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1. Einleitung

Das Immunsystem dient dem Schutz des Organismus vor pathogenen Keimen
und maligne entarteten Kérperzellen und richtet sich gegen Strukturen, die als
fremd erkannt werden. Man unterscheidet dabei eine unspezifische und eine
adaptive Komponente. Das unspezifische Abwehrsystem umfasst
physikalische Schutzmechanismen, Phagozyten (Makrophagen, Neutrophile),
Zellen, die Entzindungsmediatoren ausschitten (Mastzellen, Basophile,
Eosinophile) und Natirliche Killer Zellen (NK Zellen). Es richtet sich
unspezifisch gegen kérperfremde Strukturen. Das spezifische oder adaptive
Abwehrsystem reagiert hingegen in Form einer gezielten Abwehrreaktion auf
spezifische Antigene. Charakteristisch ist dabei die Fahigkeit, sich an einmal
bekannte Erreger zu erinnern und ein erneutes Eindringen durch eine
schnellere Reaktion zu verhindern. Dieses Erinnerungsvermégen wird auch als
Immunitat bezeichnet. Angeborene und adaptive Mechanismen interagieren auf
vielfache Weise.

Das adaptive Immunsystem besteht aus einem humoralen und einem
zellvermittelten Teil. Die humorale Immunantwort richtet sich in erster Linie
gegen extrazellulare Mikroorganismen. Trager der humoralen Abwehr sind B-
Lymphozyten, die als Plasmazellen Immunglobuline sezernieren. Trager der
zellvermittelten Abwehr sind T-Lymphozyten, welche sich gegen intrazellulare
Krankheitserreger richten. Beide Arten von Lymphozyten stammen aus dem
Knochenmark. Wéhrend B-Lymphozyten im Knochenmark reifen, wandern T-
Lymphozyten zur Reifung in den Thymus ein, den sie nach verschiedenen
Selektionsvorgangen als sogenannte naive T-Zellen wieder verlassen. Sie
zirkulieren zwischen Blut und peripheren lymphatischen Organen, bis sie auf ihr
jeweils spezifisches Antigen treffen und zu Effektorzellen aktiviert werden.
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1.1 Die Aktivierung von T-Lymphozyten

1.1.1 Der T-Zell-Rezeptor (TCR)

Nach der Reifung im Thymus exprimieren T-Zellen auf ihrer Zelloberflache ein
antigenbindendes Molekil, den T-Zell-Rezeptor (TCR). Es handelt sich um ein
Heterodimer aus einer a- und einer p-Kette bzw. aus einer y- und einer &-Kette,
die durch Disulfidbriicken verbunden sind. Entsprechend werden die Zellen als
aB” oder yd" T-Zellen bezeichnet. Der T-Zell-Rezeptor &hnelt dem Fgo-
Fragment eines Immunglobulins: Jede a-, -, y- oder &-Kette besteht aus einer
variablen Domaéane, die der Antigenerkennung dient, und einer konstanten

Domaéne, die den TCR in der Zellmembran verankert.

1.1.2 MHC-Molekiile

T-Lymphozyten erkennen antigene Peptide nur dann, wenn sie an sogenannte
MHC-Moleklle gebunden sind (Zinkernagel RM, 1997). MHC-Molekule sind
Glykoproteine auf der Oberflache jeder Koérperzelle, die immunologische
Vorgange regulieren. Sie werden durch eine Gruppe von Genen codiert, die
man als Haupt-Histokompatibilitdts-Komplex (major histocompatibility complex)
bezeichnet. Der MHC-Genkomplex des Menschen wird auch als HLA (human

leucocyte antigen) bezeichnet.

Man unterscheidet zwei Formen von MHC-Molekillen, beide besitzen eine
Bindungsstelle fir Antigenpeptide. MHC-Molekile der Klasse | (HLA-A, -B, -C,
usw.) bestehen aus einer schweren a-Kette und B-Mikroglobulin. In der
Tertiarstruktur erkennt man vier Domanen, von denen drei aus der a-Kette
gebildet werden. Die peptidbindende Stelle befindet sich an dem Spalt
zwischen ai- und ap- Doméane, die azs-Doméane besitzt einen transmembranen
Teil und verankert das Molekdl in der Zellmembran (Bjorkman et al., 1987).
MHC-I-Molekile finden sich auf allen kernhaltigen Kérperzellen. Pathogene im
Zytosol (Viren, intrazytoplasmatische Bakterien und Protozoen) werden von
Proteasen gespalten. Durch aktiven Transport werden die 8-10 Aminoséauren

langen Peptidfragmente von einem Transportermolektl (TAP-Transporter) ins
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Endoplasmatische Retikulum (ER) gebracht, wo sie fest an MHC-I-Molekile
binden (Goldberg und Rock, 1992). Dieser Komplex wird dann in Golgi-Vesikeln
an die Zelloberflache beférdert (Jackson und Peterson, 1993) (Abb. 1).
Erkennen zytotoxische CD8" T-Lymphozyten den Komplex aus kérperfremdem
Peptid und MHC-I-Molekil auf einer infizierten Koérperzelle, so téten sie die
Zelle ab. Neben diesem endogenen Weg der MHC-I-Prasentation, gibt es bei
spezialisierten Antigen prasentierenden Zellen (APC) einen sogenannten
exogenen Weg der MHC-I-Prasentation, bei dem Antigene von phagozytierten
Erregern an MHC-I-Molekile gebunden und CD8-positiven Lymphozyten
prasentiert werden. Im Unterschied zu den Gbrigen Kérperzellen verfigen APCs
Uber kostimulatorische Molekile, durch die sie naive T-Lymphozyten primar

aktivieren und deren klonale Expansion einleiten (Priming).

Sl Abb. 1 Antigenprozessierung
ELE ; und Bindung an MHC-Klasse-I-
-, Molekiil (modifiziert nach Andersen
et = et al. 2006)
h|
Endoplasmatisches Retibulum | Mlaturs
M MHC Intrazelluldre Proteine werden
,,'E’E":Si‘l’;f;, A~ g ll durch Proteasomen zu Peptiden
| | |
'Ll_x| i []:L + Il[:i o h abgebaut und durch den TAP-
|.I.|. .-Il : ]
mpﬁ;“mpe Komplex (transporter associated
— 5 o with antigen processing) zum
lng;%b %o Endoplasmatischen  Retikulum
DipSaaine._Fioteasom transportiert. Dort liegen neu

synthetisierte MHC-Klasse-I-
Molekdle vor, die durch Calnexin stabilisiert werden bis B2-Microglobulin
gebunden wird. Der MHC-I-Komplex interagiert mit dem TAP-Komplex und es
kommt zur Bindung des Antigenpeptides an den MHC-Komplex. Der
entstandene MHC/Peptid-Komplex wird U(ber den Golgi Apparat an die
Zelloberfldche transportiert.
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MHC-Moleklile der Klasse Il (HLA-DR, -DQ, -DP) bestehen aus zwei
verschiedenen transmembranen Untereinheiten, einer a- und einer 3- Kette, mit
jeweils zwei Doméanen. Die Peptidbindungsstelle wird durch die Furche
zwischen der ay- und B1- Doméane gebildet. MHC-1I-Molekile werden nur auf
der Zelloberflache von APCs exprimiert und binden das Antigenpeptid nicht im
Endoplasmatischen Retikulum, sondern in Vesikeln des Golgi Apparates (GA)
(Peters et al.,1991). Es werden deshalb nur Proteine prasentiert, die aus dem
vesikularen System stammen, also Pathogene, die sich in sauren Vesikeln
vermehren wie Mykobakterien und Leishmanien, oder aber phagozytisch
aufgenommene Erreger (Pieters, 2000). Letztere werden in Phagolysosomen
zu Peptidfragmenten abgebaut, an MHC-II-Moleklle gebunden und an der
Zelloberflache CD4-positiven Lymphozyten prasentiert.

1.1.3 Antigenerkennung durch den TCR

Der Kontakt zwischen TCR und MHC/Peptid-Komplex wird durch die variablen
Domaénen des TCR hergestellt (Garboczi et al., 1996) und |6st die zellulare
Immunantwort aus. FiUr die Bindung des TCR an den Komplex aus
Antigenpeptid und MHC-Molekul sind die Oberflachenmolekile CD4 und CD8
als sogenannte Corezeptoren erforderlich. CD4 dient der Bindung an MHC-II-
Molekile, CD8 der Bindung an MHC-I-Molekile (Janeway CA Jr., 1992). Die
Interaktion von TCR und Corezeptoren mit dem MHC/Peptid-Komplex fihrt
Uber eine Signalkette zur Proliferation und Differenzierung des Lymphozyten.
Ein mit dem TCR assoziierter Molekllkomplex dient der Signallibertragung in
die Zelle, da das zytoplasmatische Ende des TCR-Molekils zu kurz dafir ist
(Weiss et al.,1991). Dieser sogennante CD3-Komplex besteht aus drei
Proteinen (y, 8 und &) mit Homologie zu Immunglobulinen und zwei weiteren
Proteinen ({ und m), die sich Uberwiegend im Zytoplasma befinden und der
Signaliibertragung dienen (DeFranco et al.,1995). Eine wichtige Rolle spielen
dabei zytoplasmatische Tyrosinkinasen. Die Corezeptoren CD4 und CD8 sind
mit der Proteintyrosinkinase Lck, die zytoplasmatischen Proteine des CD3-
Komplexes mit der Proteinkinase Fyn assoziiert (Chan et al., 1994). Beide

Proteinkinasen stehen am Anfang einer Reaktionskaskade, die letztendlich zur
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spezifischen Transkription von Genen fahrt, die an der Proliferation und
Differenzierung des Lymphozyten beteiligt sind.

1.1.4 Die priméare Aktivierung von naiven T-Zellen (Pragung)

Solange T-Zellen noch keinen Kontakt mit ihrem Antigen hatten, bezeichnet
man sie als ungepragte bzw. naive T-Zellen. In diesem Zustand sind sie nicht in
der Lage, an der Immunantwort teilzunehmen. Erst nach Kontakt mit ihrem
spezifischen Antigen, gebunden an MHC-Molekiile auf der Zelloberflache von
APCs, beginnt die Proliferation (klonale Expansion) und Differenzierung zu
bewaffneten Effektorzellen (Knight und Stagg, 1993). CD8" T-Lymphozyten
differenzieren zu zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL), CD4" T-Zellen zu zwei
verschiedenen Arten von Helferzellen: inflammatorische Tn1-Zellen, die
Makrophagen aktivieren, und Ty2-Zellen, die B-Zellen zur Produktion von
Antikdrpern anregen. Die Signale, die zur Aktivierung von CTLs und Ty-Zellen

fihren, sind &hnlich, zudem beeinflussen sich beide Populationen gegenseitig.

Fir die Wechselwirkung zwischen APCs und naiven T-Zellen sind
Adhasionsmolekule notwendig, die die Bindung der Zellen vermitteln und die
Kontaktzeit verlangern. Beim ersten Zusammentreffen von T-Zelle und APC
bindet beispielsweise das CD2-Oberflachenmolekill der T-Zelle an CD58 (LFA-
3) der APC (Holter et al., 1996). Ahnliche adhé&sive Interaktionen finden
zwischen dem LFA-1 Oberflachenmolekil von T-Zellen und ICAM-1, -2 und -3
auf der Oberflaiche von APCs statt (Kuhlman et al., 1991).
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Abb. 2 Antigenerkennung durch den TCR
(modifiziert nach Andersen et al. 2006)

a) Der TCR erkennt an MHC-Klasse-l oder MHC-Klasse-ll gebundene
Antigenproteine. CD8" T-Lymphozyten binden an MHC-Klasse-I-Molekiile und
zerstéren daraufhin ihre Zielzelle. CD4" Lymphozyten binden an MHC-Klasse-
II-Molekiile und schitten nach Aktivierung Zytokine zur Regulation der
Immunantwort (meist Aktivierung der Zielzelle) aus.

b) Der TCR eines naiven CD8" Lymphozyten hat an ein MHC-I-Molekiil einer
APC gebunden. Zusétzlich zur Aktivierung tber den TCR sind costimulatorische
Signale beispielsweise durch die Bindung von B7 und CD28 nétig, um eine
naive T-Zelle zu einer Effektorzelle zu aktivieren.

Zusétzlich zum priméaren Signal Gber den TCR und CD4 oder CD8 erfordert die
Aktivierung naiver T-Zellen weitere costimulatorische Signale, die der
Verstarkung und Modifikation des primaren Signals dienen. Eine solche

costimulatorische Eigenschaft besitzen die Oberflachenmolekile CD80 und
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CD86 (B7-1 bzw. B7-2) (Greenwald et al., 2005). Sie kébnnen sowohl an den
stimulatorischen Rezeptor CD28 als auch an den inhibitorischen Rezeptor
CTLA-4 (CD152) binden. Die Bindung an CD28 vermittelt Signale zur
Aktivierung naiver T-Zellen, wahrend die Interaktion mit CTLA-4 T-Zell-
Antworten inhibiert und so zur Regulation der T-Zell-Antwort beitragt. CD28 wird
von naiven T-Zellen exprimiert, die Expression von CTLA-4 wird nach T-Zell-
Aktivierung rasch hochreguliert. CD28-Signale verringern die fir eine
Aktivierung nétige Anzahl an Interaktionen zwischen TCR und MHC/Peptid-
Komplexen. Je mehr B7-Molekile eine APC produziert, umso mehr
costimulatorische Eigenschaften hat sie. Ohne costimulatorisches Signal wird
die T-Zelle anerg, d.h. sie ist spater selbst bei optimaler Stimulation nicht in der
Lage, auf ihr spezifisches Antigen zu reagieren.

Wird eine naive T-Zelle durch ihren spezifischen MHC/Antigen-Komplex und
costimulatorische Signale aktiviert, beginnt sie den T-Zell Wachstumsfaktor
Interleukin 2 (IL2) und seinen Rezeptor zu exprimieren. Die Bindung von IL2 am
Rezeptor leitet die klonale Expansion der T-Zelle sowie die Differenzierung ihrer
Nachkommen zu bewaffneten Effektorzellen ein (Malek et al., 2001). Bei der
klonalen Expansion im Rahmen der primaren Reaktion auf bestimmte
Virusinfektionen kénnen Pathogen-spezifische CD8" T-Zellen innerhalb kurzer
Zeit bis zu 50% aller CD8" T-Zellen ausmachen (Murali-Krishna et al., 1998;
Butz und Bevan, 1998). Nach Uberstandener Infektion bleibt ein geringer Anteil
davon als Antigen-spezifische Gedachtniszellen fur viele Jahre, méglicherweise
ein Leben lang erhalten (Murali-Krishna et al., 1998). Diese Gedachtniszellen
sind in der Lage, bei Reinfektion mit demselben Pathogen eine rasche effektive

Immunantwort auszulésen.

Die priméare Aktivierung naiver CD8" T-Zellen 16st neben der Proliferation ein
Genexpressionsprogramm aus, das die Zellen mit einer breiten Palette an
Effektorfunktionen ausstattet, darunter die Produktion zytotoxischer Molekile
sowie verschiedener Zytokine und Chemokine. Trifft eine so ausgestattete

Effektorzelle auf ihr spezifisches Antigen, gekoppelt an MHC-I Molekile
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infizierter Zellen, werden die Effektormolekile wirksam. Bei der Reaktivierung
von Ged&chtniszellen erfolgt die Ausbildung von Effektorfunktionen schneller
(Selin und Welsh, 1997; Lalvani et al, 1997), wird durch geringere
Antigenspiegel ausgeldst (Ahmed und Gray, 1996) und ist weniger abhangig
von costimulatorischen Signalen als bei der primaren Aktivierung naiver T-
Zellen (lezzi et al., 1998). Dieser Unterschied kann zum Teil durch
verschiedene Isoformen des CD45 Proteins, namlich CD45RA (naive T-Zellen)
und CD45RO (T-Zellen nach Antigenkontakt) erklart werden. Die beiden
Isoformen werden durch alternatives Splicing eines mRNA-Transkriptes
gebildet. Die resultierenden Proteine besitzen Phosphatase-Aktivitat und
dephosphorylieren die Tyrosinkinasen Lck und Fyn, wodurch diese aktiviert
werden und weitere Schritte der T-Zell Aktivierung einleiten. CD45R0 zeigt eine
starkere Assoziation mit dem TCR und Corezeptoren als CD45RA, sodass die
Signalibermittlung effizienter wird (Kilgore et al., 2004).

1.1.5 Subpopulationen CD8* T-Zellen

Im peripheren Blut zirkulierende CD8" Zellen kbénnen anhand ihres
Differenzierungszustandes in mindestens vier Gruppen unterteilt werden: Naive
Zellen, zentrale Gedachtniszellen, Effektor-Gedachtniszellen und Effektorzellen.
Diese Subpopulationen sind mit bestimmten funktionalen und phanotypischen
Eigenschaften assoziiert. Verschiedene Oberflachenmarker werden zur
Differenzierung der  Subpopulationen  vorgeschlagen. Eine mdgliche
phénotypische Klassifikation basiert auf der unterschiedlichen Expression der
costimulatorischen Rezeptoren CD27 und CD28 (auf naiven T-Zellen) sowie der
Oberflachenproteine CD45RA (naive Zellen) bzw. CD45R0O (Gedachtniszellen)
(Tomiyama et al., 2002). Auch der Chemokinrezeptor CCR7 qilt als Marker zur
Unterscheidung von naiven Zellen (CCR7Y), zentralen Gedéachtniszellen
(CCR7"), Effektor-Gedachtniszellen (CCR7) und Effektorzellen (CCR7)
(Champagne et al., 2001; Tomiyama et al., 2004). Die genauen
Zusammenhénge zwischen der Expression bestimmter Oberflachenmarker und
dem funktionellen Differenzierungsgrad sind aber noch nicht vollstédndig

aufgeklart. Ebenso  werden  fur  Ablauf und Reihenfolge der
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Differenzierungsstadien unterschiedliche Modelle diskutiert. Eine Méglichkeit
ist, dass die Entwicklung von naiven CD8" Lymphozyten zu aktiven
zytotoxischen Effektorzellen Uber verschiedene Differenzierungsstufen von
Gedachtniszellen ablauft (Abb. 3). Zytokine wie IL2 kdénnten dabei eine Rolle

spielen.
Naiv Geddchnis Effektor
b .r'/ \\
R P S : e : :| e »
\ y TR
CD45RA+ CD2g+ CD45RO+ GD2s+ CD45RO+ CD2B+ CD4s5RO+ GD28~ CD45RC+ CD25~ CD45RA+ CD4sRA™
CDe7+CCR7+ CD27+ CCR7+ CDa7+ CCR7~ CDa7+ CCRT CD27 CGCR7~ CDa27 CCR7~
IFM-y-Grperforin- IFN-y* Gir* perforin- IFM -y Gir+ perforin- IFM-y+ Gr+ perforin+- IFN-y= Gr+ perforin- IFM-y= Gir= perforin+

Abb. 3 Differenzierungsstufen CD8" T-Zellen
(modifiziert nach Andersen et al., 2006)

Anhand der Expression bestimmter QOberflichenantige wie z. B. CD45RA,
CD45R0O, CD28, CD27, CCR7 sowie von Proteinen wie IFN-y, Granzym (Gr) oder
Perforin kénnen T-Zellen verschiedenen Entwicklungsstufen zugeordnet werden.
Die linear fortschreitende Entwicklung naiver Zellen (iber verschiedene Stadien von
Gedd4chtniszellen zu voll entwickelten Effektorzellen wird als mégliche Reihenfolge

der Differenzierung diskutiert.
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1.2 Effektormechanismen zytotoxischer T-Zellen

FOr die Auslésung des CTL-induzierten Zelltodes sind zwei verschiedene
molekulare Mechanismen bekannt, die einen direkten Zellkontakt erfordern:
Das Fas/Fas-Ligand System und das Perforin/Granzym B-System (Berke G.,
1995; Kaegqi et al., 1994). Letzteres wird auch als sekretorischer oder Granula-
assoziierter Mechanismus bezeichnet. Der Fas-abhangige zytotoxische
Mechanismus wird eingeleitet durch die Interaktion von Fas-Ligand (FasL), der
auf der Oberflache von CTLs exprimiert wird, mit dem Fas-Rezeptor (Fas,
CD95) auf der Oberflache der Zielzelle. Die Fas/FasL-Interaktion triggert die
Apoptose durch Auslésung der Caspasen-Kaskade (Nagata S., 1996). Der
sekretorische Mechanismus beeinhaltet die gerichtete Exozytose von Perforin
und Granzymen in den interzelluldren Spalt zwischen CTL und Zielzelle (Blott
und Griffiths, 2002; Lieberman, 2003a). Durch Endozytose werden die
zytotoxischen Molekile von den Zielzellen aufgenommen und flhren

synergistisch zu deren Apoptose (Trapani und Smyth, 2002).

