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Zusammenfassung

Die Leber ist neben der Milz das wichtigste Zielorgan von Listeria monocytogenes. Im Rah-
men der Immunantwort findet eine Akkumulation von T-Zellen in den infizierten Organen
statt. Fiir die Kontrolle der Listerieninfektion sind aufgrund der intrazelluldren Lebensweise
des Bakteriums T-Zellen, vor allem CD8" T-Zellen, entscheidend. Da in der Leber keine T-
Zellantworten generiert werden konnen, muss die T-Zellakkumulation auf der Rekrutierung
von Effektor-T-Zellen, die in Lymphgeweben gebildet wurden, beruhen. Im Listeria monocyto-
genes-Infektionsmodell sind die Mechanismen der T-Zellmigration nur unzureichend bekannt.
Fiir die Beteiligung von Chemokinen und deren Rezeptoren gibt es nur wenige und zum Teil
widerspriichliche Studien. Unveroffentlichte mRNA-Expressionsanalysen ergaben, dass Liste-
ria monocytogenes spezifische CD8* T-Zellen unter anderem relativ hohe Level fiir den Chemo-
kinrezeptor CXCR6 zeigten. Weiterhin findet sich der CXCR6-Ligand CXCL16 in sinusoidalen
Endothelien der Leber. Aufgrund dieser Daten wurde die Hypothese aufgestellt, dass CXCR6
die Aktivierung, die Differenzierung und die Migration von CD8" T-Zellen wihrend der Im-
munantwort der Maus gegen Listeria monocytogenes reguliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in der Maus ein grofier Anteil an CD8* T-Zellen
in der Leber CXCR6-positiv war und dieser Anteil wiahrend der Infektion mit Listeria mono-
cytogenes noch weiter anstieg. Listerien-spezifische CD8* T-Zellen erwarben CXCR6 auf ihrer
Oberflache, im Verhiltnis zur Zytokinexpression war die CXCR6-Expression jedoch verzogert.
CXCRé6-defiziente Mduse konnten jedoch normale CD4" und CD8" T-Zellantworten ausbilden
und zeigten eine vergleichbare Akkumulation dieser Zellen in der Leber. Die CXCR6-Defizienz
fiihrte auch zu keinem Nachteil in der Kontrolle der Listerieninfektion. Im T-Zelltransfer war
die Akkumulation Listerien-spezifischer aktivierter CD8* T-Zellen in der Leber zu frithen Zeit-
punkten von der Expression von CXCR6 abhdngig. Wahrend des Maximums der T-Zellantwort
konnte das Fehlen von CXCR6 jedoch durch andere Mechanismen ausgeglichen werden. Bei
der Beobachtung von transferierten CD8* T-Zellen iiber einen lingeren Zeitraum konnte schlief3-
lich gezeigt werden, dass CXCR6 zu spidten Zeitpunkten nach der Infektion wichtig fiir das
Uberleben, die Proliferation und die Gewebeverteilung von CD8* T-Zellen war.
Zusammenfassend steuert CXCR6 zu frithen Zeitpunkten der Infektion mit Listeria monocytoge-
nes die Migration von Listerien-spezifischen aktivierten CD8" T-Zellen in die Leber und ist zu

spéten Zeitpunkten nach der Infektion wichtig fiir das Uberleben von CD8" T-Zellen.
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Abstract

Spleen and liver are the main target organs of Listeria monocytogenes. Due to the intracellular
lifecycle of Listeria monocytogenes, CD8" T cells are crucial for the control of infection. For an
efficient immune response, an accumulation of these T cells in infected organs is essential. Since
T-cell responses are not primed in the liver, the T-cell accumulation in this organ depends on
the recruitment of T effector cells generated in secondary lymphoid organs. The mechanisms
of T-cell migration in the Listeria monocytogenes infection model are not well understood and
the involvement of chemokines and their receptors is discussed contradictorily. Unpublished
mRNA expression analyses from our group have shown that CD8" T cells specific for Listeria
monocytogenes express high mRNA levels for the chemokine receptor CXCR6. Furthermore, the
ligand for CXCR6, the chemokine CXCL16, is expressed on the sinusoidal endothelium of the
liver. Because of these data, we hypothesized that CXCR6 regulates activation, differentiation,
and migration of CD8" T cells during immune responses of mice against Listeria monocytogenes.
In this thesis we demonstrate that a high proportion of CD8" T cells in livers of mice were
CXCRé6-positive and that this fraction further rose during infection with Listeria monocytogenes.
CD8" T cells specific for listeria acquired CXCR6 on their surface, but the expression of CX-
CR6 was delayed compared with the expression of cytokines. However, CXCR6-deficient mice
could generate normal CD4* and CD8* T-cell responses and these cells showed comparable
accumulation in the infected liver. CXCRé6-deficiency also did not impair control of listeria. In
T-cell transfer assays, accumulation of listeria-specific activated CD8* T cells was dependent
on CXCR® at early time points post-infection. At later time points, the absence of CXCR6 was
compensated by other mechanisms. By following transferred CD8* T cells for prologned time
periods, we could finally demonstrate that CXCR6 was important for long-term survival, pro-
liferation and tissue distribution of CD8" T cells.

In conclusion, we provide evidence that CXCR6 regulates the migration of activated listeria-
specific CD8" T cells to the liver at early time points of infection. On the other hand CXCR6 is

also important for the long-term survival of CD8* T cells.
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1 Einleitung

Die primére Aufgabe des Immunsystems besteht darin, zwischen “Eigen” und “Fremd” zu un-
terscheiden und den Korper so gegen Infektionen durch Pathogene, wie Viren, Bakterien, Pilze
und Parasiten zu schiitzen. Man unterscheidet zwischen dem angeborenen und dem erwor-
benen (adaptiven) Immunsystem. Die erste Abwehr von Pathogenen erfolgt durch humorale
und zelluldre Mechanismen des angeborenen Immunsystems. Die Zellen des angeborenen Im-
munsystems erkennen Pathogene mit Hilfe von Mustererkennungsrezeptoren, die gegen hoch
konservierte mikrobielle Bestandteile gerichtet sind. Zellen der erworbenen Immunantwort ge-
nerieren durch Rekombination von Gensegmenten eine auflerordentliche Vielzahl von Rezepto-
ren mit unterschiedlicher Spezifitit. Bei Erkennung eines Pathogens durch eine T-Zelle oder B-
Zelle mit passendem T-Zellrezeptor (TZR) bzw. Antikorper, werden diese Zellen aktiviert und
proliferieren, so dass eine grofie Anzahl an Zellen mit Pathogen-spezifischen Rezeptoren ent-
steht, die dann eine effektive Kontrolle des Pathogens gewdihrleisten. Einige Pathogene umge-
hen eine Erkennung durch das Immunsystem indem sie sich intrazelluldr vermehren. Beispiele
hierfiir sind Viren, aber auch bestimmte Bakterien und Protozoen verwenden diese Strategie.
Fiir die Kontrolle dieser Pathogene sind CD8" T-Zellen wichtig. Sie konnen infizierte Zellen er-
kennen und toten. So wird bespielsweise die Vermehrung von Viren verhindert. Andere Patho-
gene werden durch die Zelltotung freigesetzt und dadurch fiir Phagozyten zugénglich. Ein Bei-
spiel fiir ein Bakterium, das sich intrazelluldr vermehren kann und durch CD8* T-Zellen kon-
trolliert wird, ist Listeria monocytogenes. Die Infektion von Médusen mit diesem Bakterium stellt
daher ein gut etabliertes Modell zur Untersuchung der CD8" T-Zellantwort dar. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die Rolle des Chemokinrezeptors CXCR6 fiir die CD8* T-Zellantwort im

Listeria monocytogenes-Infektionsmodell untersucht.

1.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (Lm) ist ein stabchenférmiges, Gram-positives Bakterium mit ubiquitarer
Verbreitung in der Natur. Es lebt fakultativ anaerob und saprophytisch und kann Saugetiere in-
fizieren. Bei Ziegen, Schafen und Rindern fiihrt die Infektion mit Listerien zu zentralnervosen
Erkrankungen und Fehlgeburten. Bei gesunden Menschen konnen Infektionen mit sehr hohen
Dosen ebenfalls ernsthafte Erkrankungen mit schweren Komplikationen durch eine Enzepha-

litis verursachen. Zu den Risikogruppen gehoren neben immunsupprimierten Menschen auch
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Nach einer Aufnahme von Listerien durch kontaminierte Lebensmittel dringt Lm in die Dar-
mepithelzellen ein. Hierfiir interagiert das Protein Internalin A (InlA) auf Lm mit epithelialem
Cadherin (E-Cadherin) auf den Epithelzellen. Listerien durchqueren die Epithel-Zell-Schicht
des Darms und verbreiten sich tiber den Blutstrom in andere Organe, wie Milz und Leber in
der Maus und zusétzlich in das Gehirn im Menschen und anderen Sdugern. Das Eindringen
von Lm in die Organe geschieht iiber geweberesidente Makrophagen. Mit Hilfe von Internalin B
(InlB) werden Listerien in die Phagosomen von Makrophagen aufgenommen. Die Ansduerung
des Phagosoms der Makrophagen aktiviert ein Hamolysin der Listerien, das Listeriolysin O
(LLO). Zusammen mit verschiedenen Phospholipasen bildet LLO Poren in der phagosomalen
Membran und erlaubt Lm das Eindringen ins Zytosol, wo es sich vermehrt. Im Zytosol syn-
thetisiert Lm polar die Aktinpolimerase actin-assembly-inducing-protein (ActA). ActA verursacht
die Polimerisation des Aktins und erlaubt den Listerien dadurch sich im Zytosol der Wirtszel-
le fortzubewegen. Diese Aktinpolymerisation fiihrt auch zu Ausstiilpungen der Zellmembran
in die angrenzende Nachbarzelle. An der Spitze dieser Ausstiilpungen befinden sich die Lis-
terien. In der Nachbarzelle schniirt sich die Einstiilpung als Vakuole ab. Die Listerien befreien
sich dann wieder durch die bereits beschriebenen Mechanismen. Listerien konnen sich so von
Zelle zu Zelle innerhalb eines Gewebes ausbreiten ohne den intrazelluldiren Raum zu verlas-
sen, weshalb die Mechanismen der humoralen Immunantwort weitgehend wirkungslos gegen
Listerien sind [2, 4].

1.1.2 Die Immunantwort gegen Listeria monocytogenes

In der frithen Phase der Infektion wird Lm durch das angeborene Immunsystem kontrolliert.
Hierbei spielen geweberesidente Makrophagen und anschliefiend Granulozyten und inflam-
matorische Monozyten eine grofse Rolle. Diese Antwort wird durch NK-Zellen (natiirliche Kil-
lerzellen) unterstiitzt. Durch das angeborene Immunsystem wird die Replikation der Bakterien
begrenzt, was unerlésslich fiir das Uberleben des Wirts ist. Die humorale Immunantwort hat
aufgrund der intrazelluliren Lebensweise von Listerien nur eine untergeordnete Bedeutung.
Fiir die Klarung der Listerieninfektion ist das adaptive Inmunsystem notwendig. Hierbei sind
ofp-T-Zellrezeptor* (TZR) T-Zellen entscheidend. CD8* T-Zellen setzen inflammatorische Zyto-
kine, wie Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-o (TNF-o), frei und wirken tiber zyto-
toxische Mechanismen. Die Zytotoxizitat der CD8* T-Zellen fiihrt zur Totung infizierter Zellen
und dadurch zur Freisetzung der Listerien. Phagozyten, die durch Zytokine aktiviert wurden,
erkennen die Listerien, nehmen sie auf und verdauen sie. CD4* T-Zellen entwickeln wihrend
einer Infektion mit Listerien eine TH-1 (T-Helferzellen Typ I) Antwort. Sie produzieren eben-
falls inflammatorische Chemokine und Zytokine, wie IFN-y und TNF-a. Die durch TH-1 und
CD8* T-Zellen freigesetzten Zytokine wirken auf Makrophagen und aktivieren sie. Aktivierte
Makrophagen besitzen effektive antibakterielle Mechanismen, wie NO, O-Radikale, Hydrola-

sen im Lysosom und eine effiziente Phagosomenreifung, die es erlauben die Listerien effizient
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der Effektorzellen. Konsequenzen sind die Produktion von Zytokinen und die Zytotoxizitat.
Bei einer sekundéaren Infektion sind in erster Linie CD8" T-Zellen fiir die Kontrolle der Infektion
entscheidend. Nach der priméaren Infektion bildet sich ein Pool von CD8* T-Gedéchtniszellen,
so dass bei der sekundéren Infektion deutlich mehr spezifische CD8" T-Zellen zur Verfiigung
stehen. Zusétzlich benotigen diese Gedéchtniszellen kein Priming und sind weniger von Ko-
signalen abhédngig. Als Folge findet eine extrem effiziente T-Zellantwort statt, die innerhalb
weniger Tage zu einer Kldrung der Infektion fiihrt und auch gegeniiber normalerweise letalen

Infektionsdosen schiitzt [2, 5, 6].

