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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem dient sowohl der Abwehr extrinsischer Pathogene, deren Eindringen
und Vervielfiltigung eine Bedrohung fiir den menschlichen Organismus darstellt, als
auch der Regulation intrinsischer Ablaufe. Wéhrend die angeborene Immunantwort
die erste Verteidigungslinie im Kampf gegen Eindringlinge darstellt, ist die adaptive
Immunantwort in der Lage sowohl kurz- als auch langfristige Protektion bereitzustellen.
Hierbei ist es essenziell, dass die Balance zwischen der Immunantwort gegen Patho-
gene einerseits und dem Auslésen von Immunpathologien andererseits gewahrt bleibt.
Waéhrend der Immunantwort kommt es zu einem Zusammenspiel von einer Vielzahl
unterschiedlicher Zellpopulationen, welche sich in ihrer Wirkung ergédnzen. Eine dieser
Populationen ist die der CD8% T-Zellen, deren Aktivierung und Differenzierung im

Kontext der Koinhibition im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde.

1.1.1 T-Zell-Aktivierung

CD8* T-Zellen sind Teil der adaptiven Immunantwort und stellen eine der Hauptpo-
pulationen der Immunzellen dar. Sie entstehen aus Vorlauferzellen des Knochenmarks,
durchlaufen in ihrer Entwicklung den Thymus und die dort stattfindende positive und
negative Selektion um dann als naive reife T-Zelle in der Peripherie zu zirkulieren.
Zur Aktivierung der T-Zelle wird die Bindung des T-Zell-Rezeptors (TCR) an den
MHC-Klasse I Antigenkomplex auf antigenprasentierenden Zellen (APZ) benétigt. Der
TCR ist ein Heterodimer, welches aus zwei transmembranstandigen Polypeptidketten (v
und f3) besteht, die kovalent durch eine Disulfidbriicke verbunden sind. Der TCR erkennt
sowohl Epitope der MHC-Molekiile als auch das daran gebundene Antigen. Wéhrend
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der Antigenerkennung kommt es zur Bildung des TCR-Komplexes, der neben dem TCR
aus CD3 und ( besteht, welche nichtkovalent an das TCR-af-Heterodimer assoziiert
sind. CD3 besteht aus drei Proteinen (7,0 und ¢), welche identisch in allen T-Zellen
unabhéngig von deren Spezifitdt vorliegen. Die zytoplasmatischen Doménen von 7, §
und € weisen je ein, die zytoplasmatische Doméne von ( je drei ITAMs (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif) auf. Jeder T-Zell-Rezeptor-Komplex besteht aus einem
af-Dimer, welches an jeweils ein CD3-ve-Heterodimer, ein CD3-de-Heterodimer und

ein ((-Homodimer assoziiert ist.

N, #Z

Abbildung 1.1.1: TCR-CD3-Komplex. Der TCR-CD3-Komplex besteht aus einem TCR, welcher
aus af-Kette besteht und an drei CD3-Dimere bindet. Diese sind ein CD3-Homodimer, bestehend
aus zwei ¢ -Ketten, welche jeweils 3 ITAMS aufweisen (gelb markiert), sowie zwei CD3-Heterodimere
(de- und ~ye-Heterodimer), welche jeweils ein ITAM tragen.

Neben dem TCR exprimiert die T-Zelle zusétzlich einen CD8-Rezeptor, welcher als
Transmembranglykoprotein der Ig-Superfamilie angehort. Die meisten CD8-Molekiile
liegen als Heterodimere vor. Sie bestehen aus durch Disulfidbriicken verbundener CD8a-
und CD8p-Kette. CD8 bindet wihrend der T-Zell-Aktivierung an die nichtpolymorphe
a3-Domane der MHC-Klasse I Molekiile.

Die Erkennung des Peptid-MHC-Komplexes durch den TCR 16st verschiedene strukturel-
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le Reorganisationen in der T-Zelle aus. So kommt es zur Polarisation der T-Zelle, indem
das mikrotubuldre Organisationscenter (MTOC) in Richtung T-Zell/APZ-Kontaktregion
rutscht. Dies scheint ein essenzieller Schritt zur Bildung der immunologischen Synapse
(IS) zu sein. Diese entsteht in der Kontaktregion zwischen T-Zelle und APZ und bildet
zwei konzentrische Regionen aus. Einerseits das TCR-reiche zentrale supramolekulare
Aktivierungscluster (¢cSMAC), sowie das Integrin-reiche periphere SMAC (pSMAC),
welches das ¢cSMAC umgibt. Die genaue Bedeutung der Immunologischen Synapse
ist noch unklar, jedoch wird vermutet, dass diese Region sowohl zur Verstarkung von
TCR-Signalen als auch zur TCR-Degradation beitriagt. Als Drittes bildet sich der
distale Polkomplex (DPC) gegentiber MTOC und IS. Vermutlich dient diese Region zur
Sequestration von negativen Regulatoren um diese vom TCR-Komplex zu entfernen.
Des Weiteren wird vermutet, dass der Komplex die Polarisierung von Signal-Molekiilen
beeinflusst, welche, in sich teilenden Zellen. Auswirkungen auf den weiteren Verlauf der

T-Zell-Differenzierung haben kénnten [Smith-Garvin et al., 2009].

Kommt es zur Peptid-MHC-Komplex-Erkennung durch den TCR sowie der simultanen
Interaktion von CD8 mit dem MHC-Klasse I Molekiil, fithrt dies zur Annaherung des
Korezeptors CD8 inklusive seiner assoziierten Src-Kinase Lek (lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase) an den TCR-Komplex. Die Kinase wird aktiviert und phosphoryliert
daraufthin die Tyrosin-Reste in den ITAMS von CD3 und ¢ und startet so als frithes Signal
die T-Zell-Aktivierungskaskade. Die phosphorylierten ITAMs bilden eine Andockstelle
fir die Tyrosin-Phosphatase ZAP-70 ((-associated protein of 70kD). ZAP-70 hat zwei
konservierte Doménen, Src homology 2 (SH2), welche an Phosphotyrosine binden. ZAP-
70 dient nun als Substrat fir Lck, welches Tyrosin-Reste von ZAP-70 phosphoryliert.
Die so aktivierte Tyrosin-Phosphatase aktiviert nun ihrerseits weitere zytoplasmatische
Signalmolekiile. Dies fithrt zur Aktivierung weiterer Signalweg, welche letztendlich die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NFAT, Fos, Jun und NF-xB bewirken und

diese eine verdnderte Gen-Expression in der T-Zelle induzieren [Abbas, 2010].
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1.1.2 Kostimulation und Koinhibition

Die Bindung des TCR-Komplexes an den MHC-Peptid-Komplex und die dadurch
ausgeloste Signalkaskade wiirde alleine jedoch zu keiner T-Zell-Aktivierung fithren. Dazu
bedarf es eines weiteren Signals. Dieses wird durch die Bindung von CD28 an CD80 oder
CD86 vermittelt. CD28 wird auf der T-Zelle exprimiert und ist ein membranstandiges
Homodimer mit einer Ig-dhnlichen Doméane. CD80 und CD86 werden auf professionellen
antigenprasentierenden Zellen exprimiert und gehéren der Ig-Superfamilie an. Sie
kénnen sowohl als Dimer als auch als Monomer vorliegen [Acuto and Michel, 2003].
CD28 kolokalisiert mit dem TCR in der zentralen Region der IS, im ¢SMAC, was
zu einer Verstarkung der Phosphorylierung von Kinasen fiihrt, die essenziell fiir die
T-Zell-Aktivierung sind . Die Phosphorylierung des proximalen Motivs von CD28 via
Src-Kinasen fiithrt zur Bindung von PI3K, Grb2 und GADS, welche die Signalwege
aktivieren die zur Kostimulation der T-Zell-Aktivierung fithren. Ebenso kommt es zu
einer Verstarkung der Expression des anti-apoptotischen Molekiils Bel-XL [Bour-jordan
et al., 2011]. Durch dieses zusétzliche zweite Signal im Zuge der Antigenerkennung
kann eine sonst ausgeloste Anergie der T-Zelle vermieden und die T-Zell-Aktivierung
stimuliert werden [Acuto and Michel, 2003]. Vermittelt durch diese beiden Signale tritt
die T-Zelle in die Phase der klonalen Expansion ein, beginnt mit der Zytokin-Sekretion

und entwickelt Effektor-Funktionen [Abbas, 2010].

Um jedoch eine angemessene Balance zwischen Toleranzinduktion einerseits und Im-
munpathologie andererseits zu gewéhrleisten, wird das Ausmafl und der Verlauf der
T-Zell-Antwort durch eine Reihe weiterer Molekiile reguliert. Diese konnen sich sowohl
stimulierend als auch inhibierend auf die betreffenden Zellen auswirken und bewirken
eine weitere Modulation der T-Zell-Antwort. Zwei dieser Molekiile sind die koinhibitori-

schen Rezeptoren CTLA-4 und PD-1, die beide der CD28-Familie angehoren.
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1.1.2.1 CTLA-4

CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) wird von T-Zellen nach deren Aktivierung
exprimiert und ist ein weiterer Rezeptor fiir CD80 und CD86. Er weist jedoch eine hohe-
rer Affinitét als CD28 fiir die beiden Liganden auf. Die Bindung von CTLA-4 an CD80
oder CD86 vermittelt ein negatives Signal, welches zur Inhibition oder Terminierung der
T-Zell-Antwort fiithrt [Krummel and Allison, 1995, Walunas et al., 1994]. Dies geschieht
durch die Aktivierung der Protein Phosphatase 2 (PP2A), welche die Phosphorylierung
von Akt und damit die weitere Signaltransduktion blockiert [Francisco et al., 2010].
Der gravierende Einflul des von CTLA-4 vermittelten koinhibitorischen Signals zeigt
sich in CTLA-4-defizienten M&ausen. Diese entwickeln einen autoimmunen Phénotyp,
an welchem sie mit einem Alter von 3-4 Wochen sterben. Bedingt wird dies durch
eine Storung der T-Zell-Proliferation, die mit massiver Einwanderung von Lymphozy-
ten in Organen und deren daraus resultierender Schidigung einhergeht [Waterhouse
et al., 1995]. CTLA-4 wird ebenfalls mit einer erhohten Suszeptibilitat fiir autoimmune
Erkrankungen wie Typ-1-Diabetis und systemischem Lupus erythematodes (SLE) in
Verbindung gebracht [Ueda et al., 2003, Cunninghame Graham et al., 2006]. Neben
aktivierten CD8% T-Zellen wird CTLA-4 auch konstitutiv in hohem MaBe auf regulato-
rischen T-Zellen exprimiert und unterstiitzt so vermutlich ihre suppressive Aktivitat
[Takahashi et al., 2000]. In CTLA-4-defizienten Méusen konnte ein EinfluBl auf die
Differenzierung von CD4" T-Zellen gefunden werden, die eine Verschiebung zum Th2-
Phénotyp hin aufwiesen [Bour-Jordan et al., 2003]. Durch anti-CTLA-4-Antikérpergabe
konnte eine verstarkte TH17-Differenzierung und IL-17-Produktion in vivo und in vitro
ermittelt werden [Ying et al., 2010]. Durch Applikation eines humanen, monoklonalen
anti-CTLA-4-Antikorpers in Phase-I111-Studien konnte ein signifikanter therapeutischer
Effekt in Patienten mit metastasierendem Melanom erzielt werden [Wolchok et al., 2010,

Hodi et al., 2010, Robert et al., 2011].
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1.1.2.2 PD-1

PD-1 (programmed death-1) ist ein Typ-I-Transmembran-Molekiil welches aus 288
Aminosauren besteht [Ishida et al., 1992, Agata et al., 1996]. Es setzt sich aus drei
Doménen zusammen, einer [g-Superfamilien-Doméne, einer Transmembran-Doméne und
einer intrazellularen Doméne, welche ein ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif) sowie ein ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) beinhaltet. PD-1
kommt sowohl in Menschen als auch in Mausen vor und wird durch das Pdecd 1 Gen
kodiert. Es beinhaltet 5 Exons und liegt beim Menschen auf Chromosom 2 und in
Méausen auf Chromosom 1 [Shinohara et al., 1994]. Eine Spleivariante von PD-1,
in der das Transmembran-Doménen-kodierende Exon 3 fehlt, wurde im Serum von
Patienten mit rheumatoider Arthritis gefunden [Wan et al., 2006]. Durch Rontgen-
Kristallographie konnte festgestellt werden, dass die Faltung der p-Faltblatter der
Ig-Superfamilie zwischen PD-1 und CTLA-4 hoch konserviert ist [Zhang et al., 2004].
PD-1 liegt als Monomer vor. Ob eine Dimerisierung zur Signaltransduktion bendotigt
wird, ist bisher noch unklar. Die PD-1-Expression wird in aktivierten T- und B-Zellen,
NKT-Zellen, Monozyten und Dendritischen Zellen (DCs) induziert [Nishimura et al.,
1996, Greenwald et al., 2005]. Die PD-1-Oberflachen-Expression konnte innerhalb von
24 Stunden nach Stimulation beobachtet werden, entsprechende funktionelle Effekte
waren wenige Stunden nach T-Zell-Aktivierung detektierbar [Chemnitz et al., 2004]. Die
Ligation sowohl des TCR als auch des B-Zell-Rezeptors (BCR) kann zur Aktivierung
der PD-1-Expression in Lymphozyten fithren, wobei das Level der mRNA Expression
nicht vollig mit der Protein-Expression korreliert [Agata et al., 1996]. Auch kénnen
common-vy-Ketten-Zytokine, sowie Interferone die Expression von PD-1 in T-Zellen
verstérken [Kinter et al., 2008]. In humanen lymphoiden Geweben konnte auch eine
PD-1-Expression in T-Zellen der germinalen Zentren nachgewiesen werden [Dorfman

et al., 2006].

Die Hauptrolle des PD-1-Signalweges ist die negative Regulation der T-Zell-Funktion.
Dies geschieht durch Bindung von PD-1 auf der T-Zelle an seine Liganden PD-L1
oder PD-L2 auf den antigenprasentierenden Zellen. Nach der Bindung eines seiner
Liganden kommt es zur Phosphorylierung an beiden intrazellularen Tyrosinen. Dem
folgt die Rekrutierung der Phosphatasen SHP-1 (Anti-Src Homology Phosphatase-1)
und SHP-2 (Anti-Src Homology Phosphatase-2), welche an das I'TIM und ITSM von
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PD-1 binden konnen [Okazaki et al., 2001, Sheppard et al., 2004]. Hierbei scheint das
ITSM die entscheidene Rolle zu spielen, da Studien zeigen konnten, dass es ausschliefllich
bei mutiertem I'TSM zum Funktionsverlust von PD-1 kommt [Okazaki et al., 2001,
Chemnitz et al., 2004]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Bindung an SHP-2
starker ist als an SHP-1 [Sheppard et al., 2004]. Es konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion von TCR- mit dem Peptid-MHC-Komplex zu einer Haufung von PD-1 in
der Immunologischen Synapse fiihrt, was wiederum zu einer Akkumulation von SHP-2
fihren wiirde [Pentcheva-hoang et al., 2007]. Dies inhibiert die CD28-vermittelte PI3K-
Aktivitdat (Phosphoinositid-3-Kinase) und Akt-Aktivitat durch Dephosphorylierung
nachgeschalteter Signalmolekiile. Durch die Ligation von PD-1 kommt es zur Inhibierung
der Phosphorylierung von CD3(, ZAP-70 und PKC# (Proteinkinase C) [Sheppard et al.,
2004, Parry et al., 2005], so dass eine der Hauptfunktionen von PD-1 in der direkten
Inhibition des TCR-Signals zu liegen scheint.

Es gibt Hinweise, dass PD-1 neben der T-Zell-Proliferation auch die Induktion des
anti-apoptotischen Proteins Bel-xL (B-cell lymphoma-extra large) inhibiert [Chemnitz
et al., 2004]. Auch kommt es durch PD-1 bedingt zur Inhibierung der Expression von
Transkriptionsfaktoren wie GATA-3, Thet und Eomes welche mit Effektor-Funktionen
assoziiert werden [Nurieva et al., 2006]. Jedoch kann ein starkes Signal ausgelost durch
CD28 oder IL-2 den inhibitorischen Effekt von PD-1 auf Proliferation, Differenzierung
und Uberleben von T-Zellen iiberlagern [Latchman et al., 2001, Freeman et al., 2000,
Carter et al., 2002, Nurieva et al., 2006].

Der Einfluss von PD-1 auf B-Zellen konnte in PD-1-defizienten BALB/c-Mausen nachge-
wiesen werden, die nach Immunsierung eine verringerte Anzahl an langlebigen Plasma-
Zellen aufwiesen [Good-Jacobson et al., 2010]. Ebenfalls kam es unter PD-1-Defizienz zu
einer erhohten Anzahl follikuldrer T-Helfer-Zellen mit verdndertem Phéanotyp, welches
sich auf die Selektion von IgA-Vorlaufern in germinalen Zentren auswirkte [Kawamoto
et al., 2012]. In nichtlymphoiden Zellen wie Dendritischen Zellen und Monozyten konnte
auch ein Einfluss der PD-1-Expression nachgewiesen werden, was Hinweise auf eine
Beeinflussung der T-Zell-Antwort ohne direkte Involvierung des TCR liefert [Yao et al.,
2009, Said et al., 2010].

PD-L1 (programmed death-ligand 1) ist einer der Liganden fiir PD-1 [Dong et al.,
1999, Freeman et al., 2000]. Er befindet sich auf Chromosom 9 im Menschen und
Chromosom 19 in Mausen. PD-L1 ist ein Typ-I-Transmembran-Molekiil und besteht aus
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290 Aminosauren. Er wird durch das Gen Cd27/ kodiert und besteht aus 7 Exons. PD-
L1 besitzt nur eine kurze, 30 Aminoséuren grofle intrazellulare Doméne, der bisher keine
Funktion zugeschrieben werden konnte [Keir et al., 2008]. Es existiert eine bekannte
Spleif3-Variante fiir PD-L1 im Menschen, in der die IgV-Domane, kodiert durch Exon
2, fehlt [He et al., 2005]. Bisher ist keine Funktion dieser Splei3-Variante bekannt.
Es konnte gezeigt werden, dass PD-L1 und PD-L2 Varianten, die keine Bindung mit
PD-1 eingehen konnten, in der Lage waren, T-Zell-Proliferation in Verbindung mit
anti-CD3 zu stimulieren, dies sowohl in naiven als auch in Pded—/~T-Zellen. Dies fithrte
zu der Vermutung der Existenz eines weiteren Rezeptors fiir PD-L1 und PD-L2. PD-
L1 wird konstitutiv in murinen T- und B-Zellen, Dendritischen Zellen, Makrophagen,
mesenchymalen Stammzellen und aus dem Knochenmark stammenden Mastzellen
exprimiert [Yamazaki et al., 2002]. PD-L1 wurde ebenso auf nicht-hematopoetischen
Zellen gefunden und seine Expression wird in vielen Zell-Typen nach Aktivierung
hochreguliert. Sowohl IFN-Typ I als auch -Typ II bewirken eine Verstarkung der PD-L1-
Expression [Eppihimer et al., 2002, Schreiner et al., 2004]. Durch Analysen des humanen
PD-L1-Promoters konnten zwei IRF-1 (IFN regulatory factor-1) Bindungsstellen in
der Néhe des Transkriptionsstartes detektiert werden, von denen die konstitutive und
induzierte Expression von PD-L1 abhéngt [Lee et al., 2006]. Neben der Bindung an
PD-1 konnte von Butte et al. eine Bindung von PD-L1 an CD80 nachgewiesen werden,
die tiber bidirektionale Interaktion zur Inhibition von T-Zell-Antworten fithren kann

[Butte et al., 2007].

