar,

1993}.

4.3.2 Korrelation der CD127-Expression mit Migration in verschiedene

Kompartimente

Uber die Hypothese, daB die Expression von CD127 CD8" Memory von Post-Effektor
T-Zellen unterscheidet, gibt die Analyse des Migrationsverhaltens CD127
exprimierender antigen-spezifischer CD8" T-Zellen Aufschluf.

Die Abnahme der CD127 niedrig exprimierenden Population antigen-spezifischer CD8"
Memory T-Zellen in der Milz reflektiert nicht das Absterben dieser Zellen im gesamten
Kérper und eine Erhaltung CD127 hoch exprimierender antigen-spezifischer CD8"
Memory T-Zellen. Die Abnahme in der Milz ist vielmehr die Folge von Migration
dieser Population in periphere Organe. Apoptose wurde durch die Berechnung der
absoluten Zahlen antigen-spezifischer CD8" Memory T-Zellen in den verschiedenen
Organen als Ursache bereits in anderen Arbeiten ausgeschlossen {Masopust, 2001;
Reinhardt, 2001} .

Nach Aktivierung z.B. in der Milz reguliert der i{iberwiegende Teil CD8" T-Zellen
CD127 herunter, auf einer anderen Population bleibt CD127 dagegen erhalten. Ob die
unterschiedliche Regulierung durch Kontakt mit verschiedenen APC {Lauvau, 2001},
einer Aktivierung in verschiedenen Kompartimenten sekundérer lymphatischer Organe
{Potsch, 1999} oder ein unterschiedliches Zytokinmilieu {Sallusto, 2000} zustande
kommt, ist zurzeit reine Spekulation. Da beide Subpopulationen Adhdsionsmolekiile fiir
entziindliche Gewebe exprimieren, kdnnen sie auch in periphere Organe eintreten. Je

hoher der Bedarf an antigen-spezifischen CD8" T-Zellen im jeweiligen Organ ist, desto
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grofer ist auch die Expansion und Akkumulation. So sehen wir einen dramatischen
Anstieg auf bis zur Hilfte aller CD8" T-Zellen in Lunge und Leber, die aufgrund ihres
hohen Blutdurchsatzvolumens und der groBen Mukosa-Oberfliache (Lunge) mit hoherer
Wahrscheinlichkeit erneut mit Erregern in Kontakt kommen.

In allen peripheren Organen finden sich besonders auf dem Hohepunkt der
Immunantwort unter den antigen-spezifischen CD8" T-Zellen fast nur CD127 niedrig
exprimierende Zellen. Thre Aufgabe diirfte dort eine rasche Beseitigung des Erregers
sein. Diese Funktion konnte also eher CD127 niedrig exprimierenden Post-Effektor
CDS8" T-Zellen zugeschrieben werden. Die expandierten CD127 niedrig exprimierenden
Zellen konnten sich aus dem Rest der CD127 niedrigen Zellen der Primérinfektion und
dem Nachschub durch Aktivierung aus dem peripheren Reservoir CD127 hoher Zellen
zusammensetzen.

In peripheren Lymphknoten finden sich in der frilhen Phase der Immunantwort nur
CD127 hoch exprimierende Zellen, wahrscheinlich auch deshalb da die Lymphknoten
nicht Ort der Infektion sind. Dies konnte entweder eine einseitige Aktivierung von
CDI127 hoch exprimierenden CD8" T-Zellen bedeuten oder eine schnellere
Auswanderung CD127 niedrig exprimierender Zellen aus den peripheren Lymphknoten
in andere Organe {Ostler, 2001}. Eine dramatische Expansion antigen-spezifischer
CD8" Memory T-Zellen ist in den Lymphknoten ebenfalls nicht feststellbar. Dies
scheint dafiir zu sprechen, dal die Lymphknoten eher fiir die Belieferung antigen-
spezifischer CD8" Effektor Memory T-Zellen in die infizierten umliegenden Gewebe
verantwortlich sind. Die Migration CD127 hoch und niedrig exprimierender antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen in periphere Organe ist an ihr Vorhandensein im Blut
gekoppelt. Sowohl CD127 hohe als auch niedrige antigen-spezifische CD8" T-Zellen
sind im Blut nachweisbar. Sie scheinen auf dem Blutweg in periphere Organe zu
migrieren. Eine direkte Aktivierung durch Antigen im Blut, ist durch die intrazellulére
Ausbreitung des Erregers unwahrscheinlich.