1.1.3 Der Verlauf der Listerien-Infektion im Mausmodell

Maiuse weisen im Vergleich zum Menschen ein verdndertes E-Cadherin auf, dass nur schlecht
mir Internalin A interagiert. In Folge dringen Listerien nur sehr ineffizient in Darmepithel-
zellen ein und eine systemische Ausbreitung erfolgt nur nach einer oralen Infektion mit sehr
hohen Inokula. Im Mausinfektionsmodell wird deshalb meistens eine sublethale Listeriendo-
sis intravends oder intraperitonel injiziert. Auch bei diesen Infektionsrouten sind die priméren
Zielorgane Milz und Leber. In diesen Organen findet dann eine massive Bakterienreplikation
statt. Die Infektion nimmt einen typischen Verlauf, wobei die Kinetik in beiden Organen &hn-
lich aussieht. Die Bakterienlast steigt bis Tag 2 nach Infektion an, bevor sich eine Plateauphase
mit gleich bleibender Bakterinlast ausbildet. In der frithen Phase und zu Beginn der Plateau-
phase wird die Infektion durch das angeborene Immunsystem kontrolliert. Die primére Akti-
vierung von CD4* und CD8" T-Zellen beginnt wenige Stunden nach Listeriengabe und erreicht
ihr Maximum acht bis zehn Tage nach Infektionsbeginn. Ab etwa Tag 5 beginnt die erworbene
Immunantwort gegen die Listerien Wirkung zu zeigen und zu diesem Zeitpunkt erreichen die
Zahlen an Listerien-spezifischen T-Zellen auch die Nachweisgrenze von Standardnachweisme-
thoden. Eine effektive T-Zellantwort eliminiert die Listerien bis Tag 10 vollstindig aus dem
Organismus. Bei der sekunddren Immunantwort gegen Listerien ist aufgrund der beriets vor-
handenen Gedéchtniszellen die Immunantwort deutlich schneller und starker. Die Klarung der
Listerien erfolgt normalerweise schon innerhalb von zwei bis drei Tagen. Das Maximum der
T-Zellantwort bei einer sekunddren Immunantwort gegen Listerien wird nach fiinf bis sechs

Tagen erreicht [2, 5].

1.2 CD8* T-Zellen

T-Lymphozyten oder T-Zellen bilden zusammen mit B-Lymphozyten die adaptive Immunant-
wort. Vorldufer von T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und wandern in den Thymus
um dort auszureifen. Im Thymus findet die Ausbildung des T-Zellrezeptors (TZR) durch so-
matische Rekombination statt. Der TZR ermdoglicht den T-Zellen korperfremde Antigene zu

erkennen. T-Zellantigene sind kurzkettige Peptide, die durch Antigen-prasentierdende Zellen
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(APZ) im Komplex mit MHC-Molekiilen prasentiert werden. Im Thymus erfolgt die positive
und negative Selektion der T-Zellen. Wéahrend der positiven Selektion wird sichergestellt, dass
T-Zellen eine ausreichende Affinitdt zu MHC-Molekiilen aufweisen und an sie binden kénnen.
Die negative Selektion hingegen verhindert das Uberleben von T-Zellen, die zu stark an MHC
binden und gegen korpereigene Antigene reagieren konnten. Nach der Reifung und Selektion
verlassen die entstandenen T-Zellen den Thymus und zirkulieren im Organismus.

Der TZR ist im Fall von zytotoxischen CD8" T-Zellen ein o3-Heterodimer und mit CD3-Proteinen
assoziiert. Wahrend der Aktivierung des TZR geben CD3-Proteine das TZR-Signal iiber ITAM-
Motive (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) ins Zellinnere weiter. Nach Aktivierung
des TZR werden die ITAM phosphoryliert und ermdoglichen dadurch die Bindung von ZAP70-
Tyrosinkinasen an die CD3-Proteine. Es kommt zur Aktivierung der Phospholipase C-y, die
wiederum Transkriptionsfaktoren aktiviert. In CD8" T-Zellen wird eine spezifische Gentran-
skription durch Transkriptionsfaktoren, wie NFxB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells), NFAT (nuclear factor of activated T-cells) und AP-1 (activator protein-1) induziert.
CD8* T-Zellen erkennen Peptid im Komplex mit MHC I-Molekiilen. Dabei unterstiitzt das CD8-
Dimer die Bindung des TZR an MHC I. CD4* T-Zellen hingegen erkennen Peptid im Komplex
mit MHC II-Molekiilen. Die Antigene fiir CD4" und CD8" T-Zellen unterscheiden sich durch
die Prasentation tiber MHC I- oder MHC II-Molekiile. Wahrend MHC II extrazelluldre Antige-
ne prasentiert, zeigen MHC I-Molekiile Antigene, die im Zytosol der Zelle lokalisiert sind. Eine
Ausnahme bildet die Kreuzprasentation durch Dendritische Zellen (DZ). DZ kénnen extrazel-
luldres Antigen aufnehmen und dann iiber MHC I-Molekiile prasentieren. MHC I-Molekiile
werden auf allen Zellen des Korpers exprimiert, wahrend MHC II-Molekiile tiberwiegend auf

professionellen APZ, wie dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen zu finden sind [7].

1.2.1 Die CD8* T-Zellantwort

Fiir die Ausbildung einer effektiven CD8* T-Zellantwort muss die naive CD8* T-Zelle durch
eine professionelle APZ aktiviert werden. Normalerweise geschieht die priméare Aktivierung
in einem sekundaren lymphatischen Gewebe durch eine DZ. CD8* T-Zellen erkennen das an
MHC I gebundene Antigen auf der DZ und werden mit Hilfe von Kosignalen, die durch die
DZ und das Umfeld zur Verfiigung gestellt werden, umfassend aktiviert. Die Aktivierung von
CD8" T-Zellen induziert neben der Proliferation auch die Differenzierung zu zytotoxischen Ef-
fektorzellen. Diese Effektorzellen verlassen die lymphatischen Gewebe und zirkulieren durch
den Korper um auf ihr Antigen zu treffen. Nach Erkennung ihres Antigens werden CD8" T-
Zellen nun auch ohne klassische Kosignale aktiviert und reagieren mit verschiedenen Effek-
tormechanismen. CD8* T-Zellen enthalten zytotoxische Granula, die vor allem Perforine und
Granzyme beinhalten. Nach Aktivierung entleeren CD8* T-Zellen den Inhalt ihrer zytotoxi-
schen Granula in die Kontaktzone zur Zielzelle. Perforine bilden in der Zielzelle eine Pore,

durch die die Granzyme eindringen konnen. Sowohl die Porenbildung selbst, als auch die
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durch Granzyme hervorgerufene Aktivierung von Caspasen losen in den Zielzellen den pro-
grammierten Zelltod, die Apoptose, aus. Eine weitere Effektorfunktion von aktivierten CD8* T-
Zellen ist die Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine. IFN-y und TNF-o indu-

zieren zum Beispiel bakterizide Mechanismen in Makrophagen [7].

1.2.2 Die CD8* T-Zelldifferenzierung

Die Differenzierung von naiven CD8* T-Zellen in verschiedene Effektor- und Gedachtnisstadi-
en wird durch Transkriptionsfaktoren reguliert. Die Expression bestimmter Oberflichen- und
Effektormolekiile ist charakteristisch fiir die verschiedenen Differenzierungsstadien [8]. Nach
Stimulation des TZR werden CD8" T-Zellen aktiviert und differenzieren durch weitere Signale
zu Effektor- und Gedéachtniszellen. Kostimulatorische Molekiile auf der APZ und Signale aus
der inflammatorischen Umgebung fithren zur umfassenden Aktivierung und Differenzierung
der naiven CD8* T-Zellen. Wichtige kostimulatorische Signale werden durch die Interaktion
von CD28 auf T-Zellen mit CD80/CD86 auf professionellen APZ, von CD27 mit CD70, 4-1BB
mit seinem Liganden, ICOS mit dem ICOS-Liganden und durch CD154 - CD40 Interaktionen
geliefert. Aus dem Umfeld liefern hauptsachlich Zytokine, wie Typ I Interferone (IFN-o und
IFN-B), IFN-v, Interleukin-2 (IL-2), IL-12 und IL-27 proinflammatorische Signale. Die Reifung
von CD8" T-Effektorzellen wird insbesondere durch Typ I IEN und IL-12 gefordert [7, 9, 10, 11].
In der frithen Phase der T-Zellantwort weisen CD8" T-Zellen eine hohe Proliferationsrate auf
und sind durch die Differenzierung zu CD8" T-Effektorzellen gekennzeichnet. In der Populati-
on der CD8* T-Effektorzellen konnen bereits einige Zellen als Gedéchtniszellvorldufer identifi-
ziert werden. Diese Zellen weisen eine hohe Expression der Interleukin-7-Rezeptor-o-Unterein-
heit (CD127), von CD27 und von Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) auf. Terminale Effektorzellen hin-
gegen exprimieren viel KLRG1 (killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1), was auf Ge-
dichtniszellvorldufern nicht zu finden ist [8, 12, 13, 14].

Zum Uberstehen der Kontraktionsphase und zum Langzeitiiberleben benstigen CD8" T-Ge-
déchtniszellen Zytokine wie IL-7 und IL-15 [15]. T-Geddchtniszellen werden in zwei unter-
schiedliche Gruppen eingeteilt. Man unterscheidet zwischen zentralen CD8* T-Gedéchtniszellen
und CD8" T-Effektorgedachtniszellen, die in der Maus tiber die Expression der Molekiile CD44
und CD62L identifiziert werden konnen. Wahrend zentrale Geddchtniszellen beide Molekiile
exprimieren, ein grofses proliferatives Potential besitzen und IL-2 produzieren, exprimieren
Effektorgedédchtniszellen nur CD44 und weisen konstitutiv Effektorfunktionen wie die Zytoto-
xizitat auf [16, 17].

CD8" T-Zellen kénnen bei chronischem Antigenkontakt in den Zustand der ”Exhaustion”, eine
Art Erschopfungszustand, geraten. Chronischer Antigenkontakt kann in Mdusen zum Beispiel
durch Infektion mit bestimmten Stimmen des Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV)
ausgelost werden. CD8" T-Zellen, die in den Erschopfungszustand geraten, sind durch eine

verminderte Produktion von Zytokinen, wie IL-2, IFN-y und TNF-o, gekennzeichnet und wei-
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Proteine sekretiert. Die Ausnahme bilden die membrangebundenen Chemokine Fraktalin und
CXCL16 [25, 26].

Neben der Klassifizierung anhand der Anordnung der ersten beiden Cysteinreste werden Che-
mokine zusitzlich aufgrund ihrer Expression und Funktion differenziert. Wahrend eine Grup-
pe von Chemokinen wichtig fiir die Kontrolle von inflammatorischen Prozessen ist, sind an-
dere Chemokine an der normalen homdstatischen Wanderung von Leukozyten im gesunden
Gewebe beteiligt. Inflammatorische Chemokine werden durch proinflammatorische Signale
induziert und steuern die Migration von Zellen des angeborenen und des erworbenen Immun-
systems zum Ort der Infektion. Homostatische Chemokine regulieren hingegen die Wande-
rung von Leukozyten zwischen priméren und sekundéren lymphatischen Geweben, zwischen
verschiedenen Zonen innerhalb dieser Gewebe, aber auch die Zirkulation von Zellen in peri-
pheren Geweben und die Akkumulation von Zellen in bestimmten Geweben wie Haut oder
Darmmukosa [23, 25, 27].

Chemokine regulieren die Einwanderung von Leukozyten in Gewebe durch die Bereitstellung
von Signalen, die es den Leukozyten erlauben mit ihrer Umgebung zu reagieren. Die Migrati-
on einer frei im Blutstrom zirkulierenden Zelle in ein Gewebe ist in vier Schritte unterteilt (Ab-
bildung 1.4). Der erste Schritt ist eine schwache Bindung von Leukozyten an das Gefdfsendo-
thel. Dieser Vorgang wird durch Wechselwirkungen von Selektinen auf den Endothelzellen
mit den entsprechenden Kohlenhydratliganden auf den Leukozyten induziert und fiihrt dazu,
dass die Zellen langsam am Endothel entlangrollen. Im zweiten Schritt kommt es zu starkeren
Wechselwirkungen. Chemokine lagern sich an die Glykostrukturen der Gefdffwande an und
aktivieren den entsprechenden Chemokinrezeptor auf Leukozyten. Dies fiihrt zur Aktivierung
von Integrinen, wie LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) und VLA-4 (very late anti-
gen 4), die dann ihre Liganden ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) und VCAM-1 (vascular
cell adhesion protein 1) auf dem Endothel binden. Es kommt zur stabilen Interaktion zwischen
diesen Molekiilen, wodurch die Rollbewegung beendet wird. Im néchsten Schritt erfolgt die
Extravasation. Hierbei durchdringen die Leukozyten die Wand des Blutgefadfies und gelangen
ins Gewebe. Im letzten Schritt folgen die Leukozyten einem lokalen Chemokingradienten und
wandern zum Ort der Infektion. Die Migration wird durch Chemokin-induzierte Anderungen
im Aktin-Zytoskelett ermoglicht [22].
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1.3.3 Der Chemokinrezeptor CXCR6 und sein Ligand CXCL16

Der Chemokinrezeptor CXCR6 (CD186), auch bekannt als Bonzo, STRL33 (seven transmem-
brane receptor-like from clone 33) oder TYMSTR (T lymphocyte-expressed seven-transmembrane do-
main receptor), erkennt nur das Chemokin CXCL16 oder SR-PSOX (scavenger receptor that binds
phos- phatidylserine and oxidized lipids) und ist bisher auch der einzig bekannte Rezeptor fiir
dieses Chemokin. CXCR6 wurde erstmals als Korezeptor fiir SIV (simian immunodeficiency vi-
rus) und HIV (human immunodeficiency virus) beschrieben [32, 33] und wird auf der Oberfldche
von CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen und Plasmazellen exprimiert [34].
Das Chemokin CXCL16 existiert sowohl als 16sliches Protein als auch in membrangebundener
Form. Transmembranes CXCL16 wird von Makrophagen, Monozyten, DZ und B-Zellen ex-
primiert und fungiert einerseits als Ligand fiir CXCR6-exprimierende Zellen und andererseits
als Scavenger Rezeptor, der Phosphatidylserin und oxidierte Lipoproteine bindet [35]. Losli-
ches CXCL16 wird durch Proteasen-vermittelte Abspaltung der membrangebundenen Form
gebildet. Wahrend ADAM-10 (A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10)
sowohl konstitutiv als auch nach Induktion CXCL16 von der Oberfliche abspaltet, erfolgt die
Abspaltung durch ADAM-17 (tumor necrosis factor (TNF)-o. converting enzyme 17) ausschlieilich
nach Induktion [36].