Neben diesen beiden zytotoxischen Mechanismen wirken CTLs auch Uber die
Ausschittung von Zytokinen indirekt zytotoxisch. Wahrend der Stimulation des
TCR kommt es zur Ausschittung von IFN-y und TNF-a durch die
Effektorzelle. TNF-a triggert nach Interaktion mit seinem Rezeptor auf der
Oberflache der Zielzelle die Caspasen-Kaskade, IFN-y bewirkt in der Zielzelle
einerseits die verstarkte Prasentation von Antigenpeptiden auf MHC-I-
Molekllen und andererseits die vermehrte Expression des Fas-Rezeptors.
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Abb. 4 Zytotoxische Mechanismen von CTL (nach Andersen et al. 2006)

Die Interaktion von Peptid/MHC-Komplex und CD8/TZR-Komplex (T-
Zellrezeptor) Idst verschiedene Effektormechanismen aus, die die Apoptose der
Zielzelle induzieren.

a)TNF-a (Tumor Nekrose Faktor «) und IFN-y (Interferon y) wirken an der
Zielzelle indirekt zytotoxisch. TNF-a triggert die Caspasen-Kaskade, IFN-y fihrt
zur verstarkten Prdsentation von MHC-I/Peptid-Komplexen und zur
Hochregulation des Fas-Rezeptors CD95.

b) Die Interaktion von FasL und CD95 (Fas-Rezeptor) aktiviert in der Zelle die
Caspase-Kaskade, die die Apoptose der Zelle einleitet.

c¢) Perforin und Granzym B werden aus lytischen Granula in den interzelluldren
Raum freigesetzt und von den Zielzellen aufgenommen. Sie flihren
synergistisch zur Apoptose der Zielzelle.
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1.2.1 Das Fas/FasL-System
1.2.1.1 Fas und Fas-Ligand

Fas (APO-1, CD95), ein Typ-I-Membranprotein, gehdért zur Familie der Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) und Nerve Growth Factor (NGF) Rezeptoren und
vermittelt das Signal zum programmierten Zelltod nach Interaktion mit dem Fas-
Liganden (FasL) (Nagata und Golstein, 1995; Itoh et al., 1991; Suda et al.,
1993). Fas ist ein aus 325 Aminosauren bestehendes Protein mit einer
transmembranen Region und einer Signalsequenz am NH.-Terminus und wird
auf Chromosom 10 kodiert. Eine etwa 70 Aminosauren lange zytoplasmatische
Domaéne vermittelt das Apoptose-Signal und wird deshalb als Death Domain
(DD) bezeichnet (Nagata und Golstein, 1995; Itho und Nagata, 1993). Aktivierte
Lymphozyten zeigen eine starke Expression von Fas (Owen-Schaub et al.,
1992) wahrend viele andere Gewebe Fas schwach exprimieren. Die Expression
von Fas wird durch IFN-y und TNF-a hochreguliert (Itoh et al., 1991).

FasL (CD95L, Apo-1L, CD178) ist ein Typ-l-Membranprotein aus 281
Aminosauren, das zur TNF-Familie gehort (Suda et al., 1993). FasL wird auf
Chromosom 1 kodiert und von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen zur
Zerstdérung von virusinfizierten oder maligne transformierten Zellen exprimiert.
Auch Monozyten besitzen intrazellularen FasL, der nach Aktivierung freigesetzt
wird (Kiener et al., 1997). In vielen weiteren Geweben kann die Expression von
FasL durch Stress wie Bestrahlung, Chemotherapeutika oder Virusinfektionen
induziert werden (Pinkoski und Green, 1999). Die FasL-Expression wird bei
CTLs nach Aktivierung des TCR Uber Tyrosinkinasen und Calcineurin vermittelt
(Nagata und Golstein, 1995) oder experimentell durch PMA (Phorbol 12-
Myristat 13-Acetat) und lonomycin induziert. Verschiedene Tyrosin-Kinase-
Inhibitoren und Cyclosporin A (ein Inhibitor der Calmodulin-abhangigen Protein-
Phosphatase Calcineurin) inhibieren die Expression von FasL. AuBer der
membrangebundenen Form von FasL (mFasL) gibt es eine lésliche Variante
(sFasL) (Holler et al., 2003). sFasL kann sowohl durch alternatives Splicing, als
auch durch proteolytische Spaltung von mFasL durch Metalloproteasen gebildet

werden. Die intrazellularen und transmembranen Abschnitte von FasL fehlen
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und die zytotoxische Wirkung ist im Vergleich zu mFasL vermindert. sFasL
wurde im Serum von Patienten mit verschiedenen rheumatischen und einer
Vielzahl von malignen Erkrankungen sowie bei HIV-positiven Patienten
nachgewiesen (Strand et al., 2004), die physiologische oder pathologische
Funktion ist aber noch weitgehend unklar.

1.2.1.2 Die Fas abhangige Signalkette

Die Interaktion mit FasL fuhrt zur Trimerisation des Fas-Rezeptors. Das
Adapterprotein FADD (Fas-associated death domain protein) bindet daraufhin
an der zytoplasmatischen Death Domains der Fas-Trimere. Pro-Caspase 8
bindet mit den sogenannten Death effector domains (DED) an FADD, was zur
Aktivierung von Caspase 8 fuhrt. Die Death Domains des Fas-Rezeptors, FADD
und Caspase 8 bilden zusammen den Death inducing signaling complex
(DISC), der die Apoptose-Signalkette einleitet (Sheikh und Huang, 2003) (siehe
Abb. 5). Die aktivierte Caspase 8, die auch als FADD-like Interleukin-18
Converting Enzyme (FLICE) bezeichnet wird, ist eine Initiator-Caspase. Sie wird
ins Cytosol freigesetzt und fihrt dort zur Aktivierung von Caspase 3. Es kommt
zur Auslésung weiterer Schritte der sogenannten Caspasen-Kaskade, an deren
Ende die Caspase-aktivierte DNAse (CAD) steht. Sie zerstdrt die DNA und leitet
den Tod der Zelle ein (Wolf und Green, 1999; Wu et al., 2002).
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Effektorzelle

Zielzelle

Effekior Caspasen
I

Apoptose

Abb. 5 Das Fas-vermittelte Apoptose-Signal (nach Zhang et al., 2004).
FADD: Fas-associated death domain protein; DD: death domain; DED: death
effector domain

Caspasen

Die Apoptose-Signalkette wird durch Cysteinproteasen, die sogenannten
Caspasen (cysteine aspartic acid—specific proteases), vermittelt (Chen und
Wang, 2002). Genetisch identifiziert wurden bisher die humanen Caspasen 1
bis 10, 12 und 14 (Degterev et al., 2003; Lamkanfi et al., 2004). Funktionell
kénnen sie in inflammatorische und apoptotische Caspasen unterteilt werden.
Die inflammatorischen Caspasen 1, 4, 5 und 11 spielen bei
Entzindungsreaktionen und der Reifung von Zytokinen eine Rolle (Martinon et
al., 2000). Apoptotische Caspasen werden weiter unterteilt in Initiatorcaspasen
(Caspase 2, 8, 9, 10 und 12) und Effektorcaspasen (Caspase 3, 6, 7 und 14)
(Ho und Hawkins, 2005). Die Initiatorcaspasen werden in der friihen Phase der
Apoptose autokatalytisch aktiviert und flhren ihrerseits zur Aktivierung von
Effektorcaspasen (Boatright et al., 2003). Letztere leiten den apoptotischen

Zelltod ein, unter anderem indem sie sekundare Zielproteine wie CAD
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aktivieren. Caspase 3 gilt als Schllsselenzym flr die Auslésung der Apoptose-
Kaskade. Es stellt eine Schnittstelle zwischen Fas- und Perforinsystem dar, da
eine direkte Aktivierung von Caspase 3 auch durch Granzym B beschrieben
wird (Metkar et al., 2003; Adrain et al., 2005).

Fas Rezeptor

Granzym B
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Abb. 6 Die Caspasen-Signalkette (modifiziert nach Slee et al., 1999)

Der aktivierte Fas-Rezptor lést durch die Aktivierung von Caspase 8 weitere
Schritte der Caspasen-Kaskade aus. Dabei kommt es einerseits zu einer direkten
Aktivierung der Effektorcaspase 3, zum anderen zur Aktivierung von ,bid*, was
wiederum die Ausschlttung pro-apoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien
bewirkt. Diese tragen (iber Caspase 9 ihrerseits zu einer Aktivierung von Caspase
3 bei. Auch Granzym B wirkt aktivierend auf Caspase 3 und I6st so die Caspasen-
Kaskade aus. Bid: proapoptotisches Molekiil, bcl-2: antiapoptotisches Mokellil;

APAF-1 aktiviert zusammen mit Cytochrom ¢ (Cyt c) Caspase 9.
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1.2.1.3 Physiologische und pathologische Bedeutung des Fas-Systems

Die FasL—induzierte Apoptose spielt nicht nur im Rahmen der Immunabwehr
eine wichtige Rolle. Das Fas-System ist ebenfalls an Selektionsvorgangen
wahrend der Lymphozytenreifung und an der Aufrechterhaltung der
Lymphozytenhomdostase beteiligt. Neben seiner Rolle als Apoptose-
induzierendes Protein, besitzt FasL auBerdem costimulatorische Eigenschaften
und trégt Uber ein retrogrades Signal zur Aktivierung von CD8" Zellen bei
(Suzuki et al., 2000; Sun et al., 2006).

Lymphozyten durchlaufen wahrend ihrer Entwicklung verschiedene
Selektionsschritte. Vorlaufer-T-Zellen aus dem Knochenmark wandern in den
Thymus ein, wo sie zu CD4*/CD8" oder CD4/CD8" Lymphozyten heranreifen.
Nur T-Zellen, die eigene MHC-Molekile erkennen, Uberleben, alle anderen
werden apoptotisch (positive Selektion). T-Zellen, die mit kérpereigenen
Antigenen reagieren, gehen ebenfalls zugrunde (negative Selektion). FasL ist
sowohl an der positiven Selektion von Lymphozyten im Thymus (Boursalian TE
und Fink PJ., 2003) als auch bei der Elimination autoreaktiver T-Zellen in der
Peripherie (periphere klonale Deletion) beteiligt (Xiao et al., 2004). An der
Regulation und Beendigung einer Immunantwort wird dem Fas-System z. B. im
Rahmen des AICD (activation induced cell death) eine maBgebliche Rolle

zugeschrieben (Krueger et al., 2003).

Auf die Beteiligung des Fas Systems an der Pathophysiologie von
Autoimmunerkrankungen weisen Untersuchungen an gld-Mausen (generalized
lymphoproliferative disease mice) hin. Beim Menschen fihren Mutationen im
Bereich der Fas-kodierenden Gene zum Autoimmunen Lymphoproliferativen
Syndrom (ALPS). Dies ist eine Autoimmunerkrankung, die mit einer
pathologischen, durch Lymphozyten vermittelten Apoptose einhergeht. Es
kommt zu einer polyklonalen Vermehrung von CD4-/CD8-doppelt-negativen T-
Zellen, die nur schwach auf Antigene regieren, zu einer chronisch

persistierenden Lymphadenopathie, Hypergammaglobulinamie und in 50% zu
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einer Hepatosplenomegalie (Bleesing JJ, 2003). Die klinische Préasentation ist
vom zugrundeliegenden Gendefekt abhangig (Rieux-Laucat et al., 2003). In der
Literatur sind sowohl homozygote (van der Burg et al., 2000) (Typ 0) wie auch
heterozygote (Arkwright et al., 2000) (Typ la) Mutationen des FAS-Rezeptors
beschrieben. Heterozygote FaslL-Defekte findet man in Zusammenhang mit
Systemischem Lupus Erythematodes (SLE) (Wu et al.,, 1996) (Typ Ib),
allerdings sind auch homozygote FasL-Defekte ohne SLE beschrieben (Del-
Rey et al., 2006).

1.2.2 Das Perforin/Granzym-System

Unter den  Effektormechanismen  zytotoxischer T-Zellen qilt das
Perforin/Granzym-System als wichtigster Mechanismus bei der Abwehr von
virusinfizierten und maligne transformierten Zellen (Trapani und Smyth, 2002).

1.2.2.1 Zytotoxische Granula

Die zytoplasmatischen Granula von CTL sind Organellen, die der Speicherung
und Sekretion zytotoxischer Molekile dienen. Da sie Eigenschaften besitzen,
die typisch flr Lysosomen sind, werden sie auch als sekretorische Lysosomen
bezeichnet (Holt et al., 2006). Das porenbildende Molekil Perforin und
verschiedene als Granzyme bezeichnete Serinproteasen, werden im Inneren
der Granula gespeichert und nach TCR-Aktivierung in  einem
kalziumabhangigen Exozytosevorgang gemeinsam freigesetzt. Seit einiger Zeit
ist bekannt, dass auch FasL als transmembranes Molekil in den lytischen
Granula gespeichert ist (Blott und Griffiths, 2002; Zuccato et al., 2007). Die
Aktivierung des TCR fuhrt Gber molekulare Signalketten zur Fusion der
Lysosomen-Membran mit der Zellmembran und so zur Exozytose der gelésten
Molekile sowie zur Expression von membrangebundenem FasL auf der
Zelloberflache. CTLs verfligen lber verschiedene Mechanismen um sich selbst
vor den freigesetzten zytotoxischen Molekllen zu schitzen. So wird
beispielsweise Cathepsin B, eine lysosomale Protease, ebenfalls in den
lytischen Granula gespeichert und gemeinsam mit den Granzymen und Perforin

im Rahmen der Degranulation freigesetzt. An der Zellmembran der Effektorzelle
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fuhrt Cathepsin B zur Inaktivierung zuriickdiffundierender Perforin-Molekile
(Balaji et al., 2002). An den Zielzellen entfalten Perforin und die Granzyme ihre
lytische Wirkung synergistisch. Die Granzyme vermitteln die eigentlichen
Apoptose-Signale, bendtigen aber Perforin, um ihre Wirkung entfalten zu

kdnnen.

1.2.2.2 Perforin

Perforin wurden im Laufe der letzten 20 Jahre unterschiedliche Aufgaben
zugeschrieben. Perforinmolekiile polymerisieren in Anwesenheit von Kalzium
zu Polyperforin-Poren in der Zellmembran, die den unspezifischen Eintritt von
lonen ermdglichen (Young, Cohn und Podack, 1986). Urspriinglich wurde
deshalb angenommen, dass Perforin durch die Bildung von Poren zum
nekrotischen Tod der Zielzelle fuhrt. Dieses ,lytische Modell* wurde verlassen,
als erkannt wurde, dass Granzyme in Kooperation mit Perforin zur Apoptose
der Zielzelle fihren. Langere Zeit ging man dann davon aus, dass Granzyme
Uber Perforinporen passiv in die Zielzelle eindringen und dort Apoptose-Signale
vermitteln (Darmon, Nicholson und Bleackley, 1995). Auch dieses Modell wurde
verlassen, als gezeigt wurde, dass Granzym B unabhéngig von Perforin in
Zielzellen eindringen kann (Shi et al., 1997; Pinkoski et al., 1998), es aber
dennoch nur in Anwesenheit von Perforin zum apoptotischen Zelltod kommt.
Zudem wurde gezeigt, dass selbst kleinere Molekiile als Granzym B nicht in der
Lage sind Perforinporen zu passieren (Browne et al.,1999), was ebenfalls
gegen die Vorstellung einer passiven Diffusion von Granzym B durch

Perforinporen spricht.

Derzeit geht man von folgendem Modell aus: Granzyme und Perforin werden in
sekretorischen Lysosomen an das Chondroitin-Proteoglycan Serglycin
gebunden gespeichert (Raja et al, 2002). Die makromolekularen
Granzym/Serglycin-Komplexe werden von CTLs sezerniert und Uber einen
Mechanismus rezeptorabhangiger Endozytose von der Zielzelle internalisiert.
Als Rezeptor flur Granzym B wurde der Mannose-6-Phosphat Rezeptor (MPR)

identifiziert (Veugelers et al., 2006). Die Granzyme befinden sich intrazellular
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zunachst in Endosomen, aus denen sie durch einen perforinabhédngigen
Prozess ins Zytoplasma der Zielzelle freigesetzt werden (Metkar et al., 2002;
Shi et al., 2005). Neuere Untersuchungen weisen auBerdem darauf hin, dass
ein durch Perforinporen bedingter passiver Ca®*-Einstrom in die Zielzelle
Membran-Reparaturmechanismen in Gang setzt, die mdglicherweise fir die
Auslésung der Apoptose eine Rolle spielen (Keefe et al., 2005). Die genauen
molekularen Mechanismen der Perforinwirkung sind aber nach wie vor nicht

aufgeklart.

1.2.2.3 Granzyme

Bei den Granzymen handelt es sich um verschiedene Serinproteasen mit
breiter Substratspezifitdt. Sie werden als Pro-Enzyme synthetisiert und durch
verschiedene lysosomale Proteasen aktiviert. Im Zytoplasma der Zielzellen
induzieren sie deren Apoptose zum einen durch Aktivierung von Caspasen,
daneben aber auch Uber Caspasen-unabhéangige Mechanismen (Sutton et al.,
2000; Waterhouse et al., 2005). Von den finf bisher bekannten humanen
Granzymen A, B, H, K, und M sind die Subtypen A und B am besten untersucht
und ihre molekulare Wirkung weitgehend aufgeklart (Trapani, 2001; Lieberman
und Fan, 2003b; Waterhouse et al., 2006).

Fir Granzym B wurden Uber 30 Substrate identifiziert, darunter das
Schlisselsubstrat Caspase 3 (Metkar et al., 2003), ICAD (Inhibitor der
Caspase-aktivierten DNAse) (Sharif-Askari et al., 2001) und Bid (Pinkoski et al.,
2001), ein proapoptotisches Molekll der Bcl-2-Familie. Die Wirkung von
Granzym B ist dabei nicht von einem einzelnen Substrat oder Mechanismus
abhangig. Untersuchungen an Caspase 3-, ICAD- und Bid- defizienten Mausen
zeigen dass der apoptotische Prozess jeweils verlangsamt ablduft, jedoch nicht
vollstandig blockiert wird (Thomas et al.,, 2000; Waterhouse et al., 2005).
Granzym A wirkt Caspase-unabhangig direkt an der Zellkernmembran und an
Histonen im Zellkern (Zhang et al., 2001a; Zhang et al., 2001b) sowie am SET-
Komplex, dem Inhibitor einer Endonuklease, welche dadurch aktiviert wird und
die Doppelstrang-DNA  spaltet  (Lieberman und Fan, 2003b).
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1.2.24 Physiologische und pathologische Bedeutung des
Perforin/Granzym-Systems

Das Perforin/Granzym-System spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr
intrazellularer Pathogene und maligne transformierter Zellen (Russell und Ley,
2002; Lieberman, 2003a). Es gibt ebenfalls Hinweise auf eine regulatorische
Funktion bei der klonalen Expansion von CD8" Zellen im Rahmen bakterieller
und viraler Infekte sowie bei GvH (graft versus host) Reaktionen (Harty und
Badovinac, 2002). Auch die erhdhte Inzidenz spontan auftretender B-Zell
Lymphome bei Perforin-defizienten M&usen unterstreicht die Beteiligung von
Perforin an der Immunregulation (Smyth et al., 2000).

Beim Menschen fuhren Mutationen im Perforin-Gen zur autosomal-rezessiv
vererbten FHL (Familidre Hamatophagozytische Lymphohistiozytose). Die
Aktivitat von CTLs und NK-Zellen ist dabei stark erniedrigt und in lytischen
Granula wird kaum oder nur sehr wenig Perforin nachgewiesen (Kogawa et al.,
2002). Pathophysiologisch kommt es zu einer unkontrollierten Aktivierung von
T-Lymphozyten und Infiltration samtlicher Gewebe mit aktivierten T-
Lymphozyten und Makrophagen. Proinflammatorische Zytokine wie TNF-q,
IFN-y, IL6 und IL10 werden dabei Uberexprimiert (Janka und zur Stadt, 2005).
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1.3 Zielsetzung

Lymphozyten aus frisch isolierten PMNC (periphere mononukledre Zellen) sind
morphologisch eine homogene Population, die sich im FACS (fluorescence
activated cell sorting) als kleine und niedriggranulierte Zellpopulation darstellt.
Diese beinhaltet neben CD4" und CD8" T-Zellen, die den gréBten Anteil
ausmachen, NK-Zellen und B-Lymphozyten. Eine Perforinexpression ist bei NK-

Zellen und Antigen-erfahrenen T-Zellen beschrieben.