Organe wie die Milz, die eine Stellung zwischen lymphatischem und nicht-
lymphatischem Kompartiment einnehmen, konnen einerseits bei septischen
Infektionsverldufen direkt von Erregern befallen werden, andererseits konnen in diesem
Organ antigen-spezifische CD8" T-Zellen gespeichert werden. Nach der erfolgreichen
Eliminierung des Pathogens nehmen die antigen-spezifischen CD8" Memory T-Zellen
in den meisten peripheren Organen ab. In den Organen des zentralen Kompartiments
bleiben die Frequenzen CD8" Memory T-Zellen dagegen relativ konstant. Zentral und
peripher sind die erhaltenen antigen-spezifischen CD8" Memory T-Zellen CD127 hoch.
Die kontinuierliche Abnahme der Frequenzen antigen-spezifischer CD8" T-Zellen in der

Lunge diirfte nach Eliminierung des nicht primér respiratorischen Erregers (Listeria
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monocytogenes) zu erwarten sein {Hogan, 2001}. In der Leber stabilisieren sich
allerdings, dhnlich wie in der Milz, die antigen-spezifischen CD8" T-Zellen auf einem
hoheren Niveau. Diese Beobachtung stellt eine Behandlung der Leber als rein
»peripheres" Organ in Frage. Die absoluten Zahlen antigen-spezifischer T-Zellen in
Leber und Lunge sind aber lidngere Zeit beide wie zum Zeitpunkt der
Infektionsbekdmpfung CD127 relativ niedrig, dann aber in der spidten Memory Phase
ebenfalls CD127 hoch. Aufgrund der gleichzeitigen Perfusion der Leber mit Blut aus
dem Darm und aus anderen Regionen des Korpers, konnte dieses Organ eine strategisch
wichtige Position als Speicherort antigen-spezifischer CD8" (Post)-Effektor T-Zellen
fiir einige Zeit nach Infektion einnehmen. Hier hitten die Zellen eine hohe Chance bei
Wiedereintritt des gleichen Antigens als eine der ersten mit ihm in Kontakt zu kommen.
Eine andere strategisch gute Positionierung wire der Gastrointestinaltrakt in diesem
Infektionssytem {Harrington, 2000}. Hier sind auch hohe Frequenzen antigen-
spezifischer CD8" T-Zellen nach Infektion detektierbar. Allgemein stellt die
Positionierung von CD8" (Post)-Effektor T-Zellen in peripheren Organen eine
Moglichkeit dar, direkt im befallenen Gewebe aktiviert zu werden, wieder
eindringendes Antigen zu eliminieren und damit sofort eine systemische Ausbreitung
des Erregers zu verhindern. Nach einiger Zeit wiirden aber auch die (Post)- Effektor T-
Zellen zugrunde gehen und nur noch Memory T-Zellen in peripheren Geweben erhalten
bleiben. Aufgrund eines Fehlens von CD62L konnten sie nicht in die Lymphknoten
eintreten und wiirden in peripheren Organen akkumulieren. Dort wiirde ihnen eine
wichtige Funktion als EMT in der sofortigen Bekidmpfung einer Reinfektion
zukommen.

In Organen des zentralen Kompartiments, wie Milz und Lymphknoten, bleiben nur
CD127 hohe antigen-spezifische CD8" Memory T-Zellen erhalten. Diese konnten als
zentraler Speicher fir CD8" Memory T-Zellen fungieren und EMT fiir periphere
Organe bereitstellen. CD127 hoch exprimierende antigen-spezifische CD8" Memory T-
Zellen im Blut nach Eliminierung des Pathogens sind wahrscheinlich analog zu naiven
T-Zellen Ausdruck ihrer kontinuierlichen Migration durch den Korper. Das
Knochenmark enthilt in der Memory Phase interessanterweise auch ein Reservoir an
CDI127 hohen antigen-spezifischen CD8" Memory T-Zellen, was durch seine
Bedeutung fiir die Homdostase himatopoetischer Zellen erklirbar ist.

Die Analyse des Migrationsverhaltens untermauert insgesamt die Hypothese, daf3
CD127 Expression charakteristisch fiir CD8" Memory T-Zellen, nicht dagegen fiir Post-
Effektor T-Zellen ist. Durch diesen Marker konnten also CD8" Memory und Post-
Effektor T-Zellen voneinander unterschieden werden. Eine weitere Unterteilung von

CD127 hohen MTZ konnte mit Hilfe von CD62L erfolgen, um die Population der MTZ
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weiter in zentrale und periphere MTZ aufzugliedern {Wherry, 2003}. Die Expression
von CD62L auf CMT wiirde ihnen ein Eintreten in die Lymphknoten iiber hohe
endotheliale Venolen erlauben. Durch ihre Proliferationsfihigkeit wiirden sie dort lange
erhalten bleiben und den Pool von peripheren EMT speisen. Diese konnten durch die
fehlende Expression von CD62L nur in periphere Organe eintreten, wo sie lange
erhalten bleiben und so bei Reinfektion direkt am Ort des Eindringens das Pathogen
bekdmpfen und eine systemische Ausbreitung verhindern konnen. Erste
Untersuchungen dieser Subpopulationen auf Proliferationsfahigkeit und Zytotoxizitdt

scheinen diese Hypothese zu untermauern.