PD-L2 (programmed death-ligand 2) ist der zweite Ligand von PD-1 [Latchman et al.,
2001]. Er ist ein Typ-I-Transmembran-Molekiil und wird durch das Gen Pdcdlg2 kodiert.
Es liegt in unmittelbarer Nahe zum PD-L1 Gen und besitzt 7 Exons im Menschen sowie
6 in der Maus. Wahrend PD-L2 in der Maus nur eine kurze zytoplasmatische Doméne
besitzt, liegt im Menschen eine langere Doméne vor. Diese besitzt zwar keine bisher
entdeckten Signal-Motive, ist aber in verschiedenen Spezies konserviert, so dass eine
funktionelle Rolle nicht ausgeschlossen werden kann [Keir et al., 2008]. Es sind mehrer
Spleiflvarianten von PD-L2 aus humanen peripheren mononukleiren Blutzellen bekannt.
Diese verlieren zum Teil ihre Bindungskapazitat an PD-1 bzw. liegen moglicherweise in
16slicher Form vor [He et al., 2004]. Die PD-L2-Expression kann in Dendritischen Zellen,
Makrophagen und aus dem Knochenmark stammenden Mastzellen induziert werden.

AuBerdem wird es auf einem Teil der ruhenden, peritonealen B1-Zellen exprimiert [Zhong
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et al., 2007]. Es kann durch GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor),
IL-4 und IFN-vy in Monozyten und Makrophagen induziert werden [Yamazaki et al.,
2002, Loke and Allison, 2003].

=00 [ Je——"

CD86 CD28
“— p Koinhibition

CD80 | CTLA-4

PD-L1 \ b Koinhibition

PD-L2

Abbildung 1.1.2: Ubersicht der Rezeptor-Liganden-Interaktion. CD28 bindet an CD80 und
CD86 was zu einem kostimulatorischen Einfluss auf die T-Zell-Aktivierung fiihrt. CTLA-4 ist
ebenfalls ein Rezeptor fir CD80 und C86 mit héherer Bindungsaffinitat als CD28 und vermittelt
ein koinhibitorisches Signal. Der Rezeptor PD-1 bindet an die Liganden PD-L1 und PD-L2 und
|6st dadurch auch inhibitorische Signale aus. Zusatzlich kann es zur Bindung von PD-L1 an CD80
kommen, welche ebenfalls inhibitorische Signale libermitteln kann.

Der Einfluss des PD-1-Signalweges ist in diversen Modellen muriner Erkrankungen
naher untersucht worden. So beschaftigten sich einige Studien mit dem Einfluss von
PD-1 auf die Entwicklung von Autoimmunitat und Toleranzinduktion. Hierfiir wurde
das NOD-Modell gewéhlt, welches das murine Modell fiir autoimmune T-Zell-vermittelte
Diabetis darstellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Defizienz bzw. Blockade von PD1
oder PD-L1 zu einem schnellen und starken Ausbruch von Diabetis in diesen Méusen
fithrte [Ansari et al., 2003, Wang et al., 2005, Fife et al., 2006]. Diese Studien konnten
den grofien inhibitorischen Einfluss des PD-1/PD-L1-Signalweges aufzeigen. Auch in der
EAE (ezperimental autoimmune encephalomyelitis) dem murinen Modell der Multiplen
Sklerose wurde durch Antikorperapplikation die Funktion von PD-1 untersucht. Es
zeigte sich eine Verstarkung der Erkrankung nach Rezeptor-Blockade [Salama et al.,
2003], wobei nachfolgende Untersuchungen eine Regulation in Abhéngigkeit vom Maus-
Stamm feststellen konnten [Zhu et al., 2006]. Auch in Modellen chronischer viraler
Infektionen ist der Einfluss von PD-1 untersucht worden. In diesen Erkrankungen kommt

es zur Ausbildung eines erschopften Phéanotyps der virusspezifischen T-Zellen, welche
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dadurch ihre Effektor-Funktionen verlieren ohne jedoch in Apoptose zu gehen. Durch
diese Unreaktivitdt der CD8" T-Zellen bedingt kann die Infektion persistieren und
ihre Chronizitét entwickeln [Wherry and Ahmed, 2004]. Fir humane HIV-Infektionen
konnte gezeigt werden, dass die PD-1-Expression mit dem Erschopfungszustand der
T-Zellen korreliert. Ebenso konnte eine Korrelation der PD-1-Expression sowohl mit der
viralen Last der untersuchten Individuen als auch mit dem Fortschreiten des Krank-
heitsverlaufs gezeigt werden [Petrovas et al., 2006, Day et al., 2006, Trautmann et al.,
2006]. In einem murinen Modell der LCMV-Infektion gelang es durch die Blockade der
PD-1/PD-L1-Interaktion den erschépften T-Zell-Zustand aufzuheben, gefolgt von einer
Reduktion der viralen Last und verbesserten Kontrolle der Infektion [Barber et al.,
2006]. Auch in bakteriellen chronischen Infektionen konnte der inhibitorische Einfluss
von PD-1 nachgewiesen werden. In einer H. pylori-Infektion konnte durch anti-PD-L1-
Antikorperapplikation eine Verbesserung der T-Zell-Proliferation und IL-2-Sekretion
erzielt werden [Das et al., 2006]. In Ko-Kultivierungs-Versuchen konnte ein Einflufl von
PD-L1 in H. pylori-Infektionen auf die Balance zwischen Effektor- und regulatorischen
T-Zellen nachgewiesen werden [Beswick et al., 2007]. Auch im Rahmen der Immunsup-
pression durch Tumore ist der PD-1/PD-L1-Signalweg untersucht worden. So konnte in
einer Vielzahl von Tumoren eine PD-L1-Expression nachgewiesen werden, welche in
den meisten Fallen mit ungiinstigen Krankheitsprognosen einherging. Die Expression
von PD-L1 schien in diesen Studien das Voranschreiten der Tumorentwicklung sowie
deren Ausbreitung zu begiinstigen. Aufgrund der Relevanz der PD-/PD-L1-Expression
in Tumorerkrankungen, kam es zur Entwicklung humaner monoklonaler anti-PD-1-
sowie anti-PD-L1-Antikorper, deren Effektivitat zur Zeit in klinischen Studien getestet
wird. Die Pharmakodynamik, Toxizitdt und Sicherheit des entwickelten anti-PD-1-
Antikorpers wurde in Phase-I-Studien erfolgreich getestet [Flies et al., 2011]. Die in
diesen Studien erzielten Ergebnisse und die bereits zu diesem frithen Zeitpunkt der
klinischen Studien merkbare anti-Tumor-Aktivitat fiihrten zu Folgestudien. In diesen
wurden weitere Untersuchungen zur Ermittlung der Sicherheit, maximalen Dosis und
klinischen Aktivitat durchgefiihrt [Topalian et al., 2012]. Auch eine Blockade von PD-L1
durch einen humanen, monoklonalen anti-PD-L1-Antikérper konnte bis in die Phase

der klinischen Studien fortschreiten [Brahmer et al., 2012].

Im Gegensatz zu den in diesen Studien nachgewiesenen inhibitorischen Effekten, konnte

in einigen Studien eine kostimulatorische Wirkung des PD-1/PD-L1-Signalweges auf
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die T-Zell-Antwort nachgewiesen werden. So kam es in Studien zu Infektionen mit
Listeria monocytogenes zu einer reduzierten Anzahl aktivierter CD8" T-Zellen und
verringerter Zytokinsekretion durch anti-PD-L1-Antikorper-Applikation [Rowe et al.,
2008, Seo et al., 2008]. Auch in einigen weiteren Modellen kam es zu Hinweisen auf eine
kostimulatorische Funktion von PD-L1 [Dong et al., 1999, Tamura et al., 2001, Subudhi
et al., 2004]. Faktoren verschiedenster Art, von einer Modulation der T-Zell-Antwort in
Abhéangigkeit vom Entwicklungsstatus der T-Zellen, tiber eine potentiell kontradiktorisch
wirkende Antikorper-Applikation, bis hin zu einem potentiellen weiteren, koinhibitorisch
wirkenden Rezeptor fiir PD-L1 konnten diese gegenséatzlichen Resultate hervorgerufen

haben. Dies zu ermitteln wird Gegenstand zukiinftiger Studien sein.

1.1.3 Memory-T-Zellen

Wahrend es nach T-Zell-Aktivierung zur klonalen Expansion der CD8" T-Zellen kommt,
treten diese im Anschlufl in die Kontraktionsphase ein. Ein Teil der antigenspezifischen
Population persistiert jedoch weiterhin und tréagt zur Bildung des immunologischen
Gedachtnisses bei. Dieses gewéhrleistet eine ziigige Abwehr von Pathogenen und setzt
sich u.a. aus CD8" Memory-Zellen zusammen, welche sich in zwei Hauptgruppen
unterteilen lassen. Die eine Gruppe ist die der zentralen Memory-Zellen (T¢ps). Neben
der Expression des Hyaluronsidurerezeptors CD44 [Pihlgren et al., 1996] und CD127
[Harty and Badovinac, 2008], deren Expression allen Memory-Zellen gemein ist, werden
sie durch die Expression von CCR7 (C-C' chemokine receptor type 7) und CD62L auf
ihrer Oberfliche abgegrenzt [Sallusto et al., 2004]. Als Homing-Rezeptor vermittelt
CDG62L (L-Selektin) den zentralen Memory-Zellen den Eintritt in die Lymphknoten
[Rosen, 2004], unterstiitzt von dem Chemokin-Rezeptor CCR7 [Potsch et al., 1999],
so dass diese Teilpopulation primér in lymphoiden Organen zirkuliert [Sallusto et al.,
2004]. Ty zeichnen sich durch eine schnelle Proliferation und IL-2-Produktion nach

Antigenkontakt aus und konnen nach Differenzierung Effektor-Funktionen iibernehmen.

Die zweite Gruppe wird als Effektor-Memory-Zellen (Tgys) bezeichnet. Diese expri-
mieren weder CCR7 noch CD62L und halten sich hauptséachlich in der Peripherie in
nicht-lymphoiden Geweben auf [Sallusto et al., 2004, Masopust, 2001]. Ty besitzen
zytotoxische Aktivitdt, produzieren Zytokine und sind in der Lage, schnell Effektorfunk-

tionen nach Antigenkontakt auszuiiben.
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Die genaue Entstehung und Differenzierung des Memory-Kompartments konnte noch
nicht abschlieend geklért werden. Aus den bisherigen Erkenntnissen liefen sich zwei
Modelle der Memory-Entwicklung ableiten. Das erste Modell geht von einer linearen
Entwicklung der Zellen aus. Hiernach entstehen aus den naiven T-Zellen die T-Effektor-
Zellen, gefolgt von der Stufe der Tgys aus denen sich letztendlich die T¢gjs bilden
[Wherry et al., 2003]. Das zweite Modell geht von einer Vorlauferzelle aus, aus der sich
Tecar bilden kénnen, ohne die Effektor-Phase durchlaufen haben zu miissen [Manjunath
et al., 2001]. Jedoch wére auch eine Kombination beider Modelle denkbar, bei der

lineare Entwicklung und direkte T¢j-Entstehung koexistieren wiirden.

Neben den beiden bekannten Haupt- Memory-Populationen konnten Gebhardt et al.
im Rahmen einer Herpes-Simplex-Virusinfektion eine weitere Gruppe an Memory-
Zellen identifizieren. Sie zirkulieren nicht durch die Peripherie, sondern residieren nach
Infektion dauerhaft in der Haut und den sensorischen Ganglien. Aufgrund ihres lokalen
Vorkommens werden sie als resident memory T Cells (TRM) bezeichnet [Gebhardt
et al., 2009].

1.1.4 Immunisierung durch ACT-OVA

Es existieren eine Vielzahl verschiedener Methoden eine T-Zell-Aktivierung durch
Immunisierung auszultsen. Jedoch kann es, wie im Fall von LPS und Adjuvantien,
zu einer breiten Aktivierung des Immunsystems kommen. Andere Methoden fithren
zwar, wie im Falle des DEC-205-Targetings, zu einem Einschleusen des gewiinschten
Antigens in die Dendritische Zelle [Jiang et al., 1995], sind jedoch auf Cross-Prasentation

angewiesen und fithren zur Aktivierung sowohl von CD8" als auch von CD41 T-Zellen.

Bei der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Vakzine ACT-OVA dagegen, kommt
es ausschlieflich zur Aktivierung von CD8% T-Zellen tiber den MHC-Klasse I Pra-
sentationsweg. ACT-OVA ist die genetisch verdnderte Adenylatcyclase aus Bordetella
pertussis. B. pertussis ist ein gramnegatives Stabchenbakterium und der Erreger des
Pertussis (Keuchhusten). Die Adenylatcyclase wird als Haupttoxin von B. pertussis
produziert und ist ein wichtiger Faktor bei der Besiedlung des respiratorischen Traktes
wahrend einer Infektion. Sie ist bifunktional und besitzt sowohl hémolytische als auch

AdenylatCyclase-Aktivitat. Die Intoxikation der Zielzelle besteht aus einem zweistufigem
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Mechanismus. ACT bindet an die Membran eukaryotischer Zellen, dabei weist sie eine
hohe Affinitét fiir eukaryotische, CD11b/CD18 exprimierende Zellen, wie z.B. Dendriti-
schen Zellen auf [Ladant and Ullmann, 1999, Guermonprez et al., 2001]. Als zweiten
Schritt nach der Bindung transloziert sie ihre katalytische Doméane in das Zytosol der
Zielzelle. Thre N-terminale katalytische Doméne setzt sich aus zwei Untereinheiten (T25
und T18) zusammen. Diese konnen mit endogenem Calmodulin (CaM) einen Komplex
bilden, wodurch CaM die Katalyse von ATP (Adenosintriphosphat) zu cAMP (cycli-
sches Adenosinmonophosphat) aktiviert. Aufgrund ihrer Féahigkeit, ihre katalytische
Domane direkt in das Zytosol antigenpésentierender Zellen zu translozieren, stellt sie ein
geeignetes Trégermolekiil dar, um heterologe Antigene in den MHC-Présentationsweg
einzuschleusen [Ladant and Ullmann, 1999]. Gezeigt wurde dies u.a. von Tartz et al. im
Rahmen einer Malaria-Immunisierung [Tartz et al., 2006, 2008]. Um die hier ungewollte,
toxische Aktivitat der Adenylatcyclase zu inhibieren, die aus der Anreicherung von
cAMP in der Zelle resuliert, wurden zusitzlich an Position 188/189 die Aminosiuren
Glycin und Phenylalanin inseriert. Das verwendetete Fusionsmolekiil enthélt an Position

108 seiner katalytischen Doméne das SIINFEKL-Peptid des Ovalbumin-Proteins als
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Abbildung 1.1.3: B. pertussis Adenylatcyclase. Die Adenylatcyclase von Bordetella pertussis
bindet an die Membran eukaryotischer Zellen. Es folgt die Insertion der a-helikalen Strukturen der
porenbildenden Domaéne in die Zellmembran der Zielzelle. AnschlieBend kommt es zur Translokation
der katalytischen Doméane in das Zytosol der Zelle und dem damit verbundenem Einschleusen von
Peptidantigenen in den Klasse I-MHC-Prasentationsweg.
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1.1.5 Listeria monocytogenes

Eine protektive Immunantwort auf eine Infektion mit L. monocytogenes ist von den
Mechanismen der CD8' T-Zellen abhangig, was L. monocytogenes zu einem beliebten

Modell-Organismus zur Erforschung der T-Zell-Antwort gemacht hat.

Listeria monocytogenes ist ein grampositives, stabchenférmiges Bakterium und gehort zu
den Phylum firmicutes. Es ist fakultativ anaerob, nicht-sporenbildend und beweglich bei
geringen Temperaturen. Es ist angepasst an unwirtliche Lebensumstéinde wie extreme
pH-Werte, hohe Salzkonzentrationen und niedrige Temperaturen. Diese Anpassungsfé-
higkeit kann zu Nahrungsmittelkontaminationen fiihren welche eine Listeriose auslosen
konnen [Cossart, 2011]. Besonders gefahrdet sind hierbei schwangere Frauen, éltere
Menschen und solche mit beeintréachtigtem Immunsystem. Da Listeria monocytogenes
die intestinalen Barrieren durchqueren kann, kommt es zum Einfall des Bakteriums in
das intestinale Epithelium was in einer Gastroenteritis resultieren kann. Auch besitzt L.
monocytogenes die Fahigkeit, die feto-plazentale Barierre zu durchdringen. Dies kann
zu einer Infektion des Fotus und einem septischen Abort fithren. Ebenso kann das
Bakterium die Blut-Hirn-Schranke durchqueren und damit Meningitis und Enzephalitis
auslosen [Condotta SA, Richer MJ, Badovinac VP, 2012]. Um Folgeschaden zu vermei-
den, ist eine frithzeitige Diagnose der Infektion mit Listerien essenziell. Die Infektion
kann durch Gabe von Amoxillin und Gentamicin therapiert werden [Cossart, 2011].
Jedoch nicht nur Menschen, sondern alle bisher untersuchten Mammalia zeigten sich

suszeptibel fiir eine Listerien-Infektion [Pamer, 2004].