Die Stimulation mit anti-CD3 bewirkt eine Aktivierung von T-Zellen. Sowohl
naive als auch Antigen-erfahrene Zellen werden zur Proliferation angeregt und
entwickeln Effektorfunktionen. Nach Stimulation mit anti-CD3 ist im FACS eine
GréBenzunahme bei einem Teil der Zellen erkennbar. Diese groBen Zellen
(Blasten) exprimieren im Unterschied zu kleinen Zellen jedoch kein Perforin.
Ausgehend von dieser Beobachtung war es das Ziel dieser Arbeit, die
Differenzierungsvorgange nach Stimulation mit anti-CD3 zu beleuchten und
mdgliche Zusammenhange zwischen intrazellular nachweisbarem Perforin und
der Zellgr6Be aufzudecken. Anhand des Aktivierungsmarkers CD25 sollte der
Zusammenhang zwischen Perforinexpression und T-Zell-Aktivierung naher
charakterisiert werden. Darliber hinaus sollte die Bedeutung von Perforin fir die
zytotoxische Wirkung der untersuchten PMNC bzw. CD8" Lymphozyten
untersucht und der jeweilige Anteil des Fas- bzw. Perforin-Systems durch

Hemmungsversuche ermittelt werden.
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2. Material

2.1 Antikoérper
2.1.1 Fuir die Durchflusszytometrie verwendete AntikGrper

Antikdrper, die fir die Durchflusszytometrie verwendet wurden, waren mit den
Fluorochromen Phycoerythrin  (PE) bzw. Fluorescein-isothyiocyanat (FITC)
gekoppelt. Diese unterscheiden sich in ihren jeweiligen Absorbtionsmaxima bei
Wellenldngen von 530 nm fur FITC bzw. 580 nm fir PE.

Antikérper Markierung Bezugsquelle
anti-CD4 PE/FITC Becton-Dickinson
anti-CD8 PE/FITC Becton-Dickinson
anti-CD14 FITC Becton-Dickinson
anti-CD19 FITC Becton-Dickinson
anti-CD25 PE/FITC Becton-Dickinson
anti-CD56 FITC Becton-Dickinson
anti-CD69 PE Becton-Dickinson
anti-CD95 PE Becton-Dickinson
anti-CD95 FITC Pharmingen
anti-HLA-DR FITC Becton-Dickinson
anti-humanes Perforin FITC Holzel

Simultest control y4/y2 PE/FITC

Maus 1gG2b

Kaninchen-anti-Maus

PE/FITC

unkonjugiert

Becton-Dickinson
Holzel

Dianova

2.1.2 Fir Zytotoxizitatstests verwendete AntikGrper

Antikérper
NOK1

ZB4

Funktion

Blockiert FasL

Blockiert den Fas Rezeptor

ohne Apoptose zu induzieren

Bezugsquelle

Becton-Dickinson
Millipore
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2.2 Chemikalien

*'Chrom NEN Life Sciences
Concanamycin A (CMA) Sigma

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merk

EDTA-Lésung Universitatsapotheke Tubingen
Fotales Kalberserum (FKS)

/ Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom

Ficoll 1077 Dichtegradient Sigma

Glutamin Biochrom

Heparin Universitatsapotheke Tubingen
Insulin Universitatsapotheke Tubingen
Penicillin/Streptomycin Biochrom

Paraformaldehyd (PFA) Universitatsapotheke Tubingen
Polyglobin Bayer Vital GmbH

Saponin Universitatsapotheke Tubingen
Trypanblau Sigma

2.3 Zellen

2.3.1 Humane Lymphozyten

Humane periphere mononukleare Zellen (PMNC) wurden durch Dichtegradienten-
Separation aus Vollblut von gesunden Spendern gewonnen. CD8" Lymphozyten
wurden durch MACS aus der Gesamtheit der PMNC isoliert.

2.3.2 Tumorzelllinien

CCRF-CEM: humane T-ALL Zelllinie (ATCC)
EL-4: murine Lymphom-Zelllinie aus C57BL/6 Mausen (ATCC)



24 Material

2.4 Puffer und Losungen

PBS Phosphatpuffer (Biochrom)

NaCl 8,010g/L 137 mM
Na,HPO, 3,580 g/L 10 mM
KH.PO, 0,408 g/L 3 mM

Zellkulturmedien

RPMI 1640 Medium als Nahrmedium flr humane Zellen (Biochrom)
DMEM Medium als Nahrmedium fir murine Zellen (Biochrom)

Den Nahrmedien wurden jeweils 10% FKS, 5% Penizillin [1U/ml], 2 mM Glutamin
und 100pg/ml Streptomycin hinzugeflgt.

2.5 Gerate

Brutschranke Heraeus

FACS Becton-Dickinson
Laborzentrifuge Hettich

MACS Vario® Miltenyi Biotec
Whoretaxer Eppendorf

v-Counter COBRA 5000 Packard
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3. Methoden

3.1 Zellkulturen
3.1.1 Tumorzelllinien

Als Zielzellen in Zytotoxizitatsversuchen wurden die humane T-ALL-Zelllinie
CCRF-CEM und die murine Lymphom-Zelllinie EL-4 verwendet. Beide Zelllinien
wurden als Suspensionskulturen im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und
gesattigter Luftfeuchtigkeit aufbewahrt und alle drei Tage ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Dazu wurden etwa 2,5 x 10° Zellen in 30 ml frischem Medium
suspendiert. Nach drei Tagen war die flr Versuche erforderliche Zelldichte von
etwa 1 x 10° Zellen/ ml erreicht. Humane Zelllinien wurden in RPMI-Medium
kultiviert, murine Zelllinien in DMEM-Medium (Dulbelcco’s Modified Eagle's
Medium). Den Nahrmedien wurden jeweils 10% FKS, 5% Penizillin [1U/ml], 2
mM Glutamin und 100 pg/ml Streptomycin zugegeben. Zur Verwendung fir
Versuche wurde das Kulturmedium abzentrifugiert und die Zellen mit einer
Mischung aus PBS und 2% FKS gewaschen.

3.1.2 Humane mononukleére Zellen
3.1.2.1 Isolierung mononukleéarer Zellen

Periphere mononukleare Zellen (PMNC) lassen sich von anderen Bestandteilen
des Blutes aufgrund unterschiedlicher Dichteverhéltnisse trennen. Verwendet
wurde dazu ein Dichtegradient (Ficoll) mit einer spezifischen Dichte von 1,077
g/L. Zur Gewinnung von PMNC wurden 15 ml Vollblut mit PBS im Verhaltnis 1:1
verdinnt und in 50 ml Zentrifugenréhrchen Uber 15 ml Ficolllésung geschichtet.
AnschlieBend wurde bei 2020 U/min 20 Minuten zentrifugiert. Entsprechend
ihres spezifischen Gewichts befinden sich nach dem Zentrifugieren PMNC Uber
der Ficollschicht, schwerere Blutbestandteile wie Granuloyzten und
Erythrozyten hingegen darunter. Die PMNC-Schicht wurde abpipettiert und
zweimal mit 10 ml PBS und 2% FKS gewaschen. AnschlieBend wurden die
Zellen gezahlt und in RPMI-Medium mit 10% FKS aufbewahrt. Die
Endkonzentration betrug ca. 1,5 x 10° Zellen/ ml.
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3.1.2.2 Stimulation mit anti-CD3

Die Bindung eines aktivierenden anti-CD3-Antikdrpers am TCR/CD3-Komplex
kann die spezifische Interaktion von TCR und MHC/Antigen-Komplex ersetzen
und zur Stimulation der T-Zelle fihren (van Wauwe, 1980; Leo, 1987). Fir
Versuche mit stimulierten Lymphozyten wurden dem Medium 1 pg/ml
(Endkonzentration) anti-CD3 zugegeben.

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer Z&dhlkammer verwendet und
alle 16 Felder unter dem Mikroskop ausgezahlt. Zur Vitalitdtsbestimmung
wurden 50 ul Zellsuspension und 50 pl 0,4%ige Trypanblau-Lésung in einem
Reaktionsgefa3 gemischt und 5 Minuten inkubiert. Intakte Zellmembranen sind
undurchlassig flr Trypanblau, vitale Zellen erscheinen somit ungefarbt. Zellen
mit defekten Membranen nehmen den Farbstoff auf und erscheinen kraftig blau.

3.1.4 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen in 1 ml 90% FKS und 10% DMSO
aufgenommen und zwei Tage lang bei —80°C gelagert, bevor sie in
FlUssigstickstoff aufbewahrt wurden. Zum Auftauen wurden die gefrorenen
Zellen im Wasserbad bei +37°C erwarmt, zweimal mit Kulturmedium
gewaschen und anschlieBend in Kulturmedium aufbewahrt.

3.2 Durchflusszytometrie - FACS (Fluorescence activated cell sorting)

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung der
strukturellen Eigenschaften von Zellen. Untersuchungsprinzip sind optische
Signale, die dadurch zustande kommen, dass eine Zelle beim Passieren eines
Laserstrahls  Streulicht emittiert oder durch den Laser angeregte
Fluoreszenzfarbstoffe Fluoreszenzsignale aussenden. Beruhend auf dem
Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung ordnen sich die Zellen oder
Partikel in der Mitte einer Kapillare an (Bernoulli-Effekt) und passieren einzeln
einen Laserstrahl definierter Wellenldnge. Die Zelle emittiert dabei zum einen
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Vorwartsstreulicht (Forward scatter, FSC), das durch Beugung des Laser-
Strahls zustande kommt und als Ma@B fir die ZellgréBe dient. Zum anderen wird
Seitwartsstreulicht (Side scatter, SSC) emittiert, das durch Lichtbrechung
zustande kommt, und Aussagen zur Granularitat der Zellen erméglicht (Abb.7).
Dartber hinaus kénnen verschiedenste zellulare Bestandteile gezielt durch
Fluoreszenzfarbstoffe ~markiert werden, die in Laserlicht bestimmter
Wellenldngen Fluoreszenzimpule emittieren. Die emittierten Lichtsignale
werden Uber geeignete Filter und Verstarker (Photomultiplier) detektiert, in
elektronische Impulse umgewandelt und zur Auswertung in ein

Datenprozessionssystem Uberfuhrt.

Lymphozyt i

U

u

w

'?Sl:‘ -
FsC~

Granulozyt ul

g ]

SSC -
FSC

Abb. 7 Prinzip der Durchflusszytometrie

Zellen passieren einzeln einen Laserstrahl, wobei bestimmte Zelleigenschaften
unterschiedliche Lichtstreuungseffekte bewirken. Vorwértsstreulicht (FSC) ist
dabei ein MaB fir die ZellgréBe, Seitwértsstreulicht (SSC) fir die Granularitét.
Lymphozyten sind kleine und wenig granulierte Zellen. Sie werden im
Koordinatensystem durch niedrigere FSC- und SSC- Werte charakterisiert als
die gréBeren und granulierteren Granulozyten, sodass eine Unterscheidung der
beiden Zellpopulationen méglich ist.
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Durch geeignete Kombination verschiedener Messungen (Multi-Parameter-
Messung) kann man sich einen Uberblick (iber bestimmte Zellfunktionszustande
verschaffen. Neben GroBe, Granularitdt und unterschiedlichen Antigenen
lassen sich auch Parameter wie der DNA- oder RNA-Gehalt der Zellen oder
bestimmte Enzymaktivitidten mit Hilfe von Fluoreszenz markierten Substraten
bestimmen. Zur Darstellung der gewonnenen Daten verwendet man
Ublicherweise einen sogenannten Dotplot (Punktdiagramm), in dem zwei
gemessene Parameter (z. B. FSC — GréBe und SSC — Granularitat) in einem
Koordinatensystem dargestellt sind. Auf diese Weise kann man
Zellpopulationen unterschiedlicher GréBe und Granularitdt voneinander
unterscheiden, wie z. B. die gréBeren und starker granulierten Monozyten von
den Lymphozyten oder lebende von toten Zellen, die anhand des GréBen- und
Granularitatsverlustes zu erkennen sind (Abb. 8). Analog wird bei Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoffen FSC gegen eine bestimmte Fluoreszenz oder zwei
Fluoreszenzen (z. B. FL1 und FL2) gegeneinander im Koordinatensystem
dargestellt. Bei dem hier verwendeten FACS-Gerat bezeichnet FL1 die
Streuungsintensitat der detektierten FITC-markierten Fluorochrome und FL2 die

der PE-markierten.
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Abb. 8 Darstellung unterschiedlicher Zellpopulationen im FACS
SSC-Height: entspricht der Granularitat, FSC-Height: entspricht der ZellgréBe
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3.2.1 Oberflachenfarbung

Um  Oberflachenantigene  darzustellen, wurden fluorochrommarkierte

monoklonale Antikdrper verwendet.

3.2.1.1 Direkte Farbung

Als direkte Farbung bezeichnet man eine Féarbung bei der der
fluorochrommarkierte AK direkt an Oberflachenstrukturen der Zelle bindet.
250.000-500.000 Zellen je Probenréhrchen wurden mit 2 ml PBS + 2% FKS ein
bis zweimal gewaschen und mit dem entsprechenden fluorochrommarkierten
Antikdrper eine halbe Stunde lang bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen nochmals mit 2 ml PBS + 2% FKS gewaschen, um nicht
gebundene AK zu entfernen. Da auch unmarkierte Zellen eine gewisse
Eigenfluoreszenz haben, wurde immer eine Negativkontrolle zur Eichung der
Fluoreszenzmessung mitgefihrt. Entweder wurde dazu eine Probe ohne AK
oder mit einem unmarkierten irrelevanten AK desselben Isotyps wie der
spezifische markierte AK (z. B. unspezifisches IgG) verwendet. Gefarbt wurde
in einem Endvolumen von 30-50 pl, die Antikérper wurden dabei in den
folgenden Endverdiinnungen eingesetzt:

Anti-humanes-Perforin-FITC
Becton-Dickinson-Antikérper

: 80
: 20
Dianova-Antikérper

— ) ek

Pharmingen-Antikérper

3.2.1.2 Indirekte Farbung

Eine indirekte Farbung funktioniert wie eine direkte, mit dem Unterschied dass
der fluorochrommarkierte AK nicht direkt an der Zelloberflache bindet, sondern
an einem vorher gebundenen nicht fluoreszierenden AK. Meist werden als
zweite Antikérper FITC markierte Ziege-anti-Maus-IgG verwendet, die
unspezifisch an dem F.-Teil des ersten AK binden. Die Zellen wurden

gewaschen und erst mit dem nicht markierten, dann mit dem markierten AK
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jeweils eine halbe Stunde in Dunkelheit bei 4°C inkubiert. Zwischen den beiden
Inkubationen erfolgte ein weiterer Waschschritt, um nicht gebundene AK zu
entfernen. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit dem ersten, nicht
fluoreszierenden AK inkubiert wurden. Der fluoreszenzmarkierte AK wurde in

einer 1 : 20 Verdinnung verwendet.

3.2.2 Intrazellulare Farbung auf Perforin

Um intrazellulare Antigene zu farben, muss der markierte AK durch die
Zellmembran geschleust werden. Zu diesem Zweck wurde Saponin zugegeben,
das Ldcher in der Zellmembran verursacht, durch die die markierten AK ins
Innere der Zellen eindringen und dort binden konnten. Da die Durchlécherung
der Zellmembran zur Nekrose der Zelle fihrt, ware sie somit im FACS nicht
mehr auswertbar. Um dies zu verhindern, wurden die Zellen vor der Farbung
mit 500ul 2%iger Paraformaldehyd-Lésung (2% PFA) fixiert. Bei einer
Doppeldarstellung von Oberflachen- und intrazellularen Antigenen wurden die
Zellen vor dem Fixationsschritt mit dem an der Oberflache bindenden AK
inkubiert.

Pro Probenréhrchen wurden wie bei der Oberflachenfaroung ungefahr 250.000-
500.000 Zellen verwendet. Nach der PFA-Fixierung wurden die Zellen zweimal
mit 2 ml PBS +2% FKS gewaschen und zur Reduktion unspezifischer
Bindungen mit 20 pyl humanem IgG [250 pg/ml] in 0,1% Saponinlésung 10
Minuten auf Eis vorinkubiert. Die intrazellularen anti-Perforin AK wurden in 80 pl
0,1% Saponinlésung aufgenommen, bei einer 1:80 Verdinnung und
anschlieBend 35 Minuten inkubiert. Vor der Messung wurden die Proben mit
PBS + 1% Saponin gewaschen. Zur Eichung wurden flr die extrazellularen AK
wiederum unspezifisches IgG und flr die Perforinfarbung ein Maus-Isotyp-AK

(IgG2b) in der Konzentration 6 pg/ml eingesetzt.



Methoden 31

3.3 Zytotoxizitatstest

Die meisten Tests zur Messung der T-Zell vermittelten Zytotoxizitat basieren auf
der Quantifizierung bekannter Molekile, die durch den Membran-
Integritatsverlust aus den lysierten Zielzellen austreten.

3.3.1 °'Cr-release-Assay

Beim °'Chrom-Release-Assay verwendet man radioaktives Chrom zur Messung
der zytotoxischen Aktivitat von T-Zellen. Die Zielzellen wurden in einer
Zellkonzentration von 1Mio./ml fiir eine Stunde mit 50 ul °>'Cr (37 mBg/ml) bei
37° C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Radioaktives Chrom akkumuliert
im Zytoplasma und bindet kovalent an Zellproteine, ungebundenes °'Cr wird
durch einen Waschschritt entfernt. Die radioaktiv markierten Zielzellen wurden
auf eine Konzentration von 50.000/ml gebracht und auf 96-Loch-Platten verteilt
(jeweils 100ul pro Loch). Die Effektorzellen wurden im Verhaltnis 30:1
dazugegeben und zusammen 4 Stunden lang inkubiert. Die Schadigung der
Zellmembran fiOhrt zur Freisetzung von radioaktivem Chrom ins
Zellkulturmedium. Die Menge an freigesetztem Chrom ist direkt proportional
zum Anteil der lysierten Zellen. Die Radioaktivitt wurde in 100 pl Uberstand mit
einem Szintillationszéhler (y-Counter) gemessen. Da die meisten Zellen eine
hohe spontane Freisetzungsrate von Chrom haben, wurde als Negativkontrolle
die ,Spontanlyse” (100ul Zielzellen + 100ul Medium) und als Positivkontrolle die
,1otallyse” (100ul Zielzellen + 100ul 1N HCI) bestimmt. Die Zytotoxizitat wurde
unter Berlcksichtigung dieser beiden Parameter nach folgender Formel

bestimmt:

cpm Probelyse — cpm Spontanlyse
Zytotoxizitét in Yo = -----m-mmmmmmmm e x 100
cpm Totallyse —cpm Spontanlyse

(com: counts per minute)

Pro Ansatz wurden jeweils drei identische Ansatze gemessen.
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3.3.2 Blockade-Versuche

Die Fas-vermittelte Zytotoxizitdt wurde sowohl durch Hemmung des Fas-
Liganden der Effektorzellen als auch des Fas-Rezeptors der Zielzellen inhibiert.
Der monoklonale Antikérper NOK1 neutralisiert FasL und blockiert die FasL
induzierte Apoptose (Kayagaki et al., 1995). Die Effektorzellen wurden
entsprechend den Herstellerangaben mit NOK1 in einer Endkonzentration von
0,1 pg/ml 30 Minuten auf Eis inkubiert, bevor sie zu den Zielzellen gegeben
wurden. Zur Blockade des Fas-Rezeptors wurden die Zielzellen 30 Minuten mit
ZB4 (anti-CD95) in einer Endkonzentration von 5 pg/ml auf Eis inkubiert. Dieser
monoklonale Antikérper bindet an den Fas-Rezeptor ohne die Apoptose zu
induzieren. Zur Berlicksichtigung einer mdglicherweise veranderten Spontan-
oder Totallyse wurden diese flir ZB4 behandelte Zielzellen eigens bestimmt.
Concanamycin A (CMA), ein vakuolarer H*-ATPase-Inhibitor, hemmt selektiv
die Perforin-vermittelte Zytotoxizitdt ohne die Fas-vermittelte zu behindern
(Kataoka et al., 1996). Vor Durchfilhrung der °'Cr-release-Assays wurden die
Effektorzellen fir zwei Stunden bei Raumtemperatur mit CMA inkubiert
(1.000.000 Zellen mit 100nM CMA). CMA war im Verhéltnis 1:18 in DMSO
geldst, als Negativkontrolle diente DMSO ohne Zugabe von CMA.