4.4  Mogliche funktionelle Bedeutung der IL-7R auf Memory T-Zellen

Einen ersten Einblick in die funktionellen Unterschiede von Memory und Post-Effektor
CD8" T-Zellen geben Untersuchungen der Zytokinproduktion in verschiedenen
Organen des zentralen und peripheren Kompartiments. Kurz nach der Expansionsphase
produzieren antigen-spezifische CD8" T-Zellen in den meisten Organen mehr IFNy als
TNFo. Da IFNy neben Perforin an der Apoptose antigen-spezifischer CD8" T-Zellen
beteiligt sein konnte, erkléren sich hierdurch moglicherweise die unterschiedlichen
Verhiltnisse in den Organen {Badovinac, 2002}. In der Leber ist das Uberwiegen der
IFNy Produktion am deutlichsten. Dies konnte ein Hinweis auf die Funktion der Leber
sein, eine Art Friedhof fiir antigen-spezifische CD8" Memory T-Zellen aus
verschiedenen Organen darzustellen {Huang, 1994}. Die Lunge zeigt ein &hnliches,
wenn auch nicht so ausgeprégtes, Bild wie die Leber. In den peripheren Lymphknoten
und im Knochenmark sind die Verhéltnisse IFNy und TNFo produzierender Zellen
dagegen eher ausgewogen, was aus ihrem Beitrag zur Homoostase erkldarbar wire. Als
Ort fiir die Beherbergung zentraler MTZ konnte dies ein Hinweis auf die hoéhere
Homogenitét dieser MTZ-Population im Vergleich zu der in peripheren Organen sein,
in denen Memory und (Post)-Effektor T-Zellen nebeneinander iiber einen ldngeren
Zeitraum existieren. Der Unterschied zwischen funktionsabhédngiger und -unabhingiger
Untersuchung antigen-spezifischer CD8" T-Zellen zeigt sich am deutlichsten bei den
IEL, die weder IFNy noch TNFa zu produzieren scheinen. Ein zusétzliches Bediirfnis
von Kostimulation, auch in der Reaktivierung, wére aufgrund der besonderen
Anforderungen an diese Zellpopulation durch ihre anatomische Lokalisation sicher
vorstellbar {Pope, 2001}.

Erste getrennte Analysen der CD127 hoch und niedrig exprimierenden Population

antigen-spezifischer CD8" T-Zellen zeigen einen Unterschied in der Produktion von IL-
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2, TNF-a und IFN-y nach Antigenkontakt. Diese Unterschiede scheinen sich noch
deutlicher bei einer weiteren Aufsplittung der CD127 hohen Subpopulation mit CD62L
zu demarkieren. Durch Antigenkontakt konnten CD127 hoch exprimierende Zellen
aktiviert werden, CD127 herunterregulieren und Effektorfunktionen aquirieren. Eine
Konversion in die entgegengesetzte Richtung ist ebenfalls nicht ausgeschlossen.
Dennoch weist die rasche Aquisition von Effektorfunktionen in Kombination mit dem
dargestellten Migrationsverhalten eher auf die erste Moglichkeit hin.

In ersten Proliferationsexperimenten scheinen sich die vermuteten Unterschiede
zwischen den CDI127 hoch und niedrig exprimierenden Populationen zu bestétigen.
CD127 hoch exprimierende antigen-spezifische CD8" T-Zellen proliferieren rasch auf
Antigenkontakt, CD127 niedrig exprimierende dagegen nicht.

Insgesamt zeigen die Subpopulationen CD127 hoch und niedrig exprimierender
antigen-spezifischer CD8" Memory T-Zellen ein heterogenes Verteilungsmuster in
peripheren und zentralen Organen. Erste Untersuchungen geben Hinweise, daf diese
Verteilung mit bestimmten Funktionen und damit unterschiedlichen Aufgaben korreliert
sein konnte. Die hier dargestellten Ergebnisse betonen die besondere Aufgabe der
proliferativ orientierten antigen-spezifischen CD8" Memory T-Zellen bei der
langfristigen Aufrechterhaltung der Immunitit. Die CD8" Memory T-Zellen, die CD127
niedrig  exprimieren, konnten dagegen durch ihre fehlende spontane
Proliferationsféhigkeit langsam verringert werden. Ebenso geben erste funktionelle
Analysen der CD62L hoch und niedrig exprimierenden Subpopulation der MTZ in
Organen des zentralen und peripheren Kompartiments erste Hinweise auf ihre mogliche
Funktion als CMT und EMT.