Zu der Gruppe der Listeria gehoren aufler Listeria monocytogenes noch Listeria iva-
novii, Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, Listeria grayi, Listeria
marthii sowie Listeria rocourtiae. Mit Ausnahme von L. iwanovii, welches Tiere und
dabei insbesondere Wiederkduer und Schafe infizieren kann, sind diese jedoch nicht
pathogen. Listeria monocytogenes kann in verschiedenen Formen vorliegen. Neben
einer planktonartigen Form, exisiteren Listerien auch als Biofilm und L-Form, welche

Peptidoglykan- und Zellwand-defiziente Bakterien-Derivate sind [Cossart, 2011].

Da Mause bedingt durch eine Abweichung des humanen vom murinen E-Cadherin
eine Resistenz gegeniiber einer Infektion des Intestinums mit Listeria Monocytogenes
aufweisen [Lecuit et al., 2001], werden die Baktieren im Labor Mausen hauptséchlich

intraperitoneal oder intravends appliziert. Auf natiirlichem Wege findet die Infektion
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durch orale Aufnahme statt. Das Bakterium gelangt so in den Gastrointestinaltrakt,
wo es intestinale Epithelzellen infiziert. Hierzu exprimiert das Bakterium Internalin A
(InlA) auf seiner Oberfléche. Dieses interagiert mit dem auf der Epithel-Zelloberflache
exprimiertem E-Cadherin und vermittelt so das Eindringen in die Zelle [Gaillard et al.,
1991]. Durch die Durchquerung der epithelialen Zellschichten gelangen die Bakterien in
die Blutzirkulation und erreichen auf diesem Weg weitere Organe wie Milz und Leber.
Auf Hepatozyten wird der hepatocyte growth factor receptor exprimiert, an welchen ein
anderes Oberflaichenmolekiil des Bakteriums, das Internalin B (LnlB) binden kann. Dies
vermittelt das Eindringen in die Leberzellen [Shen et al., 2000]. In der Zelle angelangt
sekretiert Listeria monocytogenes den Virulenzfaktor Listeriolysin O (LLO). Dieser
zerstort die phagosomale Membran und ermoglicht dem Bakterium den Ausbruch aus
dem Phagosom [Bielecki et al., 1990]. Im Zytosol angelangt kommt es zur polaren
Expression des actin-assembly-inducing proteins (ActA). Dieses fithrt zu einer Actin-
Polimerisierung, durch welches die Fortbewegung des Bakteriums durch das Zytosol der
Zelle gewahrleistet wird [Domann et al., 1992, Kocks et al., 1992]. Es kann so auch zu
einem FEindringen in Nachbarzellen kommen. Durch erneute Produktion des LLOs, einer
sekretierten Form einer Zink-Metallo-Proteinase (Mpl) sowie der phosphatidylcholin-
spezifischen Phospholipase PlcB, kommt es zum erneuten Ausbruch aus der zweiten

Vakuole [Pamer, 2004].
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1.2 Fragestellung

Die Modulation sowohl der T-Zell-Aktivierung als auch der T-Zell-Differenzierung ist
ein Faktor, der entscheidend zur Entwicklung der T-Zell-Antwort beitragt. Durch diese
Modulation wird gewéhrleistet, dass das Gleichgewicht zwischen der Immunantwort
gegen Pathogene einerseits und dem Erhalt der Selbst-Toleranz andererseits erhalten
bleibt. Hierzu tragen eine Reihe von koinhibitorischen Rezeptor-Liganden-Paaren bei.
Einer dieser Rezeptoren ist PD-1, welcher auf T-Zellen nach deren Aktivierung exprimiert
wird. Er bindet an seine Liganden PD-L1 und PD-L2, welche konstitutiv als auch

induziert auf antigenpréasentierenden Zellen exprimiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss von PD-1 auf die Aktivierung und Diffe-
renzierung der T-Zell-Antwort untersucht werden, da wenig bekannt ist {iber die Rolle

von PD-1 im frithen Stadium der T-Zell-Antwort.

Zur T-Zell-Aktivierung sollte eine Immunisierung mit dem SIINFEKL-Peptid des
Ovalbumin-Proteins durchgefithrt werden. Als Antigentriager sollte die Adenylatcyclase
aus Bordetella pertussis (ACT-OVA) verwendet werden. Um die Funktion von PD-1
auf CD8" T-Zellen spezifisch untersuchen zu konnen, sollte vor der Immunisierung ein
Transfer von PD-1defizienten OT-I CD8" T-Zellen, sowie OT-1 Wildtyp-Kontrollzellen,

durchgefithrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss von PD-1 auf die Entwicklung der an-
tigenspezifischen, aktivierten CD8% T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Immunisierung, sowohl im Hinblick auf ihre Anzahl als auch auf ihre Funktion hin, unter-
sucht werden. Desweiteren sollte der Phénotyp der vakzine-induzierten, PD-1-defizienten

Memory-Zellen analysiert werden.

Die Funktionalitit der persistierenden Memory-Zellen sollte durch eine Infektion mit

dem OVA-exprimierenden Listerien-Stamm Listeria monocytogenes untersucht werden.

Anschliefend sollten durch die Applikation eines anti-PD-1-Antikorpers Hinweise auf
eine mogliche therapeutische Anwendung der Blockade des PD-1/PD-L1-Signalweges

gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerdte

Bezeichnung

Analysenwaage

COg-Inkubator Hera Cell 150
Durchflusszytometer LSRII
Durchflusszytometer C6
Inokulationsose
Invers-Mikroskop Nikon TMS
MidiMacs Zellseparationssystem
Mikroskop Axiostar plus
Pipetten

Pipettus

Sterile Arbeitsbank B-[MaxProl?
Vortex '"MS1 Minishaker’
Wasserbad Thermomix MM

Wasserdeionisierungsanlage

Kunststoffbeutel "Whirl-pak bag’

Zentrifuge Centrifuge 5810R
Zentrifuge Megafuge 1.0R

Hersteller

SartoriusAG, Gottingen
ThermoScientific, Waltham,USA
BDBioscience, Heidelberg
BDBioscience, Heidelberg
Greinerbio — one, Frickenhausen
NikonInstruments, Badhoevedorp
MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach
Zeiss, Oberkochen

Eppendorf, Hamburg und Gilson, Middleton
Abimed, Langenfeld

Berner, Elmshorn

IKA Labortechnik, Staufen
B.Braun, Melsungen

SGClear, Barsbittel

Nasco, Wisconsin, USA
Eppendorf, Hamburg

HeraeusInstruments, Hanau
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2.1.2 Glas- und Kunststoffware

Bezeichnung

Einmal-Injektionskaniilen (0,4 x 20 mm)

Eppendorf Reaktionsgefiafie (1,5 und 2 mL)

FACS-Ro6hrchen
Glaspipetten
MACS-Separationssidulen LS

Neubauer Ziahlkammer (0,1 x 0,0025 mm?)

Petri-Schale

Pipettenspitzen

Spritzen 1 mL

Spritzen 5 mL

Sterilfilter (0,2 pm)
Zellkulturplatten 96-well

Zellsiebe Cell strainer (70 pm)
Zentrifugenréhrchen (15 und 20 mL)

2.1.3 Chemikalien

Hersteller

Braun, Melsungen

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Brand, Wertheim

Miltenyi, Biotec, Bergisch Gladbach
Hecht — Assistent, Sondheim
Sarstedt, Niimbrecht

Greinerbio — one, Frickenhausen
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Sarstedt, Niimbrecht

Greinerbio — one, Frickenhausen
BDBioscience, Heidelberg

Greinerbio — one, Frickenhausen

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.
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2.1.4 Material fiir zellbiologische Arbeiten

Bezeichnung

Bacto Agar

Bacto Tryptic Soy Broth
Bovines Serum Albumin (BSA)
CFSE

Fotales Kalberserum
Gentamicin-Losung

GolgiStop

Incidin Liquid

L-Glutamin

MACS CD8*T-Zell Separations-Kit
NycoPrep Universal
Rinderserumalbumin

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin)
PBS

Trypanblau

Hersteller

BDBioscience, Heidelberg
BDBioscience, Heidelberg
ServaFeinbiochemika, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

PAA, Pasching, Osterreich
BDBioscience, Heidelberg
BDBioscience, Diisseldorf
PAA, Pasching, Osterreich
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Axis — Shield,Oslo, Norwegen
Serva, Feinbiochemika, Heidelberg
PAA, Pasching, Osterreich
PanBiotech, Aidenbach

Sigma, Deisenhofen

Zellfixierungslosung, “BD Cytofix / Cytoperm” BDBioscience, Heidelberg
Zellpermeabilisierungslosung, “BD Perm / Wash” BDBioscience, Heidelberg
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2.1.5 Kulturmedien, Puffer und Stammldsungen

Erythrozytenlyse-Puffer

10% 01 M TrisHCI (pH 7,5)
90% 0,16 M Ammoniumchlorid

Facs-Puffer

1%  FCS
0,1% Natriumazid (NaN3) in PBS

Fotales Kalberserum

Inkubation bei 56°C fiir 45 min. zur Komplementinaktivierung

MACS-Puffer

2mM EDTA
0,5% BSA in 1x PBS

10x PBS (Phosphate Buffered Saline)

80 g Natriumchlorid (NaCl)
2g Kaliumchlorid (KCI)
14,4 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat (Nay;HPO,)
24 ¢  Kaliumdihydrogenphosphat (KHyPO,)
ad 1 L dH50O

pH 74
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RPMI 10% FCS (Vollmedium)

500 mL.  RPMI 1640

50 mL  FCS

5 mL Glutamin (200mM)

2,5 mL  Gentamicin (10 mg / mL)

Trypanblau-Losung

2 mg in 100 mL. PBS

TSB-Agar

10 g Bacto Agar
15 g Casein- Soja-Pepton-Medium
500 mL  ddH,O
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2.1.6 Antikorper

Bezeichnung
anti-CD8-eFluor450
anti-CD19-Fitc
anti-CD19-PE
anti-CD45-PerCP
anti-CD62L-Fitc
anti-CD62L-PE
anti-IFN-v-APC
anti-IFN-v-Fitc
anti-1L-2-APC
anti-PD-1-PE
anti-PD-1

anti-H-2K’SIINFEKL-Pentamer-APC
anti-H-2K? SIINFEKL-Dextramer-APC

Klon
53-6.7
1D3

6D5
30-F11
MEL-14
MEL-14
XMG1.2
XMG1.2
JES6-5H4
J43

8AT

Pro5 MHC

Hersteller

ebioscience, San Diego, USA
ebioscience, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA

BD Biosciences, New Jersey, USA
BD Biosciences, New Jersey, USA
BD Biosciences, New Jersey, USA
BD Biosciences, New Jersey, USA
BioLegend, San Diego, USA
ebioscience, San Diego, USA

BD Biosciences, New Jerrsey, USA
BNI, Hamburg

ProImmune, Ozford, UK

Immudezx, Kopenhagen, Danemark
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2.1.7 Maus- und Listerienstamme

Bezeichnung

Mus musculus C57B1/6

Mus musculus C57B1/6 PD-L1 ko
Mus musculus C57B1/6 OT-1

Mus musculus C57B1/6 OT-1 PD-1 ko

Listeria monocytogenes LmOVA

Herkunft
Charles River, Sulzfeld
BNI, Hamburg

BNI, Hamburg und UKFE, Hamburg
UKFE, Hamburg
UKE, Hamburg
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2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 lIsolation muriner Milzzellen

Zur Isolation muriner Milzzellen wurde den durch COs-Inhalation getdteten Mausen die
Milzen entnommen. Diese wurden mithilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb (0,2
pm) gerieben und mit 10 mL PBS gespiilt. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10 mL Erythrozytenlyse-Puffer aufgenommen.
Die Suspension wurde abzentrifugiert und nach zweimaligem Waschen mit 10 mL PBS
in 5 mL Zellkulturmedium aufgenommen. Anschliefend folgte die Bestimmung der

Zellzahl.

2.2.2 Zellseparation von CD8" OT-1 WT und OT-I PD-1 ko
T-Zellen

Es wurde eine Zellsuspension aus den Milzen von OT-I WT und OT-I PD-1 ko C57Bl/6-
Mausen hergestellt. Mithilfe eines MACS-Separationskits wurden anschliefend die CD8"
T-Zellen isoliert. Dazu wurden je 1x10® Zellen mit einer entsprechenden Menge einer
Antikorper-Suspension fiir 10 min bei 4°C inkubiert. Es folgte die Zugabe einer ent-
sprechenden Menge MACS-Pfuffer und einer Suspension magnetischer Beads. Es folgte
eine Inkubation fiir 15 min bei 4°C. Nach einem Waschschritt mit der 10fachen Menge
MACS-Puffer wurden je 1x10® Milzzellen in 500 L. MACS-Puffer aufgenommen. Diese
Suspension wurde auf eine, sich in einem Magnet-Feld befindliche L.S-Saule gegeben.
Die Separation erfolgte durch negative Selektion. Hierbei werden alle Zellpopulatio-
nen, aufler der gewiinschten, mit Antikoérpern markiert. An diese Antikorper werden
im zweiten Inkubationsschritt magnetische Beads gekoppelt. Bedingt durch das, die
Saule umgebende, Magnetfeld wurden alle antikorpermarkierten Zellen in der Saule
zuriickgehalten, wiahrend die unmarkierten CD8% T-Zellen die Saule passierten und
in einem Zentrifugationsrohrchen aufgefangen wurden. Die Sédule wurde drei Mal mit
jeweils 3 mL MACS-Puffer gewaschen. Anschlieend erfolgte die Zellzahlbestimmung
der isolierten CD8" T-Zellen.
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2.2.3 lIsolation muriner Leberlymphozyten

Zur Isolation muriner Leberzellen wurde den durch COs-Inhalation getdteten Mausen
die Leber entnommen. Diese wurde mithilfe eines Spritzenstempels durch ein Zellsieb
(0,2 pm) gerieben und mit 10 mL Zellkulturmedium gespiilt. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 10 mL Erythrozytenlyse-
Puffer aufgenommen. Nach Zentrifugation und einmaligem Waschen wurden die Zellen
in 1 mL FCS-freiem Zellkulturmedium aufgenommen. Es wurden 5,5 mL einer 30%igen
Nycoprep-Verdiinnung hinzugefiigt und die Suspension unter 2 mL FCS-freies Zellkul-
turmedium geschichtet. Durch die Zugabe von Nycoprep zur der Zellsuspension und der
Unterschichtung unter FCS-freies Zellkulturmedium wurde ein Dichtegradient erstellt,
der zur Abtrennung der Leberlymphozyten von den restlichen Zellen und Zellorganellen
fithrt. AnschlieSend wurde fiir 20 min bei 4°C und 2500 rpm ohne Bremse der Gradient
zentrifugiert. Die sich in der ringférmigen Interphase befindlichen Leberlymphozyten
wurden abpipettiert und zwei Mal mit je 10 mL Zellkulturmedium gewaschen. Sie wurden

anschliefend in 500 pL Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

2.2.4 Zellzihlung

Zur Ermittlung der Zellzahl einer Zellsuspension wurde eine Neubauer-Zahlkammer
verwendet. Neben der Erstellung einer geeigneten Verdiinnung wurde die Zell-Suspension
1:2 mit Trypanblau versetzt um die Anzahl der vitalen Zellen zu ermitteln. Durch
Eindringen in die Zellmembran toter Zellen farbt dieser Farbstoff tote, nicht aber vitale
Zellen selektiv blau. Die Verdiinnung wurde in die Neubauer-Zéhlkammer pipettiert
und die Zellzahl je Grofiquadrat unter dem Mikroskop ermittelt. Der Mittelwert von 4
Grofquadraten wurde, nach Multiplizieren mit dem verwendeten Verdinnungsfaktor,

mit 10* multipliziert, um die Zellzahl pro mL zu erhalten.
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2.2.5 Antigenspezifische Restimulation isolierter Milzzellen

Zur antigenspezifischen Restimulation wurden 1x10° aus den Milzen der immunisierten
Tiere isolierte Milzzellen in einem Volumen von 200 pL Zellkulturmedium aufgenommen.
Diese Suspension wurde mit 0,1 pg/ml SIINFEKL und 0,6 pL Golgi-Stop fiir 4 h bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Die Antigen-Zugabe fiihrte zur Restimulation der durch
die Immunsierung bereits aktivierten T-Zellen und 16ste eine erneute Aufnahme der
Zytokinproduktion aus. Im Anschluf§ erfolgte die Farbung und durchflusszytometrische
Analyse der Zytokinproduktion.
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2.2.6 Zytotoxizitatstest

Zur Funktionsuntersuchung von CD8' T-Zellen in vivo wurde ein Zytotoxizitats-
test durchgefithrt. Hierzu wurde aus den Milzen naiver C57Bl/6-Méause eine Milzzell-
Suspension hergestellt. Diese wurde halbiert und die eine Halfte mit 1 pg/mL SIINFEKL
fiir 45 min bei 37°C inkubiert, wihrend die andere Hélfte unter gleichen Bedingun-
gen, jedoch ohne Peptid-Zusatz, inkubierte. Nach einem Waschschritt mit 10 mL PBS
wurden die Zell-Pellets in 3 mL PBS/0,1% BSA (37°C warm) aufgenommen. Die im
Vorfeld mit Peptid beladenen Zellen wurden mit einer Endkonzentration von 8uM CFSE
(Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-Ester), der zweite Ansatz mit 2uM CFSE fir 2 min
bei 37°C inkubiert. Bei CFSE handelt es sich um einen membrangéngigen Zellfarbstof,
welcher im Zytosol der Zelle durch intrazellulare Esterasen strukturell verandert wird.
Dies fithrt zur Umwandlung in seine fluoreszente Form, welche kovalente Bindungen
zu Zellstrukturen ausbildet und so in der Zelle verbleibt. Nach der Inkubation mit
CFSE folgten 3 Waschschritte mit je 10 mL PBS, wobei das PBS im Zuge des zweiten
Waschschrittes vor dem Abzentrifugieren fiir 10 min bei 37°C auf den Zellen belassen
wurde. Beide Zellsuspensionen wurden zu gleichen Teilen gemischt und die Zellzahl
bestimmt. Anschliefflend wurden je 1x107 Zellen / 200 pL in immunisierten Méuse
intravenos injiziert. Als Kontrolle wurde eine naive Maus verwendet. Nach 5 Stunden
wurden die Tiere mithilfe von CO4 getotet und die Milzen entnommen. Es folgte die
Isolation der Milzzellen. AnschlieBend wurden die Milzzellen durchflusszytometrisch
analysiert. Die zwei transferierten Zellanséatze lieen sich in der durchflusszytometrischen
Analyse anhand der Farbung mit unterschiedlichen CFSE-Konzentrationen wiederfinden
und voneinander abgrenzen. Es wurde fiir jede Maus der prozentuale Anteil beider
Ansétze an den Gesamtzellen ermittelt und mithilfe folgender Formel die spezifische

Lyse errechnet.