3.3.3 Redirected Lysis

Die Fas- wie auch die Perforin-vermittelte Zytotoxizitat erfordern einen direkten
Zellkontakt zwischen CTL und Zielzelle (Andersen et al.,, 2006). Unter
physiologischen Bedingungen wird dieser durch die spezifische Interaktion von
TCR und MHC/Antigen-Komplex hergestellt. Unter experimentellen
Bedingungen kann die zytotoxische Wirkung von T-Zellen antigenunabhangig
ausgeldst werden. Bei der redirected lysis werden Substanzen eingesetzt, die
sowohl die Proliferation als auch eine antigenunabhé&ngige zytolytische Wirkung
bei Lymphozyten induzieren (Spits et al., 1985). Die Zytotoxizitatsversuche
dieser Arbeit wurden als redirected lysis mit PHA durchgefiihrt, wobei das fur T-
Lymphozyten spezifische Mitogen Phytohdmagglutinin  (PHA) in einer
Endkonzentration von 10 pg/ml eingesetzt wurde. Zum Vergleich wurden die

Versuche jeweils auch ohne PHA durchgefihrt.
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3.4 Magnetic Acitvated Cell Sorting - MACS

MACS (Magnetic activated cell sorting) ist ein magnetisches Verfahren mit dem
man Zellen aus einer heterogenen Population anhand unterschiedlicher
Merkmale trennen kann. Die Zellen werden dabei mit magnetischen Partikeln,
den sogenannten Micro Beads, markiert und durch ein Magnetfeld gefiihrt, in
dem die markierten Zellen zurtickgehalten werden. Die Micro Beads mit einem
Durchmesser von ca. 50nm reagieren als magnetische AK und binden
innerhalb von Minuten an ihre Antigene. Man unterscheidet ein direktes und ein
indirektes Markierungsverfahren. Bei der direkten Markierung sind die
magnetischen Partikel an monoklonale Antikérper gekoppelt, die mit
Antigenstrukturen der Zellen interagieren. Beim indirekten Verfahren werden
die Zellen zunachst mit einem nicht magnetischen Antikérper markiert. Dieser
kann unkonjugiert, biotinyliert oder fluorochrommarkiert sein. In einem zweiten
Schritt erfolgt die magnetische Markierung durch Bindung von anti-

Immunglobulin, anti-Biotin oder anti-Fluorochrom Micro Beads.

Magnetpartikel

Abb. 9 Magnetische Markierung zur Zellseparation durch MACS: direkt
und indirekt gebundene Micro Beads.
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Bei der Zellseparation durch MACS spricht man von einer-positiven Selektion,
wenn die erwilnschten Zellen magnetisch markiert und in der MACS-Saule
zurlickgehalten werden. Bei der negativen Selektion werden hingegen
unerwinschte Zellen magnetisch markiert und zurtickgehalten, wahrend die
erwlinschten Zellen im Uberstand verbleiben. Die Separation CD8* Zellen durch
MACS wurde als negative Selektion nach indirekter Markierung von CD4,
CD14, CD19 und CD56 durchgefiihrt. Die Separation CD25" Zellen wurde unter
Verwendung von FITC-markierten anti-CD25 Antikérpern ebenfalls nach
indirekter Markierung, jedoch als positive Selektion durchgefuhrt. Zur
Vorbereitung wurden die Zellen mit PBS + 2% FKS gewaschen und mit 100l
PBS, 200ul Polyglobin und 60ul FITC-markierten AK 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Die so praparierten Zellen wurden nacheinander mit zwei
verschiedenen Pufferlésungen gewaschen. Puffer | beinhaltete auf 500 ml PBS
10,2 ml 5mM EDTA, Puffer Il enthielt zusatzlich 20ml 20%iges humanes
Serumalbumin. Die Zellen wurden anschlieBend in 200ul Puffer Il resuspendiert
und mit 100ul anti-FITC Micro Beads fir 20 Minuten inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit Puffer || wurden die Zellen in 5ml Puffer Il aufgenommen und
in befeuchtete MACS-Saulen pipettiert. Die Reinheit der Trennung wurde
mittels FACS Uberpruft.
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4. Ergebnisse

4.1 Versuche mit unselektierten PMNC
4.1.1 Perforinfarbung

Aus dem Blut gesunder Probanden wurden periphere mononukleédre Zellen
(PMNC) mittels Dichtegradienten-Separation (Ficoll) isoliert und in Nahrmedium
aufgenommen. Ein Teil der Zellen wurde fir 24 Stunden mit anti-CD3-
Antikdrpern stimuliert, der andere Teil blieb unstimuliert. Die so gewonnenen
Zellen wurden mit FITC-markiertem anti-Perforin-AK auf intrazellulares Perforin
gefarbt und  durchflusszytometrisch  analysiert. Dabei wurde die
Perforinexpression in Abhangigkeit von der Zellgr6Be bei stimulierten und
unstimulierten Zellen dargestellt.

Abb. 10 zeigt die Ergebnisse der Durchflusszytometrie fir frische unstimulierte
(A), 1 Tag alte unstimulierte (B) sowie 1 Tag alte anti-CD3 stimulierte PMNC
(C). Die Abbildungen sind reprasentativ fir 14 FACS-Analysen mit Zellen von
14 Spendern. Alle Zellen wurden zunéchst anhand der Kriterien Granularitat
(entspricht dem SSC-Wert) und ZellgréBe (entspricht dem FSC-Wert) analysiert
(linke Spalte) und anschlieBend die jeweils markierte Subpopulation der
Lymphozyten (LZ) auf Perforin (FL1-Wert) untersucht (rechte Spalte). Als
Perforin-positiv wurde ein FL1-Wert von mindestens 10" definiert. Abb. 11 zeigt
den durchschnittlichen  Anteil Perforin-positiver Zellen bei frischen
unstimulierten, 1 Tag alten unstimulierten und 1 Tag alten anti-CDS3 stimulierten
Lymphozyten.
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Abb. 10 Expression von Perforin bei frischen unstimulierten (A), ein Tag
alten unstimulierten (B) und ein Tag alten anti-CD3 stimulierten (C) PMNC.
Dargestellt ist jeweils in der linken Spalte die FACS-Analyse der PMNCs nach
ZellgréBe (FSC) gegen Granularitit (SSC). Markiert ist jeweils die
Subpopulation der Lymphozyten (LZ). Fir die ausgewéhlten Lymphozyten-
Subpopulationen ist in der rechten Spalte das Punktdiagramm fir ZellgréBe
gegen Perforin (Fluoreszenz durch FITC-markierte Perforin-AK) abgebildet. Die
Abbildung ist reprdsentativ fiir 14 FACS-Analysen.
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Sowohl bei frischen als auch bei 1 Tag alten unstimulierten Lymphozyten ergab
sich aus den Daten aller 14 Probanden im Durchschnitt ein Perforin-positiver
Anteil von 19 + 7 %. Bei 1 Tag alten anti-CD3 stimulierten Lymphozyten betrug
der Perforin-positive Anteil 24 + 7 % (Abb.11). Der FSC-Wert als MaRB fiur die
ZellgrdBe lag bei unstimulierten Lymphozyten zwischen 70 und 130, und zwar
sowohl fur Perforin-negative als auch fur Perforin-positive Zellen (Abb. 10 A und
B). Die Stimulation mit anti-CD3 fiihrte zu einer GréBenzunahme bei einem Teil
der Zellen, sodass die FSC-Werte nach der Stimulation zwischen 70 und 250
lagen (Abb. 10 C). Auffallend ist, dass Perforin nahezu ausschlieBlich bei
kleinen Zellen (FSC-Werte < 140) nachweisbar ist, wahrend groBe Zellen
Perforin-negativ sind (Abb. 10 C rechts).

30% +
25% +
20% +
15% +
10% ~

5% ~

0% -
frische 1d unstim 1d antiCD3

Abb. 11 Prozentualer Anteil Perforin-positiver Zellen bei frischen
unstimulierten, 1 Tag alten unstimulierten und 1 Tag alten anti-CD3
stimulierten Lymphozyten. Mittelwerte und Standardabweichungen aus
14 quantitativen FACS-Analysen mit PMNCs von insgesamt 14
verschiedenen gesunden Spendern

4.1.2 Zytotoxizitatsversuche
4.1.2.1 Zytotoxizitat von stimulierten und unstimulierten PMNC

Zur Untersuchung des zytotoxischen Potenzials wurden °'Cr-Release Assays
mit frischen unstimulierten, 1 Tag alten unstimulierten und 1 Tag alten anti-CD3
stimulierten PMNC durchgeflhrt. Die Zellen wurden von gesunden Probanden
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gewonnen. Als Zielzellen wurden CCRF B-Zell-Lymphomzellen verwendet. Das
Verhéltnis von Effektorzellen zu Zielzellen betrug 30:1, Effektor- und Zielzellen
wurden 4 Stunden miteinander inkubiert. Die Halfte der Versuche wurde unter
Zugabe von PHA durchgefiihrt, die andere Halfte ohne PHA mit PBS als

Negativkontrolle.

60% -

40% ~

20% +

0% -
frisch unstim 1d unstim 1d, antiCD3

Abb 12: Zytotoxizitdt durch frische unstimulierte, 1 Tag alte
unstimulierte und 1 Tag alte anti-CD3 stimulierte PMNC. Die farbigen
Balken zeigen die Zytotoxizitdt mit PHA, die grauen Balken die
Negativkontrollen mit PBS. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus 22 voneinander unabhédngigen Versuchen,

die mit jeweils drei identischen Ansétzen durchgefthrt wurden.

Die Zytotoxizitat durch frische unstimulierte PMNC in Anwesenheit von PHA
betrug 27 £ 17 %, durch 1 Tag alte unstimulierte PMNC 35 * 23 % und durch 1
Tag alte anti-CD3 stimulierte PMNC 48 + 18 %. Anti-CD3 stimulierte Zellen
besitzen demnach ein um den Faktor 1,8 groBeres zytotoxisches Potenzial als
frische unstimuliete PMNC. Die Anwesenheit von PHA erhbhte die
zytotoxische Wirkung von unstimulierten PMNC um das Vier- bis Flnffache und
von stimulierten PMNC um den Faktor 2,6 im Vergleich zur Kontrolle mit PBS.
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4.1.2.2 Korrelation zwischen Perforin und Zytotoxizitat

Um die Bedeutung von Perforin flr die Zytotoxizitdt von PMNC festzustellen,
wurde der Zusammenhang zwischen dem Anteil Perforin-positiver Zellen und
der zytotoxischen Wirkung untersucht. Dazu wurde zunachst in °'Cr-Release
Assays die Zytotoxizitdt bestimmt und anschlieBend Zellen derselben
Population auf intrazelluldares Perforin gefarbt und im FACS analysiert.
Dargestellt ist in Abb. 13 die zytotoxische Wirkung in Abhangigkeit vom Anteil
Perforin-positiver Zellen sowie der jeweilige Korrelationskoeffizient R? fiir frische
unstimulierte (A), einen Tag alte unstimulierte (B) sowie einen Tag alte anti-CD3
stimulierte PMNC (C).
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y =0,1603x + 0,1714
C R? = 0,628
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Abb. 13 Zusammenhang zwischen dem Anteil Perforin-positiver Zellen
und der Zytotoxizitdt von frischen unstimulierten (A), 1 Tag alten
unstimulierten (B) und 1 Tag alten anti-CD3 stimulierten PMNC (C).
Zytotoxizitdt und Perforinnachweis wurden bei jedem Versuch an drei
identischen Probenansétzen ermittelt, jeder Messpunkt entspricht dem
Mittelwert aus den drei identischen Ansétzen eines Zytotoxizitédtsversuches

bzw. einer Perforinfdrbung.

Aus den Diagrammen geht hervor, dass eine mittlere Korrelation zwischen
dem Anteil Perforin-positiver Zellen und der Zytotoxizitat besteht. Die
Korrelationskoeffizienten lagen bei den untersuchten Zellpopulationen
zwischen 0,55 und 0,65. Ein signifikanter Unterschied zwischen

unstimulierten und stimulierten PMNC zeigte sich nicht.

4.1.3 Blockadeversuche

Durch den Einsatz von CMA als Inhibitor der Perforin-Freisetzung und der
monoklonalen Antikérper NOK1 und ZB4 zur Blockade von FAS-Ligand bzw.
FAS-Rezeptor wurde der Perforin- bzw. FAS-abhangige Anteil der
zytotoxischen Wirkung ermittelt. Dazu wurden *'Cr-Release Assays mit frischen
unstimulierten, 1 Tag alten unstimulierten und 1 Tag alten anti-CD3 stimulierten
PMNC ohne Inhibitoren und in Anwesenheit von CMA, NOK1 bzw. ZB4
durchgefiihrt. Als Zielzellen dienten CCRF B-Zell-Lymphomzellen, die den
CD95-Rezeptor an ihrer Oberflache tragen und somit empféanglich fir FasL

vermittelte Toxizitat sind.
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Abb. 14 zeigt den Einfluss von CMA, NOK1 und ZB4 auf die zytotoxische
Wirkung von frischen unstimulierten (A), 1 Tag alten unstimulierten (B) und 1
Tag alten anti-CD3 stimulierten (C) PMNC. Die zytotoxische Wirkung in
Anwesenheit der verschiedenen Hemmstoffe ist relativ zur jeweiligen
zytotoxischen Wirkung ohne Hemmstoffe dargestellt, die als BezugsgréBe mit
100% bezeichnet wurde. Ausgewertet wurden jeweils 6 voneinander

unabhangige Versuche.
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Abb. 14 Zytotoxische Wirkung von frischen unstimulierten A),
ein Tag alten unstimulierten B) sowie ein Tag alten anti-CD3
stimulierten C) PMNC in Anwesenheit der Hemmstoffe CMA,
NOK1 und ZB4 in Relation zur Zytotoxizitdt ohne Hemmstoffe
(100%). Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs
voneinander unabhédngigen Versuchen, die jeweils mit drei
identischen Ansétzen durchgefihrt wurden.

Die zytotoxische Wirkung frischer unstimulierter PMNC betrug in Anwesenheit
von CMA 27 * 25 %, in Anwesenheit von NOK1 85 * 20 % und in Anwesenheit
von ZB4 79 + 22 % der ungehemmten Zytotoxizitdt. Bei 1 Tag alten
unstimulierten Zellen betrug die Zytotoxizitat unter CMA-Einfluss 84 £ 12 %,
unter NOK1 83 + 13 % und unter ZB4 85 + 5 %. Die Zytotoxizitadt von 1 Tag
alten anti-CD3 stimulierten Zellen betrug unter CMA 54 + 11 %, unter NOK1 55
+ 10 % und unter ZB4 64 + 13 %. CMA reduzierte die Zytotoxizitat frischer
unstimulierter PMNC somit um rund 70%, wéhrend nur rund 15-20% der
zytotoxischen Wirkung durch die gegen das FAS-System gerichteten
monoklonalen AK inhibiert wurden. Die Zytotoxizitat von anti-CD3 stimulierten
PMNC wird hingegen zu etwa gleichen Teilen von rund 40-45% durch Perforin-
bzw. FAS-abhangige Mechanismen vermittelt. FAS-abhangige Mechanismen
scheinen somit im Rahmen der anti-CD3 Stimulation relativ an Bedeutung zu

gewinnen.



Ergebnisse 43

4.2 Versuche mit CD8* Lymphozyten

PMNC stellen keine einheitliche Zellpopulation dar. Vielmehr handelt es sich um
eine Zusammenfassung unterschiedlicher Subpopulationen mit verschiedenen
Merkmalen und Funktionen, die sich unter anderem anhand von Oberflachen-
Proteinen unterscheiden lassen. Wichtige PMNC-Subpopulationen sind CD4"
T-Lymphozyten (T-Helferzellen), CD8" T-Lymphozyten, CD14" Monozyten,
CD19" B-Lymphozyten und CD56" NK-Zellen. CD8" T-Lymphozyten gelten als
die wichtigsten Effektorzellen der zellgebundenen adaptiven Immunantwort. Sie
wurden deshalb durch MACS aus der Gesamtheit der PMNC isoliert und
anschlieBend wurden mit diesen Zellen die gleichen Untersuchungen zum
Nachweis von Perforin und der zytotoxischen Wirkung wie mit unselektierten
PMNC durchgefihrt.

4.2.1 Perforinfarbung

PMNC wurden wie oben beschrieben aus Spenderblut isoliert und ein Teil der
Zellen fir 24 Stunden mit anti-CD3 stimuliert. Aus frischen unstimulierten, 1 Tag
alten unstimulieten und 1 Tag alten anti-CD3 stimulierten PMNC eines
Spenders wurden am Versuchstag durch MACS CD4", CD14", CD19" und
CD56" Zellen entfernt. Die verbliebenen Zellen wurden anschlieBend mit PE-
markierten anti-CD8-AK und mit FITC-markierten anti-Perforin-AK gefarbt und
im FACS analysiert. Wie flr unselektierte PMNC wurde der Zusammenhang
zwischen intrazellular nachweisbarem Perforin und der ZellgréBe auch fir

unstimulierte und stimulierte CD8* Zellen untersucht.

Abb. 15 zeigt die FACS-Bilder fir frische unstimulierte (A), 1 Tag alte
unstimulierte (B) und 1 Tag alte anti-CD3 stimulierte (C) PMNC nach MACS auf
CD8. Dargestellt sind reprasentative FACS-Bilder aus 10 voneinander
unabhangigen Versuchen. Die Zellen wurden zunachst anhand der Kriterien
Granularitat (SSC) und ZellgréBe (FSC) analysiert (linke Spalte) und
anschlieBend die jeweils markierte Subpopulation der Lymphozyten (LZ) als
Reinheitskontrolle der MACS-Separation auf CD8 untersucht (mittlere Spalte).

Die markierte CD8" Subpopulation wurde dann wiederum auf Perforin
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untersucht (rechte Spalte). Als Perforin-positiv. wurde ein FL1-Wert von
mindestens 10" definiert. Tab. 1 zeigt den Anteil der CD8* Zellen unter den
Lymphozyten (Kontrolle der MACS-Separation) sowie den Anteil der Perforin-
positiven Zellen unter den CD8-positiven. Abb. 16 veranschaulicht den Anteil

Perforin-positiver ~ Zellen unter unstimulierten und stimulieten CD8"

Lymphozyten.
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Abb. 15 Nachweis von CD8 und Perforin bei frischen unstimulierten (A),
ein Tag alten unstimulierten (B) und ein Tag alten anti-CD3 stimulierten
(C) PMNC nach MACS auf CD8.

Dargestellt ist in der linken Spalte die FACS-Analyse der Zellen nach MACS
Separation anhand der Kriterien ZellgréBe (FSC) gegen Granularitat (SSC).
Markiert ist jeweils die Subpopulation der Lymphozyten (LZ). In der mittleren
Spalte ist fir die markierte Lymphozyten-Subpopulation FSC gegen CD8
aufgetragen, markiert ist jeweils die Population der CD8" Zellen. In der rechten
Spalte ist FSC gegen Perforin fiir die ausgewdhlten CD8" Zellen dargestellt. Die
CD8- bzw. Perforin-Werte entsprechen den Fluoreszenzwerten durch die
jeweiligen PE- bzw. FITC-markierten Antikérper.
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Tab. 1 Anteil Perforin-positiver Zellen unter CD8* Lymphozyten (Mittelwerte
und Standardabweichungen aus 10 unabh&ngigen FACS-Analysen).

1 Tag alte Anti-

frische 1 Tag alte CD3
unstimulierte | unstimulierte stimulierte
Zellen Zellen
Zellen
cDs8*
(in % der
Lymphozyten) 88,4 80,2 86,1
Perforin-positiv
(in % der CD8" 31,5+12 35,5+ 16 37,5+ 21
Lymphozyten)

40% -

20% -

0% A
frische 1d unstim 1d antiCD3

Abb. 16 Anteil Perforin-positiver Zellen bei frischen
unstimulierten, 1d alten unstimulierten und 1d alten
anti-CD3 stimulierten CD8" Lymphozyten. Mittelwerte
und Standardabweichungen aus 10 unabhédngigen
FACS-Analysen
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Nach Aussortieren von CD4", CD14*, CD19" und CD56" Zellen durch MACS
betrug der Anteil CD8" Zellen in der Lymphozytenpopulation 80-88%. Der Anteil
Perforin-positiver Zellen unter den CD8-positiven lag zwischen 31,5 und 37,5%,
wobei sich stimulierte und unstimulierte Zellen aufgrund der starken Streuung
nicht signifikant unterschieden. Die Stimulation bewirkte eine GréBenzunahme
(Entwicklung zu Blasten) bei einem Teil der Zellen. Auch fiir CD8* Lymphozyten
bestéatigte sich die Beobachtung, dass nur kleine Zellen Perforin exprimierten,
wahrend sich unter den groBen Zellen kaum Perforin-positive nachweisen
lieBen (Abb. 16).