Obwohl eingehende funktionelle Analysen der CD127 hoch und niedrig exprimierenden
Populationen fiir die Unterstiitzung dieser Erklarungsversuche unabdingbar sind,
scheinen dennoch erste Untersuchungen die Theorie zu unterstiitzen, dal CD127 niedrig
exprimierende am ehesten (Post)-Effektor CD8" T-Zellen, CD127 hoch exprimierende
am chesten der Gesamtpopulation langlebiger Memory T-Zellen entsprechen, die

mithilfe von CD62L in CMT und EMT differenziert werden konnen.
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Abbildung 19: Schema des Verteilungsmusters von CDS8' antigen-spezifischen T-Zellen  in
lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen exemplarisch an Lunge und Lymphknoten.
Unterschiede im Zytokinmilieu der verschiedenen Kompartimente, der funktionellen Charakteristika der
CMT, EMT und ET unterschiedlicher Lokalisation und ihrer Migration nach Antigenkontakt mit

bekanntem Pathogen.
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4.5 Bedeutung der Aufteilung des T-Zellpools in Memory und Post-
Effektor T-Zellen

Durch eine Aufteilung des T-Zellpools in (Post)-Effektor T-Zellen, CMT und EMT
wird eine qualitativ hohere Protektivitit gewéhrleistet. Die Kompartimente erginzen
sich durch die Fahigkeit von Memory T-Zellen zur Proliferation und damit
Langzeiterhaltung und (Post)-Effektor T-Zellen zur raschen Effektorfunktion. Auch
nach Untergang der (Post)-Effektor T-Zellen wird ein ldngerer Schutz durch peripher
bereitgestellte rasche Effektorfunktion durch EMT gewihrleistet. Besonders bei
intrazelluldren Erregern, die durch CTL direkt eliminiert werden konnen, scheint diese
Aufteilung sinnvoll. Bei Erregern, bei welchen die humorale Immunantwort im
Vordergrund steht, ist es dagegen wahrscheinlich, dall andere Teile des Immunsystems
eine grofBere Rolle spielen.

Nach Primirinfektion bleiben die CD8" Post-Effektor T-Zellen neben Memory T-Zellen
in nicht-lymphatischen Organen wie der Lunge bestehen (Abbildung 19). Da sie nicht
proliferieren konnen, bleiben sie zwar einige Zeit erhalten, vielleicht durch bestimmte
Zytokine wie IL-15, ihre Zahl nimmt aber im Laufe der Zeit ab. Diese Abnahme in der
Peripherie ist ndtig, da Speicherplatz fiir CD8" Memory und Post-Effektor T-Zellen
nicht nur gegen einen, sondern gegen viele verschiedene Erreger bendtigt wird. Die
strategische Positionierung von CD8" T-Zellen mit rascher Effektorfunktion ist fiir die
Verhinderung einer systemischen Ausbreitung der Infektion nétig. Eindringendes
Pathogen, zum Beispiel in die Lunge, kann so direkt unschéadlich gemacht werden. Die
Infektion bleibt also lokal begrenzt. Erst wenn, je nach Zeitpunkt der Reinfektion, die
peripheren CD8" Post-Effektor T-Zellen oder EMT das Pathogen nicht sofort beseitigen
konnen und ein systemischer Krankheitsverlauf mit Eindringen in die Blut- und
Lymphbahnen entsteht, werden die CD8" Memory T-Zellen in Lymphknoten und Milz
gebraucht. Das Pathogen wird in die néchsten Lymphknotenstationen oder bei
septischer Infektion iiber das Blut in die Milz drainiert und dort von professionellen
APC aufgenommen. Die CD8" Memory T-Zellen werden durch diese Prisentation und
mit Hilfe von Zytokinen aktiviert und wandern in das betroffene Organ aus, um mehr
Effektorzellen bereitzustellen. Die zentral lokalisierten CDS8" Memory T-Zellen
proliferieren spontan und gewihrleisten so die Aufrechterhaltung eines ausreichenden
Memory T-Zellpools. Durch die zentralen CD8" Memory T-Zellen wird so ein
bestimmtes MaB an Protektivitit nie unterschritten. Durch periphere CD8" Post-Effektor
T-Zellen und EMT kann die Qualitét der Protektion jedoch noch gesteigert werden. Die

Kompartimente ergéinzen sich also in ihrer Bedeutung fiir protektive Immunitét.
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Fir eine langfristige Erhaltung von Memory T-Zellen in der Peripherie ist
moglicherweise der Kontakt mit Antigen in bestimmten Abstinden notwendig. Dieses
Prinzip wére eine Erkldrung fiir den positiven Effekt bei der Auffrischung von
Impfungen und auch fiir die grofBer werdenden Abstéinde zwischen den notwendigen
Impf-,,Boosts”. Durch die wiederholte Gabe von Antigen konnten langfristig grofBere
Populationen CD8" Post-Effektor T-Zellen und EMT in der Peripherie bereitgehalten
werden, die unmittelbar auf eine Infektion mit demselben Antigen reagieren konnen.
Durch die Auffrischimpfungen wiirde also die Qualitét der Protektion auf einem hohen
Niveau gehalten.