CFSEMN o JOFSEY
% spezifische Lyse = |1 — U siert immunisiert | o))
vt ! < CFSEM" |CFSEly

Da der Ansatz, welcher mit einer hohen CFSE-Konzentration gefarbt wurde, im Vorfeld
mit spezifischem Antigen beladen wurde, dient dieser zur Ermittlung der zytotoxischen
Funktionalitét der in vivo persistierenden antigenspezifischen CD8T T-Zellen. Uber die
Veréinderung des Verhaltnisses, der zum Zeitpunkt des Zelltransfers zu gleichen Teilen

vorhandenen Zell-Anséitze, wurde die spezifische Lyse und damit die Funktionalitiat der
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vakzine-induzierten CD8% T-Zellen bestimmt.
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2.2.7 Durchflusszytometrische Analyse

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf den individuellen Eigenschaften der
verschiedenen Zellpopulationen. So kénnen Zellen aufgrund ihrer Granularitiat und Gro-
e voneinander abgrenzen werden. Durch das Vorbeileiten einer Einzelzellsuspension an
einem Laserstrahl, wird die Vorwartsstreuung sowie die Seitwartsstreuung ermittelt. Die-
se korrelieren mit Grofle respektive Granularitat der Zelle. Zusétzlich lassen sich Zellen
iiber die Expression von Oberflichenmarkern sowie bestimmter intrazellularer Proteine
unterscheiden. Diese werden vor der Messung mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten
Antikorpern gefarbt und anschliefend die Absorption des Lichts bei verschiedenen

Wellenlangen ermittelt.

Die Farbungen wurden in 96-well-Platten fiir 30 min. bei 4°C durchgefiihrt. Sofern
nicht anders angegeben wurden 1x10° Zellen pro well in einem Volumen von 15 uL
FACS-Puffer inkubiert. Die K*OVA-spezifischen Zellen wurden mit einem anti-H-2-K°-
Pentamer bzw. anti-H-2-K’-Dextramer, welche mit dem Peptid SIINFEKL beladen
waren, fiir 10 min bei Raumtemperatur gefarbt. Nach einem Waschschritt in 200 pL
FACS-Puffer (1200 rpm, 4°C, 6 min.) wurden alle weiteren monoklonalen Antikoérper
hinzugefiigt. Der Farbung schlossen sich zwei weitere Waschschritte an. Es folgte

unmittelbar die durchflusszytometrische Analyse.

Zur Detektion intrazellularer Zytokine wurden die Zellen fiir 15 min mit 100 pL
Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience) auf Eis fixiert und permeabilisiert. Es folgten zwei
Waschschritte mit 150 puL einer Perm/Wash-Losung. Darauthin wurden die Zellen
mit den fluoreszenzgelabelten Antikorpern 15 ul. Perm/Wash inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen zwei Mal mit 150 pl. Perm/Wash gewaschen und fiir die folgende
durchflusszytometrische Analyse in 150 pl. Perm/Wash resuspendiert.
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2.2.8 Bestimmung des Bakterientiters

Zur Bestimmung des Bakterientiters 3 Tage nach Infektion der immunisierten Mause
mit LmOVA wurden die Méuse durch zervikale Dislokation getdtet und Milz und
Leber entnommen. Die Milzen wurden in zwei gleich grofle Teile geteilt und die Hélfte
pars posterior fir die durchflusszytometrische Analyse verwendet. Die Halfte pars
anterior wurde in einem mit 1 mL sterilem HyO gefiillten Kunststoffbeutel verwahrt.
Das Milzgewebe wurde durch mechanische Disintegration zerstort und eine Suspension
hergestellt. Dies fithrte zum Aufschlufl der Zellen und der Freisetzung der Bakterien.
Die Suspension wurde in einer Verdiinnungsreihe in Schritten von 1:10 verdiinnt und
100 pL jeder Verdimnung auf eine TSB+2% Agar-Platte aufgetragen. Die Platten
wurden fiir 24 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend erfolgte die Ermittlung der LmOVA-
Kolonien je Platte und Verdiinnung. Durch Multiplikation der Kolonie-Zahlen mit dem

Verdiinnungsfaktor wurde die Bakterienlast / Organ ermittelt.

2.2.9 Tierversuche
2.2.9.1 Transfer von OT-1 WT und OT-I PD-1 ko CD8" T-Zellen

Es wurde eine Zellsuspension erstellt, welche 3x10°> OT-I WT bzw. OT-I PD-1 ko CD8*
T-Zellen in 200 plL sterilem PBS enthielt. Diese wurde den Rezipienten an Tag -1 des

Versuches intravends in die Schwanzvene injiziert.

2.2.9.2 Immunisierung mit ACT-OVA

Die Immunisierung erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 20 pug ACT-OVA in
200 pL sterilem PBS an Tag 0 des Versuches.

2.2.9.3 Infektion mit Listeria monocytogenes (LmOVA)

Die Miuse wurden an Tag 44 nach Immunisierung mit 2x10” LmOVA intravends infiziert.
Bei LmOVA handelt es sich um einen Stamm des Bakteriums Listeria monocytoge-
nes, welcher das SIINFEKL-Peptid des Ovalbumin-Proteins exprimiert und somit die

benotigte Antigenspezifitat aufweist.
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2.2.9.4 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden alle mit der Software “Graph Pad Prism”’
vorgenommen. Ess wurde der students t-test verwendet. * p<0.05, ** p<0.01,

6% §<0.005.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einflul des koinhibitorischen Rezeptors PD-
1 auf die Entwicklung der T-Zell-Population nach einer Immunisierung untersucht.
Hierzu wurden aufgereinigte OT-I PD-1 ko CD8" T-Zellen, welche einen transgenen
T-Zell-Rezeptor exprimieren, der spezifisch fiir ein Epitop des Ovalbumin-Proteins
ist, in C57Bl/6-Mause transferiert. Vergleichend wurden OT-I Wildtyp (WT) CD8*
T-Zellen in C57Bl/6-Méause transferiert. AnschlieBend wurde mit dem ensprechenden
Antigen (SIINFEKL-Peptid, OVAgs7_264) immunisiert. Als Antigentrager wurde ein
ACT-OVA-Fusionsmolekiil, auf Basis der Adenylatcyclase von Bordetella pertussis
gewahlt. Als erstes wurde die Entwicklung der antigenspezifischen T-Zell-Population
iiber einen Zeitraum von 6 Wochen verfolgt. Hierbei wurde im Besonderen die Expansion
und Kontraktion der CD8%TT-Zellen in Milz und Leber nach T-Zell-Aktivierung sowie
die Zusammensetzung des Memory-Kompartments untersucht. Anschliefend wurde
die Funktionalitit der persistierenden Memory-Population analysiert. Diese erfolgten
durch einen zytotoxischen T-Zell-Versuch sowie eine Infektion mit einem SIINFEKL-
exprimierenden Listeria monocytogenes Stamm. Abschlieend wurde der Einfluss der

PD-1-Blockade durch Einsatz von anti-PD-1-Antikérpern untersucht.
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3.1 Transfer von OT-1 PD-1 ko und OT-1 WT CD8"
T-Zellen in C57BI/6-Mause mit anschlieBender
Immunisierung durch ACT-OVA

Um zu untersuchen, ob eine Modulation der T-Zell-Population durch die Bindung von
PD-1 an seine Liganden PD-L1 und PD-L2 im Rahmen einer Immunisierung erfolgt,
wurden OT-I PD-1 ko CD8*% T-Zellen aus OT-I-Méausen auf C57Bl/6 Hintergrund
isoliert. Diese speziellen CD8"T-Zellen exprimieren ausschlieBlich einen T-Zell-Rezeptor,
der spezifisch ein Epitop des Ovalbumin-Proteins (OVAys7_964),das SIINFEKL-Peptid
auf MHC-I Molekiilen des Haplotyps H2-K’erkennt. Als Kontrollgruppe wurden OT-I
Wildtyp CD8" T-Zellen isoliert. Beide Ansitze wurden intravenos in die Schwanzvene
von C57Bl/6-Wildtyp-Rezipienten injiziert. Am darauffolgenden Tag wurden beide
Mausgruppen mit ACT-OVA immunisiert. Hierbei handelt es sich um die Adenylatcy-
clase von Bordetella pertussis die aus einer N-terminalen katalytischen Doméne, einer
porenbildenden sowie einer Calcium-bindenden Doméne aufgebaut ist. Das hier verwen-
dete Fusionsmolekiil enthalt das SIINFEKL-Peptid als Modellantigen innerhalb seiner
katalytischen Doméne an Position 108. Um die hier ungewollte toxische Aktivitat der
Adenylatcyclase zu inhibieren, wurden zusétzlich an Position 188/189 die Aminosduren
Glycin und Phenylalanin inseriert. ACT bindet hochaffin an CD11b/CD18 exprimieren-
de antigenprasentierende Zellen. Dort transloziert es seine katalytische Domane in das
Zytosol der Ziel-Zelle und kann somit als Tragermolekiil Modellantigene in den MHC-I-
Préasentationsweg einschleusen. Die Versuche wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Transfer und Immunisierung beendet und beiden Mausgruppen sowohl Milz als
auch Leber entnommen. Aus den Organen wurden die Lymphozyten isoliert und in

durchflusszytometrischen Analysen eingesetzt.
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Abbildung 3.1.1: Schema des Versuchsaufbaus. Es wurden 3x10°0T-I PD-1 ko CD8" T-Zellen
isoliert und naiven C57BI/6-Mausen an Tag -1 intravends injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt
3x10°0T-1 WT CD8* T-Zellen. An Tag 0 wurden beide Gruppen mit jeweils 20pg ACT-OVA
intraperitoneal immunisiert. An Tag 3, 5, 7, 15 und 42 erfolgte die Isolation von Milz- und
Leberzellen und ihre durchflusszytometrische Analyse.

3.1.1 Entwicklung antigenspezifischer CD8" T-Zellen in der Milz

im Zeitverlauf

Nach Entnahme der Milzen und Isolation der Milzzellen aus den immunisierten C57B1/6-
Méusen wurden die Zellen auf ihre Zusammensetzung hin untersucht. Im besonderen
Fokus stand hierbei die Ermittlung der antigenspezifischen und durch die Immunisie-
rung aktivierten CD8" T-Zellen. Hierzu wurden anti-CD45-,anti-CD8-, anti-CD19- und
anti-CD62L-Antikérper sowie ein H2-K°/OVAgs7_o64-Multimer eingesetzt und die Zellen
im Durchflusszytometer analysiert. Nach Ermittlung der CD8%-Population wurde diese
auf Aktivierung und Antigenspezifitdt hin untersucht. Dies wurde zu verschiedenen Zeit-
punkten von Tag 3 bis hin zu 6 Wochen nach Immunisierung durchgefiihrt, so dass die
Expansion, Kontraktion und Persistenz der antigenspezifischen CD8" T-Zell-Population
analysiert werden konnte. Abbildung 3.1.2 stellt die Ergebnisse dieser Untersuchun-
gen dar. Abbildung 3.1.2A zeigt exemplarisch Dot-Blots der durchflusszytometrischen
Analyse, dargestellt fir CD62L und K?OVA der Tage 5 und 7 nach Immunisierung. In Ab-
bildung 3.1.2B sind die aktivierten, antigenspezifischen CD8% Milzzellen als Zeitverlauf
von Tag 3 bis Tag 42 dargestellt. Wihrend die Frequenzen der CD62L/YK*OVA+CDS8*
T-Zellen an Tag 3 noch &hnliche Werte aufweisen, kommt es an Tag 5 zu einem starken
Anstieg der OT-I PD-1 ko Zellen wohingegen die OT-I WT Population im Vergleich nur
minimal expandiert. Von den untersuchten Zeitpunkten stellt Tag 5 den Héhepunkt der
T-Zell-Expansion dar, gefolgt von einer stetigen Abnahme beider Populationen an den
darauffolgenden Tagen. Obwohl sich die Frequenz der OT-I PD-1 ko Zellen von Tag 5

auf Tag 7 um beinahe die Hélfte verringert und es auch an den folgenden Zeitpunkten
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zu einer weiteren Abnahme der Population kommt, sinken die OT-I PD-1 ko CD8*
T-Zellen zu keiner Zeit auf die Werte der OT-I WT Zellen herab und persistieren auch
an Tag 42 noch auf einem hoheren Niveau als die Vergleichsgruppe. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass es durch die fehlende Interaktion von PD-1 mit seinen Liganden
zu einem starken Anstieg der aktivierten antigenspezifischen CD8" T-Zellen nach OT-I
PD-1 ko Transfer und folgender Immunisierung kommt, die Bindung von PD-1 sich
daher negativ auf die Proliferation bzw. moglicherweise verstiarkend auf die Apoptose

der antigenspezifisch aktivierten CD8% T-Zellen auswirkt.
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Abbildung 3.1.2: Anzahl der aktivierten SIINFEKL-spezifischen CD8" Milzzellen im Zeit-
verlauf. C57BI/6-Mausen wurden 3x10°aufgereinigte OT-I PD-1 ko CD8% T-Zellen und der
Kontroll-Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag spater wurden beide
Gruppen mit 20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An den Tagen 3, 5, 7, 15 und 42 nach
Immunisierung wurden die Milzzellen aufgereinigt und mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-,
anti-CD62L-Antikorpern sowie einem H2—Kb/OVA257,264—MuItimer gefarbt und durchflusszytome-
trisch analysiert. A zeigt exemplarische Farbungen von OT-l PD-1 ko Milz-Lymphozyten (untere
Reihe) sowie von OT-1 WT Milz-Lymphozyten (obere Reihe) der Tage 5 und 7. Dargestellt ist die
CD62L KPOVA-Farbung von CD8* Zellen. B Die Abbildung zeigt den Zeitverlauf der aktivierten
antigenspezifischen CD8™" T-Zellen aus der Milz der immunisierten Mause iiber die Tage 3, 5, 7,
15 und 42. Angegeben ist der Mittelwert + SD der Mause einer Gruppe (n=5).
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3.1.2 IFN-+-Sekretion restimulierter CD8" Milzzellen nach

Zelltransfer und Immunisierung

Neben der Bestimmung der Anzahl der antigenspezifisch aktivierten CD8" T-Zellen
mithilfe eines K"OVA Multimers wurde parallel die IFN-y-Sekretion der CD8% T-Zellen
analysiert. Dazu wurden 1x10° der aus der Milz isolierten Zellen fiir 4 Stunden unter
Zugabe von SIINFEKL antigenspezifisch restimuliert. Es folgte eine Oberflachenfar-
bung durch anti-CD45-, anti-CD19- und anti-CD8-Antikorper sowie eine intrazellulére
Farbung durch einen anti-IFN-+-Antikorper. Anschliefend wurden die Lymphozyten
im Durchflusszytometer analysiert. Abbildung 3.1.3 A stellt exemplarisch die IFN-v-
Sekretion der CD8" T-Zell-Population an den Tagen 5 und 7 nach Immunisierung
dar. Die obere Reihe zeigt die OT-1 WT-, die untere Reihe die OT-I PD-1 ko Zellen.
Abbildung 3.1.3 B fasst die [FN-y-Produktion der CD8" T-Zellen iiber einen Zeitraum
von Tag 3 bis Tag 42 als Zeitverlauf zusammen. Auch hier zeigt sich, dass an Tag 3
nach Immunisierung ungefahr gleiche Anteile beider Zellpopulationen vorlagen. Die Zy-
tokinproduktion der Kontrollgruppe hélt dieses Niveau mit nur kleineren Abweichungen
bis Tag 7, um bis Tag 15 auf einen leicht niedrigeren Wert abzufallen und auf diesem
Niveau bis Tag 42 zu stagnieren. Die IFN-y-Produktion der Gruppe, welcher OT-I PD-1
ko T-Zellen transferiert wurden, hingegen steigt bis Tag 5 um ein Vielfaches an und
fallt dann tiber die analysierten Zeitpunkte hin langsam ab. Aber auch hier ist analog
zu Abbildung 3.1.2 zu sehen, dass an Tag 42 sich die IFN-y-Produktion der Knockout-
Zellen auf einem bedeutend hoheren Niveau befindet als die Zytokin-Produktion der
Kontrollzellen. Auch durch die Analyse der IFN-v-Sekretion konnte der inhibitorische
Einflu von PD-1 auf die Expansion der aktivierten CD8" T-Zellen gezeigt werden.
Analog zu dem Anstieg der antigenspezifischen aktivierten CD8% T-Zellen in Abbildung
3.1.2 konnte eine erhohte IFN-v-Sekretion detektiert werden. Zwar konnten in dieser
Untersuchung die antigenspezifischen CD8% T-Zellen nicht durch einen ensprechenden
Antikorper bestimmt werden, da jedoch antigenspezifisch restimuliert wurde, ist davon
auszugehen, dass die detektierte IFN-v-Sekretion primér von durch die Immunisierung
aktivierten antigenspezifischen CD8" T-Zellen stammt. Dies wird auch durch den ana-
logen Verlauf der CD62L"% K°OVA+CD8T T-Zellen in Abbildung 3.1.2 unterstiitzt, da
der Anstieg der ensprechenden antigenspezifisch aktivierten Zellen mit einem Anstieg

der IFN-v-Sekretion einhergeht.
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Abbildung 3.1.3: IFN-+-Produktion restimulierter CD8" Milzzellen nach Zelltransfer und
Immunisierung im Zeitverlauf. C57BI/6-Mausen wurden 3x10°aufgereinigte OT-l PD-1 ko CD8"
T-Zellen und der Kontroll-Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag
spater wurden beide Gruppen mit 20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An den Tagen
3, 5, 7, 15 und 42 nach Immunisierung wurden die Milzzellen aufgereinigt und fiir 4 h durch
Zugabe von 0,1ug/mL SIINFEKL-Peptid antigenspezifisch restimuliert. AnschlieBend wurden sie
mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-Antikorpern extrazellulér, sowie einem anti-IFN-v-Antikérper
intrazelluldr gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

A zeigt exemplarische Farbungen von OT-I PD-1 ko Milz-Lymphozyten (untere Reihe) sowie von
OT-1 WT Milz-Lymphozyten (obere Reihe) der Tage 5 und 7. Dargestellt ist die IFN-y-Farbung
von CD8™ Zellen.