4.2.2 Zytotoxizitatsversuche
4.2.2.1 Zytotoxizitat von stimulierten und unstimulierten CD8" Zellen

Analog zu den vorherigen Versuchen wurden PMNC von gesunden Probanden
isoliert und ein Teil der Zellen fir 24 Stunden mit anti-CD3 stimuliert. Per MACS
wurden CD4%, CD14", CD19" und CD56" Zellen entfernt. Die Reinheit der
verbleibenden CD8* Lymphozyten betrug mindestens 80% (FACS-Kontrolle). In
*ICr-Release-Assays mit CCRF-Lymphomzellen als Zielzellen wurde die
Zytotoxizitat von frischen unstimulierten, 1 Tag alten unstimulierten und 1 Tag
alten anti-CD3 stimulierten CD8" Lymphozyten untersucht. In einem
Versuchsarm wurde PHA zugegeben und die Assays als ,redirected Lysis*
durchgefihrt, im Kontrollarm wurde PBS anstelle von PHA zugegeben. Abb. 17
zeigt die Zytotoxizitat von CD8" Lymphozyten in Abhangigkeit vom Zellalter und
der Stimulation mit anti-CD3 in An- bzw. Abwesenheit von PHA.
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Abb. 17 Zytotoxizitdt von frischen unstimulierten, 1 Tag alten
unstimulierten und 1 Tag alten anti-CD3 stimulierten CD8" Zellen.
Die Versuche wurden als ,redirected lysis“ mit PHA durchgefihrt
(farbige Balken), links daneben die Negativkontrollen mit PBS (grau).
Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht unabhédngigen
Versuchen mit jeweils drei identischen Ansétzen

Die zytotoxische Wirkung von frischen unstimulierten CD8" Lymphozyten betrug
in Anwesenheit von PHA 21 £ 14 %, von 1 Tag alten unstimulierten 33 £ 25 %
und von 1 Tag alten anti-CD3 stimulierten 46 + 26 %. Die Zytotoxizitat in
Abwesenheit von PHA lag bei allen CD8" Zellen bei 1-3 % und unterschied sich
nicht signifikant von der Spontanlyse der Zielzellen. Im Vergleich zu den 1 Tag
alten unstimulierten Zellen war die zytotoxische Wirkung von 1 Tag alten anti-
CD83 stimulierten Zellen um den Faktor 1,4 gr6Ber, obgleich sich der Anteil
Perforin-positiver Zellen nicht signifikant unterschied (Tab. 1 und Abb. 17).
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4.2.2.2 Korrelation zwischen Perforin und Zytotoxizitat

Analog zu unselektierten PMNC wurde auch fur CD8" Zellen der
Zusammenhang zwischen der Zytotoxizitdt und dem Anteil Perforin-positiver
Zellen bestimmt. Dargestellt sind die Ergebnisse aus drei voneinander

unabhangigen Versuchen.

A y =1,1514x + 0,0211
R? = 0,9967

30% -
£ 20% -
o
‘T
[}]
o

10% -

0%
0% 10% 20% 30%
Zytotoxizitat

y=1,197x+ 0,1325

B R®=0,7713
[ |

60% -
£
5 40% -
‘© ]
[})
0 20% -

[ ]
OO/O T T T
0% 20% 40% 60%

Zytotoxizitat



Ergebnisse 49

y =0,2212x + 0,0842
R%=0,7671

40% -

20% - /
®
®

0% ‘ ‘ !
0% 20% 40% 60%
Zytotoxizitat

Perforin

Abb. 18 Zusammenhang zwischen dem Anteil Perforin-
positiver Zellen und der Zytotoxizitit bei frischen
unstimulierten (A), 1 Tag alten unstimulierten (B) und 1 Tag
alten anti-CD3 stimulierten (C) CD8* Lymphozyten. Zytotoxizitét
und Perforinnachweis wurden bei jedem Versuch an drei
identischen Probenansétzen ermittelt, jeder Messpunkt entspricht
dem Mittelwert aus den drei identischen Ansédtzen eines
Zytotoxizitadtsversuches bzw. einer Perforinfdrbung.

Bei frischen unstimulierten CD8" Lymphozyten korrelierte die zytotoxische
Wirkung stark mit dem Anteil Perforin-positiver Zellen (Koeffizient 0,99),
wahrend bei 1 Tag alten Zellen unabhangig von der Stimulation die
Korrelationskoeffizienten lediglich 0,77 betrugen. Perforin scheint somit bei den
frischen unstimulierten Zellen der dominierende Zytotoxizitats-Faktor zu sein,
wahrend die Bedeutung fir die Zytotoxizitat alterer und stimulierter Zellen
geringer ist. Der Anteil Perforin-positiver Zellen korrelierte bei CD8"
Lymphozyten insgesamt starker mit der zytotoxischen Wirkung als bei
unselektierten PMNC.
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4.2.3 Blockadeversuche

Analog zu 4.1.3 wurde durch den Einsatz von Inhibitoren der Perforin- bzw.
Fas-abhangige Anteil der zytotoxischen Wirkung von CD8" Lymphozyten
ermittelt. CMA diente als Inhibitor flir das Perforin-System, der monoklonale
Antikdrper NOK1 zur Blockade von FAS-Ligand und der monoklonale
Antikdrper ZB4 zur Inhibition des FAS-Rezeptors. °'Cr-Release Assays wurden
mit frischen unstimulierten, 1 Tag alten unstimulierten und 1 Tag alten anti-CD3
stimulierten CD8" Lymphozyten durchgefiihrt, als Zielzellen dienten CCRF B-
Zell-Lymphomzellen. Die CD8" Lymphozyten wurden wie bereits beschrieben
aus dem Blut gesunder Probanden gewonnen, indem mittels MACS CD4",
CD14", CD19" und CD56" PMNC entfernt wurden. Die Reinheit der CD8"
Lymphozyten betrug mindestens 80% (FACS-Kontrolle).

Abb. 19 zeigt den Einfluss von CMA, NOK1 und ZB4 auf die zytotoxische
Wirkung von frischen unstimulierten (A), 1 Tag alten unstimulierten (B) und 1
Tag alten anti-CD3 stimulierten (C) CD8" Lymphozyten. Die zytotoxische
Wirkung in Anwesenheit der verschiedenen Hemmstoffe ist relativ zur
jeweiligen zytotoxischen Wirkung ohne Hemmstoffe dargestellt, die als
BezugsgrdBe als 100% definiert wurde. Dargestellt sind die Ergebnisse aus 3
unabhangigen Versuchen mit CMA und ZB4, die Hemmung des Fas-Liganden
(NOK1) wurde nur einmal durchgefihrt.
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Abb. 19 Zytotoxische Wirkung von frischen unstimulierten A),
1 Tag alten unstimulierten B) und 1 Tag alten anti-CD3
stimulierten C) CD8° Lymphozyten in Anwesenheit der
Hemmstoffe CMA, NOK1 und ZB4 in Relation zur Zytotoxizitat
ohne Hemmstoffe (100%). Mittelwerte und  Standard-
abweichungen aus drei unabhédngigen Versuchen mit CMA und
ZB4, die Hemmung des Fas-Liganden (NOK1) wurde nur einmal
durchgefiihrt.
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Die Zytotoxizitat frischer unstimulierter CD8" Lymphozyten betrug unter dem
Einfluss von CMA 36 * 20 % der ungehemmten Zytotoxizitat, unter NOK1 95 %
und unter ZB4 76 + 35 %. Die zytotoxische Wirkung 1 Tag alter unstimulierter
CD8" Zellen betrug unter CMA 12 + 1 %, in Anwesenheit von NOK1 63 % und
in Anwesenheit von ZB4 72 + 40 %. Die zytotoxische Wirkung 1 Tag alter anti-
CDa3 stimulierter Zellen reduzierte sich in Anwesenheit aller drei Inhibitoren auf
rund 50% der ungehemmten Zytotoxizitat (CMA: 46 + 41 %; NOK1: 48 %; ZB4:
53 £ 50 %).

Die Ergebnisse fiir CD8" Zellen entsprechen weitgehend den Ergebnissen fir
unselektierte PMNC. Die zytotoxische Wirkung unstimulierter Zellen Iasst sich
hauptsachlich (zu rund 70-90%) durch CMA inhibieren, wahrend die gegen das
FAS-System gerichteten monoklonalen AK NOK1 und ZB4 eine deutlich
geringere Hemmwirkung zeigen. Im Gegensatz dazu wurde die Zytotoxizitat
stimulierter Zellen sowohl durch CMA als auch durch beide FAS-Inhibitoren um
jeweils 50% verringert, was darauf hinweist, dass die FAS-abhangige
Zytotoxizitdt im Rahmen der Aktivierungsvorgange relativ an Bedeutung

zunimmt.
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4.3 Versuche mit CD25" und CD25" Zellen
4.3.1 Oberflachenmarker fur die ZellgroBe

Die Aktivierung von T-Lymphozyten bewirkt auBer der Induktion der
Zellproliferation und der Entwicklung von Effektorfunktionen auch eine
veranderte Expression zahlreicher Oberflachenmolekile. Einige davon gelten
als charakteristische Aktivierungsmarker. Die Versuche mit PMNC und CD8"
Lymphozyten bestatigten mehrfach, dass die 24-stiindige Stimulation mit anti-
CD3 zu einer GréBenzunahme bei einem Teil der Zellen fihrte, dass aber unter
diesen groBen Zellen (Blasten), im Unterschied zu kleinen, nahezu keine
Perforin-positiven Zellen nachweisbar waren. Zur genaueren Charakterisierung
und Trennung stimulierter PMNC sollte daher ein Oberflachenprotein gesucht
werden, welches mit der ZellgréBe assoziiert ist, das also beispielsweise

selektiv von groBen, nicht aber von kleinen Zellen exprimiert wird.

Untersucht wurden dazu verschiedene Oberflachenproteine, die als
Aktivierungsmarker bekannt sind: CD25 (a-Kette des IL2-Rezeptors), CD69 (ein
frhes Aktivierungsantigen), CD95 (Apoi/Fas) und HLA-DR (ein Subtyp des
MHC-1I-Rezeptors). PMNC wurden mittels Ficoll aus dem Blut gesunder
Probanden isoliert und ein Teil der frischen unstimulierten Zellen mit PE-
markierten AK gegen CD25, CD69 und CD95 bzw. mit FITC-markierten AK
gegen HLA-DR geféarbt und im FACS analysiert. Die restlichen Zellen wurden
mit anti-CD3 stimuliert und die Oberflachenfarbungen am ersten, zweiten und.
dritten Folgetag durchgefihrt. Abb. 20 zeigt die Expression von CD25, CD69,
CD95 und HLA-DR bei frischen unstimulieten PMNC sowie nach ein-, zwei-
bzw. dreitdgiger Stimulation mit anti-CD3 in Abhangigkeit von der ZellgréBe
(FSC-Wert). Tab. 2 gibt die prozentuale Verteilung in den verschiedenen
Quadranten wieder.
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Abb. 20 Expression von CD25, CD69, CD95 und HLA-DR
(Fluoreszenz durch markierte AK) in Abhédngigkeit von der
ZellgréBe (FSC) bei frischen unstimulierten PMNC und nach ein-,
zwei-, und dreitdgiger Stimulation mit anti-CD3. FACS-Analyse mit
PMNC eines gesunden Spenders.
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Tab. 2 Expression von CD25, CD69, CD95 und HLA-DR nach ein-, zwei-
und dreitagiger Stimulation mit anti-CD3 (quantitative Auswertung der vier
Quadranten der in Abb. 20 dargestellten FACS-Analyse, die Zahlen
entsprechen dem prozentualen Anteil der Zellen in den vier Quadranten). UL:
upper left (oberer linker Quadrant; UR: upper right (oberer rechter Quadrant);
LL: lower left (unterer linker Quadrant); LR: lower right (unterer rechter
Quadrant)

Tag 1 Tag 2 Tag 3
HLA- HLA- HLA-
CD25| CD69| CD95 CD25| CD69| CD95 CD25| CD69| CD95

DR DR DR
UL| 30,0| 58,2| 70,4| 32,6| 24,7| 43,3| 62,3| 24,1| 26,3| 37,1| 51,1| 21,6
UR| 26,1| 29,4| 29,6| 23,1| 36,8| 39,7| 37,1| 28,1| 47,8| 33,7| 48,7| 304
LL| 41,7 11,9 0,1| 344| 36,9| 148| 05| 32,5| 244| 176| 0,2| 30,3
LR 23| 04 00| 99| 16, 22| 0,1|153| 15| 11,6 0,1 17,7

Aus Abb. 20 geht hervor, dass die frischen unstimulierten PMNC alle klein
(FSC < 400) und negativ bezlglich CD69 sind. CD25 und CD95 werden von
einem Teil der unstimulierten Zellen in geringem MaB exprimiert, HLA-DR zeigt
bereits ein ahnliches Verteilungsmuster wie nach Stimulation. Nach 24-
stlindiger Stimulation sind etwa 56% der Zellen CD25-positiv, nach 2 Tagen
60% und nach 3 Tagen Uber 70%. CD69 wird nach 1 Tag bereits von Uber
80% der Zellen exprimiert und praktisch alle Zellen sind nach 1 Tag CD95-
positiv. Die Expression von HLA-DR verandert sich durch die Stimulation kaum

und liegt relativ konstant bei etwa 50%.

Bei allen vier Oberflachenfarbungen ist eine GréBenzunahme eines Teils der
Zellen erkennbar. Der Anteil groBer Zellen (FSC > 400) liegt initial bei 0%, nach
24-stindiger Stimulation bei 30%, nach zweitégiger Stimulation bei 40% und
nach dreitagiger Stimulation bei knapp 50%. Unter den CD25-positiven Zellen
finden sich nach einem Tag etwa zu gleichen Teilen kleine und groBe Zellen,
nach zwei Tagen betragt der Anteil groBer Zellen 60% und nach drei Tagen
65%. CD25-negative Zellen sind zu 95% klein, wahrend groBe Zellen zu Uber
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97% CD25-positiv sind. Auch unter den CD69 und CD95-positiven Zellen nimmt
der Anteil groBer Zellen nach der Stimulation kontinuierlich zu, liegt aber auch
am dritten Tag nach Stimulationsbeginn erst bei knapp 50%, sodass von den
untersuchten Oberflachenproteinen CD25 die besten Riickschliisse auf die
ZellgréBe ermdglicht.

4.3.2 Perforinfarbung nach MACS auf CD25

Der in den vorangegangenen Versuchen festgestellte mégliche Zusammenhang
zwischen Perforinnachweis und ZellgroBe bei unselektierten PMNC und CD8"
PMNC wurde anhand des CD25-Oberflachenproteins naher charakterisiert. Wie
oben gezeigt wurde, besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von
CD25 und der ZellgréBe, wonach drei Tage nach Stimulationsbeginn 65% der
CD25-positiven Zellen groB und 95% der CD25-negativen Zellen klein sind. Um
den Zusammenhang von CD25-Expression und Perforin zu untersuchen,
wurden drei Tage alte, anti-CD3 stimulierte PMNC mittels MACS in CD25-
positive und CD25-negative Zellen getrennt und Doppelfarbungen auf CD25
und Perforin durchgefihrt. Zur Markierung wurden FITC-markierte Perforin-AK
und PE-markierte CD25-AK verwendet. Abb. 21 zeigt den Zusammenhang
zwischen Perforinexpression und ZellgréBe bei CD25 und CD25" Zellen. Tab. 3
gibt die prozentuale Verteilung in den vier Quadranten der FACS-Analyse

wieder.
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Abb. 21 FACS-Analyse nach Fluoreszenz-Markierung von CD25 und
Perforin bei 3 Tage alten, anti-CD3 stimulierten PMNC nach Separation
von CD25-negativen (oben) und CD25-positiven Zellen durch MACS.
Aufgetragen ist jeweils FSC (ZellgréBe) gegen die jeweilige
Antikérperfluoreszenz. In der linken Spalte ist die Markierung von CD25
(FL2-Height) dargestellt, rechts die Markierung von Perforin (FL1-Height).
Die Bilder sind reprédsentativ fiir 3 voneinander unabhédngige FACS-

Analysen.
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Tab. 3 Zusammenhang zwischen Perforin und ZellgroBe bei CD25-
positiven und —negativen Zellen (quantitative Auswertung der FACS-Analyse
in Abb. 21, rechte Spalte; die Zahlen entsprechen dem prozentualen Anteil der
Zellen in den vier Quadranten) UL: upper left (oberer linker Quadrant); UR:
upper right (oberer rechter Quadrant); LL: lower left (unterer linker Quadrant);
LR: lower right (unterer rechter Quadrant)

CD25- CD25+
uL 441 14,2
UR 7.9 6,8
LL 29,6 35,1
LR 18,4 438

Sowohl bei CD25-negativen als auch bei CD25-positiven Zellen ist in Abb. 21/
rechte Spalte im linken oberen Quadranten eine Population kleiner Perforin-
positiver Zellen erkennbar. Die geringfigig erhéhten FL-1 Werte bei groBen
Zellen (oberer rechter Quadrant) lagen nur knapp Uber der Grundfluoreszenz
und wurden nicht zu den Perforin positiven Zellen gerechnet. Die Population der
Perforin positiven Zellen macht bei CD25-negativen Zellen 44%, bei CD25-
positiven Zellen 14% der Gesamtpopulation aus (Tab. 3). Fehlende Expression
von CD25 geht somit im Vergleich zu CD25-positiven Zellen mit einem rund
dreifach hoheren Anteil Perforin-positiver Zellen einher. Es bestatigt sich
auBerdem erneut, dass Perforin auch drei Tage nach Stimulation nur bei

kleinen Zellen nachgewiesen werden kann.

4.3.3 Zytotoxizitatsversuche

In °'Cr-Release-Assays wurde die Zytotoxizitat von CD25-positiven und CD25-
negativen Zellen untersucht. PMNC wurden aus dem Blut gesunder Probanden
isoliert, in Nahrmedium aufgenommen und mit anti-CD3-AK stimuliert. Nach
drei Tagen wurden die Zellen durch MACS in eine CD25-positive bzw. -negative

Population getrennt. In Vorversuchen hatte sich gezeigt, dass die Bindung von
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anti-CD25-MicroBeads, wie sie fir MACS verwendet werden, keinen Einfluss
auf die Zytotoxizitdt hat (Ergebnisse nicht gezeigt). Als Zielzellen dienten
CCRF-Lymphomzellen und das Verhaltnis von Effektor- zu Zielzellen betrug
30:1. Die Halfte der Versuche wurde unter Zugabe von PHA als ,Redirected
Lysis® durchgeflhrt, die andere Halfte ohne PHA unter Zugabe von PBS als
Negativkontrolle. Abb. 22 zeigt die zytotoxische Wirkung von CD25-negativen
und CD25-positiven PMNC drei Tage nach Stimulation mit anti-CD3 in An- bzw.
Abwesenheit von PHA.

80% -
60% -
40% -

20% ~

0%
CD25- CD25+

Abb. 22 Zytotoxizitit von CD25" und CD25 PMNC nach
dreitdgiger Stimulation mit anti-CD3. Farbig gekennzeichnet sind
die mit PHA durchgeftihrten Versuche, grau die Negativkontrollen
mit PBS. Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs

unabhéngigen Versuchen mit jeweils drei identischen Ansétzen.

Die zytotoxische Wirkung von CD25-negativen Zellen betrug in Anwesenheit von
PHA 42+14 %, die zytotoxische Wirkung von CD25-positiven Zellen 54116 %.
Trotz des geringeren Anteils Perforin-positiver Zellen unter den CD25" Zellen
war die zytotoxische Wirkung um rund 10% héher als bei CD25" Zellen, was
darauf hindeutet, dass bei CD25-positiven Zellen Perforin-unabhangige

zytotoxische Mechanismen im Vordergrund stehen.
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4.3.4 Blockadeversuche

Durch Blockade der Perforinfreisetzung durch CMA sowie Blockade der FAS-
/FAS-Ligand-Interaktion durch die monoklonalen AK NOK1 und ZB4 wurde der
jeweilige Anteil Perforin- bzw. FAS-abhangiger Mechanismen an der
Zytotoxizitdt von CD25-positiven und —negativen PMNC untersucht.
Effektorzellen waren drei Tage alte anti-CD3 stimulierte PMNC nach MACS auf
CD25, als Zielzellen dienten CCRF B-Zell Lymphomzellen. Die Cr-Release-
Assays wurden unter Zugabe von PHA als redirected lysis durchgefthrt. Abb.
23 zeigt die Zytotoxizitdt CD25-negativer (A) und CD25-positiver (B) PMNC
unter der Wirkung der Inhibitoren CMA, NOK1 und ZB4 in Relation zur

Zytotoxizitdt onne Hemmstoffe.
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Abb. 23 Zytotoxische Wirkung von drei Tage alten anti-CD3 stimulierten
CD25 A) und CD25" B) PMNC in Anwesenheit der Hemmstoffe CMA,
NOK1 und ZB4 in Relation zur Zytotoxizitit ohne Hemmstoffe (100%).
Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs unabhédngigen Versuchen,
die mit jeweils drei identischen Ansétzen durchgefihrt wurden.
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Unter CMA verringerte sich die zytotoxische Wirkung von CD25-negativen
PMNC auf 7 £ 6 %, unter ZB4 auf 74 = 27 %, NOK1 zeigte keine inhibitorische
Wirkung. Bei CD25-positiven Zellen betrug die Zytotoxizitat in Anwesenheit von
CMA 33 + 23 %, in Anwesenheit von NOK1 80 + 25 % und in Anwesenheit von
/B4 52 + 24 %. Bei CD25-negativen PMNC wurde durch CMA eine
durchschnittliche Hemmwirkung von Uber 90% erzielt, die Hemmwirkung des
FAS-Rezeptor-AK ZB4 war mit etwa 25% deutlich geringer. Obgleich nur 20%
der CD25-positiven Zellen Perforin-positiv waren, entfalitete CMA auch bei
diesen Zellen eine Hemmwirkung von durchschnittlich 70%. Die Wirkung der
FAS-AK war mit 20% (NOK1) bzw. 50% (ZB4) starker als bei CD25-negativen
Zellen. Beim direkten Vergleich mit den Ergebnissen der Blockadeversuche mit
1 Tag alten anti-CD3 stimulierten PMNC ohne MACS-Sort (Abb. 14 C) fallt eine
starkere Hemmwirkung von CMA sowohl bei CD25-negativen, als auch bei
CD25-positiven Zellen auf. Diese Diskrepanz beruht mdglicherweise auf der
unterschiedlichen Versuchsanordnung, die einen direkten Vergleich, auch vor
dem Hintergrung der bestehenden Standardabweichungen, nur bedingt zulésst.