CXCR®6 besteht im Menschen aus 342 und in der Maus aus 351 Aminosduren. Das Protein hat
eine molekulare Masse von ca. 40 kDa. Der murine Rezeptor ist in 75 % seiner Proteinsequenz
identisch mit dem humanen CXCR6. Das Gen des humanen Proteins ist auf dem Chromosom
3, das Gen des murinen Proteins auf dem Chromosom 9 lokalisiert.

Fiir CXCR6 und CXCL16 konnte in der Maus in verschiedenen Krankheitsmodellen eine Funk-
tion gezeigt werden. In NOD (nonobese diabetic) und NOR (nonobese resistant) Mausen wurde
ein SNP (single-nucleotide polymorphism) im CXCL16-Gen identifiziert, was auf eine Funktion
des Chemokins in der Entwicklung des Diabetes in den NOD-Mdusen hindeutet [37]. Die Defi-
zienz von CXCL16 in Ldlr (low-density lipoprotein receptor)-knockout Mdusen fiihrt zu einer be-
schleunigten Entwicklung einer Artheriosklerose, wahrend die Defizienz von CXCR6 in ApoE
(Apolipoprotein E)-knockout Médusen eine verminderte Artheriosklerose zur Folge hat [38, 39].
In einem Modell des allergischen Asthmas zeigen T-Zellen, NKT-Zellen und NK-Zellen eine
starkere CXCR6-Expression [40]. Eine hohere Expression von CXCR6, aber auch von CXCL16,
wird in einem Graft-versus-host (GvH) Krankheitsmodell nach Knochenmarktransplantation
in Lunge und Leber beobachtet [41]. Nach einer Herztransplantation fiihrt die Blockade des
CXCR6-CXCL16-Systems zu einer verminderten Akkumulation von NKT-Zellen im Herzen
und bewirkt eine verstirkte Abstoffung des transplantierten Organs [42]. CXCR6 wird fiir die
Akkumulation von Lymphozyten am Ort von kortikalen Verletzungen im Gehirn benétigt [43]
und IFN-y*CXCR6* MBP (myelin basic protein)-reaktive T-Zellen zeigen eine Korrelation der
CXCR6-Expression mit der Ausbildung des Effektorgeddchtnis-Phanotyps [44]. Im Nephritis-
Modell kommt es nach Behandlung der Tiere mit Prednisolon zur Hochregulation der CXCR6
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und CXCL16 mRNA in den Glomeruli von MRL-lpr Mdusen (Méduse mit einer verstarkten Lym-
phoproliferation) [45]. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass nach Inhibition von CXCL16
die Antikorper-assoziierte Glomerulonephritis verstarkt ist [46]. In einem Modell der Rheu-
matoiden Arthritis wird in der Gelenkfliissigkeiten mehr 16sliches CXCL16 nachgewiesen und
30-50 % der in die drainierenden Lymphknoten infiltrierenden Leukozyten exprimieren CX-
CR6 [47].

Im Menschen werden der Chemokinrezeptor CXCR6 und sein Ligand CXCL16 ebenfalls mit
verschiedenen Krankheiten assoziiert. So konnte gezeigt werden, dass CD4" und CD8* T-Zellen
von Kindern mit Typ I Diabetes eine geringere Expression von CXCR6 aufweisen [48] und me-
senchymale Stammzellen aus dem Knochenmark, die aus pankreatischen Inseln isoliert wur-
den, CXCR6 exprimieren [49]. Im Serum und Dickdarm von Patienten mit Morbus Crohn wird
eine erhohte Konzentration an CXCL16 nachgewiesen [50]. Tumore mit einer hohen CXCR6-
Expression aus Patienten mit Prostatakrebs zeigen verstiarktes Wachstum und Angiogenese [51].
In Krebszelllinien und primdren Karzinomen konnte nach Aktivierung von CXCR6 ein ver-
starktes Wachstum [52] und nach Bestrahlung eine Hochregulation von CXCL16 festgestellt
werden [53]. Weiterhin konnte eine inverse Korrelation zwischen der CXCL16-Expression und
der Progression von Nierenkarzinomen gezeigt werden [54]. CXCR6 wird in Melanomen und
Metastasen von Melanomen exprimiert [55]. Auch fiir HIV und AIDS (aquired immunodeficien-
cy syndrom) besteht eine Assoziation mit CXCR6, da CXCR6 ein Korezeptor fiir HIV-1 und
HIV-2 ist [33, 56]. Ein Polymorphismus im CXCR6-Gen korreliert mit der Entwicklung von
AIDS. Liegt eine bestimmte Variante des CXCR6-Gens homozygot vor, so verzogert sich der
Zeitraum von der initialen AIDS-Diagnose bis zum Tod durch Lungenentziindung bei Medi-
kation [57, 58]. Bei chronischen Leberinfektionen zum Beispiel durch das Hepatitis C Virus
(HCV) kann eine verstiarkte CXCL16 Expression in der Leber und eine Infiltrierung und Re-
tention von CXCRé6-exprimierenden Lymphozyten nachgewiesen werden [59]. Wahrend einer
GvH-Hepatitis wird ebenfalls eine gesteigerte Rekrutierung von CXCR6"CD8" T-Zellen festge-
stellt [60]. In der Haut von Psoriasis-Patienten kann eine Uberexpression von CXCL16 nachge-
wiesen werden [61]. Auch verschiedene Arthritiden werden mit CXCR6 und CXCL16 in Zu-
sammenhang gebracht. In entziindeten Gelenken von Patienten mit juveniler idiopathischer
Arthritis werden CXCR6 und CXCL16 von Synoviozyten, Makrophagen und Endothelzellen
exprimiert und CXCRé6-exprimierende T-Zellen infiltrieren in den entziindeten Bereich [62].
Eine erhohte Konzentration von CXCL16 im Gelenkwasser, die zumindest zum Teil aus akti-
vierten Makrophagen stammt, fiithrt bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis zu gesteigerter
Rekrutierung von CD8* T-Ged4achtniszellen [63, 64].

Insgesamt gibt es sehr gute Hinweise dafiir, dass CXCR6 und sein Ligand CXCL16 unter ho-
moostatischen Bedingungen und insbesondere im Verlauf von Entziindungen und Infektionen

eine wichtige Rolle fiir die Chemotaxis von Immunzellen spielen.
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2 Zielsetzung

Die primidren Zielorgane des Bakteriums Listeria monocytogenes sind in der Maus Milz und
Leber. Listerien vermehren sich intrazelluldr und infizieren neben Makrophagen auch nicht
phagozytierende Zellen wie Hepatozyten. Aufgrund der intrazelluldren Lebensweise des Bak-
teriums sind T-Zellen, insbesondere CD8* T-Zellen, entscheidend fiir die Kontrolle der Liste-
rieninfektion. Im Rahmen der Immunantwort findet eine Akkumulation von T-Zellen in den
infizierten Organen statt. Da die primére Aktivierung von T-Zellen ausschliefSlich in den T-
Zellzonen von sekunddren Lymphorganen erfolgt, muss die T-Zellakkumulation in den infi-
zierten Organen auf der Rekrutierung von Effektor-T-Zellen beruhen. Im Listeria monocytoge-
nes-Infektionsmodell sind die Mechanismen der T-Zellmigration nur unzureichend bekannt.
Fiir die Beteiligung von Chemokin- und Chemokinrezeptor-Systemen gibt es nur wenige und
zum Teil widerspriichliche Studien. Aus unveroffentlichten mRNA Expressionsanalysen war
bekannt, dass Listeria monocytogenes spezifische CD8" T-Zellen relativ hohe mRNA Level fiir die
Chemokinrezeptoren CXCR6, CXCR3, CCR5 und CCR2, sowie moderate Level fiir die mRNA
von CCR6 zeigten. Die hohe Expression des Chemokins CXCL16 in sinusoidalen Endothelien
der Leber machte vor allem die Untersuchung des Chemokinrezeptors CXCR6 interessant.
Aufgrund der bereits vorhandenen Daten wurde fiir die vorliegende Arbeit folgende Hypothe-
se aufgestellt: Der Chemokinrezeptor CXCR6 reguliert die Aktivierung, die Differenzierung
und die Migration von CD8* T-Zellen wihrend der Immunantwort der Maus gegen Listeria
monocytogenes.

In einem ersten Teil der Arbeit sollte die Oberflachenexpression von CXCR6 auf verschiedenen
CD8* T-Zellsubpopulationen aus Milz und Leber im Verlauf der Inmunantwort gegen Liste-
ria monocytogenes charakterisiert werden und mit dem Differenzierungsgrad und der Funktion
dieser Zellen korreliert werden. In CXCR6-defizienten Médusen sollte dann die Funktion von
CXCRG6 in der Kontrolle der Listerieninfektion und der spezifischen T-Zellantwort aufgeklart
werden. Schlieflich sollte die Listeria monocytogenes Infektion mit einem T-Zelltransfermodell
kombiniert werden um die Funktion von CXCR6 fiir CD8* T-Zellen in vivo detailliert zu unter-
suchen. Insgesamt sollte diese Arbeit zu einem besseren Verstidndnis der Rolle des Chemokin-
rezeptors CXCR6 in der CD8* T-Zellantwort fiithren.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien und Reagenzien

Bacto Agar

Brefeldin A (BFA)
Bromdesoxyuridin (BrdU)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNase I

F.-Block

Fotales Kilberserum (FKS)
Kollagenase D

Kollagenase VIII

Natives Rattenserum (NRS)
Percoll separating solution
Saponin

Trypan Blau

Tryptic Soy Broth (TSB)

BD (Heidelberg)

Sigma (Steinheim)

BD (Heidelberg)

SERVA (Heidelberg)
Sigma (Steinheim)
Sigma (Steinheim)
BioXCell (West Lebanon)
PAA (Pasching)

Roche (Mannheim)
Sigma (Steinheim)
Jackson Immuno Research (Baltimore)
BIOCHROM AG (Berlin)
Sigma (Steinheim)
BIOCHROM AG (Berlin)
BD (Heidelberg)

Alle Standardchemikalien stammen von Serva (Heidelberg), Sigma (Steinheim), Merck (Darm-

stadt) oder Carl Roth (Karlsruhe).
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3.2 Puffer und Losungen

PBS (phosphate buffered saline) Sigma (Steinheim)
1 x PBS (phosphate buffered saline) GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
Heparin-Natrium Braun “Multi” BRAUN (Melsungen)
Trypan blue 0,5% (w/v) BIOCHROM AG (Berlin)
Saponinpuffer 0,1 % (w/v) BSA

0,3 % (w/v) Saponin

ad PBS
Erythrozytenlysepuffer 8,25 g NH4Cl

1,0 g KHCO;

0,037 g EDTA

auf 1 L Aqua dest.

Farbepuffer 3 % FKS
ad PBS

Annexin V-Puffer 0,14 M NaCl
0,25 mM CaCl,
0,1 % NaN3
0,01 M HEPES
pH7,4
ad Aqua dest.

Heparin-Losung Heparin 1:10 in Aqua dest. verdiinnt
BD FACS™ Lysing Solution BD (Heidelberg)

FoxP3 Transcription Factor Staining Buffer Set  eBioscience (San Diego)

BD FACSFlow™ BD (Heidelberg)
FACS Clean BD (Heidelberg)
BD FACS™ Shutdown Solution BD (Heidelberg)
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3.3 Stimulationssubstanzen

LLO189201 (NEKYAQAYPNVS)
OVAj57.264 (SIINFEKL)

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
Ionomycin

aCD3

aCD28

Proleukin S (Interleukin-2)
Interleukin-15

CXCL16

3.4 Medien und Medienzusatze

RPMI 1640
FKS (Fotales Kélberserum)

B-Mercaptoethanol (1000x fiir Zellkultur)

Gentamycin (1000x fiir Zellkultur)
Glutamin (100x fur Zellkultur)

RPMI komplett

TSB-Medium

JPT (Berlin)

JPT (Berlin)

Sigma (Steinheim)

Sigma (Steinheim)

Institut fiir Immunologie (UKE)
Institut fiir Immunologie (UKE)
Novartis (Niirnberg)
PeproTech (Hamburg)
PeproTech (Hamburg)

GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
PAA (Pasching)

GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO invitrogen (Karlsruhe)
GIBCO invitrogen (Karlsruhe)

10 % FCS

2 mM Glutamin

50 mg/mL Gentamycin
50 uM B-Mercaptoethanol
ad RPMI-Medium

30 g/L TSB

fiir Agar-Platten wird 2 % Bacto Agar
hinzugefiigt

ad Aqua dest.