B Die Abbildung zeigt den Zeitverlauf der IFN-+-Sekretion von CD8" T-Zellen aus der Milz der

immunisierten Mause (ber die Tage 3, 5, 7, 15 und 42. Angegeben ist der Mittelwert + SD der
Mause einer Gruppe (n=5). 38
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3.1.3 Entwicklung antigenspezifischer CD8" T-Zellen in der Leber

im Zeitverlauf

Zusatzlich zur Analyse der CD8"T-Zellen aus den Milzen der immunisierten Mause
wurden die Lebern entnommen und die Lymphozyten isoliert. Die Leber nimmt eine
Sonderstellung unter den Organen ein. Bedingt durch ihre vielfdltigen Aufgaben und
ihre Physiologie kommt es zu einem steten Ausbalancieren von Toleranzinduktion und
Aktivierung einer Immunantwort. Die aus den Lebern der immunisierten Mause aufge-
reinigten Lymphozyten wurden analog zu den analysierten Milzzellen mit anti-CD45-,
anti-CD19, anti-CD8- und anti-CD62L-Antikérpern sowie einem K°OVA-Multimer
markiert und auf die Anwesenheit aktivierter antigenspezifischer CD8" T-Zellen hin

untersucht. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung 3.1.4 dargestellt.
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Abbildung 3.1.4: Entwicklung der aktivierten SIINFEKL-spezifischen CD8" Leberzellen
im Zeitverlauf. C57BI/6-Miusen wurden 3x10%aufgereinigte OT-1 PD-1 ko CD8* T-Zellen und
der Kontroll-Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag spater wurden
beide Gruppen mit 20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An den Tagen 3, 5, 7, 15 und
42 nach Immunisierung wurden die Leber-Lymphozyten aufgereinigt und mit anti-CD45-, anti-
CD19-, anti-CD8-, anti-CD62L-Antikorpern sowie einem H2-K®/OVAgs7_264-Multimer gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert. A zeigt exemplarische Farbungen von OT-I PD-1 ko Leber-
Lymphozyten (untere Reihe) sowie von OT-1 WT Leber-Lymphozyten (obere Reihe) der Tage 5
und 7. Dargestellt ist die CD62L!°" KPOVA-Farbung von CD8* Zellen. B Die Abbildung zeigt den
Zeitverlauf der aktivierten antigenspezifischen CD8™ T-Zellen aus der Leber der immunisierten
Mause iber die Tage 3, 5, 7, 15 und 42. Angegeben ist der Mittelwert = SD der Mause einer
Gruppe (n=b).
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Abbildung 3.1.4 A zeigt exemplarische Farbungen der isolierten Leber-Lymphozyten
der Analysezeitpunkte Tag 5 und 7 nach Immunisierung. Dargestellt ist die Anzahl
der CD62L" K’OVA+CD8" T-Zellen. Abbildung 3.1.4 B stellt die Frequenzen der
aktivierten antigenspezifischen CD8% T-Zellen als Zeitverlauf von Tag 3 bis Tag 42
nach Immunisierung dar. Es wird ersichtlich, dass die OT-1 PD-1 ko-Population an
Tag 3 bereits wesentlich starker expandiert ist, als die OT-1 WT-Kontrollgruppe. Diese
Entwicklung erreicht an Tag 5 der analysierten Zeitpunkte ihren Hohepunkt, an dem
die aktivierten antigenspezifischen CD8% T-Zellen mit durchschnittlich 30% einen
groBen Teil der Gesamtpopulation der CD8% T-Zellen ausmachen. Zwar treten die
Zellen auch hier in die Kontraktionsphase ein und ihre Anzahl verringert sich tiber die
nachsten drei Analysezeitpunkte, persistiert an Tag 42 jedoch auf einem im Vergleich
zur WT-Gruppe hohen Niveau. Die Zellen expandieren bis Tag 7 und geht dann in
die Kontraktionsphase tiber, erreicht jedoch nie die Frequenzen der OT-1 PD-1 ko
CD8*" T-Zellen. Auch bei der Analyse der Leberlymphozyten ist ein starker Anstieg
der aktivierten antigenspezifischen OT-I PD-1 ko CD8" T-Zellen sichtbar, der an Tag
5 seinen Hohepunkt erreicht. Zwischen diesem und dem folgenden Zeitpunkt (Tag 7)
setzt die Kontraktionsphase ein und die Anzahl der Zellen reduziert sich, persistiert
aber bis hin zum letzten Analysezeitpunkt auf vergleichsweise hohem Niveau. Diese
Ergebnisse verlaufen analog zu den vorhergehenden Experimenten aus 3.1.1 und 3.1.2
und unterstiitzen so die These einer inhibitorischen Funktion von PD-1 im Rahmen der

T-Zell-Entwicklung nach Zelltransfer und Immunisierung.

3.1.4 Transfer von OT-1 WT CD8" T-Zellen in PD-L1 ko Mause

mit anschlieBender Immunisierung durch ACT-OVA

Um sicherzustellen, dass die in den vorherigen Abschnitten dargestellten Ergebnisse
tatséchlich auf der Blockade der Bindung von PD-1 an seine Liganden beruhen und nicht
die Effekte moglicher kompensatorischer Mechanismen sind, die durch den vollstandigen
Knockout von PD-1 auf den OT- I CD8" T-Zellen resultieren, wurde der Versuchsaufbau
modifiziert. Wie in Abbildung 3.1.5 dargestellt, wurden an Tag -1 CD8"T-Zellen aus
den Milzen von OT-I WT Maéusen isoliert und in naive PD-L1 ko-Mé&use auf C57B1/6-
Hintergrund intravenos injiziert. Die Kontrollgruppe bestand aus naiven C57Bl/6-

Wildtyp-Méusen denen ebenfalls CD8TOT-1 WT Zellen verabreicht wurden. An Tag 0
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erfolgte fiir beide Gruppen die intraperitoneale Immunisierung mit ACT-OVA. An Tag 7
nach Immunisierung wurden die Milzen entfernt und die Milzzellen isoliert. Diese wurden
mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8- und anti-CD62L-Antikorpern sowie einem
K*OVA-Multimer gefirbt und durchflusszytometrisch analysiert. Desweiteren wurden
1x10° Milzlymphozyten fiir 4 Stunden antigenspezifisch mit SIINFEKL restimuliert und
anschliefend mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-Antikérpern extrazellular sowie
einem anti-IFN-v-Antikorper intrazellular gefarbt und die IFN-+-Sekretion mittels der

Durchflusszytometrie bestimmt.

C578Bl/6
OT-IWT -PD—Ll/ko ACT-OVA Durchflusszytometrie

] | |
(\A I I I
-1 0 7

Zelltransfer Immunisierung  Analyse

Abbildung 3.1.5: Schema des Versuchsaufbaus. Es wurden 3x10° OT-I WT CD8*t T-Zellen
isoliert und PD-L1 ko Mausen auf C57BIl/6-Hintergrund an Tag -1 intravends injiziert. Die
Kontrollgruppe bestand aus C57BI/6-WT Mausen, die ebenfalls 3x10°0T-1 WT CD8* T-Zellen
erhielten. An Tag 0 wurden beide Gruppen mit jeweils 20pug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert.
An Tag 7 erfolgte die Isolation von Milz- und Leberzellen und ihre durchflusszytometrische Analyse.

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abbildung 3.1.6 dargestellt. Im Vergleich zur
Wildtyp-Kontrollgruppe ist in den PD-L1 ko-Rezipienten eine erhohte Anzahl anti-
genspezifischer aktivierter CD8" T-Zellen zum analysierten Zeitpunkt messbar. Die
gleichen Resultate wurden fiir die [IFN-~-Sekretion erzielt. Wahrend sich im Falle der
CD62L"" K*OVA*-Zellen die Frequenz verdreifacht, liegt bei der Zytokin-Produktion
sogar eine Vervierfachung im Gegensatz zur Kontrollgruppe vor. Jedoch reichen sowohl
der prozentuale Anteil der antigenspezifischen T-Zellen als auch die IFN-y-Sekretion
nicht an die Frequenzen des OT-I PD-1 ko Transfer-Experimentes zum selben Zeitpunkt
heran (Abbildung 3.1.1). Durch dieses Experiment konte nachgewiesen werden, dass die
erhohten antigenspezifischen T-Zell-Frequenzen und die damit einhergehende verstarkte
[FN-~-Sekretion tatsachlich durch die Defizienz von PD-1 bzw. PD-L1 hervorgerufen

wurden.
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Abbildung 3.1.6: Phanotyp der antigenspezifischen Zellen aus PD-L1 ko Mausen nach
OT-1 WT-Transfer und Immunisierung. 3x10° aufgereinigte OT-I WT CD8% T-Zellen wurden
i.v. in PD-L1 ko Mause injiziert. Die Kontrollgruppe bestand aus C57BI/6-Wildtyp M&usen und
erhielt die gleiche Menge OT-1 WT Zellen. Einen Tag spater wurden beide Gruppen mit 20ug
ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 7 nach Immunisierung wurden die Milzzellen
aufgereinigt und mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-, anti-CD62L-Antikorpern sowie einem
H2—Kb/OVA257_264—Multimer gefarbt. 1x10° Zellen wurden fiir 4 h mit SIINFEKL restimuliert
und anschlieBend mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-Antikorpern extrazelluldr sowie einem
IFN-~-Antikorper intrazellular gefarbt. Die Messung erfolgte im Durchflusszytometer. A zeigt
die Expansion der antigenspezifischen aktivierten CD62L!" KPOVA*-Zellen der CD8* T-Zell
Population. B stellt die IFN-v-Sekretion der CD8™ T-Zellen nach Restimulation dar. Jeder Messwert
reprasentiert eine Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe 4+ SD an.
Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

3.1.5 EinfluB der PD-1-Defizienz auf die Apoptose der CD8"

T-Zell Population nach Immunisierung

Nachdem festgestellt werden konnte, dass sich PD-1 negativ auf die Expansion aktivierter
CD8*T-Zellen auswirkt, sollte im folgenden Versuch festgestellt werden, ob die Defizienz
von PD-1 auf den transferierten OT-Zellen Einflul auf die Apoptose der Zellen hat. Um
dies zu untersuchen wurden an Tag 3 nach Immunisierung Milzlymphozyten isoliert und
mithilfe eines anti-aktive Caspase 3-Antikorpers gefiarbt. Caspase 3 gehort zur Caspase-
Familie der Cystein-Proteasen und ist ein Schliisselenzym der Apoptose. Es besteht
aus zwei Untereinheiten zu je 17kDa und 12kDa und wird als inaktives Pro-Enzym
synthetisiert. Caspase 3 wird zu einem frithen Zeitpunkt in der apoptotischen Zelle

aktiviert, dies kann sowohl durch extrinsische als auch durch intrinsische Signalwege
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geschehen. Die Aktivierung geschieht durch proteolytische Spaltung an konservierten
Aspartat-Resten. Durch hydrophobe Interaktionen entsteht ein Heterodimer aus grofer
und kleiner Untereinheit, die mit einem weiteren Heterodimer das aktive Heterotetramer
bilden. Dieses kann nun durch proteolytische Spaltung weitere Caspasen des Apoptose-
Signalwegs aktivieren, welches letztlich zum programmierten Tod der Zelle fithrt [Han
et al., 1997]. Abbildung 3.1.7 stellt die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse
der Caspase 3 Aktivitat dar. In beiden Gruppen konnte aktive Caspase 3 nachgewiesen
werden, in den OT-I PD-1 ko CD8"T-Zellen sogar zu einem signifikant hoheren Maf.
Hieraus lasst sich schlieflen, dass es trotz des Fehlens von PD-1 auf den transferierten

T-Zellen zur Apoptose in der CD8"T-Zell-Population kommt.
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Abbildung 3.1.7: Bestimmung der Apoptose an Tag 3 nach Zelltransfer und Immuni-
sierung. C57BI/6-Mausen wurden 3x10° aufgereinigte OT-I PD-1 ko CD8" T-Zellen und der
Kontroll-Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag spater wurden beide
Gruppen mit 20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 3 nach Immunisierung wurden die
Milzzellen aufgereinigt und mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-Antikérpern extrazellular sowie
einem anti-aktive Caspase 3-Antikorper intrazelluldr gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
Die Abbildung zeigt die prozentuale Anzahl aktive Caspase 3" Zellen der CD8" T-Zell Population.
Jeder Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer
Gruppe + SD an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.
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3.1.6 Phanotyp der CD8" Memory-T-Zellen

Um den Phénotyp der an Tag 42 nach Zelltransfer und Immunisierung persistierenden
antigenspezifischen CD8" T-Zellen niaher zu bestimmen, ist die Expression bestimmter
Memory-Marker sowie die Multizytokinsekretion untersucht worden. Memory-T-Zellen
lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen, die sich in ihrer Funktion, Expression
von Oberflichenmarkern und ihrem bevorzugten Aufenthaltsort unterscheiden. Bei-
de Gruppen exprimieren als gemeinsames Merkmal CD127, dessen Expression als
genereller Marker fiir Memory-Zellen gilt. Eine der beiden Populationen, die Effektor-
Memory-T-Zellen (Tgy,) ist primér in der Peripherie zu finden und ihre Zellen besitzen
Effektorfunktionen, wie z.B. zytotoxische Aktivitdt und die Sekretion von Zytokinen. Sie
konnen daher zligig agieren und exprimieren in der Regel kein bis wenig CD62L [Sallusto
et al., 2004, Masopust, 2001]. Die zentralen Memory-T-Zellen (T¢ys) dagegen halten
sich hauptséachlich in lymphatischen Organen auf, proliferieren nach Antigenkontakt
und sind starke IL-2 Produzenten. Sie exprimieren CD62L in hohem Ausmaf [Sallusto
et al., 2004]. Aufgrund dieser Eigenschaften wurden im folgenden der Anteil der Tgys
und Ty an der CD8' Population anhand der Expression von CD127 in Kombination
mit CD62L bestimmt sowie die IL-2-Produktion der IFN-v-sekretierenden T-Zellen

untersucht.

3.1.6.1 Phanotyp der CD8" Memory-T-Zellen aus der Milz

Nach OT-1 PD-1 ko sowie OT-I1 WT Zelltransfer in naive C57Bl/6-Méuse und deren
Immunisierung einen Tag spater, wurden nach 6 Wochen die Milzzellen isoliert und
ihr Phanotyp analysiert. Abbildung 3.1.8 zeigt die Expression der Memory-Marker
CD127 und CD62L auf antigenspezifischen CD8" Milzzellen. Wahrend die Population
der antigenspezifischen OT-I WT CDS8* T-Zellen primar aus CD127T CD62L"9"also
Teoa Zellen besteht und nur wenige T gy, Zellen detektiert werden konnten, kommt
es in der OT-I PD-1 ko Zell-Population zu einem signifikanten Anstieg der CD127+
CD62L""-T s Zellen. Es wird deutlich, dass die Abwesenheit von PD-1 auf den OT-
I CD8% T-Zellen in der Milz zu einer verstarkten Bildung von Memory-Zellen mit
Effektorfunktionen fiithrt, wohingegen bei Anwesenheit des Rezeptors primér zentrale

Memory-T-Zellen gebildet werden.
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Abbildung 3.1.8: Phinotyp der CD8™" Milzzellen 6 Wochen nach Immunisierung. C57BI/6-
Maiusen wurden 3x10° aufgereinigte OT-I PD-1 ko CD8% T-Zellen und der Kontroll-Gruppe
die gleiche Anzahl OT-I1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag spater wurden beide Gruppen mit
20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 42 nach Immunisierung wurden die Milz-
zellen aufgereinigt und mit anti-CD8-, anti-CD127-, anti-CD62L-Antikérpern sowie einem H2-
Kb/OVA257,264—MuItimer gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. A zeigt den Anteil der
CD127F CD62L"9"_-T s Zellen der antigenspezifischen CD8T T-Zell Population. B zeigt den
Anteil der CD127+ CD62LY"-T i) Zellen der antigenspezifischen CD8T T-Zell Population.. Jeder
Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe
+ SD an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

3.1.6.2 Phanotyp der CD8" Memory-T-Zellen aus der Leber

Die gleiche Untersuchung wurde an den CD8% T-Zellen der Leber, 42 Tage nach
Zelltransfer und Immunisierung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der CD127- und CD62L-
Expression auf den antigenspezifischen Leberzellen sind in Abbildung 3.1.9 dargestellt.
Auch hier ist eine verringerte Bildung von T¢j; zugunsten des vermehrten Entstehens
von Tgjs detektierbar, die verglichen mit Abbildung 3.1.8 sogar noch akzentuierter ist.
Die Analyse der Memory-T-Zellen aus der Leber stiitzt daher die aus den Milzzellen
erzielten Ergebnisse und festigt die Annahme, dass die PD-1-Expression in diesem

Modell zu einer vermehrten Bildung einer zentralen Memory-Population fiithrt.
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Abbildung 3.1.9: Phinotyp der CD8" Leber-Zellen 6 Wochen nach Immunisierung.
C57BI/6-Mausen wurden 3x10° aufgereinigte OT-1 PD-1 ko CD8" T-Zellen und der Kontroll-
Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag spater wurden beide Gruppen
mit 20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 42 nach Immunisierung wurden die Leber-
Lymphozyten aufgereinigt und mit anti-CD8-, anti-CD127-, anti-CD62L-Antikérpern sowie einem
H2-K®/OVAgs7_264-Multimer gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. A zeigt den Anteil
der CD127* CD62L"9"-T ), Zellen der antigenspezifischen CD8% T-Zell Population. B zeigt
den Anteil der CD127+ CD62L"-T g Zellen der antigenspezifischen CD81T-Zell Population.
Jeder Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer
Gruppe £ SD an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

3.1.6.3 Multizytokinproduktion restimulierter CD8" Milzzellen

Um die Multizytokinproduktion der Memory-T-Zellen zu untersuchen, sind Milzzellen
42 Tage nach OT-I PD-1 ko- bzw. OT-I WT-Zelltransfer und Immunisierung mit ACT-
OVA isoliert und antigenspezifisch mit SIINFEKL restimuliert worden. Zusétzlich zur
Detektion der IFN-y-Produktion der CD8" T-Zellen (Abbildung 3.1.3) ist zusétzlich
die TL-2-Sekretion untersucht worden. In Abbildung 3.1.10 ist der Anteil der IL-2
produzierenden CD8*% T-Zellen der IFN-~v-sekretierenden Population dargestellt. Es
wird deutlich, dass in der Gruppe, der OT-I PD-1 ko T-Zellen transferiert wurden,
signifikant mehr IFN-v IL-2 doppelt positive Zellen vorhanden sind als in der OT-I
WT Gruppe. Diese Ergebnisse verhalten sich analog zu Abbildung 3.1.3, wo an Tag 42
ebenfalls eine erhohte Zytokinproduktion, in jenem Fall IFN-+-Sekretion, in der Gruppe
der OT-I PD-1 ko Zellen transferiert wurden, im Vergleich zur OT-1 WT Gruppe

detektiert werden konnte.
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Abbildung 3.1.10: IL-2 Produktion restimulierter CD8" Milz-Zellen nach Zelltransfer und
Immunisierung an Tag 42. C57BI/6-Miusen wurden 3x10° aufgereinigte OT-I PD-1 ko CD8"
T-Zellen und der Kontroll-Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag
spater wurden beide Gruppen mit 20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 42 nach
Immunisierung wurden die Milzzellen aufgereinigt und fiir 4 h durch Zugabe von 0,1ug/mL
SIINFEKL-Peptid antigenspezifisch restimuliert. AnschlieBend wurden sie mit anti-CD45-, anti-
CD19-, anti-CD8-Antikorpern extrazelluldr, sowie einem anti-IFN-v- und anti-IL-2-Antikorper
intrazellular gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist die IL-2 Sekretion der
IFN-+-sekretierenden CD8" T-Zellen nach Restimulation. Jeder Messwert reprisentiert eine Maus.
Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe + SD an. Die Signifikanz wurde
mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

3.2 Funktionalitat der persistierenden CD8"

Memory-Population

Bisher ist der Einflul von PD-1 auf die Entwicklung der antigenspezifischen CD8"T-Zell
Population nach Transfer von OT-1 PD-1- ko bzw. OT-I WT-Zellen mit anschlieBender
Immunisierung durch ACT-OVA untersucht worden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Abwesenheit von PD-1 auf den transferierten OT-I Zellen zu einer Erhéhung der anti-
genspezifischen CD8" T-Zell Population fithrte, die bis zum Tag 42 anhielt. Die nahere
Untersuchung des Phénotyps dieser Memory-Zellen ergab eine Verschiebung von Ty,
hin zu Tgys in der Gruppe der PD-1-defizienten CD8' T-Zellen. Um die Funktionalitét
der persistierenden anigenspezifischen Memory-Zellen zu untersuchen, wurden zwei un-

terschiedliche Anséatze gewéhlt. Um einen ersten Hinweis auf moglicherweise vorhandene
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Funktionen zu gewinnen, wurde ein zytotoxischer T-Zell-Versuch durchgefithrt. Hierbei
wird mithilfe von CFSE-gefidrbten und mit SIINFEKL-beladenen naiven Milzzellen
die Zytotoxizitat der persistierenden Memory-Zellen getestet. Desweiteren wurde die
Effektivitdat der Memory-Zellen in einem Infektionsmodell analysiert. Dies geschah durch
bakterielle Infektion der immunisierten Méause mit einem OVA-exprimierenden Stamm

von Listeria monocytogenes.