62 Diskussion

5. Diskussion

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) sind die wichtigsten Effektorzellen der
zellvermittelten adaptiven Immunantwort. lhre Hauptfunktion im Rahmen der
Immunabwehr besteht in der Lyse von virusinfizierten und maligne
transformierten Kérperzellen. Sie spielen auBerdem eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Lymphozyten-Homdostase. Durch  spezifischen
Antigenkontakt aktivierte CTL verfigen Uber zwei verschiedene molekulare
Mechanismen, mit denen sie die Apoptose von Zielzellen auslésen: Das
Fas/FasL-System und das Perforin/Granzym-System. Die primare Aktivierung
naiver CD8" T-Lymphozyten durch Kontakt mit ihrem spezifischen
MHC/Antigenpeptid-Komplex und weiteren kostimulatorischen Signalen flhrt
zur Proliferation der Zellen (klonalen Expansion) und damit einhergehend zu
Differenzierungsvorgéngen, an deren Ende bewaffnete Effektorzellen stehen.
Die Veranderungen auf funktionaler Ebene gehen einher mit Veranderungen
der morphologischen und phanotypischen Eigenschaften der aktivierten Zellen.
Die Aktivierung des TCR 16st in der T-Zelle eine Signalkaskade aus, an der
verschiedene Protein-Tyrosinkinasen (PTK) beteiligt sind (Dustin, 2002). Diese
setzen eine Reihe komplexer Veranderungen in Gang, die zur Proliferation,
Ausbildung von Effektorfunktionen und einer veranderten Expression
verschiedener Oberflachenproteine flihren. Der genaue Ablauf der
Differenzierungsvorgdnge und die damit verbundenen molekularen

Veranderungen sind erst teilweise aufgeklart.

Dieser Arbeit liegt die Beobachtung zu Grunde, dass bei PMNC und CD8*
Lymphozyten moglicherweise ein Zusammenhang zwischen Zellgr6Be und
Perforinexpression besteht. Nach 24-stiindiger Stimulation mit anti-CD3 beginnt
ein Teil der Zellen zu proliferieren und es kommt zur Entwicklung von Blasten.
Diese sind Perforin-negativ, wahrend ein Teil der kleinen Zellen Perforin
exprimiert. Es stellt sich somit die Frage, welcher Zusammenhang zwischen der
Blastenbildung und der Entwicklung von Effektorfunktionen, insbesondere der

Perforinexpression, besteht.
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5.1. Veranderungen von T-Zellen nach Aktvierung

Mononukledre Zellen und CD8" T-Lymphozyten wurden aus dem peripheren
Blut gesunder Probanden isoliert und mit anti-CD3 aktiviert. Die Aktivierung
bewirkte sowohl morphologische (Entwicklung zu Blasten) und phéanotypische
(Expression von Oberflachenantigenen wie CD25, CD69 und HLA-DR) als auch
funktionelle Veranderungen (zytotoxische Wirkung).

5.1.1 Eintritt in den Zellzyklus und Proliferation

Die Mehrzahl der naiven peripheren Blutlymphozyten verharrt in der inaktiven
GO0-Phase des Zellzyklus. Die Aktivierung Uber den TCR in Verbindung mit
einer CD28-Kostimulation bewirkt sowohl ein Fortschreiten im Zellzyklus als
auch die Entwicklung von Effektorfunktionen. Die Weiterentwicklung von einer
ruhenden zu einer proliferierenden T-Zelle erfordert den Ubertritt aus der GO-
Phase des Zellzyklus in die G1-Phase und dann weiter Uber die S- und G2-
Phase zur Mitose. Das Fortschreiten im Zellzyklus beinhaltet die Entwicklung
der Zellen zu Blasten. Diese sind charakterisiert durch einen Anstieg der RNA-
und Proteinsynthese, ein Zunehmen der ZellgréBe und eine Verringerung der
Zelldichte. Bereits beim Verlassen der GO-Phase und Ubergang in die G1-
Phase nimmt der Protein- und RNA-Gehalt der Zellen zu und eine kritische
ZellgroBe ist Voraussetzung flir den Eintritt in die S-Phase und die Zellteilung
(Mitchison, 2003).

Der Zusammenhang zwischen Zellzyklusphase und Blastenbildung wurde unter
anderem von Munitic et al., 2005 beleuchtet. CD4* Lymphozyten wurden dort
fir 5 Stunden mit anti-CD3 und anti-CD28 stimuliert. Nach einer 18-stlindigen
Stimulationspause wurde anhand des DNA- und RNA-Gehaltes der Zellen ihre
Phase im Zellzyklus bestimmt. Die Zellen wurden in niedrig granulierte Blasten,
Zellen mit intermediarer Granularitat und Zellen mit hoher Granularitat unterteilt.
Blasten befanden sich im Zellzyklus bereits kurz vor der S-Phase, Zellen mit
intermediarer Granularitat in der G1-Phase und Zellen mit hoher Granularitat in
GO. Durch weitere kontinuierliche Stimulation Uber 15 oder 25 Stunden

erreichten auch hoch granulierte Zellen die G1-Phase und alle Zellen, die die
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G1-Phase erreicht hatten, produzierten IL2 und teilten sich spater. In meiner
Arbeit war einen Tag nach Stimulation mit anti-CD3 eine GréBenzunahme bei
rund 30% der Zellen feststellbar. Drei Tage nach Stimulation betrug der Anteil
groBer Zellen knapp 50%. Die GréBenzunahme wurde als Zeichen fir den
Eintritt in den Zellzyklus und die Transformation zu Blasten gewertet.

5.1.2 Veranderte Expression von Oberflachenmolekiilen

Im Rahmen der physiologischen Aktivierung oder einer experimentellen
Stimulation mit PHA oder anti-CD3 kommt es zur Expression bestimmter
Aktivierungsmarker an der Zelloberflache. Der frihe Aktivierungsmarker CD69
kann zwei Stunden nach Beginn einer Stimulation nachgewiesen werden und
erreicht nach zwei Tagen die maximale Expression. Die Expression von CD25
(a-Kette des IL2-Rezeptors) beginnt nach 12 Stunden und die Expression von
HLA-DR nach 3 Tagen (Amlot et al., 1996). Ebenfalls werden der CD95-
Rezeptor (Fas-Rezeptor) und der CD95-Ligand (FasL) bereits wéhrend der
friihen Aktivierungsphase auf der Oberflache von CD8" T-Lyphozyten exprimiert
(Krueger et al., 2003).

In meiner Arbeit wurde die Expression von CD25, CD69, CD95 und HLA-DR im
Verlauf einer dreitdgigen Stimulation mit anti-CD3 untersucht. Vor Stimulation
waren bereits 25% der untersuchten Zellen CD25-positiv, nach 24-stindiger
Stimulation 50% und nach drei Tagen 75%. Alle unstimulierten Zellen waren
negativ bezlglich CD69 wahrend nach 24-stlindiger Stimulation 87% der Zellen
diesen Aktivierungsmarker exprimierten. Der Anteil HLA-DR-positiver Zellen lag
bei unstimulierten Zellen bei 30%, und stieg friher als von Amlot beschrieben
bereits nach 24-stiindiger Stimulation auf rund 50%. Bereits vor Stimulation war
CD95 bei 80% der Zellen auf niedrigem Niveau nachweisbar. Dies steht im
Einklang mit Publikationen zur Gewebeverteilung des Fas-Rezeptors, wonach
dieser in geringem Umfang von zahlreichen Geweben, darunter auch humane
Thymozyten, exprimiert wird (Nagata und Golstein, 1995). Einen, zwei und drei
Tage nach Stimulation exprimierten alle Zellen CD95.
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Viele  Publikationen beschaftigen sich mit der Expression von
Aktivierungsmarkern bei stimulierten Lymphozyten, die Ergebnisse sind jedoch
nicht einheitlich. Relativ aktuelle Daten stammen von Musabak et al., 2004, der
die Expression von CD25, CD69 und HLA-DR bei PMNC vor und nach einer
24-stindigen Stimulation mit PHA untersuchte. Vor Stimulation exprimierten
4,6% und nach Stimulation 17% der Zellen CD25. Der Anteil der CD69-
positiven Zellen stieg von 2% auf 41%, wahrend sich der Anteil der HLA-DR-
positiven Zellen kaum veranderte (5,4% vor Stimulation vs. 6,4% danach). Die
von Musabak beschriebenen Zahlen zur Expression derselben
Oberflachenmolekile sind erheblich niedriger als in meiner Arbeit, was kaum
allein durch die unterschiedliche Stimulation mit PHA bzw. anti-CD3 erklart
werden kann. Im Einklang mit meinen Ergebnissen stehen hingegen die
Ergebnisse von Amlot, der bei unstimulierten PMNC ebenfalls bereits 25%
CD25-positive und 21% HLA-DR-positive Zellen beschreibt. In allen drei
Arbeiten wurden PMNC mittels Ficoll aus dem Blut gesunder Probanden
isoliert. Mdglicherweise variiert die Zusammensetzung der auf diese Weise
gewonnenen  Lymphozyten, sodass die Expression verschiedener
Oberflachenmolekile bereits vor der experimentellen Stimulation nicht
einheitlich ist. Insbesondere die Expression von Aktivierungsmarkern wie CD25
bei unstimulierten Zellen weist darauf hin, dass sich mdglicherweise bereits
antigenerfarene Zellen in der unstimulierten Population befinden.

In dieser Arbeit sollte auch der Verlauf der Expression bestimmter
Aktivierungsmarker im Zusammenhang mit der ZellgroBe festgestellt werden.
Es zeigte sich, dass von den untersuchten Oberflachenmolekiilen CD25 die
meisten Rickschllisse auf die Zellgr6Be ermdéglicht, denn Uber 97% der Zellen,
die sich nach der Stimulation vergréBert hatten, exprimierten CD25, wahrend
CD25-negative Zellen auch nach dreitédgiger Stimulation zu 95% klein waren.
Unter den CD25-positiven Zellen waren nach 24-stiindiger Stimulation mit anti-
CD3 50% der Zellen und nach drei Tagen 65% der Zellen groB3 (Blasten). Fir
die Expression keines der untersuchten Oberflachenmolekile ist die

Blastenbildung eine Voraussetzung, denn alle wurden auch von einem Teil der
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kleinen Zellen exprimiert. Umgekehrt weist der hohe Anteil CD25-positiver
Blasten darauf hin, dass die CD25-Expression zeitlich der Blastenbildung

vorausgeht und mdglicherweise eine Voraussetzung dafur ist.

Der Zusammenhang zwischen  Zellzyklus und  Expression  von
Oberflachenantigenen wurde bereits in friheren Arbeiten untersucht. Oehen
und Brduscha-Riem untersuchten die Expression von CD25 bei CD8"
Lymphozyten nach Kontakt mit spezifischem Antigen in vivo und in vitro (Oehen
und Brduscha-Riem, 1998). Naive Zellen waren dort vorwiegend CD25-negativ.
In vivo wurde CD25 erst nach der dritten Zellteilung nachgewiesen, hingegen
exprimierte der groBte Teil der in-vitro-stimulierten Zellen bereits vor der ersten
Zellteilung CD25. Praktisch alle Zellen, die sich ein- oder mehrmals geteilt
hatten, exprimierten ebenfalls CD25. Da die Zunahme der Zellgr6Be ein
Zeichen fir den Eintritt in den aktiven Zellzyklus ist und der Zellteilung
vorausgeht (s.0.), bestatigen die bei Oehen und Brduscha-Riem fir in-vitro-
stimulierte Zellen beschriebenen Verhélinisse meine Ergebnisse zum
Zusammenhang zwischen ZellgréBe und CD25 Expression.

Der Zusammenhang zwischen der Zellgr6Be und der Expression bestimmter
Oberflachenmoleklle wurde ebenfalls von Lea et al., 2003 untersucht. Seine
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Expression von CD25, CD69 und CD44
bei stimulieten PMNC unabhangig vom Eintritt der Zellen in den Zellzyklus
hochreguliert wird. CD62L (L-Selectin Ligand) wird als charakteristisches
Oberflachenantigen fir naive Zellen im Rahmen der Entwicklung zu
Effektorzellen herunterreguliert. Durch Unterbrechung proliferatorischer Signale
auf molekularer Ebene zeigten Lea et al., dass eine drei- bis flnfstiindige
Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 nétig ist, damit PMNC die G0-Phase
verlassen und in den Zellzyklus eintreten. Zellen, bei denen das
proliferatorische Signal vorher unterbrochen wurde, exprimierten die
Aktivierungsmarker und zeigten einen Rickgang der CD62L Expression. Sie
traten aber nicht in den Zellzyklus ein und proliferierten nicht, wahrend Zellen,

bei denen das proliferatorische Signal erst nach dem kritischen Zeitpunkt
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unterbrochen wurde, 30-48 Stunden spéter in die S-Phase eintraten und sich

teilten.

Auch Munitic et al., 2005 untersuchte die Expression der Oberflichenmarker
CD62L und CD44 im Zusammenhang mit der Entwicklung von Blasten und der
Zellzyklusphase. Zellen mittlerer und hoher Granularitét, die sich in der GO-
bzw. G1-Phase des Zellzyklus befanden, waren CD62L-hoch-positiv, wahrend
die Expression bei den im Zellzyklus bereits weiter fortgeschrittenen Blasten
vermindert war. Die Expression von CD44 war bei Blasten hoch-positiv, bei
Zellen mittlerer Granularitat maBig und bei stark granulierten Zellen gering. Die
Veranderung der Expression beider Oberflachenmarker scheint sich demnach
wahrend des Fortschreitens im Zellzyklus zu manifestieren, ob die veranderte
Expression vom Erreichen einer bestimmten Zellzyklusphase abhangig ist, kann

daraus jedoch nicht abgeleitet werden.

P- und E-Selectin-Ligand (CD62P bzw. CD62E) werden von Effektorzellen,
nicht aber von naiven Zellen exprimiert. Syrbe et al. 2004 zeigten, dass die
Hochregulation und Induktion der an der Expression von CD62P und CD62E
beteiligten Glykosyltransferasen bei naiven T-Zellen vom Eintritt in den
Zellzyklus abhangig ist. Zellen, bei denen der Zellzyklus mit Mitose-Inhibitoren
in der G1- oder G1/S-Phase gestoppt wurde, konnten weder die mRNA der
Glykosytransferasen  hochregulieren noch P- oder E-Selectin-Ligand
exprimieren. Zellen, deren Zellzyklus in einer spateren Phase (S oder G2/M)
gestoppt wurde, exprimierten die Liganden ebenso wie Zellen ohne Mitose-
Inhibitoren. Die Autoren schlossen daraus, dass die Chromatin-
Umstrukturierung in der S-Phase notwendig fiir die Freischaltung der P- und E-
Selectin-Ligand-Gene bei naiven Zellen ist und dass die Gene bei Effektorzellen
freigeschaltet bleiben und jederzeit zuganglich fir die Transkription sind. Auch
die Expression von CD25 wurde untersucht. Im Gegensatz zur Expression der
P- und E-Selectin-Liganden wurde sie von Mitose-Inhibitoren jedoch nicht
beeintrachtigt (Syrbe et al., 2004).
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Die Daten weisen darauf hin, dass die Expression der Aktivierungsmarker
CD25, CD69 und CD44 unabh&ngig vom Eintritt in den Zellzyklus sind (Lea et
al., 2003; Syrbe et al., 2004). Die Transformation zu Blasten setzt hingegen den
Eintritt in den Zellzyklus voraus, da gezeigt wurde, dass Blasten bereits die G1
Phase Uberschritten haben und kurz vor dem Eintritt in die S-Phase stehen
(Munitic et al.,, 2005). Diese Aussagen sind im Einklang mit meinen

Ergebnissen, wonach die Expression von CD25 der Blastenbildung vorausgeht.

Die Expression von CD62E und CD62P, die als Marker flr Effektorzellen
gelten, scheint hingegen abhangig vom Erreichen der S-Phase des Zellzyklus
zu sein (Syrbe et al., 2004). Des weiteren gibt es Hinweise darauf, dass auch
die Entwicklung von Effektorfunktionen direkt vom Chromatin-Umbau in der S-
Phase abhangt, mit anderen Worten, dass die Entwicklung von
Effektorfunktionen direkt vom Durchlaufen des Zellzyklus und der Zellteilung

abhangig sein kénnte.

5.1.3 Entwicklung von Effektorfunktionen
5.1.3.1 Lytische Granula

Die gezielte Sekretion von Makromolekilen aus spezialisierten Zellorganellen,
den sogenannten lytischen Granula, ist ein wichtiger Mechanismus
zytotoxischer  T-Zellen zur Zerstérung virusinfizierter und maligne
transformierter Zellen (Dell’Angelica, 2000). Seit einigen Jahren ist bekannt,
dass lytische Granula, die lange Zeit ausschlieBlich als charakteristische
Elemente der Perforin/Granzym-vermittelten Zytotoxizitat beschrieben wurden,
eine Schnittstelle zwischen Perforin/Granzym- und Fas/FasL-System darstellen.
Die lytischen Granula zytotoxischer T-Zellen enthalten namlich auBer Perforin
und verschiedenen Granzymen auch membrangebundenen Fas-Ligand.
Wahrend Perforin und die Granzyme durch Verschmelzung der Vesikel mit der
Zellmembran exozytotisch freigesetzt werden, wird FasL an der AuBenseite der
Zellmembran eingebaut (Kojima et al., 2002). Die Granula haben
charakteristische Eigenschaften von Lysosomen, weshalb sie auch als

sekretorische Lysosomen bezeichnet werden. Sie enthalten lysosomale
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Proteine wie Cathepsin B und -D, P-Hexosaminidase sowie Lysosomen-
assoziierte Membranproteine LAMP-1 (CD107a), LAMP-2 (CD107b) und
LAMP-3 (CD63) (Blot und Giriffiths, 2002). B-Hexosaminidase, ein Lysosomen-
spezifischer Degranulationsmarker, wird nur von bereits gepragten, nicht aber
von naiven T-Zellen als Antwort auf eine sekundare Stimulation mit anti-CD3
exprimiert (Shen et al., 2006).

5.1.3.2 Zeitliche Entwicklung von Effektorfunktionen

Die priméare Aktivierung von Lymphozyten flhrt zur Bildung von Lysosomen,
wobei eine direkte Korrelation zwichen der Biogenese von Lysosomen und der
Zytotoxizitdt der Zellen besteht (Shen et al.,, 2006). Die Fahigkeit zur
Degranulation als Antwort auf eine Stimulation mit anti-CD3 beginnt nach 24
Stunden, erreicht ihren Hohepunkt nach 48 Stunden und féllt nach 3 Tagen
wieder auf Werte entsprechend naiver Zellen ab. Auch die Expression von
Perforin und Granzym B korreliert mit der Zytotoxizitat der Zellen (Shen et al.,
2006). Perforin und Granzym B wurden bei Shen et al., 2006 frihestens 16
Stunden nach Stimulation naiver Splenozyten mit anti-CD3 nachgewiesen.
Nach 42 Stunden waren die meisten Zellen Perforin- und Granzym B-positiv,
danach nahm die Expression wieder ab und sank nach 72 Stunden auf Werte

wie bei naiven Zellen.

Kelso et al. 2002 beschreibt eine andere zeitliche Entwicklung von
Effektorfunktionen bei priméar aktivierten naiven T-Zellen. Anhand der mRNA-
Expression wurde gezeigt, dass Perforin, die Granzyme A-C sowie INFy von
naiven CD8" T-Zellen (CD44low, CD62Lhigh), die mit anti-CD3, anti-CD8, Anti-
CD11a (LFA-1a) und IL2 Uber 7 Tage in Kultur gehalten wurden, mit
unterschiedlicher Kinetik exprimiert werden. Als Antwort auf die Stimulation
teilten sich die Zellen nach ein bis zwei Tagen zum ersten Mal und
anschlieBend alle 6-8 Stunden. mRNA flr Perforin, Granzym B und IFNy wurde
erst ab dem zweiten Tag und mit einem Maximum am flnften Tag
nachgewiesen. Die mRNA fir Granzym A und C war in geringen Mengen ab
dem ersten Tag mit einem Peak nach 7 Tagen nachweisbar. In
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Zytotoxizitatsversuchen korrelierte die lytische Aktivitat mit der Expression von
Perforin und Granzym B. Die unterschiedliche Kinetik der Perforin- und
Granzym B Expression nach Stimulation naiver T-Zellen bei Shen bzw. Kelso
kénnte durch die unterschiedliche Definition von naiven Zellen in den beiden
Arbeiten begriindet sein. Wahrend Shen naive Zellen mit frisch isolierten
Splenozyten gleichsetzt, wurden naive Zellen bei Kelso anhand der Kriterien
CD8*CD44lowCD62Lhigh definiert und per FACS-Sort gewonnen.