3.5 Fluoreszenz-markierte Materialien

3.5.1 Antikorper

Markierung Spezifitat Klon gegen aus Firma
PE CD44 M7 Maus Ratte BD (Heidelberg)
PE IFN-vy XMG1.2 Maus Ratte BD (Heidelberg)
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Markierung Spezifitat Klon gegen aus Firma

PE Ki-67 B56 Human Maus BD (Heidelberg)

PE Isotyp fiir IgGlx  MOPC-21 Maus BD (Heidelberg)

PE TCR Vo2 B20.1 Maus Ratte eBioscience (San Diego)

PE CD223 (Lag-3) eBioCI9B7W Maus Ratte eBioscience (San Diego)

PE TNF-o TN3-19 Maus Hamster eBioscience (San Diego)

PE CD279 (PD-1) J43 Maus Hamster eBioscience (San Diego)

PE Vo2-TZR B20.1 Maus Ratte eBioscience (San Diego)

RPE CD244.2 2B4 Maus Maus BD (Heidelberg)

RPE CD4 RM4-5 Maus Ratte eBioscience (San Diego)

RPE CD8u 53-6.7 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

PerCP CD4 RM4-5 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

PerCP CD8« 53-6.7 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

PerCP CD90.2 53-2.1 Maus/ Ratte BioLegend (San Diego)
Ratte

PE-Cy7 TNF-ao MP6-XT22  Maus Ratte BD (Heidelberg)

PE-Cy7 TNF-o MP6-XT22  Maus Ratte eBioscience (San Diego)

PE-Cy7 CD8« 53-6.7 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

APC CD8u 53-6.7 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

APC CD4 RM4-5 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

AF647 IFN-vy XMG1.2 Maus Ratte eBioscience (San Diego)

APC-Cy7 CDe62L MEL-14 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

APC-Cy7 CD3e 145-2C11 Maus Hamster BioLegend (San Diego)

APC-Cy7 CD4 RM4-5 Maus Ratte BioLegend (San Diego)

V450 TNF-a MP6-XT22  Maus Ratte BD (Heidelberg)

V450 IFN-vy XMG1.2 Maus Ratte BD (Heidelberg)

eFluor 450 CD4 RM4-5 Maus Ratte eBioscience (San Diego)

eFluor 450  CD90.1 HIS51 Maus/ Ratte eBioscience (San Diego)
Ratte

FITC Vo2-TZR B20.1 Maus Ratte BD (Heidelberg)

3.5.2 Lebend/Tot Farbstoffe
4’ ,6-diamidino-2-phenylindole (Dapi) Merck (Darmstadt)

AlexaFluor-750 Succinimidyl Ester

Invitrogen (Karlsruhe)
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3.5.3 Reagenzien zur Proliferations- und Apoptosebestimmung

Cell Proliferation Dye eFluor 670

APC BrdU Flow Kit

AF647 Annexin V

SR-FLICA™ in vitro Poly Caspases Kit

3.6 Sonstige Materialien

MACS Separation Column (LD-Saule)
a-FITC MACS MicroBeads

eBioscience (San Diego)
BD (Heidelberg)
eBioscience (San Diego)

ImmunoChemistry Technologies (Bloomington)

Miltenyi (Bergisch-Gladbach)
Miltenyi (Bergisch-Gladbach)

Die Standardlabormaterialien (wie zum Beispiel Plastikpipetten und Reaktionsrohrchen) stam-

men von den Firmen Sarstedt (Niimbrecht), Greiner (Frikenhausen), Nunc (Langenselbold),

BD (Heidelberg) und Eppendorf (Hamburg).

3.7 Mauslinien

C57BL/6
C57BL/6 Thy1.1 (B6.PL-Thy1?/Cy])
CXCR6GFP /GFP

OT-1

OT-1 x B6.PL-Thy1?/Cy]
RAG1/-

Jackson Labs (Bar Harbour)

Jackson Labs (Bar Harbour)

bereitgestellt durch Prof. Dr. Ulf Panzer (III.
Medizinische Klinik und Poliklinik am
UKE, Hamburg) [65]

riickgekreuzt auf C57BL/6, bereitgestellt
durch das MPI Infektionsbiologie

(Berlin) [66]

Institut fiir Immunologie (UKE, Hamburg)
Jackson Labs (Bar Harbour)

Der CXCRé6-defiziente Genotyp wurde mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion) kontrolliert.

Die Kontrolle des T-Zellrezeptor-transgens der OT-I-Mause erfolgte mittels durchflusszytome-

trischer Analyse mit einem Antikorper gegen den T-Zellrezeptor Vo2. Die Maduse wurden in

der zentralen Versuchstierhaltung des Universitdtsklinikums Hamburg Eppendorf geziichtet.

Alle Tierversuche wurden nach den Vorgaben des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.
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3.8 Bakterienstamme

Listeria monocytogenes
Stamm EGD (LmEGD)

Listeria monocytogenes
Stamm OVA (LmOVA)

3.9 Gerate

Zentrifuge
Varifuge 3.0RS

Sterilbank
HERA safe

FACS-Gerat
BD FACS Canto II

Mikroskop
Leica DMIL

Brutschrank
HERA Cell

bereitgestellt durch Prof. Dr. S. H. E.

Kaufmann (Berlin)

bereitgestellt durch Prof. Dr. H. Shen

(Philadelphia) [67]

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

BD (Heidelberg)

Leica (Wetzlar)

Heraeus (Hanau)

Bei den Geriten fiir Zell- und Bakterienkultur, sowie fiir Zell- und Bakterienaufreinigung han-

delt es sich um Standardlaborgeriite.
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3.10 Software

Visualisierung der FACS-Daten
BD FACSDiva Software v6.1
Flow]o v10

Bearbeitung und Darstellung der
Ergebnisse

Microsoft Excel

GraphPad Prism Version 4.0 und 5.0
Adobe Illustrator CS5.1

BD (Heidelberg)
Tree Star, Inc. (Ashland)

Microsoft Corporation (Redmond)
GraphPad Software, Inc. (La Jolla)
Adobe Systems, Inc. (San José)
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4 Methoden

4.1 Infektion von Mausen

Die verwendeten Mause wurden priméar mit 1x10* Listeria monocytogenes EGD (LmEGD) oder
Listeria monocytogenes OVA (LmOVA) und sekundér mit 5x10° LmOVA in 200 uL Phosphate Buf-
fered Saline (PBS) intravenos (iv) in eine der lateralen Schwanzvenen infiziert. Die Bakterien
stammten aus einem bei —80 °C gelagerten Stock mit bekannter Konzentration. Die Bakterien-
konzentration des Inokulums wurde durch Ausplattieren einer sequentiellen Verdiinnungsrei-

he kontrolliert.

4.2 Transfer von OT-1 Zellen in die Maus

Bei den Zelltransferversuchen sollten die verschiedenen Donor-Zellen voneinander unterschie-
den werden kénnen und sich zusétzlich von den Zellen der Rezipienten unterscheiden. Die
Wildtyp Donor-Zellen waren vom Mausstamm OT-I x Thyl.1 und tragen daher die Oberfla-
chenmolekiile CD90.1 (Thy1.1) und CD90.2 (Thy1.2). Alle CD8* T-Zellen von OT-I transgenen
Maédusen tragen einen Ovalbumin-spezifischen T-Zell-Rezeptor, der das Pepid Ovalbumings;.oe4
(OVAs57.964, STINFEKL) im Kontext mit MHC I (H-2KP) erkennt. Die CXCR6SP/GFP Donor-
Tiere wurden auf einen OT-I transgenen Hintergrund geztichtet und tragen ausschliefilich das
Oberflaichenmolekiil CD90.2. Die Lymphozyten wurden aus den Milzen dieser Méuse aufge-
arbeitet (siehe Kap. 4.3.1) und die Zellzahl auf 5x10* Zellen pro 200 uL PBS eingestellt. Die-
se Zellen wurden intravends in die Rezipienten injiziert. Als Rezipienten wurden entweder
Thy1.1-Mé&use verwendet, deren T-Zellen ausschliefilich das Oberflaichenmolekiil CD90.1 tra-
gen, oder RAG1/-Miuse, denen aufgrund des knock-out des Recombination Activation Gene
1 (RAG1) B- und T-Zellen fehlen. Abbildung 4.1 zeigt als Beispiel das Gating von Wildtyp
und CXCR6-defizienten OT-I CD8" T-Zellen nach Transfer in Thyl.1-Méduse. Die Kombination
des OT-I Transfers mit der LmOVA Infektion, ermoglicht die Beobachtung einer spezifischen
T-Zellantwort. Die Bakterien sekretieren in der infizierten Zelle eine verkiirzte Form des Oval-
bumins, das zu OVAjs7.264 prozessiert und tiber MHC I auf der Zelloberflache prasentiert wird.
Die transferierten OVA-spezifischen CD8" T-Zellen aus den transgenen OT-I Mausen erken-
nen das auf MHC I présentierte OVA-Peptid. Die Erkennung fiihrt zu einer T-Zell-Rezeptor-

spezifischen Aktivierung der T-Zellen. Der Transfer erlaubt daher die Beobachtung von frithen

22






Methoden

4.3.2 Aufarbeitung von Lymphozyten aus der Leber

Vor Entnahme der Leber aus der Maus, wurde die Leber tiber die Portalvene mit 5 mL PBS per-
fundiert. Die Gallenblase wurde entfernt. Die Leber wurde in 20 mL PBS aufgenommen und
zusammen mit dem PBS auf ein Metallsieb in eine Petrischale gegeben. Mit dem Kolben einer
Spritze wurde die Leber in dem Sieb zerdriickt und homogenisiert. Das Sieb wurde mit 20 mL
PBS gespiilt und die Zellsuspension iiber ein 70 um Zellsieb filtriert. Die filtrierte Zellsuspensi-
on wurde 5 min bei 248xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 5 mL
40 % Percoll Separating Solution in RPMI Medium aufgenommen und auf 3 mL 70 % Percoll Se-
parating Solution in RPMI Medium geschichtet. Dieser Gradient wurde 20 min bei 524xg ohne
Bremse zentrifugiert. Der obere rosafarbige Ring, der Zelltriimmer und Hepatozyten enthailt,
wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Die Lymphozyten in der Interphase wurden in
ein 50 mL Rohrchen {tiberfiihrt. Das Rohrchen wurde mit PBS aufgefiillt und es wurde 5 min
bei 248xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde zur Erythrozy-
tenlyse in 3 mL Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und 3 min inkubiert. Es wurden 12 mL
PBS zugegeben und 5 min bei 248xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
im Residualvolumen resuspendiert und diese Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung (siehe

Kap. 4.4) eingesetzt.

4.3.3 Aufarbeitung von Lymphozyten aus dem Lymphknoten

Ein inguinaler Lymphknoten wurde aus der Maus entnommen und in 5 mL PBS aufgenom-
men. Am Binokular (Stereomikroskop) wurde mit Hilfe von Pinzetten iiberschiissiges Fettge-
webe entfernt ohne den Lymphknoten zu verletzen. Der Lymphknoten wurde zusammen mit
dem PBS auf ein Metallsieb in eine Petrischale gegeben. Mit dem Kolben einer Spritze wurde
der Lymphknoten in dem Sieb zerdriickt und homogenisiert. Das Sieb wurde mit 10 mL PBS
gespiilt, die Zellsuspension wurde {iber ein 70 ym Zellsieb filtriert und 5 min bei 248xg zen-
trifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet im Residualvolumen resuspendiert und

diese Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung (siehe Kap. 4.4) eingesetzt.

4.3.4 Aufarbeitung von Lymphozyten aus der Lunge

Vor Entnahme der Lunge aus der Maus, wurde die Lunge tiber die rechte Herzkammer mit
10 mL PBS perfundiert. Die Lunge wurde mit Hilfe einer Schere in kleine Stiicke zerschnitten
und 45 min bei 37 °C und 5 % CO; in 20 mL komplettem RPMI Medium inklusive 0,25 mg/mL
Kollagenase D, 0,25 mg/mL Kollagenase VIII und 10 Einheiten/mL DNase I verdaut. Die ver-
daute Lunge wurde zusammen mit dem Medium auf ein Metallsieb in eine Petrischale gegeben.
Mit dem Kolben einer Spritze wurde die zerschnittene, verdaute Lunge in dem Sieb zerdriickt
und homogenisiert. Das Sieb wurde mit 20 mL PBS gespiilt und die Zellsuspension iiber ein

70 um Zellsieb filtriert. Die filtrierte Zellsuspension wurde 5 min bei 248xg zentrifugiert. Der

24



Methoden

Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde zur Erythrozytenlyse in 3 mL Erythrozy-
tenlysepuffer resuspendiert und 3 min inkubiert. Es wurden 12 mL PBS zugegeben und 5 min
bei 248xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 5 mL PBS resuspendiert

und diese Zellsuspension zur Zellzahlbestimmung (siehe Kap. 4.4) eingesetzt.

4.3.5 Aufarbeitung von Lymphozyten aus dem Knochenmark

Das Fell wurde von einem Hinterbein entfernt. Der Oberschenkelknochen wurde aus dem Be-
ckenboden geldst und am Knie vom Unterschenkel getrennt. Der Oberschenkelknochen wurde
von Muskelgewebe befreit, an beiden Seiten mit einer Schere durchtrennt und das Knochen-
mark mit 5 mL PBS aus dem Knochen gespiilt. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 248xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet zur Erythrozytenlyse in 3 mL Ery-
throzytenlysepuffer resuspendiert und 3 min inkubiert. Es wurden 12 mL PBS zugegeben und
die Suspension iiber ein 70 um Zellsieb filtriert und 5 min bei 248xg zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen, das Pellet in 5 mL PBS resuspendiert und diese Zellsuspension zur

Zellzahlbestimmung (siehe Kap. 4.4) eingesetzt.

4.3.6 Aufarbeitung von Lymphozyten aus dem Blut

Aus der rechten Herzkammer wurde mit Hilfe einer in Heparin-Losung getauchten Kaniile
Blut enthnommen und mit 25 uL Heparin-Losung gemischt. 100 yL dieser Blut-Heparin-Losung
wurden zur Erythrozytenlyse mit 1 mL BD FACS™ Lysing Solution gemischt und 3 min inku-
biert. Es wurden 5 mL PBS zugegeben und 5 min bei 248xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen.

4.4 Zellzahlbestimmung

Die Dichte der Zellen in einer Zellsuspension kann mittels eines Hamozytometers (Neubauer-
Ziahlkammer) bestimmt werden. Dazu wurde die Oberfliche der Zdhlkammer gereinigt und
das dazugehorige, leicht angefeuchtete Deckglas auf die Zdahlkammer gelegt. 10 uL der Zellsus-
pension wurden zur Bestimmung der Zellzahl in 90 yL Trypan-Blau verdiinnt und mit einer
Pipette am Rand der Zahlkammer in die Zdhlkammer pipettiert. In mindestens zwei der vier
groflen Quadrate wurden die Zellen gezdhlt und der Mittelwert = berechnet. Die Bestimmung

der Zellkonzentration erfolgt nach Formel (4.1).