3.2.1 Zytotoxizitatstest

Um die Zytotoxizitat der persistierenden Memory-Population zu untersuchen, wurde
ein zytotoxischer T-Zell-Test durchgefiihrt. Hierfiir wurden Milzzellen isoliert, in zwei
Ansatze geteilt und diese mithilfe einer hohen und einer niedrigen Dosis des Zellfarbstoffs
CFSE geférbt. Die Zellen des ersteren Ansatzes wurden zusétzlich mit dem SIINFEKL-
Peptid beladen. AnschlieSend wurden beide Ansétze zu gleichen Teilen gemischt und
intravenos an Tag 43 in die immunisierten Mause injiziert. 5 Stunden spéter erfolgte die
Isolation der Milz-Zellen der immunisierten Mause. Durch die im Durchflusszytometer
detektierbare CFSE-Farbung der Zellen konnten die Frequenzen der zu diesem Zeitpunkt
noch vorhandenen CFSE-hoch- und niedrig-gefarbten Zellen bestimmt werden. Hieraus
lies sich die SIINFEKL-spezifische Lyse und damit die Zytotoxizitiat der CD8*T-Zellen in

den immunisierten Mausen ermitteln. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2.1 dargestellt.
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Abbildung 3.2.1: Zytotoxizitatstest. C57Bl/6-Mausen wurden 3x10° aufgereinigte OT-I PD-1
ko CD8" T-Zellen und der Kontroll-Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen
Tag spater wurden beide Gruppen mit 20pug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 43
wurden Milzzellen aus naiven C57BI/6-Mausen isoliert und in zwei Ansatze geteilt. Ein Ansatz
wurde mit 1pg/mL SIINFEKL inkubiert. AnschlieBend wurde der peptidhaltige Ansatz mit 8uM,
der zweite Ansatz mit 2;uM CFSE gefarbt. Beide Ansitze wurden vereint und 1x107 Zellen / Maus
intravends in die immunisierten Mause injiziert. 5 Stunden spater wurden die Milzzellen beider
Gruppen isoliert und die CFSE-Fluoreszenz im Durchflusszytometer analysiert. Die Abbildung zeigt
die spezifische Lyse in Prozent. Die Balken geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe + SD
an (n=3). Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

Es konnte in der OT-I PD-1 ko Gruppe eine hoéhere spezifische Lyse als in der OT-I
WT-Gruppe detektiert werden. Dies wiirde sich mit einer hoheren Zytotoxizitat bedingt
durch die Abwesenheit von PD-1 auf den T-Zellen als auch durch die hohere Anzahl
persistierender Memory-Zellen in diesen Tieren erklaren lassen. Zusammengefasst konnte
mit diesem Experiment eine zytotoxische Funktionalitidt der Memory-Zellen festgestellt

werden.
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3.2.2 Infektion immunisierter C57Bl/6-Mause mit Listera

monocytogenes

3.2.2.1 Bestimmung der bakteriellen Last nach Listerieninfektion immunisierter

Mause

Um die Funktionalitiat der induzierten Memory-Zellen weiter testen zu konnen, wurde
ein OVA-exprimierender Listeria monocytogenes Stamm als Infektionsmodell gewéhlt.
Bei Listerien handelt es sich um Gram-positive Bakterien, welche in der immunolo-
gischen Forschung vielfiltige Anwendung finden. Sie sind ein etabliertes Modell zur
Charakterisierung sowohl der angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort in
Saugetieren. Im Besonderen werden sie zur Untersuchung der T-Zell-vermittelten Immu-
nantwort eingesetzt, da a-T-Zellen die Hauptrolle bei der Beseitigung der bakteriellen
Infektion zukommt. Nachdem OT-I PD-1 ko sowie OT-O WT CD8* T-Zellen intravenos
in C57Bl1/6-Rezipienten injiziert und die Mause einen Tag spéter mit ACT-OVA immu-
nisiert worden sind, folgte an Tag 44 nach Immunisierung eine Infektion mit LmOVA

und an Tag 47 wurden Milz- sowie Leberzellen isoliert.

OT-1PD-1 ko Durchflusszytometrie
OT-IWT mm) C57BI/6 ACT-OVA LmOVA Titerbestimmung

] | | |
(\A I | | |
-1 0 44 47
Zelltransfer ~ Immunisierung Infektion Analyse

Abbildung 3.2.2: Schema des Versuchsaufbaus. Es wurden 3x10° OT-I PD-1 ko CD8* T-
Zellen isoliert und naiven C57BI/6-Mé&usen an Tag -1 intravends injiziert. Die Kontrollgruppe
erhielt 3x10° OT-1 WT CD8" T-Zellen. An Tag 0 wurden beide Gruppen mit jeweils 20.g ACT-
OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 44 wurden beide Gruppen mit 2x10” LmOVA / Maus
intravends infiziert. An Tag 47 nach Immunisierung erfolgte die Isolation von Milz- und Leberzellen
und die Bestimmung der bakteriellen Last beider Organe. Die Milz-Lymphozyten wurden zusatzlich
im Durchflusszytometer analysiert.

Es folgte eine Bestimmung der bakteriellen Last in beiden Organen. In Abbildung 3.2.3
sind die Ergebnisse der Titerbestimmung zusammengefasst. Sowohl die Titerbestimmung
in der Milz als auch in der Leber ergab einen Wert von 1x10® pfu/pro Organ in der
OT-I WT Gruppe. Dagegen war der Titer in der Gruppe, welche OT-I1 PD-1 ko T-

Zellen transferiert bekam, signifikant geringer, so dass es im Vergleich von beiden
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Gruppe zu einer sehr starken Verringerung des Bakterien-Titers in der Gruppe der
Ma&use mit transferierten PD-1-defizienten Zellen kam. Die Abwesenheit von PD-1 auf
den transferierten CD8"T-Zellen fithrte zu einer deutliche starkeren Immunantwort
gegen die Listerieninfektion. Mogliche Griinde fiir die geringere Bakterienlast in der
Knockout-Gruppe konnten sowohl die zu diesem Zeitpunkt hohere Anzahl der noch
persistierenden antigenspezifischen CD8" T-Zellen sein, als auch der PD-1-Knockout
selber, der zur einer verbesserten Funktionalitit der CD8' T-Zellen und damit einer

effizienteren Bekdmpfung der bakteriellen Infektion gefithrt haben kénnte.
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Abbildung 3.2.3: Titerbestimmung nach LmOVA-Infektion. Es wurden 3x10°> OT-1 PD-
1 ko CD8" T-Zellen isoliert und naiven C57Bl/6-Mausen an Tag -1 intravends injiziert. Die
Kontrollgruppe erhielt 3x10° OT- WT CD8% T-Zellen. An Tag 0 wurden beide Gruppen mit
jeweils 20g ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 44 wurden beide Gruppen mit 2x10”
LmOVA / Maus intravends infiziert. An Tag 47 nach Immunisierung erfolgte die Homogenisierung
von Milz- und Leberzellen. Es wurden 1:10 Verdiinnungen hergestellt und auf TSB+ 2% Agar-
Platten ausgestrichen. Nach einer 24stiindigen Inkubation bei 37°C wurden die LmOVA-Kolonien
gezahlt. Jeder Wert repréasentiert eine Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause
einer Gruppe £+ SEM an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed)
ermittelt.
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3.2.2.2 Bestimmung antigenspezifischer CD8" T-Zellen nach Listerieninfektion

immunisierter Mause

Neben der Bestimmung der bakteriellen Last 3 Tage nach Listerieninfektion wurde
zusitzlich eine durchflusszytometrische Analyse der isolierten Milzzellen durchgefiihrt.
Diese wurden mit anti-CD-45-, anti-CD19-, anti-CD8- und anti-CD62L-Antikoérpern
sowie einem H-2K’-Dextramer gefirbt. Abbildung 3.2.4 zeigt die Resultate der Bestim-
mung der CD62L°% K?OVA*-Zellen der CD8* Population. Wihrend sich die Frequenzen
der antigenspezifischen CD8" T-Zellen der OT-I WT Gruppe auf einem ahnlichen Ni-
veau bewegten, wie sie es 6 Wochen nach Immunisierung ohne Infektion auch taten
(Abbildung 3.1.2) kam es bei der Gruppe mit transferierten PD-1-defizienten Zellen zu
einem starken Anstieg der antigenspezifischen CD8"-Population. Verglichen mit den
Werten der immunisierten und nicht infizierten C57Bl/6-Méause kam es sogar noch zu
einer Steigerung der urspriinglich héchsten Frequenz an Tag 5 nach Immunisierung
(3.1.2). Durch die Defizienz von PD-1 auf den antigenspezifischen CD8" Memory-Zellen
kam es also zu einer stiarkeren Expansion der Population, was in einer effektivieren
Bekémpfung der Infektion und damit einhergehend einer geringeren bakteriellen Last

resultierte (Abbildung 3.2.3).
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Abbildung 3.2.4: Antigenspezifisch aktivierte CD8" T-Zellen nach Infektion mit LmOVA.
C57BI/6-Mausen wurden 3x10° aufgereinigte OT-I PD-1 ko CD8% T-Zellen und der Kontroll-
Gruppe die gleiche Anzahl OT-1 WT Zellen i.v. injiziert. Einen Tag spater wurden beide Gruppen mit
20pg ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 44 wurden 2x10” LmOVA / Maus intravends
appliziert. An Tag 47 nach Immunisierung wurden die Milz-Lymphozyten aufgereinigt und mit
anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-, anti-CD62L-Antikorpern sowie einem H2-K®/OVAgs7_264-
Multimer gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die antigenspezifisch aktivierten CD62L/%
KPOVA* Zellen der CD8T T-Zell-Population sind dargestellt. Jeder Messwert reprisentiert eine
Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe + SD an. Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.
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3.3 Applikation eines anti-PD-1-Antikorpers mit
nachfolgendem OT-I T-Zell-Transfer und

Immunisierung

Durch den Transfer von OT-1 PD-1 ko Zellen konnte der Einflufl von PD-1 auf die
T-Zell-Antwort nach Immunisierung mit ACT-OVA untersucht werden. Es zeigte sich,
dass der Rezeptor sich inhibierend auf die T-Zell-Proliferation und die Etablierung
einer T gy/-Population auswirkte. Jedoch stellt der Einsatz von Knockout-Zellen oder
Knockout-Tieren immer ein artifizielles System dar. Zusétzlich kann ein Knockout
zur Ausbildung kompensatorischer Mechanismen fithren, welche die in diesem System
gewonnenen Resultate verfilschen konnten. Um die vorangegangenen Ergebnisse zu
verifizieren, wurde der Versuchsaufbau im Folgenden modifiziert und auf den Einsatz von
Knockout-Zellen oder -Tieren verzichtet. Stattdessen wurde ein anti-PD-1-Antikoérper
eingesetzt, welcher die Bindung von PD-1 an seine Liganden blockiert. Neben der
Annédherung an die natiirliche Situation in der Maus kénnen so auch Hinweise auf eine
mogliche klinische Applikation im Menschen gewonnen werden. Zusétzlich konnten durch
die gezielte Antikorpergabe zu unterschiedlichen Zeitpunkten weitere mechanistische

Untersuchungen durchgefithrt werden.

OT-IWT
Anti-PD-18A7 mmm) C57BI/6 ACT-OVA Durchflusszytometrie

| | |
C\A I I I
-1 0 7

Zelltransfer Immunisierung  Analyse

+
Antikoérpergabe

Abbildung 3.3.1: Schema des Versuchsaufbaus. Es wurden 3x10° OT- WT CD8*T-Zellen
isoliert und naiven C57BI/6-Mausen an Tag -1 intravends injiziert. Zusatzlich wurden 500 pg des
anti-PD-1 8A7-Antikérper / Maus intraperitoneal appliziert. Die Kontrollgruppe erhielt 500 pug
Ratten-lgG / Maus. An Tag 0 wurden beide Gruppen mit jeweils 20ug ACT-OVA intraperitoneal
immunisiert. An Tag 7 erfolgte die Isolation von Milz- und Leberzellen und ihre durchflusszytome-
trische Analyse. Alternativ erfolgte die Applikation des Antikorpers an Tag 5 nach Immunisierung.
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3.3.1 Blockade von PD-1 durch einen anti-PD-1-Antikorper vor
dem T-Zell-Transfer

Um die Bindung von PD-1 an seine Liganden zu unterbinden, wurde am Tag -1 des
OT-I T-Zell-Transfers 5009 anti-PD-1 Antikorpers 8AT intraperiteonal appliziert.
Der Transfer der OT-I T-Zellen erfolgte kurz darauf intravenos in die Schwanzvene
der Tiere. Am darauffolgenden Tag wurden die Mé&use mit 20 pg ACT-OVA immu-
nisiert. An Tag 7 erfolgte die Isolation der Milz-Lymphozyten und die Detektion der
antigenspezifischen aktivierten CD8% T-Zellen im Durchflusszytometer. Desweiteren
wurden Milzzellen fiir 4 Stunden antigenspezifisch mit SIINFEKL restimuliert, um
anschliefend die IFN-v-Sekretion durch die intrazelluldre Farbung mit einem anti-IFN-~-
Antikorper durchflusszytometrisch zu untersuchen. Abbildung 3.3.2 zeigt die Ergebnisse
der Analyse der CD62L* KPOVA+CDS8* T-Zellen sowie die IFN-y-Produktion der
CD8*" T-Zell-Population.
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Abbildung 3.3.2: Phinotyp der CD8' Milzzellen nach Antikérpergabe an Tag -1. 3x10°
aufgereinigte OT- WT CD8" T-Zellen wurden i.v. in C57BI/6-Mause injiziert. Zusatzlich wurden
500ug anti-PD-1 8A7 Antikorper / Maus intraperitoneal verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt 500
ug Ratten-IgG / Maus. Einen Tag spater wurden beide Gruppen mit 20uug ACT-OVA intraperitoneal
immunisiert. An Tag 7 nach Immunisierung wurden die Milzzellen aufgereinigt und mit anti-CD45-,
anti-CD19-, anti-CD8-, anti-CD62L-Antikdérpern sowie einem H2—Kb/OVA257_264—I\/IuItimer gefarbt.
1x10% Zellen wurden fiir 4 h mit SIINFEKL restimuliert und anschlieBend mit anti-CD45-, anti-
CD19-, anti-CD8-Antikorpern extrazelluldr sowie einem IFN-y-Antikorper intrazellular gefarbt. Die
Analyse erfolgte im Durchflusszytometer. A zeigt die Expansion der antigenspezifischen aktivierten
CD62L!" KPOVA*Zellen der CD8* T-Zell-Population. B stellt die IFN-y-Sekretion der CD8™"
T-Zellen nach Restimulation dar. Jeder Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken geben
den Mittelwert aller Mause einer Gruppe £+ SD an. Die Signifikanz wurde mit dem Student's t-Test
(unpaired, two-tailed) ermittelt.