Neben Implikationen fiir die Optimierung aktiver Impfungen, wire auch eine Art
passiver Impfung durch Transfer von CD8" Memory T-Zellen moglich. Hierbei wiirde
die Ubertragung CD127 hoher CD8" Memory T-Zellen in naive Empfinger ein
gewisses MaB an Protektivitit vermitteln. Der Transfer CD127 niedriger CD8" Post-
Effektor T-Zellen alleine wire aufgrund ihrer fehlenden Proliferationsfahigkeit dagegen
nicht fiir den langfristigen Aufbau von Protektivitit geeignet.

Auch fir die weitere Grundlagenforschung haben unsere Beobachtungen grof3e
Bedeutung. Da der Memory T-Zellpool der Maus analog zu dem des Menschen
aufgebaut zu sein scheint, hitten Untersuchungen im Immunsystem der Maus eine
groBBere Chance, direkt auf den Menschen iibertragbar zu sein. Mit den neu
identifizierten Memory T-Zell Markern konnten neue Methoden fiir Diagnostik und

Therapie im Mausmodell entwickelt und erforscht werden.

4.6 Linear- versus Post-Effektormodell

Die friihe Detektion von CD8" Memory T-Zellen withrend der Immunantwort gibt erste
Hinweise auf ihren Generierungsweg (Abbildung 20). Die hier vorliegenden
Untersuchungen deuten eher auf ein lineares Modell der Entstehung von CD8" Memory
T-Zellen hin {Manjunath, 2001}. Die Anwesenheit CD8" Memory T-Zellen in allen
Stadien der Immunantwort weist mdglicherweise darauf hin, daB CD8" Memory T-
Zellen nicht aus Effektorzellen hervorgehen. Sie scheinen sich direkt aus naiven CD8"
T-Zellen zu entwickeln. Dies steht im Gegensatz zur weit verbreiteten Meinung, CD8"
Memory T-Zellen miissten erst zu Effektorzellen aktiviert werden und wiirden dann
durch stochastische oder gezielte Mechanismen vor ihrem Untergang gerettet und
sozusagen iiber die Zeit zu einer Memory T-Zelle reifen {Opferman, 1999}. Hiernach
durchlaufen CD8" Memory T-Zellen ein Zwischenstadium als sogenannte Effektor-
Memory T-Zellen bis sie als eigentliche Memory T-Zellen erhalten bleiben {Wherry,

2003; Kaech, 2002}. Dies ist das Post-Effektormodell der Generierung von CD8"
89



Memory T-Zellen. Da allen diesen Untersuchungen, die flir das Post-Effektormodell
argumentieren, verldssliche Marker flir die Unterscheidung von Post-Effektor und
Memory T-Zellpopulationen als auch CMT und EMT fehlen, konnten sie die Population
von CD8" Memory T-Zellen, die schon friih in der Immunantwort besteht, nicht von
Post-Effektor T-Zellen unterschieden haben. Diese Daten wurden auBBerdem durch die
Kinetiken der Genexpression von gesamten T-Zellpopulationen der Milz gewonnen. Da
unsere Daten eine frithe Aufteilung in die verschieden T-Zellsubpopulationen mit
unterschiedlichen  phénotypischen und  wahrscheinlich  auch  funktionellen
Charakteristika und dariiber hinaus unterschiedlichem Wanderungs- und
Uberlebensverhalten zeigen, konnten Verinderungen der Gesamtpopulation ebenso
Ausdruck von Hiufigkeitsschwankungen zu bestimmten Zeitpunkten in der Milz sein.

Das Linearmodell wurde zum Beispiel kiirzlich durch Experimente mit adaptivem
murinem Zelltransfer in Frage gestellt, in dem zentrale und Effektor Memory T-Zellen
nur anhand ihrer CD62L Expression definiert wurden {Wherry, 2003}. Unsere
Untersuchungen weisen allerdings auf die Heterogenitit der CD62L niedrigen
Population hin, weshalb Ergebnisse aus derartigen Experimenten mit Vorsicht zu
interpretieren sind. Obwohl unsere Daten eher fiir das Linearmodell der Memory T-
Zellentwicklung sprechen, bedarf es weiterer insbesondere genetischer Analysen, um

die exakte Dynamik der Entwicklung dieser Subpopulationen festzustellen.
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Abbildung 20: Gegeniiberstellung von Linearmodell und Post-Effektormodell der Generierung von