7 =z -10* - Verdimnung - mL ™ (4.1)
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4.5 Magnetisch aktivierte Zellsortierung (MACS)

Fiir die Isolierung von CD8* T-Zellen aus einer Zellsuspension wurde die MACS (magnetic-
associated cell sorting) Technologie von Miltenyi Biotech verwendet. Das Prinzip der MACS
Technologie besteht darin, dass bestimmte Zellen einer Zellsuspension magnetisch markiert
und tiber eine Sdule in einem Magneten isoliert werden. Der Durchfluss enthélt nicht-markierte
Zellen, wiahrend das Eluat die magnetisch markierten Zellen beinhalten. Die indirekte magne-
tische Markierung basiert auf zwei Schritten. Im ersten Schritt werden die Zellen mit einem pri-
mairen Antikorper, der gegen Oberflaichenmolekiile gerichtet ist, markiert. Im zweiten Schritt
werden die Zellen mit MACS MicroBeads magnetisch markiert. MACS MicroBeads binden ent-
weder direkt an den priméren Antikdrper oder an ein Molekiil, das mit dem priméaren Antikor-
per assoziiert ist. Um Zielzellen unmarkiert zu isolieren, werden nicht-Zielzellen magnetisch
markiert und depletiert. Wahrend der Trennung werden die unmarkierten Zielzellen im Durch-
fluss gesammelt. Die magnetisch markierten Zellen bleiben in der Sdule und kénnen bei Bedarf
nach Entfernen der Sdule aus dem Magneten eluiert werden.

Lymphozyten wurden aus der Milz standardmaflig (siehe Kap. 4.3.1), jedoch steril, aufgearbei-
tet. Es wurde eine extrazelluldre FACS-Farbung (siehe Kap. 4.7.1) durchgefiihrt. Dazu wurden
pro Milz 5 yL der folgenden FITC-markierten Antikdrper verwendet.

Spezifitat Zellpopulation
CD11b Myeloide Zellen
CD19 B-Zellen
F4/80 Makrophagen

MHC II Dendritische Zellen und B-Zellen

CD4 CD4" T-Zellen

Die Zellsuspension wurde mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 0,2 % BSA (Bovines Se-
rumalbumin) in PBS gewaschen und 1x107 Zellen in 80 pL 0,2 % BSA in PBS resuspendiert. Pro
1x107 Zellen wurden 5 uL o-FITC MACS MicroBeads zugegeben und 15 min bei 4 °C inkubiert.
Die Zellsuspension wurde mit 0,2 % BSA in PBS gewaschen und in 500 uL 0,2 % BSA in PBS
resuspendiert. Die MACS Saparationsdule (LD-Sdule) wurde mit 2 mL 0,2 % BSA in PBS dqui-
libriert. Die Zellsuspension wurde auf die Sdule gegeben und zwei Mal mit 1 mL 0,2 % BSA
in PBS gespiilt. Die Sdule wurde aus dem Magneten entfernt und die magnetisch markierten
Zellen mit 3 mL 0,2 % BSA in PBS eluiert. Zur Kontrolle der Aufreinigung wurde eine FACS-
Messung durchgefiihrt.

26



Methoden

4.6 Stimulation von T-Zellen

4.6.1 In vitro Stimulation

Die Stimulation der T-Zellen erfolgte in FACS-Rohrchen. Es wurden 2x10° Zellen in 100 pL
PBS pro Ansatz vorgelegt. Fiir jede Probe wurden drei Ansitze vorbereitet. Der erste Ansatz
diente als Referenzwert und enthielt keine stimulierenden Substanzen. Zu dem zweiten An-
satz wurde PMA /Iono gegeben. PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) wird auch als TPA (12-
O-Tetradecanylphorbol-13-acetate) bezeichnet und aktiviert die Proteinkinase C aufgrund seiner
Ahnlichkeit zu dem natiirlichen Aktivator Diacylglycerol. Iono (Ionomycin) ist ein Ionophor, al-
so ein Lipid-losliches Molekiil, welches den Transport von Ionen iiber Lipid-Doppelschichten
und Zellmembranen vermittelt. Die Zugabe von lonomycin zu Zellen bewirkt eine Steigerung
des intrazelluldren Calcium-Spiegels. Intrazelluldres Calcium bindet in T-Zellen an Calcineu-
rin und fiihrt zur Dephosphorylierung und Aktivierung von NFAT (nuclear factor of activated
T cells). NFAT ist ein zentraler Transkriptionsfaktor in der T-Zellaktivierung, der z.B. die Tran-
skription verschiedener Interleukine kontrolliert. PMA und Iono dienten als unspezifische Sti-
mulation der T-Zellen. Der dritte Ansatz enthielt die Peptide Listeriolysin O1g9-201 (LLO189-201)
und Ovalbumingsy.oes (OVA2s7.264). LLO1g9-201 aktiviert Listeriolysin-spezifische CD4* T-Zellen,
wahrend OVAjs7.264 Ovalbumin-spezifische CD8* T-Zellen aktiviert. Diese Peptide stellen im-
mundominante Epitope dar, die in C57BL/6 Mé&usen starke T-Zellantworten induzieren. Die
Stimulation erfolgte jeweils in einem Gesamtvolumen von 1 mL in komplettem RPMI Medium.

Die folgende Tabelle zeigt in welchen Mengen die Stimulationssubstanzen eingesetzt wurden.

Stimulationssubstanz | Endkonzentration
PMA 50 ng/uL
Iono 1uM
LLO1so-201 10°M
OVAss57.264 10°M

Nach Zugabe der Stimulationssubstanzen wurde 30 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Es
wurden pro Ansatz 1 yuL Brefeldin A in 50 pyL PBS (Endkonzentration: 0,01 ug/mL) zugege-
ben. Brefeldin A zerstort den Golgi-Apparat, wodurch neusynthetisierte Proteine nicht mehr
exozytiert werden konnen und in der Zelle akkumulieren. Dadurch wird eine intrazellulédre
Farbung der durch die Stimulationssubstanzen angeregten Syntheseprodukte ermoglicht. Es
wurde weitere 3,5 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert [69, 70]. Die Zellsuspension wurde mit
PBS gewaschen und standardméfsiig extra- und intrazelluldr geféarbt (siehe Kap. 4.7).
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4.6.2 CXCL16 Stimulation

Die Stimulation der T-Zellen mit CXCL16 erfolgte in 48-Napfplatten. Es wurden 4x10° Zel-
len pro Napf in 400 uL komplettem RPMI Medium inklusive Stimulationssubstanz eingesetzt.
Als Referenzwerte dienten ein Ansatz, der keine stimulierenden Substanzen enthielt, und ein
Ansatz, der als Kontrolle fiir Aktivierung und Proliferation diente. Diese Positiv-Kontrolle ent-
hielt aktivierende «CD3 und «CD28 Antikorper. CD3 ist ein Teil des T-Zellrezeptor-Komplexes.
CD28 wird ebenfalls auf T-Zellen exprimiert und liefert kostimulatorische Signale. Als direkter
Vergleich fiir die Stimulationseigenschaften von CXCL16 auf T-Zellen in Bezug auf Wachstum
und Uberleben wurde Interleukin-15 (IL-15) verwendet. IL-15 kontrolliert die Proliferation und
das Uberleben von Gedichtnis-CD8*-T-Zellen [71]. Die folgende Tabelle zeigt in welchen Men-

gen die Stimulationssubstanzen eingesetzt wurden.

Stimulationssubstanz Endkonzentration
aCD3 2 yg/mL
aCD28 2 yg/mL
IL-15 3ng/mL, 10 ng/mL, 30 ng/mL, 100 ng/mL, 300 ng/mL
CXCL16 3ng/mL, 10 ng/mL, 30 ng/mL, 100 ng/mL, 300 ng/mL

Es erfolgte fiir jeden Ansatz eine Doppelbestimmung. Die Ansdtze wurden fiir drei Tage bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert. Aus jedem Ansatz wurden 300 uL entnommen und standardma-

Big extrazelluldr gefarbt (siehe Kap. 4.7.1).

4.7 FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-Farbung

Fiir die FACS-Farbungen wurden 2x10° Zellen in 100 uL PBS vorgelegt. Vor der FACS-Fiarbung
muss die Oberflache der Zellen blockiert werden, damit unspezifische Bindungen der Anti-
korper verhindert werden. Pro Ansatz werden 1 yL NRS (Natives Rattenserum) und 0,5 yL
Fc-Block in 50 uL PBS verdiinnt und zu den Zellen gegeben. Die im Rattenserum enthaltenen
Immunglobuline blockieren unspezifische Antikérperbindungsstellen auf der Oberfliche der
Zellen. Der F.-Block bindet spezifisch an CD16 und CD32 und blockiert die F.-Rezeptoren. Da-
durch wird verhindert, dass diese Rezeptoren den F.-Teil der Antikorper binden. Es wurde

gevortext und 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.

4.7.1 Extrazellulare FACS-Farbung

Fiir die extrazellulare FACS-Farbung wurden die gewtinschten Antikoérper pro Ansatz in 50 pLL
PBS verdiinnt (ca. 0,1-1 pyg/Ansatz), auf die Zellen gegeben, die Suspension gevortext und

20 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und entweder
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direkt zur Messung eingesetzt, mit Paraformaldehyd (PFA) fixiert oder intrazelluldr gefarbt.
Die Fixierung erfolgte durch Zusatz von 100 uL 1 % PFA in PBS pro Ansatz. Die Zellen wurden

mit der Fixierungssubstanz gemischt und bei 4 °C fiir max. drei Tage gelagert.

4.7.2 Intrazellulire FACS-Farbung

Pro Ansatz wurden 200 uL 2 % PFA in PBS zugegeben und die Suspension wurde 15 min bei
RT im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden mit 0,2 % BSA in PBS gewaschen. Die intrazel-
luldre Blockierung erfolgte durch 1 uL NRS und 0,5 uL F.-Block in 50 yL Saponinpuffer. Es
wurde 5 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Fiir die intrazelluldre FACS-Farbung wurden die
gewiinschten Antikorper pro Ansatz in 50 yL Saponinpuffer verdiinnt, auf die Zellen gegeben
und die Suspension wurde 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und zur Messung eingesetzt oder fixiert. Die Fixierung erfolgte durch Zusatz von
100 uL 1 % PFA in PBS pro Ansatz. Die Zellen wurden mit der Fixierungssubstanz gemischt
und bei 4 °C fiir max. drei Tage gelagert.

4.8 Proliferationsbestimmung

Die Zellproliferation dufSert sich in Zellteilung und Zellvermehrung. Als Nachweis von Proli-
feration diente einerseits die Farbung mit dem Zell-Proliferationsfarbstoffe eFluor 670 oder die
Farbung von Ki-67 und andererseits die Einlagerung von BrdU in neu synthetisierte DNA. Der
Zell-Proliferationsfarbstoff eFluor 670 wurde genutzt, um individuelle Zellteilungen zu detek-
tieren. Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet an zelluldre Proteine, die primdre Amine enthalten.
Bei einer Zellteilung wird der Farbstoff gleichméfSig auf die Tochterzellen verteilt. Die Fluores-
zenzintensitdt des Farbstoffes halbiert sich dabei [72]. Die Expression von Ki-67 ist strikt mit
der Zellproliferation assoziiert. Ki-67 ist wahrend aller aktiven Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2
und Mitose) vorhanden, jedoch in ruhenden Zellen abwesend [73]. BrdU (Bromodeoxyuridine)
ist ein Analogon des Nukleosids Thymidin und wird wéhrend der S-Phase des Zellzyklus in
neu synthetisierte DNA eingelagert. Mit Hilfe von Fluorochrom-markierten spezifischen Anti-
BrdU Antikorpern kann der Einbau von BrdU in die DNA und somit die Proliferation von

Zellen nachgewiesen werden [74, 75].

4.8.1 Zell-Proliferationsfarbstoff eFluor 670

Fiir die Markierung der Zellen mit dem Proliferationsfarbstoff eFluor 670 wurden bis zu 5x10”
Zellen in 900 uL 0,2 % BSA in PBS resuspendiert und 5 min bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Es
wurden 100 pL einer 50 uM eFluor 670-Losung zugegeben, gut gemischt und 15 min bei 37 °C
und 5 % CO, inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit 0,2 % BSA in PBS gewaschen.
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4.8.2 Ki-67

Fiir die Ki-67-Farbung wurden 2x10° Zellen in 100 pL PBS vorgelegt und standardmifig ex-
trazelluldr gefarbt (siehe Kap. 4.7.1). Die Ki-67-Farbung erfolgte mit dem FoxP3 Transcription
Factor Staining Buffer Set. Die Zellen wurden in 200 uL Fix/Perm Working Solution resuspendiert
und fiir 12 bis 18 h bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden erst mit 0,2 % BSA in PBS und dann
mit 200 uL Permeabilisierungspuffer gewaschen. Fiir die Farbung wurden pro Ansatz 20 pL
des Ki-67 Antikorpers in 200 uL Permeabilisierungspuffer verdiinnt, auf die Zellsuspension ge-
geben und 30 min bei 4 °C inkubiert. Es wurde mit 1 mL Permeabilisierungpuffer gewaschen

und die Zellen wurden fiir die FACS-Messung in PBS resuspendiert.