Es zeigt sich, dass es in Folge der PD-1-Blockade durch den verabreichten Antikérper
anti-PD-1 8A7 zu einem Anstieg der antigenspezifisch aktivierten CD8" T-Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe, welcher Ratten-IgG appliziert wurde, gekommen ist.
Diese signifikante Erhohung spiegelt sich auch in der gemessenen IFN-+-Produktion
wieder, die im Gegensatz zur Zytokinsekretion der Kontrollgruppe ebenfalls erhoht
ist. Um einen vollstdndigen Vergleich mit den Ergebnissen der Knockout-Versuche
zu gewdhrleisten, wurden auch die Frequenzen der CD62L!Y K°OVA+CDS8* T-Zellen
aus der Leber bestimmt. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse sind in
Abbildung 3.3.3 dargestellt. Auch hier lasst sich, passend zu den Daten aus der Milz,
ein signifikanter Anstieg der antigenspezifischen aktivierten CD8" T-Zell-Population im

Vergleich zur Kontrollgruppe erkennen. Jedoch erreicht der Anstieg der Zell-Population
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weder fir Milz noch Leber die Frequenzen die mithilfe des PD-1-Knockouts in den
transferierten OT-I-Zellen erzielt worden sind (Abbildungen 3.1.1, 3.1.3 und 3.1.4).
Dies jedoch ist durch die unterschiedlichen Systeme erklarbar, die angewendet worden
sind. Ein permanenter, iiber den kompletten Zeitrahmen des Experiments vollstandiger
Rezeptor-Knockout wird sich erwartungsgeméaf stérker auswirken, als eine einmalige
Antikorper-Applikation welche sich nur temporar auswirkt. Durch diesen Versuch konnte
gezeigt werden, dass sich eine PD-1-Blockade inhibierend auf die T-Zell-Antwort nach
Immunisierung auswirkt und damit die bisher erzielten Ergebnisse verifiziert werden.
Zusétzlich konnte durch die Antikorper-Gabe an Tag -1 festgestellt werden, dass PD-1
bereits wahrend der frithen Phase der T-Zell-Aktivierung, ndmlich wahrend des Primings,

die T-Zell-Antwort moduliert.
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Abbildung 3.3.3: Phianotyp der CD8" Leberzellen nach Antikorper-Applikation an Tag -1.
3x10° aufgereinigte OT- WT CD8™ T-Zellen wurden i.v. in C57BI/6-Miuse injiziert. Zusatzlich
wurden 500ug anti-PD-1 8A7-Antikérper / Maus intraperitoneal verabreicht. Die Kontrollgruppe
erhielt 500 pg Ratten-lgG / Maus. Einen Tag spater wurden beide Gruppen mit 20ug ACT-
OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 7 nach Immunisierung wurden die Leber-Lymphozyten
aufgereinigt und mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-, anti-CD62L-Antikdrpern sowie einem
H2-K® /OVA2s57_o64-Multimer gefarbt. Die Analyse erfolgte im Durchflusszytometer. Die antigen-
spezifischen aktivierten CD62L" KPOVAT Zellen der CD8F T-Zell Population sind dargestellt.
Jeder Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer
Gruppe £ SD an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.
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3.3.2 Blockade von PD-1 durch einen anti-PD-1-Antikorper an

Tag 5 nach Immunisierung

Um den EinfluB von PD-1 wéihrend der spéteren Phase der T-Zell-Aktivierung zu
untersuchen, wurde die Applikation des anti-PD-1-Antikorpers 8A7 auf Tag 5 nach Im-
munisierung verlegt. Es fand vergleichbar zum Versuch 3.3.1 ein OT-1 WT T-Zelltransfer
an Tag -1 und eine Immunisierung mit ACT-OVA an Tag 0 statt. 5 Tage spéter wurden
500ug des Antikorpers intraperitoneal appliziert. An Tag 7 erfolgte die Isolation der
Milz- und Leberzellen. Es schlof§ sich eine Farbung mit Antikérpern zur Detektion
der antigenspezifischen aktivierten CD8" T-Zellen sowie eine Restimulation mit SI-
INFEKL und eine extra- sowie intrazellulare Antikorperfarbung zur Ermittlung der
IFN-v-Produktion an. Die Ergebnisse der CD62L!* K*OVATCD8* Milzzellen sowie
die IFN-v-Sekretion der CD8" Population sind in Abbildung 3.3.4 dargestellt.
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Abbildung 3.3.4: Phinotyp der CD8" Milzzellen nach Antikérpergabe an Tag 5. 3x10°
aufgereinigte OT-1 WT CD8™ T-Zellen wurden i.v. in C57BI/6-Mause injiziert. Einen Tag spater
wurde mit 20ug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 5 nach Immunisierung wurden
500ug anti-PD-1 8A7-Antikorper / Maus intraperitoneal verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt
500 pg Ratten-lgG / Maus. An Tag 7 nach Immunisierung wurden die Milzzellen aufgereinigt und
mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-, anti-CD62L-Antikdrpern sowie einem H2—Kb/OVA257_264—
Multimer gefarbt. 1x10% Zellen wurden fiir 4 h mit SIINFEKL restimuliert und anschlieBend
mit anti-CD45-, anti-CD19-, anti-CD8-Antikorpern extrazelluldr sowie einem IFN-y-Antikorper
intrazelluldr gefarbt. Die Messung erfolgte im Durchflusszytometer. A zeigt die Expansion der
antigenspezifischen aktivierten CD62L!" KPOVA* Zellen der CD8™ T-Zell Population. B stellt die
IFN-+-Sekretion der CD8™" T-Zellen nach Restimulation dar. Jeder Messwert reprisentiert eine
Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe + SD an. Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

In diesem Fall lésst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
feststellen. Weder in den Frequenzen der antigenspezifischen aktivierten CD8% T-Zellen
noch in der IFN-v-Sekretion wirkt sich die Applikation des anti-PD-1-Antikorpers
8A7 messbar aus. Gleiches gilt auch fiir die Ergebnisse der Bestimmung der CD62L"
K*OVA+CDS8* T-Zellen der Leber, die in Abbildung 3.3.5 dargestellt sind.
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Abbildung 3.3.5: Phinotyp der CD8" Leberzellen nach Antikorpergabe an Tag 5. 3x10°
aufgereinigte OT-1 WT CD8" T-Zellen wurden i.v. in C57BI/6-Mause injiziert. Einen Tag spater
wurde mit 20pug ACT-OVA intraperitoneal immunisiert. An Tag 5 nach Immunisierung wurden 500ug
anti-PD-1 8A7-Antikérper / Maus intraperitoneal verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt 500 pug
Ratten-lgG / Maus. An Tag 7 nach Immunisierung wurden die Leberzellen aufgereinigt und mit anti-
CDA45-, anti-CD19-, anti-CD8-, anti-CD62L-Antikorpern sowie einem H2—Kb/OVA257,264—MuItimer
gefarbt. Die antigenspezifischen aktivierten CD62L" K’OVA™* Zellen der CD8* T-Zell-Population
sind dargestellt. Die Querbalken geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe+ SD an. Die
Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

Zusammengefasst konnten weder in den antigenspezifischen aktivierten CD8"T-Zell
Populationen aus Milz und Leber noch in der IFN-v-Sekretion signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Daraus lasst sich schlieflen, dass eine
einmalige anti-PD-1-Antikorpergabe an Tag 5 nach Immunisierung keinen Einfluf§ auf
die T-Zell-Antwort hat. Dies deutet darauf hin, dass die inhibitorische Rolle von PD-1
vor allem in der frithen Phase der T-Zell-Aktivierung von Bedeutung ist, wéhrend PD-1
keinen Einflul auf die Kontraktionsphase zu haben scheint. Um diese Ergebnisse zu

stiitzen, miissten jedoch weiterfithrende Untersuchungen vorgenommen werden.
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4 Diskussion

4.1 Der Einfluss des Rezeptors PD-1 auf die
vakzine-induzierte CD8" T-Zell-Antwort

Um im Rahmen der T-Zell-Aktivierung die Balance zwischen der Immunreaktion gegen
Pathogene einerseits und dem Erhalt der Selbst-Toleranz andererseits zu gewéahrleisten,
bedarf es neben der Bindung des T-Zell-Rezeptors an den MHC-Antigen-Komplex
und der Bindung von CD28 an CD80 oder CD86 weiterer Modulation. Diese wird
von einer Reihe von regulierenden Rezeptor-Liganden-Paaren vermittelt, denen der
koinhibitorische Rezeptor PD-1 angehort. Seine Expression wird auf aktivierten T-
und B-Zellen induziert [Ishida et al., 1992, Agata et al., 1996] und er bindet an seine
zwei Liganden PD-L1 und PD-L2 [Dong et al., 1999, Latchman et al., 2001]. Der PD-1
Signalweg hat einen groflen Einflul bei chronischen viralen Infektionen. So konnte fiir
humane HIV-Infektionen gezeigt werden, dass die spezifischen T-Zellen sowohl einen
erschopften Phénotyp aufweisen, als auch zu einem hohen Mafl PD-1 exprimieren. Es
konnte eine Korrelation der PD-1-Expression mit dem Erschopfungszustand der T-Zellen
gezeigt werden. Ebenso korrelierte die PD-1-Expression sowohl mit der viralen Last
der untersuchten Individuen als auch mit dem Fortschreiten des Krankheitsverlaufs
[Petrovas et al., 2006, Day et al., 2006, Trautmann et al., 2006]. In einem murinen Modell
der LCMV-Infektion gelang es durch die Blockade der PD-1/PD-L1-Interaktion den
erschopften T-Zell-Zustand aufzuheben, gefolgt von einer Reduktion der viralen Last und
verbesserten Kontrolle der Infektion [Barber et al., 2006]. Diese Studien beschéaftigten
sich mit der Expression von PD-1 zu einem spéten Zeitpunkt in chronischen viralen
Infektionen. Dagegen sollte in dieser Arbeit der Einfluss von PD-1 auf die Aktivierung
von CD8% T-Zellen durch eine Immunisierung sowie den weiteren Verlauf der T-Zell-

Enwicklung untersucht werden.

62



Diskussion

Es ist bekannt, dass PD-1-defiziente Méause sowohl auf C57Bl/6- als auch auf BALB/c-
Hintergrund zu Immunpathologien neigen [Nishimura et al., 1999, Okazaki et al., 2003].
Deshalb wurde auf den Einsatz von PD-1-defizienten Rezipienten verzichtet. Stattdessen
wurde vor Immunisierung ein Zelltransfer von OT-1 Wildtyp und vergleichend OT-I
PD-1 ko CD8* T-Zellen durchgefiihrt. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass die
erzielten Ergebnisse spezifisch durch die transferierten CD8% T-Zellen herrithrten und

kein Resultat einer PD-1-Defizienz anderer Zell-Populationen waren.

Als Vakzine wurde ACT-OVA gewahlt. Hierbei handelt es sich um die Adenylatcyclase
aus Bordetella pertussis, ein bakterielles Toxin. Sie besteht aus drei Doménen und bindet
hochaffin an die Membran von eukaryotischen, CD11b/CD18-exprimierenden Zellen, wie
z.B. Dendritischen Zellen [Ladant and Ullmann, 1999, Guermonprez et al., 2001]. Nach
der Bindung kommt es zur Translokation der katalytischen Doméne in das Zytosol der
Zielzelle. Somit stellt ACT-OVA ein geeignetes Triagermolekiil fiir heterologe Antigene
dar. Gezeigt wurde dies u.a. von Tartz et al. im Rahmen einer Malaria-Immunisierung
[Tartz et al., 2006, 2008]. Im Gegensatz zu einer Immunisierung mit Adjuvantien, die
eine breitgeficherte Aktivierung des Immunsystems bewirkt, kommt es hier durch die
hochaffine Bindung an Dendritische Zellen zu einer gezielten Translokation des Antigens
und somit zu einer exklusiven Aktivierungen von CD8" T-Zellen. Als Antigen wurde
das Epitop OVAys7_264(SIINFEKL) in die katalytische Doméne ACT-OVAs inseriert,
welches vom T-Zell-Rezeptor der OT-1 CD8" T-Zellen spezifisch erkannt wird.

Die T-Zell-Antwort wurde tiber einen Zeitraum von 3 bis hin zu 42 Tagen nach Im-
munisierung analysiert. Dazu wurde sowohl die Anzahl der antigenspezifischen Milz-
und Leberlymphozyten als auch ihre Funktion durch die Analyse der Zytokinsekretion

untersucht.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt wer-
den, dass es durch PD-1-Defizienz auf CD8TT-Zellen zu einem starken Anstieg der
antigenspezifischen, aktivierten CD8% T-Zellen sowohl in der Milz als auch in der Leber
kommt. Dieser Effekt konnte iiber den gesamten untersuchten Zeitraum, von Tag 3 bis
hin zu Tag 42, beobachtet werden. Dieser Anstieg der T-Zell-Zahl spiegelt sich zugleich
in einer erhohten IFN-v-Sekretion im Vergleich zur Kontrollgruppe wieder. In einem
Modell in dem Hamagglutinin als Selbst-Antigen exprimiert wurde, konnten Goldberg
et al. durch Antikorper-Blockade von PD-L1 zum Zeitpunkt der T-Zell-Aktivierung
ebenfalls einen Anstieg sowohl der spezifischen CD8" T-Zellen als auch deren TFN-v-
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Sekretion nachweisen [Goldberg et al., 2007]. Die erhohte Anzahl der in dieser Arbeit
detektierten PD-1-defizienten, antigenspezifischen CD8' T-Zellen 148t auf einen Ein-
fluss von PD-1 auf die Proliferation schliefen. So konnte es, wie fiir CTLA-4 bereits
von Schneider et al. gezeigt, durch die Defizienz von PD-1 zu einer Verkiirzung der
Interaktionsdauer zwischen T-Zelle und APZ gekommen sein [Schneider et al., 2008].
Dies wiirde dazu fithren, dass die T-Zellen schneller aktiviert wiirden und daher auch
frither mit ihrer Proliferation beginnen konnten. Zusétzlich wiirde es dazu fiithren, dass
eine groflere Anzahl an T-Zellen pro Zeiteinheit aktiviert werden konnte. Beides wiirde
zu dem hier beobachteten Anstieg der PD-1-defizienten CD8" T-Zellen im Vergleich
zur Wildtyp-Population fithren.

Betrachtet man die Resultate von Milz und Leber vergleichend fallt auf, dass in der
Leber eine groflere Anzahl antigenspezifischer T-Zellen als in der Milz auftraten. Es
konnte nachgewiesen werden, dass es sowohl in Gegenwart [Belz et al., 1998, Mehal
et al., 1999] als auch in Abwesenheit von Antigen [Mehal, 2001; Bowen, 2002] zu
einer Akkumulation von aktivierten T-Zellen in der Leber kam, welche dort deletiert
wurden. Jedoch gibt es auch Hinweise in einem Modell der Influenza-Infektion darauf,
dass die Leber, in Abhédngigkeit von der jeweiligen Phase der T-Zell-Aktivierung, als
Immun-Reservoir fiir aktivierte T-Zellen dienen kénnte [Polakos et al., 2007]. Weiterhin
wurde gezeigt, dass es zu einer Expression von PD-L1 in der Leber kommt, welche die
Akkumulation und Deletion der T-Zellen in der Leber beeinflusst [Iwai et al., 2003, Dong
et al., 2004]. Daraus liee sich schliefen, dass durch die PD-1-Defizienz bedingt keine
Interaktion mit PD-L1 stattfinden konnte, was zu einer verminderten T-Zell-Deletion

in der Leber fiihrte.

Neben der Analyse der Anzahl antigenspezifischer CD8" T-Zellen ist auch die Expressi-
on von PD-1 auf den OT-I CD8" T-Zellen untersucht worden (Daten nicht gezeigt).
Dabei konnte weder fiir den Zeitpunk direkt vor Zelltransfer noch fiir die analysier-
ten Zeitpunkte nach Immunisierung eine nennenswerte PD-1-Expression nachgewiesen
werden. Fir den Zelltransfer bedeutet dies, dass naive und funktionelle T-Zellen trans-
feriert worden sind, da aus Modellen chronisch-viraler Infektionen bekannt ist, dass
die Hochregulierung von PD-1 ein Marker fir T-Zell-Erschopfung ist [Petrovas et al.,
2006, Day et al., 2006, Trautmann et al., 2006]. Jedoch konnte auch in den aktivierten
CD8*" T-Zellen keine PD-1-Expression nachgewiesen werden. Dies wurde auch von

Goldberg et al. in einem Infektionsmodell mit Listeria monocytogenes gezeigt [Gold-
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berg et al., 2007]. Da der fritheste untersuchte Zeitpunkt in dieser Arbeit Tag 3 war,
lieBe sich vermuten, dass es zu einer temporiren Expression von PD-1 kam, die an
den untersuchten Zeitpunkten bereits wieder abgeklungen war. Gestiitzt wird diese
Vermutung durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse der Antikérperblockade
von PD-1. Dort konnte nachgewiesen werden, dass der priméare Einfluss von PD-1 im
Zeitrahmen des T-Zell-Primings zu liegen scheint. Eine weitere Moglichkeit ware, dass
die PD-1-Expression unter der Nachweisgrenze der durchflusszytometrischen Analyse
liegt, wie fir die CD160-Expression bereits nachgewiesen werden konnte [Cai et al.,

2008].

Um zu untersuchen, ob die PD-1-Defizienz einen Einfluss auf die Apoptose der anti-
genspezifischen CD8' T-Zellen hat, wie es in Modellen chronischer viraler Infektionen
gezeigt wurde [Petrovas et al., 2006], wurde an Tag 3 nach Immunisierung das Vorliegen
von aktiver Caspase 3 in den T-Zellen analysiert. Aktive Caspase 3 ist ein Schliisselenzym
der Apoptose, welches zu einem frithen Zeitpunkt in der apoptotischen Zelle durch einen
zweistufigen Mechanismus in seine aktive Form umgewandelt wird [Han et al., 1997]. Es
konnte gezeigt werden, dass die Defizienz von PD-1 zu keiner Abnahme der Apoptose der
antigenspezifischen CD8" T-Zellen gefiihrt hat. Diese Ergebnisse verhalten sich kontrér
zu den Ergebnissen die Petrovas et al. in HIV-spezifischen CD8" T-Zellen gefunden
haben. In dieser chronischrn viralen Infektion konnte eine verringerte Apoptose-Rate
in PD-1-negativen T-Zellen im Vergleich zu PD-1-exprimierenden T-Zellen ermittelt

werden [Petrovas et al., 2006].