Meine Ergebnisse stimmen mit diesen Arbeiten insofern Uberein, als die
zytotoxische Wirkung von CD8" Lymphozyten mit dem Anteil Perforin-positiver
Zellen korreliert (Korrelationsfaktoren zwischen 0,77 und 0,99). Beide Autoren
charakterisieren naive Zellen jedoch gleichermaBen als Perforin- und Granzym
B-negativ und ohne lytische Aktivitat. In meiner Arbeit exprimierten rund 20%
der unstimulierten PMNC und etwa 30% der unstimulierten CD8" Lymphozyten
Perforin und besaBen in PHA-redirected °'Cr-Release Assays eine zytotoxische
Wirkung von 27% bzw. 21%. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Population
unstimulierter frisch isolierter Zellen neben naiven Zellen auch Perforin-positive
Gedachtniszellen beinhaltete, die zytotoxisch wirkten. Nach 24-stindiger
Stimulation mit anti-CD3 erhdhte sich der Perforin-positive Anteil unter den
Lymphozyten und CD8" Zellen jeweils nur geringfliigig um 5-6%, wahrend sich
die Zytotoxizitat verdoppelte. Die Verstarkung der zytotoxischen Wirkung steht
dabei moglicherweise in direktem Zusammenhang mit der Verstarkung von
Effektorfunktionen bei Gedachtniszellen.

Die Ergebnisse von Wolint et al., 2005 untermauern diese These. In seiner
Arbeit vergleicht er naive T-Zellen mit Effektor- und Gedéachtniszellen beziglich
der zeitlichen Entwicklung ihrer Degranulationsfahigkeit, der Granzym B-
Expression und der Zytotoxizitat als Reaktion auf eine spezifische Stimulation.
Finf Stunden nach Stimulationsbeginn konnten naive T-Zellen weder
degranulieren, noch wurde bei ihnen Granzym B nachgewiesen und sie
konnten spezifische Zielzellen nicht lysieren. Im Gegensatz zu naiven Zellen

zeigten Effektor- und Gedachtniszellen bereits finf Stunden nach



Diskussion 71

Stimulationsbeginn eine signifikante Zunahme von Granzym B und IFNy und
waren in der Lage zu degranulieren. Die Expression von Granzym B und IFNy
spiegelte sich in der zytotoxischen Wirkung wieder, wobei Effektorzellen
deutlich zytotoxischer waren als Gedéachtniszellen.

5.1.4 Subpopulationen CD8+ T-Lymphozyten

Die im peripheren Blut zirkulierenden Gedachtniszellen lassen sich in zentrale
Gedachtniszellen (central memory cells) Tcw und Effektor-Gedachtniszellen
(effector memory cells) Tem unterteilen (Tomiyama et al., 2002; Rufer et al.,
2003; Salusto et al., 2004). Naive Zellen exprimieren CD45RA sowie die
,Homing"“-Rezeptoren fiir Lymphgewebe CCR7 und CD62L. Effektorzellen sind
CCRY7- und CD62L negativ, exprimieren aber verschiedene Effektormolekile
wie IFNy und Perforin. Nach Meng et al., 2006 teilen sich die einzelnen T-
Zellpopulationen im peripheren Blut gesunder Spender wie folgt auf: 13.9-
58.7% naive T-Zellen (Ty), 12.2-26.9% Effektorzellen (Tg), 16.9-31.5%
Effektor-Gedachniszellen (Tem) und 5.68-27.7% zentrale Gedachtniszellen
(Tcm). Die Bedeutung der verschiedenen Untergruppen von Gedachtniszellen
und ihre Unterscheidung anhand von Oberflachenmarkern sind Gegenstand der
aktuellen Forschung und werden in der Literatur unterschiedlich beschrieben.
Nach Aktivierung naiver T-Zellen kommt es mehreren Publikationen zufolge
zundchst zu einer Proliferationsphase, danach zur Entwicklung von
Effektorfunktionen. Verschiedene Autoren gehen davon aus, dass die
Entwicklung naiver Zellen linear Uber Tcw-Zellen und Tew-Zellen zu
Effektorzellen fortschreitet. Tcou-Zellen reprasentieren nach dieser Vorstellung
Zwischenstadien der Differenzierung, bei denen CCR7 und CD62L noch
erhalten sind, wahrend die Remodellierung von Effektorgenen wie IL-4, IL-5,
IFNy und Perforin noch nicht abgeschlossen ist. Tem-Zellen besitzen hingegen

voll ausgebildete Effektorfunktionen.

Schwendemann et al. untersuchte CD8" Gedachtniszellen auf ihre proliferative
Kapazitdt und die Expression von Perforin und IFNy als Zeichen fir

Effektorfunktionen. Tgow Zellen sind demnach Perforin-negativ, weisen jedoch
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hohe Proliferationsraten auf. Tey Zellen proliferieren im Unterschied dazu nur
gering, sind aber zu 30% Perforin- und IFNy-positiv (Schwendemann et al.
2005). Schwendemann widerlegt in seiner Arbeit die Vorstellung von einer
linearen Entwicklungsfolge naiver T-Zellen Uber Tcom zu Tem-Zellen und
Effektorzellen, indem er zeigte, dass bereits ausdifferenzierte Tgy-Zellen nach
Reaktivierung mit anti-CD3 und anti-CD28 auch wieder Eigenschaften von Tcu-
Zellen annehmen kénnen wie die Expression von CCR7 einhergehend mit einer
starken Proliferation bei geringem Effektorpotenzial. Nach der Proliferation
verloren die meisten dieser Zellen die CCR7-Expression wieder und zeigten
erneut Eigenschaften von Effektor-Gedachtniszellen. Ein kleiner Teil der Zellen
behielt dauerhaft die Eigenschaften von Tcw-Zellen und dient méglicherweise
der Aufrechterhaltung des Gedéachtniszell-Pools. Schwendemann schlieBt
daraus, dass Gedachtniszellen dynamisch die Eigenschaften von

proliferierenden Tgy-Zellen oder zytotoxischen Tgy-Zellen annehmen kénnen.

5.1.4.1 Zusammenhang von Zellzyklusprogression und Entwicklung von

Effektorfunktionen

Wenn man davon ausgeht, dass es sich bei Blasten um proliferierende Zellen
handelt, entsprechen Schwendemanns Ergebnisse genau meiner Beobachtung,
wonach Blasten Perforin-negativ sind, wéahrend Perforin-positive Zellen klein
sind bzw. nicht proliferieren. Es stellt sich somit die Frage, welcher zeitliche und
regulatorische Zusammenhang zwischen der Ausbildung von Effektorfunktionen

und der Zellproliferation besteht.

Nach Meng et al. 2006 ist die Expression von Granzym B sowohl bei naiven als
auch bei Ag-erfahrenen Zellen vom Durchlaufen des Zellzyklus abhéangig.
Ferner korreliert die Expression von Granzym B mit der zytotoxischen Wirkung.
Da er eine Koexpression von Granzym B und Perforin nachweist, sind die
Ergebnisse auf Perforin Ubertragbar. Nur 0,9-2,84% der im Blut zirkulierenden
CD8" Zellen waren in seiner Untersuchung Granzym B-positiv, diese gehorten
der Tg und Tem Zellpopulation an. 18,4% der frisch isolierten Tgy Zellen und
24,6% der Tg Zellen waren Granzym B-positiv. Nach flnftagiger Stimulation mit
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anti-CD3 und anti-CD28 kam es sowohl bei naiven (CD45RA-positiv) als auch
bei Ag-erfahrenen Zellen (CD45RA negativ) zu einem signifikanten Anstieg der
Granzym-B-Expression. Dies war sowohl bei naiven als auch bei
Gedachtniszellen abhangig vom Durchlaufen des Zellzyklus, was durch
Experimente mit dem Mitoseinhibitor Mimosine, der zu einem Stopp in der G1/S
Phase fuhrt, wie auch durch Farbung mit CFSE (Carboxy Fluorescein
Succinimidyl Ester; markierte Zellen verlieren nach durchgemachter Zellteilung
50% ihrer Fluoreszenz) gezeigt wurde. Nur Zellen, die sich geteilt hatten,
exprimierten Granzym B. Tgu-Zellen, die bereits vor der Stimulation Granzym B
exprimiert hatten, teilten sich hingegen nicht mehr und erwarben auch kein

zusatzliches Granzym B.

Der Aktivierungsmarker CD25 entspricht der a-Kette des IL2-Rezeptors und ist
eine Voraussetzung fur den Beginn der Zellproliferation. Die Population der
CD25 positiven Zellen ist keine homogene Population. Sowohl CD8 wie auch
CD4 positive T-Zellen exprimieren teilweise CD25. Insbesondere wird eine
starke, von einer Stimulation mit anti-CD3 unabhéangige, CD25 Expression von
regulatorischen doppeltpositiven CD4 CD25 Zellen beschrieben (Smyth et al.,
2004). In meinen Ergebnissen exprimierten nach dreitagiger Stimulation Uber
70% der Zellen CD25, 50% davon waren groB und zu 90% Perforin-negativ.
Dabei handelt es sich méglicherweise zu einem groBen Teil um CD4 positive
Zellen. Bei CD8 positiven Zellen der CD25 positiven Population kénnte es sich
um primdr aktivierte naive Zellen handeln, die sich zu Blasten weiterentwickelt
aber noch nicht geteilt und daher in Ubereinstimmung mit Meng et al. 2006
noch kein Perforin gebildet haben. In der Population der CD25 negativen Zellen
waren 44% der Zellen Perforin positiv. Es handelt sich dabei vermutlich um
zytotoxische CD8 positive Zellen. In Ubereinstimmung damit konnte eine
vollstandig perforinabhéngige Zytotoxizitdt der CD25 negativen Zellen
nachgewiesen werden, wahrend die zytototixische Wirkung der CD25 positiven
Zellen lediglich zu etwa 60% perforinabhangig war.
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Die Ergebnisse von Kelso et al., 2002 zeigen, dass naive T-Zellen erst am
zweiten Tag nach Stimulationsbeginn Perforin exprimieren. Syrbe et al., 2004
und Meng et al., 2006 postulieren dariber hinaus, daB die Entwicklung von
Effektorfunktionen vom Durchlaufen des Zellzyklus, speziell vom Erreichen der
S-Phase abhéangig ist. Es ist daher anzunehmen, dass 24 Stunden nach
Stimulationsbeginn mit anti-CD3 in meiner Arbeit noch kein Perforin bei primar
aktivierten naiven T-Zellen nachweisbar war, wahrend reaktivierte
Gedachtniszellen mdglicherweise bereits Effektorfunktionen entwickelt hatten.
Die Entwicklung von Effektorfunktionen bei Gedachtniszellen wird kontrovers
diskutiert. Meng et al., 2006 beschreibt auch fir die Granzym-B-Expression von
Ag-erfahrenen CD8" Zellen eine Stimulationsdauer von mindestens drei Tagen.
Dies steht im Kontrast zu anderen Publikationen, in denen eine Hochregulation
von Granzym B bei Gedachtniszellen bereits wenige Stunden nach
Reaktivierung nachgewiesen wurde (Wolint et al. 2005). Im Einklang mit den
Ergebnissen von Meng kdnnte jedoch die Frage, warum Blasten kein Perforin
exprimieren, damit beantwortet werden, dass es sich dabei um Zellen handelt,
die durch die Stimulation aktiviert wurden und in den Zellzyklus eingetreten
sind, aber erst nach erfolgter Zellteilung Perforin exprimieren. Die Entwicklung
zytotoxischer Granula ist vermutlich multifaktoriell an den Ablauf des Zellzykus

gekoppelt.

5.2 Anteil des Fas- und Perforinsystems an der Zytotoxizitat von CTL

Die 24-stiindige Stimulation mit anti-CD3 bewirkte bei PMNC und CD8"
Lymphozyten eine Verdoppelung der Zytotoxizitat, obgleich der Anteil Perforin-
positiver Zellen nur geringfligig um etwa 5% zunahm. Es stellt sich somit die
Frage, welchen Anteil Perforin abhangige bzw. unabh&ngige Mechanismen an
der zytotoxischen Wirkung vor und nach der Stimulation hatten.

Die Zytotoxizitat frischer unstimulierter PMNC und CD8" Lymphozyten lieB sich
zu 70-90% durch CMA hemmen, jedoch nur zu rund 15-20% durch die gegen
das FAS-System gerichteten inhibitorischen Antikérper NOK1 und ZB4. Da es

sich bei unstimulierten zytotoxischen Zellen mdglicherweise um Tguw handelt
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(s.0.), scheint die Zytotoxizitdt dieser Zellen hauptsachlich durch Perforin
vermittelt zu sein. Die Zytotoxizitat korrelierte bei CD8" Lymphozyten generell
starker mit dem Anteil Perforin-positiver Zellen als bei unselektierten PMNC.
Insbesondere bei frischen unstimulierten CD8" Zellen betrug der
Korrelationskoeffizient 0,99. Durch die 24-stlindige Stimulation mit anti-CD3
nahm der Anteil des Fas-Systems zu und war etwa gleich groB wie der Anteil
des Perforin-Systems. Die zytotoxische Wirkung von stimulierten PMNC und
CD8" Lymphozyten wurde namlich sowohl durch CMA als auch durch beide
Fas-Inhibitoren um jeweils etwa 50% inhibiert. Die relativ verstarkte Bedeutung
des Fas-Systems nach Stimulation kénnte durch einen Verdinnungseffekt der
perforinpositiven Zellen bedingt sein, falls sich Fas-positive perforinnegative
Zellen nach der Stimulaiton stérker vermehren als perforinpositive Zellen,
wodurch ein relatives Ubergewicht perforinnegativer Zellen zustande kommen

kdnnte.

5.2.1 In vitro Untersuchungen zu Fas und Perforin beim Menschen

Die Bedeutung des Perforin- und des Fas-Systems flir die Zytotoxizitat von T-
Zellen wurde im murinen System mit Hilfe von ,knockout® Mausen intensiv
erforscht. Hingegen gibt es nur wenige Publikationen Gber die Rolle der beiden
zytotoxischen Mechanismen beim Menschen. Erst seit der Beschreibung von
humanen Perforingendefekten (Stepp et al., 1999; Janka und zur Stadt, 2005)
sowie von Gendefekten betreffend den Fas-Liganden (Wu et al., 1996; Bi et al.,
2007) oder den Fas-Rezeptor (Fischer et al., 1995; van der Burg et al., 2000)
wurde der wissenschaftliche Rahmen fir entsprechende Untersuchungen

geschaffen.

Yasukawa et al., 2000 etablierte durch Bestrahlung maligne veranderte B-
Lymphozyten eines Patienten mit homozygotem Fas-Rezeptor-Defekt und
seinen diesbezlglich heterozygoten Eltern mit normaler Fas-Expression.
Alloantigen-spezifische CD4" und CD8" CTLs zeigten sowohl gegenliber Fas-
positiven als auch negativen B-Lymphomzellen das gleiche zytotoxische
Potenzial. Obwohl die Effektorzellen nach Stimulation sowohl mRNA fir
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Perforin- und Granzym B als auch fir FasL synthetisierten, lieB sich die
Zytotoxizitdt durch EGTA und CMA nahezu vollstdndig blockieren. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Lyse der Lymphomzellen durch CD4"
und CD8" Lymphozyten hauptsachlich Perforin-abhangig war. In einer Arbeit
von Yanai et al., 2003 wurden die Ergebnisse fiir CD8" Zellen bestatigt. Die
Arbeitsgruppe etablierte B-Lymphoblastoid Zelllinien einer Patientin  mit
homozygoter Fas-Rezeptor-Gendefizienz und von ihren Eltern, die
diesbezlglich heterozygot waren. Zusatzlich wurden CTL von einer Patientin
mit Perforingendefizienz und ihrem gesunden Vater isoliert. Durch Koinkubation
der CTLs mit den B-Lymphoblastoid-Zellen wurden alloantigen-spezifische
CTLs generiert und in spateren Zytotoxizititsassays verwendet. Die
zytotoxische Wirkung der untersuchten Lymphozyten war nahezu vollstandig
Perforin abh&ngig, denn Perforin negative T-Lymphozyten konnten im
Gegensatz zu Perforin-positiven Zellen weder Fas-positive noch negative

Zielzellen lysieren.

Beide Arbeiten sprechen fir eine Dominanz der Perforin-vermittelten
Zytotoxizitat bei der Lyse von B-Lymphomzellen durch humane CD8" Zellen. Im
Gegensatz dazu lieB sich zwar aus meinen Ergebnissen eine Uberwiegende
Rolle der Perforin-vermittelten Lyse von T-ALL Zellen durch unstimulierte CD8"
Zellen ableiten, nach 24-stiindiger Stimulation war die zytotoxische Wirkung
hingegen zu etwa gleichen Teilen Fas- und Perforin-vermittelt. Es stellt sich die
Frage, ob der erhdhte Anteil des Fas-Systems an der Zytotoxizitat stimulierter
Zellen durch eine unterschiedliche Aktivierungskinetik beider
Effektormechanismen bedingt ist. Falls die De-Novo-Synthese von Perforin erst
zwei Tage nach Stimulationsbeginn eintritt (Kelso et al., 2002), FasL hingegen
schneller exprimiert wirde, kénnte die im Vergleich zu den Ergebnissen von
Yasukawa und Yanai groéBere Bedeutung des Fas Systems nach 24-stiindiger
Stimulation ein voribergehender Effekt sein. Méglicherweise flhrte aber auch
die Antigen-spezifische Aktivierung der Effektorzellen bei Yasukawa und Yanai
zu einer starkeren Aktivierung des Perforin-Systems als die in dieser Arbeit

durchgeflhrte unspezifische Stimulation mit anti-CDS3.
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5.2.2 Physiologische Bedeutung des Fas und Perforin Systems

Das Perforin/Granzym-System wird in mehreren Arbeiten als hauptsachlicher
Mechanismus bei der Infekt- und Tumorabwehr beschrieben, wahrend die
Hauptfunktion des Fas-Systems in der Regulation der Lymphozyten-
Homoostase liegt (Trapani und Smyth, 2002; Lieberman, 2003a; Fas et al.,
2006). Vor allem neuere Publikationen weisen jedoch darauf hin, dass sich in

vielen Bereichen beide Systeme funktionell erganzen.

Experimente mit virusinfizierten ,knockout® Mausen zeigen, daB bei der
Elimination von Viren die Zytotoxizitdt durch CD8" Zellen den wichtigsten
Abwehrmechanismus darstellt, dabei aber weder das Perforin- noch das Fas-
System dominiert (Harty et al., 2000). Wie die Untersuchung von de Vries et al.,
2007 zeigt, ist das Fas-System an der Lyse von Tumorzellen beteiligt, wenn
diese nicht vollstandig durch Perforin und Granzym B eliminiert worden sind (de
Vries et al., 2007). Durch Versuche mit Perforin- und FasL-defizienten bzw. mit
doppelt negativen CD4" Effektorzellen wurde die Beteiligung beider
Effektormechanismen an Graft-versus-Host Reaktionen (GVHD) nachgewiesen
(Jiang et al., 2001). Die pathophysiologische Wirkung ist jedoch komplex, da
beide zytotoxischen Mechanismen sowohl an der gegen Empféangergewebe
gerichteten Zytotoxizitat, als auch an der Regulation der T-Zell-Antwort beteiligt
sind (Maeda et al., 2005; Marks et al., 2004). Fehlfunktionen des AICD spielen
bei der Pathogenese autoimmuner Erkrankungen eine Rolle. Die Fas-vermittelte
Apoptose qilt als Hauptmechanismus des AICD (Zhang et al., 2004). Andere
Arbeiten weisen jedoch auch auf eine Beteiligung des Perforin-Systems,
beispielsweise im Rahmen des ,fratricide” (Lyse von CTLs durch CTLs), hin (Su
et al., 2004). Untersuchungen an Fas-Rezeptor defizienten T-Zellen von ALPS
Patienten geben Hinweise darauf, dass Perforin-abhdngige Mechanismen die
Fas-Defizienz bei der Aufrechterhaltung der Lymphozytenhomdostase im
Rahmen des AICD teilweise kompensieren (Mateo et al., 2007).

Beide zytotoxischen Mechanismen sind mit jeweils unterschiedlicher

Gewichtung sowohl an der Infekt- und Tumorabwehr als auch an der
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Lymphozytenhomdbostase beteiligt. Eine klare funktionelle Trennung ist somit
nicht mdglich, zumal sich beide Systeme gegenseitig beeinflussen, wie die von
Mateo beschriebene kompensatorische Verstarkung des Perforinsystems bei
Fas-Defizienz vermuten lasst. Ob &hnliche Effekte auch unter in-vitro-
Bedingungen auftreten, ist fraglich. Die Hemmung eines Systems kénnte jedoch
eine kompensatorische Verstarkung des jeweils anderen Systems bewirken und

auf diese Weise zu einer Verzerrung der Ergebnisse flhren.