4.8.3 Bromdesoxyuridin (BrdU)

Einen Tag vor der Entnahme der Organe aus der Maus wurde dieser 1 mg BrdU intraperi-
toneal injiziert. Am Versuchstag wurden die Organe entnommen und Lymphozyten isoliert
(siehe Kap. 4.3). Die extrazelluldare FACS-Farbung erfolgte standardmaflig (siehe Kap. 4.7.1).
Die BrdU-Farbung erfolgte mit Hilfe des APC BrdU Flow Kit von BD Pharmingen. Die Zellen
wurden mit 1 mL Farbepuffer gewaschen, in 100 uL BD Cytofix/Cytoperm resuspendiert und
15 min bei RT inkubiert. Es wurde mit 1 mL BD Perm/Wash Puffer gewaschen. An dieser Stelle
des Protokolls war es moglich die Zellen iiber Nacht bei 4 °C zu lagern. Die Zellen wurden in
100 uL Cytofix/Cytoperm™ VS resuspendiert und 10 min bei 4 °C inkubiert. Es wurde mit 1 mL
BD Perm/Wash Puffer gewaschen, die Zellen in 100 uL Cytofix/Cytoperm resuspendiert und 5 min
bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit 1 mL BD Perm/Wash Puffer gewaschen. 300 ug/mL
DNase in 100 uL PBS wurden auf die Zellen gegeben und die Suspension 1 h bei 37 °C und
5 % CO; inkubiert. Es wurde mit 1 mL BD Perm/Wash Puffer gewaschen. Die BrdU-Farbung
erfolgte mit 1 uL Antikorper verdiinnt in 50 uL BD Perm/Wash Puffer fiir 20 min bei RT. Die
Zellen wurden mit BD Perm/Wash Puffer gewaschen und fiir die FACS-Messung in Farbepuffer

resuspendiert.

4.9 Apoptosebestimmung

Der programmierte Zelltod wird als Apoptose bezeichnet. Er wird durch die Zelle selbst re-
guliert und fiihrt zur Phagozytose der apoptotischen Zellen ohne eine inflammatorische Im-
munantwort auszuldsen. Als Nachweis von Apoptose diente einerseits die Bindung von An-
nexin V an die apoptotische Zelle und andererseits der Nachweis von aktivierten Caspasen
mit der FLICA (Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases) Farbung. Wéahrend der Apoptose trans-
ferieren Zellen Phosphatidylserin von der zytosolischen auf die extrazelluldre Seite der Zell-
membran. Diese Eigenschaft wird sich bei der Apoptosebestimmung zu Nutze gemacht, denn

das Protein Annexin V bindet in Abhéngigkeit von Calcium an Phosphatidylserin [76]. Ein
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weiteres entscheidendes apoptotisches Ereignis ist die Aktivierung von Caspasen. FLICA sind
Fluorochrom-gekoppelte Caspaseinhibitoren. Diese kurzen Peptide kénnen die Zellmembran
leicht durchdringen und im Zellinneren irreversibel an die katalytischen Zentren von aktivier-

ten Caspasen binden [77].

4.9.1 Annexin V

Fiir die Annexin V-Farbung wurden 2x10° Zellen zwei Mal mit 1 mL Annexin V-Puffer gewa-
schen. Die Blockierung und extrazelluldare FACS-Farbung erfolgte standardmaéfig (siehe Kap.
4.7.1), jedoch nicht in PBS, sondern in Annexin V-Puffer. Es wurde mit 1 mL Annexin V-Puffer

gewaschen und die Zellen fiir die FACS-Messung in Annexin V-Puffer resuspendiert.

4.9.2 Fluoreszenz markierte Inhibitoren von Caspasen (FLICA)

Fiir die FLICA (Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases) Farbung wurden 2x10° Zellen standard-
maflig extrazelluldr gefarbt (siehe Kap. 4.7.1). Die FLICA-Farbung erfolgte mit Hilfe des SR-
FLICA™ in vitro Poly Caspases Kit von ImmunoChemistry Technologies. Die Zellen wurden
in 300 yL PBS resuspendiert und 10 uL 30 x FLICA-Stock hinzugegeben. Durch vorsichtiges
Schwenken wurde gemischt. Es wurde 1 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die Zellsuspension
wurde mit 2 mL Wash Puffer gewaschen. Es wurde gevortext, mit 1 mL Wash Puffer gewaschen

und die Zellen wurden fiir die FACS-Messung in Wash Puffer resuspendiert.

4.10 FACS-Messung

4.10.1 Durchflusszytometrie

Das FACS ermoglicht die Untersuchung und Unterscheidung von Zellen anhand von Oberfla-
chenmolekiilen. Die Zellen werden mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern markiert und
im Durchflussverfahren durch verschiedene Laser angeregt. Fiir jede einzelne Zelle wird das
nur leicht gebrochene Durchlicht (FSC, Forward Scatter) und das seitliche Streulicht (SSC, Side
Scatter) detektiert. Zusédtzlich wird die Fluoreszenzintensitit der an die Antikorper gekoppel-
ten Fluorochrome bestimmt. Durch die Verwendung von monoklonalen Antikdrpern, die mit
unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelt sind, ldsst sich die Expressionsstarke verschiede-

ner Proteine auf individuellen Zellen analysieren.

4.10.2 FACS-Messung und Auswertung der FACS-Ergebnisse

In Abbildung 4.2 ist die verwendete Gating-Strategie zur Indentifizierung von singuléren, le-
benden Lymphozyten gezeigt. Zu Beginn wurden die Zellen im FSC-A /SSC-A-Dot Plot darge-

stellt. Diese Darstellung enthdlt Informationen tiber die Grofle und die Granularitit der Zellen.
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In dieser Darstellung kénnen die Lymphozyten identifiziert werden. Durch das Setzen einer Re-
gion um die Lymphozyten konnen Zelltriimmer und Erythrozyten von der weiteren Analyse
ausgeschlossen werden (Abb. 4.2 A). Im nédchsten Schritt wurden die Zellen im FSC-A /FSC-H-
Dot Plot dargestellt. In dieser Darstellung kénnen durch das Setzen einer Region um singulére
Zellen, Dubletten ausgeschlossen werden (Abb. 4.2 B). Im letzten Schritt vor der eigentlichen
Auswertung wurden die Zellen gegen einen lebend/tot-Farbstoff aufgetragen, um tote Zelle
von der weiteren Analyse auszuschlieffen (Abb. 4.2 C und D). Als lebend/ tot-Farbstoff wurde
AF-750 Succinimidyl Ester oder Dapi (4',6-diamidino-2-phenylindole) verwendet. Succinimidyl
Ester reagieren mit freien Aminen. Lebende Zellen reagieren mit Succinimidyl Estern nur tiber
Proteine auf ihrer Oberfliche, wodurch ein schwaches Fluoreszenzsignal entsteht. Tote Zellen
hingegen haben defekte Zellmembranen, wodurch der Farbstoff ins Zellinnere gelangt und
mit dem gesamten Zellinhalt reagiert. Dadurch entsteht ein stirkeres Fluoreszenzsignal. Dapi
lagert sich bevorzugt an AT-reiche Regionen der DNA an. Nur bei toten Zellen mit defekter
Zellmembran hat Dapi die Moglichkeit die DNA zu erreichen und an sie zu binden.

A B C D

alle Zellen Lymphozyten singulare Zellen singulare Zellen
250K 250K { 10° {[ |ebende Zellen 250K
<C 200K 1 Lymphozyten T 200K { / <C 200K {
A _ — 1041 " ! lebende Zellen
o 150K o 150K{  singulire Zellen % & 8 150K 4
P 100k - 100k | Qw3 N L 100K |
ok sok| A W |
(ER..cal et 1 S — 103 m— - ‘
0 50K 150K 250K 0 50K 150K 250K 0 404 105
FSC-A FSC-A V450

Abbildung 4.2: FACS Gating-Strategie: ldentifizierung von singuldren, lebenden Lymphozyten. (A) Im
FSC-A/SSC-A-Dot Plot wurden Lymphozyten identifiziert und Zelltrimmer und Erythrozyten ausgeschlossen.
(B) Im nachsten Schritt wurden im FSC-A/FSC-H-Dot Plot singulére Zellen erfasst und Dubletten aus der
nachfolgenden Auswertung eliminiert. (C und D) Zuletzt wurde tote Zellen entfernt. (C) V450 wurde gegen
Dapi aufgetragen und doppeltpositive Signale als tote Zellen identifiziert und ausgeschlossen oder (D) AF750
wurde gegen FSC-A aufgetragen und AF750T Signale als tote Zellen identifiziert und aus der nachfolgenden
Auswertung ausgeschlossen.

Anschlieflend erfolgte die Darstellung der verschiedenen verwendeten Fluorochrome gegen-
einander. Da die Emissionswellenlédngen einiger Fluorochrome tiberlappen musste eine Kom-
pensation durchgefiihrt werden, um falsch positive Signale auszuschlieflen. Fiir die Kompensa-
tion wurde pro verwendeten Fluorochrom ein Ansatz vorbereitet. Dieser Ansatz enthielt Zellen,
die mit einem Antikérper markiert wurden, der an das entsprechende Fluorochrom gekoppelt
war. Zusitzlich wurden auch unmarkierte Zellen gemessen. Die fiir die Kompensation ver-
wendeten Fluorochrom-gekoppelten-Antikorper sollten gegen stark ausgeprigte Oberflachen-
molekiile wie CD4 oder CD8 gerichtet sein. Mit Hilfe dieser Farbungen konnten falsch positi-

ve Signale von den positiven Signalen unterschieden und abgezogen werden. Die BD FACS-
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Diva Software des FACS Canto 1l ermoglichte eine automatische Kompensation, die manu-
ell “nachkompensiert” werden konnte. Fiir die Auswertung der FACS-Daten wurde die Flo-

wjo Software verwendet.

4.11 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad Prism Software durchgefiihrt. Um
signifikante Unterschiede zu bestimmen wurden verschiedene Tests angewandt. Fiir Experi-
mente mit zwei Gruppen wurde der t-Test oder der Mann-Whitney Test (Vergleich der Bakteri-
enbelastungen) verwendet. Die Signifikanzen von Experimenten mit drei oder mehr Gruppen
wurden mit der ona-way analysis of variance (ANOVA) mit Dunnett-Post Test berechnet. Ein Un-

terschied wurde als signifikant bewertet, wenn p<0,05 war.
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5 Ergebnisse

5.1 Expression des Chemokinrezeptors CXCR6

Zur Untersuchung der extrazelluldren Expression des Chemokinrezeptors CXCR6 wurden Re-
portermause (CXCR6*/SF” Mause) mit 1x10* Listeria monocytogenes OVA (LmOVA) intravenos
(iv) infiziert. Als Kontrolle dienten CXCR6*/CFY Mause, die nicht infiziert wurden. Listerien in-
fizieren in der Maus bevorzugt Milz und Leber [2]. An Tag 2, Tag 5, Tag 7, Tag 9 und Tag 14 nach
Infektion wurden Milz und Leber entnommen, Lymphozyten gereinigt und CD8* T-Zellen, ak-
tivierte CD8* T-Zellen und Interferon-y (IFN-vy) produzierende CD8* T-Zellen auf ihre CXCR6-
Expression untersucht. An Tag 8 bis Tag 10 nach Infektion hat die T-Zellantwort im Mausmo-
dell normalerweise ihr Maximum erreicht [2, 5]. Aktivierte CD8* T-Zellen wurden als CD44"*
CD62L" definiert. Die isolierten CD8* T-Zellen wurden in vitro mit OVAjs7.0¢4 restimuliert (sie-
he Kap. 4.6.1). Durch diese Peptidstimulation konnen Listerien- bzw. OVAjs;7.064-spezifische

CD8* T-Zellen nachgewiesen und zur Produktion von Zytokinen wie IFN-y angeregt werden.

5.1.1 Expression von CXCR6 auf CD8* T-Zellen

In Abbildung 5.1 ist die Kinetik der CXCR6-Expression von CD8* T-Zellen aus Milz und Leber
nach iv Infektion von CXCR6*/CFP Mausen mit LmOVA dargestellt. Im Verlauf der Infektion
kam es an Tag 2 zu einer leichten Reduktion des prozentualen Anteils (Abb. 5.1 A) und der
absoluten Zahl (Abb. 5.1 B) der CD8* T-Zellen. Bis Tag 7 stieg der prozentuale Anteil an CD8" T-
Zellen in der Milz auf ca. 20 % und in der Leber auf mehr als 30 % an. Im weiteren Verlauf
der Infektion nahm der prozentuale Anteil an CD8* T-Zellen in Milz und Leber langsam ab
(Abb. 5.1 A). Die absolute Zahl an CD8* T-Zellen erreichte ihr Maximum in der Milz an Tag 5
und blieb auf diesem hohen Level von ca. 1,5x10” Zellen bis Tag 9 nach Infektion. Danach
begann die Zellzahl wieder zu sinken. In der Leber erreichte die absolute Zahl an CD8" T-
Zellen mit ca. 1,2x10° Zellen erst an Tag 7 ihr Maximum. Bis Tag 9 nach Infektion sank die Zahl
bereits wieder (Abb. 5.1 B).

Die CXCR6-Expression auf CD8" T-Zellen nahm im Verlauf der Infektion mit LmOVA in Milz
und Leber zu. In Milz und Leber von naiven Mausen exprimierten ca. 20 % der CD8" T-Zellen
CXCR®. Bis Tag 9 erhohte sich dieser Anteil in der Leber auf mehr als 60 %. In der Milz war
nach der Infektion eine kontinuierliche Zunahme des Anteils an CD8" T-Zellen, die CXCR6
exprimierten, zu beobachten. An Tag 14 waren fast 40 % der CD8* T-Zellen CXCR6-positiv
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verglichen mit der CD8" T-Zellantwort verzogert.

5.1.2 Expression von CXCR6 auf aktivierten CD8* T-Zellen

Um die Expression des Chemokinrezeptors CXCR6 auf CD8" T-Zellen direkt mit der Aktivie-
rung von CD8* T-Zellen wéhrend einer Infektion mit LmOVA zu korrelieren wurden aktivierte

CD8" T-Zellen untersucht. In Abbildung 5.2 ist die Kinetik der CXCR6-Expression von akti-
vierten CD8* T-Zellen aus Milz und Leber nach iv Infektion von CXCR6*/CFP Mausen mit

LmOVA dargestellt. Aktivierte CD8* T-Zellen wurden als CD44*CD62L" definiert. CD44 ist

ein Adhédsionsmolekiil und wird auf Effektor- und Gedéchtniszellen exprimiert. Es vermittelt

Zell-Zellinteraktionen und Migrationsprozesse [78]. CD62L wird auch als L-Selektin bezeich-
net und ist ebenfalls ein Adhdsionsmolekiil. Lymphozyten benotigen CD62L auf ihrer Ober-
flache um in sekundére lymphatische Organe zu gelangen. Naive CD8" T-Zellen und zentrale

CD8* T-Gedéchtniszellen exprimieren CD62L, damit sie in sekundére lymphatische Organe

einwandern konnen. Aktivierte CD8" T-Zellen und Effektor-CD8" T-Gedéachtniszellen expri-
mieren kein CD62L. Sie zirkulieren auflerhalb der Lymphorgane und tiben dort ihre Effektor-
funktionen aus [9].