Um sicherzustellen, dass der beobachtete Anstieg der antigenspezifischen OT-I PD-1 ko
CD8" T-Zellen ausschlieBlich auf die Defizienz von PD-1 und nicht auf mogliche den
Knockout kompensierende Mechanismen zuriickzufiihren ist, wurden PD-L1-defiziente
Rezipienten eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass auch der Transfer von OT-1 WT
CD8* T-Zellen in PD-L1-defiziente Méause auf C57Bl/6-Hintergrund zu einem Anstieg
der antigenspezifischen CD8" T-Zellen im Vergleich zur C57B1/6-Wildtyp-Gruppe
fithrte. Gleiches konnte auch fiir die IFN-v-Sekretion der restimulierten Milzzellen
gezeigt werden. Auffallig ist jedoch, dass die antigenspezifischen CD8% T-Zellen in ihrer
Anzahl unter denen der OT-I PD-1 ko-Population lagen. Dies konnte durch eine, die
PD-L1-Defizienz kompensierende, Verstarkung regulatorischer Mechanismen in den
Mausen entstanden sein. So ware eine verstiarkte Einflussnahme von regulatorischen

T-Zellen oder anderer koinhibierender Rezeptoren wie z.B. CTLA-4 denkbar.
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4.2 Einfluss der PD-1 Defizienz auf die Entstehung und

Differenzierung des Memory-Kompartments

Um den Phanotyp der an Tag 42 nach Immunisierung persistierenden antigenspezifischen
CD8" T-Zellen naher spezifizieren zu konnen, wurden Milz- und Leberlymphozyten
auf die Expression von Memory-Markern hin untersucht. CD8% Memory-Zellen expri-
mieren CD127 [Harty and Badovinac, 2008], welches hier als genereller Marker zur
Abgrenzung des Memory-Kompartments eingesetzt wurde. Desweiteren lésst sich eine
Einteilung der Memory-Population in zwei Hauptgruppen vornehmen. Die eine Gruppe
setzt sich aus den zentralen Memory-Zellen (Toy) zusammen. Diese exprimieren den
Homing-Rezeptor CD62L auf ihrer Oberflache und lassen sich demzufolge priméar in
lymphatischen Organen finden [Lanzavecchia and Sallusto, 2004]. Die andere Gruppe
besteht aus den Effektor-Memory-Zellen (Tgy,). Diese exprimieren kein CD62L und
zirkulieren primér durch die Peripherie [Lanzavecchia and Sallusto, 2004, Masopust,

2001].

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die PD-1-Defizienz in den
OT-I1 CD8" T-Zellen zu einer Veranderung der Zusammensetzung des CD8% Memory-
Kompartments fithrt. Wahrend in der OT-I WT-Gruppe die Ty, vorherrschend sind,
kommt es im Vergleich dazu in der OT-I PD-1 ko-Gruppe zu einer Zunahme der
Tgy in Milz und Leber. Der Mechanismus der Memory-Differenzierung konnte noch
nicht vollstandig aufgeklart werden. Aktuell existieren zwei verschieden Modelle. Das
eine geht von einer linearen Entwicklung der Zellen aus. Hiernach entstehen aus den
naiven T-Zellen die T-Effektor-Zellen, gefolgt von der Stufe der T gy, aus denen sich
letztendlich die Ty bilden [Wherry et al., 2003]. Das zweite Modell geht von einer
Vorlauferzelle aus, aus der sich Ty, bilden konnen, ohne die Effektor-Phase durchlaufen
haben zu miissen [Manjunath et al., 2001]. Die Verschiebung des Verhéltnisses der
Memory-Zellen hin zu Tgj, in der OT-1 PD-1 ko Gruppe lafit sich alleine durch keines
der beiden Modelle erkldren. So konnte die Defizienz von PD-1 in den OT-1 CD8 T-Zellen

die Entwicklung der Zellen in eine T pgj/-Richtung beeinflusst haben, was die zweite
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Theorie stiitzen wiirde. Jedoch wéire es auch denkbar, dass die OT-1 PD-1 ko CD8*T-
Zellen durch die PD-1-Defizienz bedingt zum Analysezeitpunkt noch nicht vollstandig
ausdifferenziert waren und daher noch eine gréfere Anzahl an T gy, vorlag. Die Analyse
der Sekretion von IFN-v und IL-2 ergab eine erhohte Multizytokinsekretion der PD-1-
defizienten CD8" T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche auch in einem Modell
viraler Infektion nachgewiesen werden konnte [Allie et al., 2011]. Unter Einbezichung
der Ergebnisse von Denton et al., die in einem Modell einer viralen Infektion fiir
[FN-+- und TNF-a-Sekretion zeigen konnten, dass mit zunehmender Zellteilung und
Differenzierung die Multizytokinproduktion ab- und die Einzel-Sekretion von IFN-v
zunimmt [Denton et al., 2011], wiirde, ausgehend von einer noch nicht vollstandig
abgeschlossenen Ausdifferenzierung der PD-1 defizienten Memory-Zellen, die erhohte
Multizytokinsekretion der OT-I PD-1 ko CD8" T-Zellen fiir das Modell der linearen
Entwicklung des T-Zell-Memorys sprechen.

4.3 Infektion mit Listeria monocytogenes

Nachdem in einem zytotoxischen T-Zell-Test erste Hinweise auf die Funktionalitat
der persistierenden Memory-Zellen gewonnen werden konnten, sollten die Ergebnisse
in einem Infektionsmodell getestet werden. Dazu wurde eine Infektion mit LmOVA
gewahlt. Dieser OVA-exprimierende Listerien-Stamm erfiillt die notige Antigenspezifitat,
auferdem ist die Protektion gegen Listeria monocytogenes als intrazellularem Bakterium

von der Polyfunktionalitat der CD8"T-Zellen in der Milz abhangig.

Es konnte eine Zunahme der antigenspezifischen CD8" Milzzellen nach Infektion der OT-
I PD-1 ko Rezipienten mit LmOVA detektiert werden. Dies ging einher mit einer starken
Reduktion der bakteriellen Last in Milz und Leber im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Durch die bakterielle Infektion ausgelost konnte es zu einer verstéarkten Expression
von PD-1 in den persistierenden OT-I WT CD8" T-Zellen gekommen sein, wodurch
diese in ihrer Funktionalitiat im Gegensatz zu den PD-1-defizienten Zellen eingeschrankt
waren. Dieser Einfluss konnte auch in Modellen chronischer viraler Infektionen gezeigt
werden, in welchen die PD-1-Expression auf T-Zellen zu einem erschopften Phianotyp

und einem damit einhergehenden Funktionsverlust fithrt [Petrovas et al., 2006, Barber
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et al., 2006]. Fir den negativen Regulator CTLA-4 konnte in einer Infektion mit Listeria
monocytogenes ebenfalls eine vergleichbare Wirkung beobachtet werden [Rowe et al.,
2009, Pedicord et al., 2011]. Ebenfalls in einem Listeria monocytogenes-Modell konnte
durch Applikation eines anti-PD-L1-Antikérpers jedoch eine Reduktion der antigen-
spezifischen CD8" T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden [Rowe
et al., 2008]. Jedoch kann eine Antikorpergabe nicht nur eine antagonistische, sondern
ebenfalls eine agonistische Wirkung erzielen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte in einem
PD-1-Knockout-Modell gezeigt werden, dass weder fiir das T-Zell-Priming noch fiir die
Expansion eine PD-1-Expression bendtigt wird und dass diese Defizienz sich positiv auf
den Verlauf der T-Zell-Entwicklung auswirkt. Dies resultierte nicht nur in gesteigerten
Anzahlen antigenspezfischer CD8% T-Zellen, sondern auch in einer verbesserten bakteri-
ellen Bekdmpfung. Zusétzlich wiesen die LmOVA-infizierten OT-I PD-1 ko-Rezipienten
einen besseren Allgemeinzustand im Gegensatz zur Kontrollgruppe auf. Dies 148t darauf
schliefen, dass in diesem Modell keine Immunpathologien durch die Defizienz von PD-1
ausgelost wurden. Da die Wirkung der anti-PD-L1-Antikorperapplikation unklar ist,
sollte im Rahmen einer Vakzine-Entwicklung, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, PD-1 als Target verwendet werden. Da die Expression von PD-1 in
Modellen chronischer viraler Infektionen mit dem Erschopfungszustand der T-Zellen
korreliert [Petrovas et al., 2006, Day et al., 2006] sollte eine vakzinierungsbedingte
Induktion der PD-1-Expression vermieden werden. Wie fiir eine BTLA-basierte Tumor-
Immunisierung gezeigt werden konnte, kann eine ensprechende Vakzine zusatzlich auch

zu einer verringerten Expression koinhibierender Molekiile fithren [Derré et al., 2010].

4.4 Blockade von PD-1 durch den Antikorper
anti-PD-1 8A7

Es konnte mithilfe des Einsatzes von PD-1-defizienten CD8" T-Zellen der Einfluss von
PD-1 auf die CD8" T-Zell-Antwort gezeigt werden. Jedoch stellen Knockout-Tiere und
die aus ihnen gewonnenen Knockout-Zellen stets ein artifizielles System dar, welches
das Risiko der Ausbildung kompensatorischer Mechanismen trigt. Um die in den voran-

gegangenen Versuchen erzielten Ergebnisse zu verifizieren wurde durch die Verwendung
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von anti-PD-1-Antikérpern eine Anndherung an eine therapeutische Anwendung ge-
schaffen. Durch die Applikation des antagonistischen anti-PD-1-Antikérpers konnte
der bereits gezeigte koinhibierende Einfluss von PD-1 auf die T-Zell-Antwort bestatigt
werden. Zusatzlich konnte vergleichend durch die Antikérpergabe zum Zeitpunkt des
T-Zell-Primings und zum Einsetzen der Kontraktionsphase die Relevanz von PD-1 auf

das Priming und die Aktivierung von CD8" T-Zellen nachgewiesen werden.

Wie wichtig Untersuchungen zur Funktion koinhibierender Molekiile sind, zeigen eine
Reihe an Studien zum Einfluss von anti-CTLA-4- und anti-PD-1-Antikérpern auf die
Tumorentwicklung im Menschen. CTLA-4 wird nach der T-Zell-Aktivierung auf der
Oberfliche von T-Zellen hochreguliert und wirkt dort inhibitorisch durch Bindung an
CD80/CD86 [Kormann, 2005]. Bereits zwei anti-CTLA-4-Antikérper sind entwickelt
worden, welche sich zur Zeit in der Phase der klinischen Studien befinden. Der erste
Antikorper ist ein monoklonaler anti-CTLA-4 IgG1-Antikorper (Ipilimumab), welcher
Phase I und IT der klinischen Studien bereits durchlaufen hat. Er wurde in den Studien
primér gegen metastasierende Melanoma sowohl als Einzelgabe als auch in Kombination
mit dem Zytostatikum Dacarbazin eingesetzt und konnte eine dosisabhangige Verbes-
serung bewirken [Wolchok et al., 2010]. Auch klinische Studien der Phase-III konnten
diese Ergebnisse bestatigen [Hodi et al., 2010, Robert et al., 2011]. Jedoch kam es unter
anti-CTLA-4-Behandlung zu mittleren bis schweren Nebenwirkungen, meist immunolo-
gischer Art (z.B. endokrin, gastrointestinal, hepatisch) in bis zu 30% der Patienten. Der
zweite anti-CTLA-4-Antikorper (Tremelimumab) ist ein IgG2-Antikérper und befindet
sich ebenfalls in klinischen Studien der Phase-III. Er konnte als Einzelanwendung im
Vergleich zu einer Dacarbazine-Behandlung nicht iiberzeugen [Simeone, 2012], wird aber
weiterhin in Kombinationsstudien getestet [Tarhini et al., 2012]. Auch ein humaner,
monoklonaler anti-PD-1 IgG4-Antikorper wird aktuell in klinischen Studien zur Tumor-
behandlung eingesetzt. Wiahrend die genaue Wirkweise des anti-CTLA-4-Antikorpers
nicht bekannt ist, wird PD-1 nur auf de novo aktivierten T-Zellen exprimiert [Ishida
et al., 1992, Agata et al., 1996] und dort durch den Antikorper geblockt. In Phase-I-
Studien wurde die Sicherheit, Toxizitdt und Pharmakodynamik untersucht [Brahmer
et al., 2010, Flies et al., 2011]. Neben diesen eigentlich zu analysierenden Parametern
konnte bereits in dieser Phase der Studien eine klinische Aktivitat in bezug auf anti-
Tumor-Aktivitiat nachgewiesen werden. Auch ergab sich ein geringeres Toxizitatsprofil

fir den anti-PD-1-Antikorper, als fiir die getesteten anti-CTLA-4-Antikorper ermittelt
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wurde. Weitere Studien sind durchgefithrt worden, um Sicherheit, maximale Dosis und
klinische Aktivitat weiter zu untersuchen [Flies et al., 2011, Topalian et al., 2012].
Zusatzlich befindet sich ein humaner monoklonaler anti-PD-L1-Antikorper zur Zeit in

der Phase der klinischen Studien [Brahmer et al., 2012].

All dies sind erfolgsversprechende Ansétze, um iiber die Blockade koinhibitorischer
Regulatoren einen Fortschritt in der Tumortherapie zu erzielen. Auch verdeutlichen sie
die Tragweite des Einflusses dieser Molekiile. Zieht man die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse hinzu, wére eine klinische Applikation eines anti-PD-1-Antikérpers auch im

Rahmen einer Vakzine zur Starkung der CD8" T-Zell-Anwort denkbar.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des koinhibitorischen Rezeptors PD-1
auf die Entwicklung der T-Zell-Antwort der CD8" T-Zellpopulation untersucht. Dazu
wurde ein Transfer von PD-1-defizienten OT-1 CD8" T-Zellen sowie vergleichend ein
Transfer von OT-I Wildtyp-Zellen durchgefiihrt. Anschliefend fand eine Immunisierung
mit dem Modell-Antigen SIINFEKL statt.

Es konnte gezeigt werden, dass es zu einem starken Anstieg der PD-1-defizienten CD8*
T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen kam. Diese Differenz in der Anzahl der CD8*
T-Zellen konnte iiber den gesamten untersuchten Zeitraum hin beobachtet werden. Damit
einher ging eine Erhéhung der IFN-y-Produktion, die in antigenspezifisch-restimulierten
Milzzellen in vitro nachgewiesen werden konnte. Auch in PD-L1 ko-Rezipienten, denen
OT-I WT CD8*t T-Zellen transferiert wurden, konnte nach Immunisierung eine Erho-
hung der antigenspezifischen CD8" T-Zellen sowie eine verstarkte IFN-v -Sekretion
der antigenspezifisch-restimulierten Milzzellen im Vergleich zur WT-Kontrollgruppe

detektiert werden.

Die Analyse des Phénotyps der Memory-Zellen ergab eine Verschiebung des Teys /
T g -Verhaltnisses in den OT-I PD-1 ko-Zellen hin zu einer verstirkten T gy-Bildung
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass
PD-1 sich inhibitorisch auf die Entwicklung der vakzine-induzierten CD8" T-Zellen
auswirkt. Dieser Einfluss zeigt sich bis hin zur Entwicklung des Memory-Kompartments
und resuliert zusatzlich in einer héheren Anzahl antigenspezifischer Memory-Zellen und

einer verstarkten Multizytokinproduktion.

In einem zytotoxischen T-Zell-Test konnte keine Einschrankung der Effektor-Funktionen
der Memory-Zellen festgestellt werden. Zur weiteren Untersuchung der antigenspezifi-
schen persistierenden Memory-Zellen wurden immunisierte Mause mit einem SIINFEKL-
exprimierenden Stamm des Bakteriums Listeria monocytogenes (LmOVA) infiziert. Die
Infektion fithrte zu einem starken Anstieg der Anzahl antigenspezifischer OT-I PD-1 ko

CD8* T-Zellen in der Milz sowie zu einer sehr starken Reduktion der bakteriellen Last
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in Milz und Leber der Mausgruppe, welcher PD-1-defiziente CD8% T-Zellen transferiert
wurden. Durch diese Versuche konnte die Funktionalitidt der PD-1-defizienten persis-
tierenden Memory-Zellen nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass sich
die Abwesenheit von PD-1 auf den vakzine-induzierten Memory-Zellen positiv auf die

Immunantwort gegen eine Infektion mit Listeria monocytogenes auswirkt.

Anschlieflend wurde die PD-1-Blockade durch Antikérperapplikation untersucht. Hierzu
wurden neben dem Transfer von OT-I WT CD8*" T-Zellen und der folgenden Im-
munisierung einer Gruppe ein anti-PD-1-Antikoérper appliziert. Im Zuge der frithen
Antikorperapplikation konnte ein Anstieg der CD8' T-Zellen im Gegensatz zur Kontroll-
gruppe beobachtet werden. Dies zeigte sich auch in einer erhohten IFN-vy-Sekretion der
in vitro antigenspezifisch-restimulierten Milzzellen. Die spate Antikérpergabe nach Im-
munisierung fithrte dagegen zu keiner Erhohung der antigenspezifischen CD8% T-Zellen
sowie zu einer vergleichbaren Zytokinsekretion der Milzzellen beider Gruppen. Hieraus
laBt sich schluBfolgern, dass die Expression von PD-1 primér wahrend der frithen Phase
der T-Zell-Antwort zum Tragen kommt. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine anti-
PD-1-Antikoérperapplikation sowohl zu einem Anstieg der Anzahl antigenspezifischer
CD8™ T-Zellen als auch zu einer verstiarkten IFN-y-Sekretion fithrt. Dies 148t auf eine
erfolgsversprechende Anwendung einer PD-1-Blockade durch Antikérperapplikation im

Rahmen einer therapeutischen Anwendung schlieflen.
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Abstract

The aim of this thesis was to analyze the influence of PD-1 as a negative receptor on t
cell activation and differenciation. To this end OT-I PD-1 ko CD8' T cells as well as
OT-I wildtyp T cells as an control were transfered into naive C57B1/6 mice, followed

by an immunization with the a vaccine-carrier containing the SIINFEKL peptid.

An high increase in antigenspecific activated OT-1 PD-1 ko cells in comparison to wt
cells could be detected after immunization. These differences were maintained during

early as well as late stages of T cell development.

Additionally, PD-1 deficient T cells produced an increased amount of IFN-gamma after
antigen specific restimulation of spleen cells. These results were corroborated by transfer
of OT-I wt cells in PD-L1 ko or wt recipients. Here also an increased amount of cytokine

producing T cells were found in PD-L1 ko recipients.

Furthermore the deficiency for PD-1 skewed the ratio of memory T cells towards
multi cytokine-producing effector memory cells. This indicates that PD-1 affects the

development of vaccine-induced CD8+ T cells in an inhibitory way.

In a cytotoxic T cell assay no impairment regarding the functionality of persisting
PD-1 deficient memory cells could be detected. To further analyze the effector functions
of persisting memory cells, immunized mice were infected with transgenic Listeria
monocytogenes expressing SIINFEKL. This infection led to a higher expansion of PD-1
deficient CD8" T cells compared to their wt counterpart. This was accompanied by a
strong decrease in bacterial load within the group that received OT-1 PD-1 ko T cells.

This furthermore indicates the functionality of persisting PD-1 deficient memory cells.

Additionally, the impact of PD-1 blockade by application of an anti-PD-1 antibody
was analyzed. After transfer of OT-I1 wt T cells followed by immunization an anti-PD-1
antibody was applied. Here, an early administration of the antibody led to an increase
in the amount of CD8" T cells. However, no influence on T cell numbers could be
detected when the antibody was applied at later time points. From this data, it can be

concluded, that PD-1 inhibits the T cell development during the early course of T cell
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activation. Taken together these results suggest a potential therapeutical role of PD-1

blockade during immunization.
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