5.2.3 Regulation des Fas und Perforin Systems
5.2.3.1 Regulatorische Wirkung von Zytokinen

Bei der Regulation der Effektormechanismen scheinen unter anderem
extrazellulare Faktoren eine Rolle zu spielen. So gibt es Hinweise auf eine
organabhangige Dominanz des Fas-Systems bei der Elimination Adenovirus-
infizierter muriner Hepatozyten. Bei FaslL-defizienten Mausen kommt es zu
einer verspateten Elimination von Adenoviren speziell aus der Leber, wahrend
ahnliches in anderen Organen nicht beobachtet wird (Kafrouni et al., 2001).

Unterschiede der lokalen Zytokinexpression kdnnten dabei eine Rolle spielen.

Die wichtige Rolle von Zytokinen bei der T-Zell Aktivierung wird auch durch die
Tatsache unterstrichen, dass unter experimentellen Bedingungen bestimmte
Zytokine T-Zellen unabhangig von einer Stimulation Uber den TCR aktivieren
kénnen (Alves et al., 2003; Tamag et al., 2006). Alves et al. zeigte, dass die
alleinige Stimulation mit IL15 bei naiven (CD27"9"/CD45RA"®"/CD28*/CCR7*
/CD62L*)  T-Zellen zur Herunterregulation ihrer  charakteristischen
Oberflachenmarker und zur Syntese von Effektorproteinen (TNFa, IFNy,
Perforin und Granzym B) fihrt. Im Einklang damit stehen die Ergebnisse von
Tamang et al., 2006, der auBer fur IL15 auch fir IL2 eine TCR unabhangige
Aktivierung belegt. Nach alleiniger Stimulation mit IL2 bzw. IL15 exprimierten
nach drei Tagen 80% bzw. 77% der CD8" Zellen Granzym B und waren bereits
bei einer E:T Ratio von 1:1 stark zytotoxisch. Beendigung der Stimulation fiihrte
zum Verlust der Zytotoxizitdt und der Granzym B-Expression binnen 24

Stunden.
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Ebenfalls gibt es Hinweise darauf, dass bestimmte Zytokine mit einer selektiven
Aktivierung des Fas- oder Perforinsystems in Zusammenhang stehen. So fiihrt
zum Beispiel IL4 zur Expression von FasL, einhergehend mit einer Zunahme
der Fas-vermittelten Zytotoxizitat (Aung und Graham, 2000). IL2 beeinflusst
hingegen dosisabhangig die Expression von Perforin und der Granzyme A-C
bei CD8" Zellen. Diese IL2-Wirkung ist unabhéngig von der Wirkung auf die
Zellproliferation (Janas et al., 2005). Im Gegensatz zu anderen Publikationen
wurde in meiner Arbeit zur Stimulation der Zellen lediglich anti-CD3 aber kein
IL2 zugegeben. Auch dies kdnnte ein Grund fir die geringe Zunahme der

Perforin-positiven Zellen nach Stimulation sein.

Wie IL2 induziert auch IL27 sowohl die Expression von Granzym B (in
geringerem MaBe auch von Perforin) als auch die Proliferation der Zellen
(Morishima et al., 2005). Auch dabei werden Zellproliferation und Granzym B-
Expression unabhangig voneinander reguliert. Experimente mit T-Zellen von
STAT-1 und T-bet defizienten Mausen belegen die Beteiligung beider
Transkriptionsfaktoren an der IL27-vermittelten Expression von Granzym B,
wahrend die Zellproliferation davon unabhéngig davon ist. Da die Wirkung von
Zytokinen meist an bestimmte Transkriptionsfaktoren gekoppelt ist, die
wiederum bestimmte Gene aktivieren oder supprimieren, weist die Beteiligung
unterschiedlicher Zytokine an der Aktivierung des Fas- bzw. Perforinsystems,
darauf hin, dass beide Systeme auf Transkriptionsebene unabhangig reguliert

werden kénnen.

5.2.3.2 Signaltransduktion und Genexpression

Die Stimulation des TCR 16st Uber die Aktivierung der Proteinkinasen Ick und
ZAP70 (Zeta-Ketten assoziierte Proteinkinase 70) eine molekulare Signalkette
aus, die Uber das Adapterprotein LAT zur Rekrutierung der ,second messenger*
Inositol-3,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglyzerin (DAG) fihrt. IP3 bewirkt tber
eine Erhdhung der intrazelluldaren Ca®*-Konzentration und Giber Calcineurin die
Dephosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-AT (nuclear
factor AT). DAG aktiviert unter anderem die Proteinkinase C (PKC) (Lin und
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Weiss, 2001). PKCO, eine Unterart der PKC, ist an der Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-xB, NF-AT und AP-1 beteiligt (Manicassamy et al.,
2006). Die Daten weisen darauf hin, dass die Signalkette von der Stimulation
des TCR bis zur Aktivierung von DAG und der PKC flar beide
Effektormechanismen gleich verlauft. Ab der PKC scheint ein Signalweg

abzuzweigen, der Uber PKC6 zur FasL-Expression fuhrt.

FOr verschiedene Transkriptionsfaktoren wurden Bindungsstellen in den
Promoter- und Enhancerregionen der Effektorprotein-Gene nachgewiesen.
Zytokine sind an der Regulation der Genexpression beteiligt, indem sie die
Wirkung bestimmter Transkriptionsfaktoren beeinflussen (Yamamoto et al.,
2002; Zhou et al., 2002). Fur die Expression von FasL wies Contini et al., 2005
eine durch CD8 initiilerte Signalkette nach, an deren Ende die Bindung der
Transkriptionsfaktoren NF-AT und NF-kB in der Promoterregion des FasL-Gens
stehen. Die Bildung des NF-AT/DNA-Komplexes ist von Calmodulin-Kinase |
abhangig, wahrend die PKCO an der Bildung des NF-xB/DNA-Komplexes
beteiligt ist. Beide DNA-Komplexe wurden etwa eine Stunde nach Bindung des
CD8-Rezeptors etabliert. Auch die Ergebnisse von Kaminski et al., 2007,
weisen auf eine wichtige Rolle der PKCO_ bei der Regulation der FaslL-
Expression hin. Die Arbeitsgruppe beschreibt die intrazellulare Signalkette
beginnend vom TCR-Komplex Uber die PKC6, die zur Hochregulation der FasL
-mRNA eine Stunde nach Bindung von anti-CD3 bei restimulierten Zellen flhrt.
Im Einklang mit diesen Ergebnissen berichten Prado et al., 2003 Uber die
vollstindige Hemmung der FasL-Expression durch spezifische Hemmung der
PKC6. Im Gegensatz dazu flhrten klassische Proteinkinase C-Inhibitoren zu
einer vollstindigen Hemmung der Perforin-Expression, wahrend sie die

Expression von FasL nur minimal inhibierten.

Bindungsstellen fir NF-kB befinden sich nicht nur am FasL-Gen, sondern auch
in den Promoterregionen des Perforin- (Zhou et al., 2002) und Granzym B-Gens
(Huang et al., 2006). Wahrend die Interaktion des Transkriptionsfaktors mit dem
FasL-Gen von der PKC6 abhangt (Contini et al., 2005), beeinflusst IL2 die
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Bindung von NF-xB am Perforingen (Zhou et al., 2002). Neuere
Untersuchungen weisen auf die Existenz weiterer Transkriptionsfaktoren hin,
die an der Regulation der Perforin- und Granzym B-Expression beteiligt sind.
Sullivan et al., 2003 beschreibt die Rolle von T-bet, einem Transkriptionsfaktor
aus der T-box Familie, bei der Differenzierung von CD8" Effektorzellen. T-bet
defiziente Effektorzellen weisen im Vergleich zum Wildtyp normale
Proliferationsraten auf, kbnnen aber spezifische Zielzellen nicht lysieren. Im
Einklang mit diesen Ergebnissen wies die Arbeitsgruppe von Morishima et al.,
2005 nach, dass T-bet defiziente Mause als Antwort auf eine IL27-Stimulation
weder Perforin noch Granzym B exprimieren. Versuche an STAT1 defizienten
Mausen zeigten darlber hinaus, dass diese weder den Transkriptionsfaktor T-
bet noch Perforin oder Granzym B hochregulieren konnten. Dies impliziert, dass
bei der Regulation der Perforin- und Granzym B-Expression STAT1 dem T-bet
vorgeschaltet ist.

Eine ebenfalls regulatorische Funktion im Rahmen der CD8*-Differenzierung
wird Eomesodermin (Eomes), einem Transkriptionsfaktor aus der T-box
Familie, zugeschrieben (Pearce et al., 2003). Eomes wird in allen Effektorzellen
exprimiert und ist an der Induktion der Expression von IFN-y, Perforin und
Granzym B beteiligt. Eomes selbst wird unter anderem durch cKrox (zinc finger
Transkriptionsfaktor) reguliert, der auch in der Enhancerregion des CD8-Gens
bindet und somit an der Regulation der CD8- Expression beteiligt ist (Jenkinson
et al., 2007).

Obwohl die vollstdndige Aufdeckung der regulatorischen Signalwege noch
Gegenstand aktueller Forschung ist, gibt es Hinweise daflir, dass die
Genexpression der Effektormolekile beider zytotoxischen Mechanismen
sowohl durch gemeinsame, als auch durch voneinander unabhangige Faktoren
reguliert wird. Fir die Expression von FasL scheint dabei PKCO, fir die
Expression von Perforin IL2 eine Schlusselrolle zu spielen. Es ist somit
zumindest theoretisch mdglich, dass die in dieser Arbeit durchgeflhrte 24-
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stiindige Stimulation mit anti-CD3 zu einer unterschiedlich schnellen bzw.
unterschiedlich starken Aktivierung des Perforin- bzw. Fas-Systems flhrte.

5.2.3.3 Zusammenhang zwischen Zellzyklusprogression und Expression
von Effektormolekiilen

Die Arbeitsgruppe von Meng et al., 2006 prostuliert, dass das Duchlaufen des
Zellzyklus eine notwendige Voraussetzung fir die Biosynthese von Perforin und
Granzym B ist. Es stellt sich daher die Frage, welche Mechanismen die
Zellzyklusprogression mit der Genxpression von Effektormolekilen verknipfen.

Bei der Entwicklung von CD4" Lymphozyten ist das Fortschreiten im Zellzyklus
mit Veranderungen der DNA verknipft, die die Zuganglichkeit verschiedener
Zytokingene verandern und so die Differenzierung in Ty bzw. Tpe-Zellen
steuern (Grogan et. al., 2001). Mdglicherweise wird bei naiven CD8*
Lymphozyten in Analogie dazu die Freischaltung der Promoterregionen von
Effektorprotein-Genen abhangig vom Zellzyklus reguliert.

Wahrend der Entwicklung zu Effektorzellen kommt es vermutlich zu einer
Modifikation der Genorte fur Perforin und Granzym B, wodurch diese fir die
Transkription zuganglich werden. Lu et al., 2003 zeigte, dass die
Perforinexpression auBer Uber Transkriptionsfaktoren ebenfalls Gber
Methylierungsprozesse an der DNA reguliert wird. Methylierungsprozesse
fihren Ober eine Modifikation der Histone zur Kondensation des Chromatins,
wodurch dieses fir Transkriptionsfaktoren unzuganglich wird (Attwood et al.,
2002). Bei PHA stimulierten CD8" Zellen wurde eine deutlich geringere
Methylierung der Promoter- und Enhancerregionen des Perforin-Gens
nachgewiesen als bei frisch isolierten Zellen (Lu et al., 2003). AuBerdem flhrte
eine  irreversible  Hemmung der  Methylierung zur  vermehrten
Perforinexpression. Kishikawa, et al, 2003 zeigte, dass die DNA-Methylase
DNMT1 in Abhangigkeit vom Zellzyklus reguliert wird.
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5.3 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass Perforin nach 24-stiindiger
Stimulation von PMNC und CD8* Lymphozyten zwar bei einem Teil der kleinen
Zellen, nicht jedoch bei groBen Blasten nachweisbar ist. Die fehlende
Perforinexpression bei Blasten kann damit begrindet werden, dass
Blastenbildung und Zellteilung nach Aktivierung von T-Lymphozyten der
Perforinexpression zeitlich vorausgehen oder sogar eine Voraussetzung daftr
sind. Bei den kleinen Perforin-positiven Zellen kénnte es sich demnach um
Zellen handeln, die die Zellteilung bereits durchlaufen und Effektorfunktionen
entwickelt haben (frisch differenzierte Effektorzellen). Eine weitere Publikation
beschreibt, dass eine mindestens zweitagige Stimulation fir die Expression von
Perforin durch primar aktivierte CTLs notwendig ist (Kelso et al., 2002). Es ist
somit wahrscheinlicher, dass es sich bei den kleinen Perforin-positiven Zellen
um Gedachtniszellen handelt, die bereits vor der experimentellen Stimulation
Perforin exprimierten (Tem-Zellen) und sich laut mehreren Publikation nach
einer Re-Stimulation in Ubereinstimmung mit meinen Daten nicht mehr zu

Blasten entwickeln.

Flr diese These spricht ebenfalls der in meiner Arbeit erbrachte Nachweis von
etwa 30% Perforin-positiven Zellen in der Population der frisch isolierten
unstimulierten Zellen sowie die Tatsache, dass sich der Anteil Perforin-positiver
Zellen durch die Stimulation nicht signifikant veréanderte. Bei den frisch isolierten
unstimulierten Zellen in meiner Arbeit handelte es sich mit groBer
Wahrscheinlichkeit nicht um eine einheitliche Population naiver Zellen. Teu-
Zellen koénnten fur die zytotoxische Wirkung der unstimulierten Zellen
verantwortlich sein. Diese war zu Uber 90% Perforin-abhangig, wahrend das
Fas-System eine untergeordnete Rolle spielte. Da Tgw Zellen eine wichtige
Rolle fir die Infektabwehr, nicht jedoch bei der Aufrechterhaltung der
vorwiegend Fas-abhangig regulierten Lymphozytenhomdostase spielen, wére
eine Dominanz des Perforin-System und eine geringere Bedeutung des Fas-
Systems zudem mit der physiologischen Funktion dieser Zellen vereinbar.
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Nach 24-stindiger Stimulation mit anti-CD3 war die Zytotoxizitat im Vergleich
zur unstimulierten Population verdoppelt und zu jeweils 50% Fas- und Perforin-
abhangig. Die im Vergleich zu unstimulierten Zellen verstarkte Bedeutung des
Fas-Systems bei stimulierten Zellen kénnte dadurch bedingt sein, dass FasL im
Rahmen der Aktivierungsvorgange moglicherweise friher exprimiert wird als
Perforin. Da unterschiedliche Regulationsmechanismen fir die Expression der
Effektormolekile beschrieben sind, ist eine unabhangige Regulation beider
Systeme unter Umstanden mdglich. Auch das Zytokinmilieu, inbesondere ein im
Vergleich zu physiologischen Verhéltnissen niedriger IL2-Spiegel, kbnnte flr die
verstarkte Bedeutung des Fas-Systems eine Rolle spielen.

Die zeitlichen und kausalen Zusammenhdnge zwischen morphologischen
Veranderungen von T-Zellen nach Aktivierung, der Expression bestimmter
Oberflachenantigene und der Entwicklung von Effektorfunktionen sind jedoch
komplex. Die Expression des Aktivierungsmarkers CD25 kann als Zeichen des
Ansprechens auf die durchgefiihrte Stimulation gewertet werden und geht
zeitlich der Blastenbildung voraus. Zwar war der Anteil Perforin-positiver Zellen
unter CD25-negativen hoéher als unter Zellen, die den Aktivierungsmarker
exprimierten, ein eindeutiger Zusammenhang mit der Expression von Perforin
ergab sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit jedoch nicht. Ebenso ist eine
definitive Zuordnung Fas- und Perforin-vermittelter Mechanismen zu
bestimmten CD8" Subpopulationen nicht moglich, da beide Systeme auf

mehrfachen  Ebenen interagieren und sich  funktionell erganzen.
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6. Zusammenfassung

Nach Stimulation von PMNC und CD8" Lymphozyten mit anti-CD3 kann
Perforin nur bei kleinen Zellen, nicht aber bei groBen Blasten nachgewiesen
werden. Basierend auf dieser Beobachtung war es das Ziel dieser Arbeit,
mogliche Zusammenhénge zwischen der Blastenbildung und der Expression
von Perforin festzustellen, und den Anteil der perforinabhangigen Zytotoxizitat

bei stimulierten und unstimulierten Zellen zu ermitteln.

Mononukledre Zellen und CD8" T-Lymphozyten wurden aus dem peripheren
Blut gesunder Probanden isoliert und mit anti-CD3-Antikérpern aktiviert. Die
Aktivierung bewirkte eine GréBenzunahme bei einem Teil der Zellen, die als
Zeichen fur deren Eintritt in den Zellzyklus und die Transformation zu Blasten
gewertet wurde. Diese Zellen waren Perforin-negativ. Die Oberflachenantigene
CD25, CD69, CD95 und HLA-DR, die als Aktivierungsmerkmale bekannt sind,
wurden auf einen méglichen Zusammenhang mit der Zellgr6Be untersucht. Fir
die Expression keines der untersuchten Oberflachenmolekile war die
Blastenbildung eine Voraussetzung, denn alle wurden auch von einem Teil der
kleinen Zellen exprimiert. Umgekehrt weist der hohe Anteil CD25-positiver
Blasten darauf hin, dass die CD25-Expression der Blastenbildung zeitlich

vorausgenht.

Da CD25 nicht von naiven Lymphozyten exprimiert wird, ist der erbrachte
Nachweis von CD25 positiven Zellen in der Population der unstimulierten
PMNC ein Zeichen daflir, dass sich darunter bereits antigenerfarene Zellen
befanden. Dies wird durch die Tatsache unterstitzt, dass in der unstimulierten
Population ebenfalls Perforin-positive Zellen nachweisbar waren, die eine
zytotoxische Wirkung auf Zielzellen hatten. Die Zytotoxizitat dieser Zellen war
zu 90% Perforin-abhangig, wahrend das Fas-System eine untergeordnete Rolle

spielte.

Im Einklang mit andenen Publikationen, wonach das Durchlaufen des

Zellzykluses direkte Voraussetztung fir die Entwicklung von Effektorfunktionen
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ist, und die Expression von Perforin frlhestens zwei Tage nach
Stimulationsbeginn erfolgt, kann die Frage, warum Blasten kein Perforin
exprimieren, damit beantwortet werden, dass diese in den aktiven Zellzyklus
eingetreten sind, aber erst nach erfolgter Zellteilung Perforin exprimieren. Bei
den kleinen Perforin-positiven Zellen nach anti-CD3-Stimulation kénnte es sich
um diejenigen Zellen handeln, die bereits den Zellzyklus durchlaufen haben und

deswegen Perforin exprimierten.

Obgleich die 24-stiindige Stimulation mit anti-CD3 bei PMNC und CD8*
Lymphozyten nur eine geringfigige Zunahme des Anteils Perforin-positiver
Zellen bewirkte, kam es zu einer Verdoppelung der Zytotoxizitat. Durch
selektive Hemmung von Perforin- bzw. Fas-System zeigte sich, dass die
Zytotoxizitat stimulierter Zellen von beiden Systemen zu jeweils gleichen Teilen
vermittelt wurde. Im Vergleich zu unstimulierten Zellen gewann das Fas-System
somit im Rahmen der Stimulation an Bedeutung. Als mdgliche Ursache kommt
eine starkere Proliferation perforinnegativer, Fas-positiver Zellen in Frage, was
zu einem relativen Ubergewicht Fas-vermittelter Zytotoxizitat flihren kénnte.

In der Literatur werden unterschiedliche Signalwege fiir die Genexpression der
verschiedenen Effektormolekule beschrieben. Dies und die Tatsache, dass
FasL auf der einen Seite bzw. Perforin und Granzym B auf der anderen Seite
durch unterschiedliche Zytokine hochreguliert werden, weist darauf hin, dass
ihre Synthese unabhangig voneinander reguliert werden kann. Fir die
Expression von FasL scheint dabei PKC®6, fir die Expression von Perforin IL2
eine Schlisselrolle zu spielen. Es ist somit zumindest theoretisch mdglich, dass
die in dieser Arbeit durchgeflihrte 24-stlindige Stimulation mit anti-CD3 zu einer
unterschiedlich schnellen bzw. unterschiedlich starken Aktivierung des Perforin-
bzw. Fas-Systems flhrte. Eine klare funktionelle Trennung ist allerdings nicht

maoglich, zumal sich beide Systeme gegenseitig beeinflussen und ergéanzen.
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