Memory T-Zellen
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4.7 Bedeutung der friilhen Detektion von Memory T-Zellen in der

Immunantwort

Die Verdnderungen in den T-Zellsubpopulationen sind schon frith nach Infektion
detektierbar. Dies ist im Einklang mit anderen Studien, die die Induzierbarkeit einer
charakteristischen Memory Antwort bereits durch eine Reinfektion in der frithen
Effektorphase zeigen. Schon zu diesem frithen Zeitpunkt miissten also bereits T-Zellen
mit Memory Charakteristika vorhanden sein {Busch, 2000}. Dabei erlaubt die
Identifikation neuer phénotypischer Marker fiir die Unterscheidung von Effektor und
Memory T-Zellsubpopulationen erstmals die Untersuchung ihrer frithen Entwicklung.
Diese Beobachtung ist von speziellem klinischen Interesse, da es so mdglich wire,
Informationen iiber die Qualitit der langfristigen protektiven Immunitét schon friith
wihrend der Immunantwort zu erhalten, zum Beispiel nach einer Impfung gegen ein
Pathogen.

Die frithe Beurteilung der Qualitit der induzierten protektiven Immunitét hat wichtige
Implikationen fiir die Entwicklung und Beurteilung der Effektivitit neuer Impfstoffe, da
schon kurz nach Immunisierung eine Aussage iiber den spéter durch die Impfung
vermittelten Schutz getroffen werden koénnte. Da CD8" Memory T-Zellen #hnlich
naiven Zellen kontinuierlich im Blut durch den Koérper zu zirkulieren scheinen, konnte
vor allem bei der Impfung gegen intrazellulire Erreger ein Bluttest auf das
Vorhandensein CD8" Memory T-Zellen eine hilfreiche Aussage iiber die Ausbildung
protektiver Immunitit erlauben. Ebenso wire durch die Fahigkeit, die Entwicklung von
T-Zellsubpopulationen iiber die Zeit zu verfolgen, eine Optimierung von Impfstoffen
moglich.

Das Ziel der Impfstoffentwicklung ist, eine moglichst schonende Impfung mit der
Vermittlung einer hohen Protektivitit zu kombinieren. Bestimmte Impfstrategien
konnten vor allem Post-Effektor T-Zellen generieren, die zwar sofortige
Effektorfunktion hétten, aber nicht langfristig erhalten werden. Andere Protokolle
konnten dagegen eher Memory T-Zellen generieren, die entweder direkt
Effektorfunktionen oder eher proliferative Eigenschaften haben. Durch eine
hauptsichliche Induktion der Entwicklung zentraler CD8" Memory T-Zellen, denen die
rasche Effektorfunktion fehlt, wiirde der Korper durch eine erste Impfung weniger
belastet. Gleichzeitig wiirden diese Zellen ein gewisses Mall an Protektivitit
garantieren, was auch folgende Impfungen schonender macht. Um die Qualitit der

Protektivitidt zu erhdhen, konnte dann in einer nédchsten Impfung vor allem auf den
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Aufbau von EMT in peripheren Organen fokussiert werden. Jede dieser Impfstrategien
konnte bei bestimmten klinischen Anwendungen jeweils Vorteile erbringen.

Diese Erkenntnisse haben also nicht nur fiir die Grundlagenforschung Bedeutung,
sondern auch fiir immunologische Diagnose und fiir Impfstrategien. Sie konnen einen
entscheidenden Beitrag zur Optimierung von Impfstoffen leisten und die Moglichkeiten
zur gezielten Entwicklung schonender Impfungen, zur genaueren Bestimmung der
Immunitétslage und zur frilhen Prognose iiber den Erfolg von Immunisierungen

vorantreiben.

4.8  Ausblick

Diese Arbeit identifiziert CD127 als einen neuen Marker fiir die Unterscheidung von
CD8" Memory und Post-Effektor T-Zellen. Die so charakterisierten Memory T-Zellen
lassen sich mit CD62L noch weiter unterteilen. Dieser phanotypische Befund bildet die
Grundlage fiir weiterfithrende funktionelle Analysen, besonders im Hinblick auf
Unterschiede in Proliferation, Zytotoxizitit, Abhdngigkeit von Zytokinen und
Vermittlung von Protektivitit durch die einzelnen Subpopulationen.

Eine wichtiges Charakteristikum von CD8" Memory T-Zellen ist ihre Fihigkeit, im
Gegensatz zu Post-Effektor CD8" T-Zellen, schnell auf Antigen zu proliferieren. Post-
Effektor CD8" T-Zellen wirken im Gegensatz zu CD8"  Memory T-Zellen rasch
zytolytisch. Effektorfunktion kann aber auch durch die Produktion von IFNy und TNFa
auf epitop-spezifische Stimulation getestet werden, spontane Proliferationsfahigkeit
zum Beispiel durch die Produktion von IL-2. Obwohl bereits erste Versuche zur
Detektion von Unterschieden zwischen den definierten Populationen durchgefiihrt
wurden, miissen die Ergebnisse noch genauer bestétigt werden.