Im Verlauf der Infektion kam es zu einer starken Zunahme des Anteils an aktivierten CD8" T-
Zellen in Milz und Leber. In der Milz stieg der Anteil an aktivierten CD8* T-Zellen bis Tag 7 auf

ca. 50 % an. Bis Tag 14 nahm der Anteil an aktivierten CD8" T-Zellen wieder ab. In der Leber

zeigten mehr als 70 % der CD8* T-Zellen an Tag 7 und Tag 9 einen aktivierten Phanotyp. Wie

in der Milz nahm auch in der Leber der Anteil an aktivierten CD8* T-Zellen bis Tag 14 nach

Infektion wieder ab (Abb. 5.2 A).

Der Anteil an aktivierten CD8" T-Zellen, die den Chemokinrezeptor CXCR6 exprimierten, nahm
bis Tag 2 nach Infektion in Milz und Leber leicht ab. Im weiteren Verlauf der Infektion erhohte

sich der Anteil an CXCR6-exprimierenden aktivierten CD8* T-Zellen in der Milz stark und in

der Leber leicht. In der Milz von naiven Méusen exprimierten ca. 35 % der aktivierten CD8* T-
Zellen CXCR6. Bis Tag 14 nach Infektion stieg dieser Anteil auf mehr als 50 % an. In der Leber

von naiven Médusen hingegen exprimierten bereits ca. 80 % der aktivierten CD8" T-Zellen den

Chemokinrezeptor CXCR6. Bis Tag 14 erhohte sich der Anteil an CXCR6-exprimierenden ak-
tivierten CD8" T-Zellen auf ca. 90 % (Abb. 5.2 B). In Abbildung 5.2 C ist eine beispielhafte

Darstellung der Expression von CD44 und CD62L auf CD8" T-Zellen gezeigt.

Wie schon in Abschnitt 5.1.1 gezeigt werden konnte, wurde das Maximum der CD8" T-Zell-
antwort nach Infektion von Mdusen mit LmOVA ca. sieben Tage nach Infektion erreicht. Zu

diesem Zeitpunkt und an Tag 9 nach Infektion war der Anteil an aktivierten CD8" T-Zellen in

Milz und Leber am grofiten. Der Anteil an CXCR6-exprimierenden aktivierten CD8* T-Zellen

stieg nach einer leichten Senkung an Tag 2 in Milz und Leber kontinuierlich an. Es ist zu be-
achten, dass der Anteil an CD8" T-Zellen, die CXCR6 exprimierten, in der Leber auffillig hoch

war. Die Kinetik von aktivierten CD8" T-Zellen und die Kinetik der Expression von CXCR6 auf
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aktivierten CD8* T-Zellen stimmen nicht direkt tiberein. Obwohl die Expression des Chemo-
kinrezeptors CXCR6 auf aktivierten CD8* T-Zellen im Verlauf der Listerieninfektion vor allem
in der Milz stark zunimmt und in der Leber von naiven Tieren schon sehr hoch ist, korrelieren
die Aktivierung von CD8" T-Zellen und deren Expression von CXCR6 nicht direkt miteinander.
Die Expression von CXCR6 auf aktivierten CD8" T-Zellen wird durch die Listerieninfektion ver-
starkt, die Kinetik der CXCR6 Expression auf aktivierten CD8" T-Zellen ist jedoch verglichen
mit der Aktivierung von CD8" T-Zellen verzogert.
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Abbildung 5.2: Expression von CXCR6 auf aktivierten CD8% T-Zellen nach LmOVA Infektion.

CXCR61/6FPMzuse wurden mit 1x10* LmOVA iv infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Milz und
Leber entnommen und Lymphozyten gereinigt. Die Symbole stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n>5)
dar. (A) Prozentualer Anteil an CD81 T-Zellen, die CD44-positiv und CD62L-negativ sind. (B) Prozentualer
Anteil an CXCR6-exprimierenden CD441CD62L" CD8* T-Zellen. (C) Beispielhafte Darstellung der Expression
von CD44 und CD62L auf CD8* T-Zellen in Dot-Plots. In den Regionen sind die prozentualen Anteile positiver
Zellen angegeben.

5.1.3 Expression von CXCRG6 auf Listerien-spezifischen CD8% T-Zellen

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde bei CD8" T-Zellen ein Zusammenhang zwischen

der Expression des Chemokinrezeptors CXCR6 und der Produktion des Zytokins [FN-y un-
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tersucht (Abbildung 5.3). Hierbei wurde die Anzahl IFN-y produzierender Zellen als Mafs fiir
die Anzahl Listerien-spezifischer CD8* T-Zellen genutzt. In C57BL/6 Médusen konnte bisher
kein Listerien-spezifisches immundominantes Peptid fiir CD8" T-Zellen identifiziert werden.
Der Listerienstamm LmOVA sekretiert in der infizierten Zelle eine verkiirzte Form des Oval-
bumins, das zu OVAjs7.064 prozessiert und tiber MHC I als immundominantes Peptid auf der
Zelloberflache prasentiert wird. LmOVA-spezifische CD8" T-Zellen erkennen das auf MHC I
préasentierte OVA-Peptid und es kommt zu einer T-Zell-Rezeptor-spezifischen Aktivierung der
T-Zellen. In vitro werden die isolierten Lymphozyten mit dem OVAjs7.564 Peptid stimuliert und
anhand der IFN-y Produktion kénnen dann Listerien-spezifische CD8" T-Zellen identifiziert
werden. Die Kombination der LmOVA Infektion mit der in vitro Stimulation der CD8* T-Zellen
mit dem immundominanten Peptid OVAjs7.064 (siehe Kap. 4.6.1) ermoglicht tiber die Identi-
zifierung IFN-y produzierender CD8" T-Zellen die Beobachtung einer Listerien-spezifischen
CD8" T-Zellantwort.

Die Produktion von IFN-y durch CD8" T-Zellen, also die Anzahl Listerien-spezifischer CD8" T-
Zellen, nahm im Verlauf der Infektion in Milz und Leber zu. In der Milz produzierten an Tag 7
ca. 5 % der CD8" T-Zellen IFN-y. Danach nahm der Anteil der IFN-y-produzierenden CD8" T-
Zellen wieder ab. In der Leber war der Anteil der Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen weitaus
grofier. An Tag 7 und Tag 9 nach Infektion waren fast 15 % der CD8" T-Zellen IFN-y-positiv. Bis
Tag 14 sank der Anteil an IFN-y-produzierenden CD8" T-Zellen in der Leber wieder auf unter
5 % ab (Abb. 5.3 A).

Der Anteil an IFN-y* Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen, die den Chemokinrezeptor CXCR6
exprimierten, stieg im gesamten Verlauf der Infektion an. Der Anteil an CXCR6-exprimierenden
CD8* T-Zellen, die IFN-y produzierten, lag an Tag 5 nach Infektion in Milz und Leber bei ca.
50 %. Dieser Anteil vergrofierte sich bis Tag 14 auf fast 80 %. Obwohl an Tag 14 der Anteil
an Listerien-spezifischen CD8* T-Zellen wieder vermindert war, stieg der Anteil an CXCR6-
exprimierenden IFN-y* CD8* T-Zellen weiter an (Abb. 5.3 B). Abbildung 5.3 C zeigt eine bei-
spielhafte Darstellung der Expression von CD44 und CD62L auf CD8" T-Zellen.

Wie schon in Abschnitt 5.1.1 und 5.1.2 beschrieben ist dies ein weiterer Hinweis darauf, dass
die Expression des Chemokinrezeptors CXCR6 nicht direkt mit der CD8" T-Zellantwort nach
Listerieninfektion korreliert. Der Anteil an Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen erreichte an
Tag 7 bis 9 nach Infektion sein Maximum, wihrend die Expression von CXCR6 auf Listerien-

spezifischen CD8" T-Zellen verzogert war und bis Tag 14 nach Infektion anstieg.
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Abbildung 5.3: Expression von CXCR6 auf Listerien-spezifischen IFN-y produzierenden CD8* T-

Zellen nach LmOVA Infektion. CXCR61/SFPM3use wurden mit 1x10* LmOVA iv infiziert. Zu den angege-
benen Zeitpunkten wurden Milz und Leber entnommen und Lymphozyten gereinigt. Die Symbole stellen die
arithmetischen Mittelwerte & SEM (n>5) dar. (A) Prozentualer Anteil an Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen
(B) Prozentualer Anteil an CXCR6-exprimierenden IFN-yt CD8F T-Zellen. Vor Tag 5 konnte keine Population
an spezifischen CD8% T-Zellen gemessen werden. (C) Beispielhafte Darstellung der Expression von CXCR6
und IFN-y auf CD8T T-Zellen in Dot-Plots. In den Quadranten sind die prozentualen Anteile positiver Zellen
angegeben.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die T-Zellantwort zwischen Tag 7 und
Tag 9 nach Infektion ihr Maximum erreichte. Dies ist deutlich an dem Anteil und der Zahl von
CD8" T-Zellen zu erkennen. Zu diesem Zeitpunkt war der Anteil an aktivierten und Listerien-
spezifischen CD8" T-Zellen am gréBten. Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR6 kor-
relierte nicht direkt mit dem Verlauf der CD8" T-Zellantwort. Der Anteil aller untersuchten
CD8* T-Zellpopulationen, die CXCR6 exprimierten, begann immer mit einem niedrigen Wert
und stieg kontinuierlich bis Tag 14, dem Ende unserer Untersuchungen, an. Die CXCR6-Expres-
sion war verglichen mit der CD8* T-Zellantwort verzogert. In der Leber war der Anteil der
CXCRé6-exprimierenden CD8* T-Zellen und der Anteil der CXCR6-exprimierenden aktivierten
CD8" T-Zellen deutlich hoher als in der Milz. Dies deutet darauf hin, dass der Chemokinrezep-
tor CXCR6 in der Leber eine grofere Rolle spielt, als in der Milz.
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terien ab. Die Anzahl der Bakterien in den Lebern der CXCR6-defizienten Mause senkte sich
bis Tag 7 nach Infektion nicht weiter ab (Abb. 5.4 B).

Zusammenfassend konnte also festgestellt werden, dass die Kontrolle einer Listerieninfekti-
on in der Milz unabhéngig von dem Chemokinrezeptor CXCR6 verlduft. In der Leber wurde
jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und CXCR6-defizienten Mdusen ermit-
telt. Wie schon in Abschnitt 5.1.3 angedeutet, weisen auch diese Ergebnisse auf eine grofiere

Relevanz des Chemopkinrezeptors CXCR6 in der Leber hin.

5.3 T-Zellantworten von CXCR6SFP/GFP M3usen

Fiir die weitere Untersuchung der Relevanz von CXCR6 wihrend einer Listerieninfektion wur-
de die T-Zellantwort analysiert. Hierzu wurden CXCRé6-defiziente (CXCR6CFP/GFPY ynd Kontroll-
Mause (CXCR6'/CFP) mit 1x10* LmOVA iv infiziert. Listerien infizieren in der Maus bevorzugt
Milz und Leber. An Tag 8 bis Tag 10 nach Infektion hat die T-Zellantwort normalerweise ihr
Maximum erreicht [2, 5]. Listerien induzieren eine klassische T-1 Antwort, bei der die CD4* T-
Zellen IFN-y und TNF-ua synthetisieren. Durch eine Listerieninfektion aktivierte CD8" T-Zellen
produzieren ebenfalls IFN-y und TNF-o [79]. Obwohl die initiale Kontrolle von Listerien durch
das angeborene Immunsystem erfolgt sind CD8* T-Zellen fiir die abschlieffende Eliminierung
der Listerien essentiell [2, 5]. An Tag 8 nach Infektion wurden Milz und Leber entnommen,
Lymphozyten gereinigt und CD4" und CD8" T-Zellen untersucht. Wie bereits in Kapitel 5.1.3
beschrieben konnte bisher kein Listerien-spezifisches immundominantes Peptid fiir CD8* T-
Zellen identifiziert werden. Deshalb wurden die Tiere mit dem Ovalbumin sekretierenden Lis-
terienstamm LmOVA infiziert. Fiir CD4* T-Zellen ist in C57BL/6 Mausen das Protein Listerio-
lysin O (LLO) immundominant. Nach in vitro Stimulation der isolierten Lymphozyten mit den
Peptiden LLO1g9.201 und OVAjs7.264 (siehe Kap. 4.6.1) konnen anhand der IFN-y Produktion
Listerien-spezifische CD4" und CD8" T-Zellen identifiziert werden. Die Anzahl IFN-y produ-
zierender T-Zellen wurde als Mafs fiir die Anzahl Listerien-spezifischer T-Zellen genutzt. Fiir
die spezifischen T-Zellen wurde das Zytokinprofil bestimmt, wodurch Unterschiede in der Dif-
ferenzierung der T-Zellen zwischen CXCR6-defizienten und Kontroll-Mausen aufgedeckt wer-
den konnen. CD4" und CD8* T-Zellen wurden auf ihre Expression von IFN-y untersucht. Zur
Analyse der sekundaren T-Zellantwort wurden die Tiere vierzig Tage bzw. neun Monate nach

der ersten Infektion mit 5x10° LmOVA iv reinfiziert.