Da das Zytokinmilieu des zentralen und peripheren Kompartiments differiert, sollte die
Abhiingigkeit CD8" Memory und Post-Effektor T-Zellen von kompartiment-
spezifischen Zytokinen getestet werden. Einen ersten Hinweis auf die Charakterisierung
von CD8" Memory T-Zellen wiirde eine Mehrfachfirbung mit mehreren Memory T-
Zellmarkern besonders gegen IL-2, IL-7 und IL-15 geben. Diese Zytokine sollten
zusitzlich auf ihre funktionelle Wirkung auf die verschiedenen CD8" T-
Zellpopulationen untersucht werden. Zusétzlich sollte die Fahigkeit der verschiedenen
Populationen, unter dem EinfluB} dieser Zytokine zu iiberleben und zu proliferieren,
untersucht werden.

Um die Hypothese zu bestitigen, dal in Anlehnung an das kiirzlich veroffentlichte
Expressionsmuster von CD62L die Subpopulationen der CD127"" CD62L"" T-Zellen

zentralen und die CDI127"" CD62L""¢ T-Zellen peripheren Memory T-Zellen
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entsprechen, miissen ebenso noch weitere Doppelfarbungen in Organen des peripheren
und zentralen Kompartiments als auch funktionelle Analysen auf Proliferation und
Zytotoxizitdit durchgefiihrt werden, die charakteristisch fiir die postulierten
Subpopulationen sind.

Der aufgezeigte Defekt in Abwesenheit von CD40L eine bestimmte Subpopulation von
Memory T-Zellen zu entwickeln, konnte noch genauer im Hinblick auf die fiir diesen
Effekt verantwortliche CD40L exprimierende Population untersucht werden. Die T-
Zellhilfe konnte von APCs oder CD4" T-Zellen oder auch von beiden in Kombination
bereitgestellt werden. Hierzu wédren Transferexperimente verschiedener Knockout-
Zellpopulationen notig.

Es bleibt ebenfalls zu untersuchen, ob der Defekt der CD40L-/- Méuse in der recall
Antwort auf ihrer verminderten Proliferationsfiahigkeit beruht oder auf einem Defekt in
der Erhaltung von Memory T-Zellen. Obwohl unsere Untersuchungen eher das Fehlen
einer bestimmten Subpopulation mit bestimmten raschen Effektorfunktionen fiir die
geringere Qualitdt der Protektivitit in CD40L -/- Mausen verantwortlich machen,
miissen die anderen Mdglichkeiten fiir definitive Aussagen ausgeschlossen werden.

Es ist ebenfalls notig Migrationseffekte und Haufigkeitsverteilungen als Ursache dieses
Phidnomens auszuschlieBen und deshalb die Ergebnisse in der Milz und anderen
Organen des zentralen und peripheren Kompartiments zu vergleichen.

Neben den funktionellen Experimenten in vitro sollte es das Ziel sein, die
unterschiedliche Vermittlung von Protektivitit nach Retransfer in vivo zu testen.
Retransferierte CD8* Memory und Post-Effektor T-Zellen miissten in den
verschiedenen Kompartimenten wiedergefunden werden und je nach ihrer Fahigkeit zu
proliferieren unterschiedliche Zeit im Korper tiberleben konnen.

Nach den Untersuchungen im Mausmodell wire es auch interessant, humane Zellen auf
die Expression von CDI127 und CD62L zu testen und mit anderen Memory T-
Zellmarkern wie CCR7 zu kombinieren. Diese Untersuchungen wiirden eine direkte
Ubertragung der im Mausmodell erhobenen Daten auf den Menschen erlauben. So
konnten z.B. die Wirkung von Impfungen am Menschen studiert werden oder isolierte
Zellen in der Therapie fiir Retransfer eingesetzt werden und z.B. durch Gabe von
Zytokinen fiir die in vivo Erhaltung bestimmter Memory T-Zellsubpopulationen gezielt

beeinflusst werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Untersuchung polyklonaler antigen-spezifischer CD8" Memory T-Zellpopulationen
ist heute in Abhingigkeit ihrer Funktion mit intrazelluldrer Zytokinfirbung und
funktionsunabhingig mit MHC-Tetrameren moglich.

Ziel dieser Arbeit war eine grundlegende Analyse des Verhaltens von CD8" Memory T-
Zellen im Vergeich zu CD4" Memory T-Zellen, ihres Phianotyps und ihrer Entstehung
im Verlauf einer Immunantwort. Die Immunantwort wurde nach muriner Infektion mit
dem Wildtypstamm bzw. einem rekombinant Ovalbumin-sezernierenden Stamm des
intrazelluldren Bakterium Listeria monocytogenes untersucht.

Der Vergleich von CD4" und CD8" Memory T-Zellen mittels intrazellulirer Firbung in
verschiedenen lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen zeigte, dal die Zahl
CDS8" T-Zellen in der Memory Phase fast konstant bleibt, CD4" T-Zellen jedoch im
gesamten Korper abnehmen. CD8" T-Zellen scheinen eine erste Abwehrlinie gegen
Reinfektionen mit intrazelluldren Erregern zu bilden, wihrend CD4" T-Zellen eher
modulatorische Funktionen haben. CD8" Memory T-Zellen sind fiir die Erhaltung
langfristiger Protektivitit gegen diesen intrazelluléren Erreger entscheidend.

In der phinotypischen Analyse CD8" T-Zellen mit MHC-Tetrameren und
verschiedenen Oberflichenmarkern unterschiedlicher Funktion in der Milz wurde
besonders auf den Ubergang von der Effektor- in die Post-Effektorphase fokussiert, der
fir den Aufbau des CD8  Memory T-Zellpools entscheidend ist. Neben den
Adhésionsmolekiilen CD44 und Ly6C und Mitgliedern der ,,common y-chain®
Rezeptorfamilie wie CD122 und CD132, die auf allen antigen-spezifischen CD8"
Memory T-Zellen exprimiert werden, wurden CD127 und CD62L nur auf bestimmten
Subpopulationen antigen-spezifischer T-Zellen gefunden. Dabei ist die CD62L hoch
exprimierende Subpopulation in der CD127 hoch exprimierenden enthalten. Die CD127
hoch exprimierende Subpopulation wird in der Memory Phase stabil gehalten, die
CDI127 niedrige Subpopulation nimmt dagegen kontinuierlich iiber die Zeit ab. Dieses
Verhalten korreliert mit einem unterschiedlichen Expressionsmuster von CD127 in
Organen des zentralen und peripheren Kompartiments. In den Lymphknoten finden sich
in allen Phasen der Immunantwort nur CD127 hoch exprimierende CD8" Memory T-
Zellen, in der Milz eine Mischpopulation, die in der Memory Phase nur noch CD127
hoch exprimiert. In peripheren Organen wie der Lunge und der Leber finden sich in der
Effektor Phase fast nur CD127 niedrig exprimierende Zellen, in der Memory Phase

CD127 hoch exprimierende Populationen. Dieses Verteilungsmuster zeigt phénotypisch
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CD127 als einen Marker fiir die Unterscheidung von CD8" Memory und Post-Effektor
T-Zellen in der Maus. Eine weitere Differenzierung der CD8" Memory T-Zellen mit
Hilfe von CD62L zeigte ihre Aufteilung in Subpopulationen.

Die Kombination von CD127 und CD62L erlaubt zwischen Post-Effektor und Memory
T-Zellpopulationen in Mausen zu unterscheiden und wahrscheinlich die Memory T-
Zellpopulation weiter in CMT und EMT zu unterteilen, die den im Humansystem
beschriebenen Populationen entsprechen. Das Fehlen der CDI127"" CD62L"e¥
Population in Abwesenheit von CD40L konnte fiir den geringeren Schutz und die
geringere Expansion nach Reinfektion in CD40L-/- Mdusen verantwortlich sein.

Im Zusammenhang mit anderen auf CD8" Memory T-Zellen konstitutiv oder temporir
exprimierten Oberflichenmarkern, besonders Rezeptoren fiir die Zytokine IL-2 und IL-
15, ist eine genauere Charakterisierung CD8" Memory T-Zellen méglich. Eine
Korrelation der phénotypischen Ergebnisse mit distinkter funktioneller Aktivitit,
besonders im Hinblick auf Proliferation, Zytotoxizitit, Zytokinabhidngigkeit und
Protektion ist zu vermuten, bedarf aber noch weiterer Untersuchungen. Die Existenz
von CD8" Memory T-Zellen bereits zu Beginn der Immunantwort legt dariiber hinaus
ihre direkte ~Abstammung von naiven CD8  T-Zellen nahe (lineares
Entwicklungsmodell). Ein protektiver Memory T-Zellpool kénnte somit schon vor dem
Durchlaufen der Effektorphase nachgewiesen werden. Diese Erkenntnisse konnen nicht
nur dem besseren Verstandnis der Korrelation zwischen murinem und humanem System
in der Grundlagenforschung dienen, sondern zusétzlich diagnostisch bei der
Bestimmung der Immunititslage als auch therapeutisch bei der Optimierung von

Vakzinen und der Vermittlung von Protektivitit bedeutend sein.
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