5.3.1 Vergleich der primadren T-Zellantworten

Abbildung 5.5 zeigt die primédre CD4* und CD8"* T-Zellantwort von infizierten CXCR6-defizien-
ten (CXCR6SFP/GFP) ynd Kontroll-Miusen (CXCR6*/GFP) nach iv Infektion ohne und nach in
vitro Stimulation mit den Peptiden LLO1g9.201 und OVAjs57.564 in der Milz. In Abbildung 5.5 A
und D ist bespielhaft die Expression von IFN-y auf CD4* und CD8" T-Zellen dargestellt. Oh-
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ne Stimulation produzierten CD4" und CD8" T-Zellen von CXCR6-defizienten und Kontroll-
Mausen nur sehr wenig IFN-vy. Nach in vitro Stimulation der isolierten T-Zellen mit LLO1g9.501

und OVAjs7.264 konnte eine T-Zellantwort gezeigt werden.
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Abbildung 5.5: Primare T-Zellantwort in der Milz. Kontroll- (CXCR61/6FP) und CXCR6-defiziente
(CXCR6CFP/GFP) Mause wurden mit 1x10* LmOVA iv infiziert. Acht Tage nach der Infektion wurden die
Milzen entnommen, Lymphozyten gereinigt und CD4t und CD8* T-Zellen fiir vier Stunden mit LLO1g9.201 bzw.
OVAg57.264 restimuliert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei Experimenten dargestellt. In den Quadranten
sind die prozentualen Anteile positiver Zellen angegeben. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte
+ SEM (n>5) dar. (A) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD4* T-Zellen in Dot-Plots.
(B) Prozentualer Anteil an CD4t T-Zellen, die IFN-y produzierten. (C) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden
CDA4* T-Zellen. (D) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD8% T-Zellen in Dot-Plots.
(E) Prozentualer Anteil an CD8" T-Zellen, die IFN-y produzierten. (F) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden
CD8™ T-Zellen. n.s., nicht stimuliert; * p<0,05.

Der Anteil an CD4* T-Zellen, die IFN-y produzierten und somit Listerien-spezifisch waren,
stieg in den Milzen von Kontroll-Mausen nach Stimulation mit LLO1g9.201 von ca. 0,1 % auf
etwa 1,5 % an (Abb. 5.5 B, weifie Balken). In den CXCRé6-defizienten Mdusen produzierten
nach Stimulation mit LLO1g9.591 3,5 % der CD4" T-Zellen das Zytokin verglichen mit 0,3 %
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der nicht stimulierten CD4* T-Zellen (Abb. 5.5 B, schwarze Balken). Der Unterschied zwischen
den CXCR6-defizienten und den Kontroll-Miusen war sowohl ohne als auch mit LLO1gg.201-
Stimulation signifikant (Abb. 5.5 B). Die Anzahl der IFN-y-produzierenden Listerien-spezifischen
CD4* T-Zellen in der Milz war nach Stimulation ebenfalls zwischen CXCR6-defizienten und
Kontroll-Médusen signifikant unterschiedlich (Abb. 5.5 C). Nach Stimulation der CD8* T-Zellen
mit dem immundominanten Peptid OVAjs7.064 konnte verglichen mit dem Ansatz ohne sti-
mulierende Substanzen sowohl fiir die CXCR6-defizienten als auch fiir die Kontroll-Méause
ebenfalls eine Zunahme der IFN-y-Produktion beobachtet werden (Abb. 5.5 E). Wahrend in
den Kontroll-Mausen nur ca. 7 % der CD8* T-Zellen nach Stimulation mit OVAj57.964 IFN-y
produzierten, waren es in den CXCR6-defizienten Milzen ca. 15 % (Abb. 5.5 E). Dieser Un-
terschied war nicht signifikant, spiegelte sich jedoch auch in den absoluten Zellzahlen wieder.
Wihrend in den Kontroll-Méusen nur 5x10° Listerien-spezifische CD8* T-Zellen nachgewiesen
wurden waren es in den Milzen von CXCR6-defizienten Mausen mehr als 1x10° CD8* T-Zellen
(Abb. 5.5 F).

In Abbildung 5.6 ist die primdre CD4" und CD8* T-Zellantwort in der Leber von CXCR6-
defizienten (CXCR6CFY/GFPY und Kontroll-Mausen (CXCR6*/CF) nach iv Infektion ohne und
nach in vitro Stimulation mit den Peptiden LLO1g901 und OVAps7.064 dargestellt. In Abbil-
dung 5.6 A und D ist bespielhaft die Expression von IFN-y auf CD4* und CD8" T-Zellen dar-
gestellt. Wie in der Milz war auch in der Leber der Anteil an CD4* und CD8" T-Zellen, die
ohne Stimulation das Zytokin IFN-y produzierten, nur sehr gering (Abb. 5.6 B und E). Nach
in vitro Stimulation der isolierten T-Zellen mit LLO1g9.291 und OVAjs7.064 konnte vor allem ei-
ne deutliche Population an CD8* T-Zellen gezeigt werden, die IFN-y produzierten und somit
Listerien-speifisch waren (Abb. 5.6 E). Der Anteil an Listerien-spezifischen CD4" T-Zellen, die
IFN-y produzierten, stieg in den Lebern von Kontroll-M&dusen nach Stimulation mit LLO1g9.501
auf etwa 1 % an, wahrend in den CXCR6-defizienten Mausen ca. 1,5 % der CD4" T-Zellen das
Zytokin synthetisierten. Der Unterschied zwischen den CXCR6-defizienten und den Kontroll-
Madusen war signifikant (Abb. 5.6 B). In den Lebern von Kontroll-Madusen wurden nach Sti-
mulation mit LLO1g9.501 ca. 2x103 Listerien-spezifische CD4" T-Zellen nachgewiesen. In den
Lebern der CXCR6-defizienten Tiere waren es etwa 8x10° (Abb. 5.6 C). Dieser Unterschied war
jedoch im Gegensatz zu den prozentualen Anteilen nicht signifikant. Nach Stimulation der
CD8" T-Zellen mit dem Peptid OVA;57.964 konnte ebenfalls im Vergleich zu den unstimulierten
Ansédtzen eine Zunahme der IFN-y-Produktion beobachtet werden. In beiden Mausstammen
waren nach Stimulation ca. 20 % der CD8* T-Zellen positiv fiir das Zytokin IFN-y (Abb. 5.6 E).
Die Anzahl der Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen lag in den Lebern von CXCR6-defizienten
und Kontroll-M&usen bei mehr als 1x10° CD8* T-Zellen (Abb. 5.6 F).
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Abbildung 5.6: Primédre T-Zellantwort in der Leber. Kontroll- (CXCR61/SFP) und CXCR6-defiziente
(CXCR6CFP/GFP) Mause wurden mit 1x10* LmOVA iv infiziert. Acht Tage nach der Infektion wurden die
Lebern entnommen, Lymphozyten gereinigt und CD4" und CD8* T-Zellen fiir vier Stunden mit LLO;gg.001 bzw.
OVAs57.264 restimuliert. Beispielhaft ist ein Experiment von zwei Experimenten dargestellt. In den Quadranten
sind die prozentualen Anteile positiver Zellen angegeben. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte
+ SEM (n>5) dar. (A) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD4" T-Zellen in Dot-Plots.
(B) Prozentualer Anteil an CD4t T-Zellen, die IFN-y produzierten. (C) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden
CDA4* T-Zellen. (D) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD8F T-Zellen in Dot-Plots.
(E) Prozentualer Anteil an CD8% T-Zellen, die IFN-y produzierten. (F) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden
CD8* T-Zellen. n.s., nicht stimuliert; * p<0,05.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass sich CD4* und CD8* T-Zellantworten in
Milzen von CXCRé6-defizienten und Kontroll-Miusen leicht unterschieden. Der Anteil und
auch die Anzahl der Listerien-spezifischen T-Zellen waren in den Milzen von CXCR6-defizienten
Mausen groer. Fiir die CD4" T-Zellen, jedoch nicht fiir die CD8* T-Zellen, konnte ein si-
gnifikanter Unterschied nachgewiesen werden. In den Lebern von CXCRé6-defizienten und
Kontroll-Midusen unterschieden sich die T-Zellantworten nicht stark. Obwohl der prozentua-
le Anteil an Listerien-spezifischen CD4* T-Zellen in den CXCR6-defizienten Mausen vergli-
chen mit den Kontroll-Méausen signifikant erhoht war, konnten fiir die Unterschiede in der
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Anzahl an [EN-y-produzierenden CD4" T-Zellen keine Signifikanz bestimmt werden. Der An-
teil und die Anzahl an Listerien-spezifischen und damit IFN-y-positiven CD8* T-Zellen waren
in CXCRé6-defizienten und Kontroll-Méausen gleich.

5.3.2 Vergleich der sekundaren T-Zellantworten
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Abbildung 5.7: Sekundire T-Zellantwort in der Milz. Kontroll- (CXCR61/SFP) und CXCR6-defiziente
(CXCR6GFP/GFP) Miuse wurden primar mit 1x10* LmOVA iv und sekundir vierzig Tage spater mit
5x10° LmOVA iv infiziert. Fiinf Tage nach der sekundiren Infektion wurden die Milzen entnommen, Lympho-
zyten gereinigt und CD4" und CD81 T-Zellen fiir vier Stunden mit LLO;gg.00; bzw. OVAgs7.064 restimuliert.
Beispielhaft ist ein Experiment von zwei Experimenten dargestellt. In den Quadranten sind die prozentualen
Anteile positiver Zellen angegeben. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n>5) dar.
(A) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD4* T-Zellen in Dot-Plots. (B) Prozentualer
Anteil an CD4* T-Zellen, die IFN-y produzierten. (C) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden CD4*+ T-Zellen.
(D) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD8% T-Zellen in Dot-Plots. (E) Prozentualer
Anteil an CD8* T-Zellen, die IFN-y produzierten. (F) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden CD8% T-Zellen. n.s.,
nicht stimuliert.
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In Abbildung 5.7 ist die sekunddre CD4" und CD8* T-Zellantwort von CXCRé6-defizienten
(CXCR6SFP/GFPY und Kontroll-Mausen (CXCR6*/CFP) in der Milz dargestellt. Die sekundére
Infektion erfolgte vierzig Tage nach der primédren Infektion. Abbildung 5.7 A und D zeigt be-
spielhaft die Expression von IFN-y auf CD4" und CD8" T-Zellen. Ohne Stimulation produzier-
ten CD4" und CD8" T-Zellen von CXCRé6-defizienten und Kontroll-Médusen nur sehr wenig
IFN-y. In den Milzen der Kontroll-Mé&use produzierten nach in vitro Stimulation mit LLO189.501
ca. 2,5 % der CD4* T-Zellen IFN-vy. In den CXCR6-defizienten waren es ca. 3,5 %. Dieser Un-
terschied war nicht signifikant (Abb. 5.7 B). Die Anzahl der IFN-y-produzierenden und somit
Listerien-spezifischen CD4" T-Zellen in der Milz lag in beiden Mausstammen nach Stimulation
mit LLO1g9.201 bei ca. 4x10°(Abb. 5.7 C). Nach Stimulation der CD8* T-Zellen mit dem immun-
dominanten Peptid OVAjs7.264 konnte eine starke Zunahme der IFN-y-Produktion beobachtet
werden. Mehr als 25 % der CXCR6-defizienten und Kontroll-CD8" T-Zellen synthetisierten das
Zytokin IFN-y und waren spezifisch fiir die Listerieninfektion (Abb. 5.7 E). Die absolute An-
zahl an IFN-y-produzierenden CD8" T-Zellen stieg auf mehr als 3x10° an (Abb. 5.7 F). Es gab
keine Unterschiede zwischen den CXCR6-defizienten und den Kontroll-Mé&usen.

Abbildung 5.8 zeigt die sekunddre CD4* und CD8"* T-Zellantwort von CXCR6-defizienten
(CXCR6SFP/GFPy uind Kontroll-Mausen (CXCR6/CFP) in der Leber. In Abbildung 5.8 A und D
ist bespielhaft die Expression von IFN-y auf CD4* und CD8" T-Zellen dargestellt. Wie in der
Milz und nach primdrer Infektion war auch in der Leber nach sekundérer Infektion der Anteil
an CD4" und CD8* T-Zellen, die ohne Stimulation das Zytokin IFN-y produzierten, nur sehr
gering (Abb. 5.8 B und E). Nach in vitro Stimulation der CD4" T-Zellen mit dem immundo-
minaten Peptid LLO1g9.501 produzierten in CXCR6-defizienten und Kontroll-Médusen im Mittel
4 % das Zytokin IFN-y (Abb. 5.8 B). Die Anzahl an Listerien-spezifischen CD4" T-Zellen lag
nach Stimulation mit LLO1g9.50; in beiden Mausstammen bei etwa 1x10° (Abb. 5.8 C). Es gab
keine signifikanten Unterschiede. CD8" T-Zellen wurden in vitro mit OVAjs7.264 stimuliert. Dar-
aufhin synthetisierten ca. 25 % der CD8* T-Zellen sowohl in den CXCRé6-defizienten als auch
in den Kontroll-Médusen IFN-y (Abb. 5.8 E). Dieser Wert entspricht einer Anzahl von mehr als
1x10° CD8* T-Zellen, die das Zytokin IFN-y produzierten und somit Listerien-spezifisch waren
(Abb. 5.8 F). Wie bei den CD4" T-Zellen, gab es auch bei den CD8" T-Zellen keine signifikanten

Unterschiede zwischen CXCR6-defizienten und Kontroll-M&usen.
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Abbildung 5.8: Sekundire T-Zellantwort in der Leber. Kontroll- (CXCR6%/6FP) und CXCR6-defiziente

(CXCR6CFP/GFP) M3iuse wurden primar mit 1x10* LmOVA iv und sekundir vierzig Tage spater mit
5x10° LmOVA iv infiziert. Fiinf Tage nach der sekundiren Infektion wurden die Lebern entnommen, Lympho-
zyten gereinigt und CD4F und CD8*1 T-Zellen fiir vier Stunden mit LLO;g9.001 bzw. OVAgs7.064 restimuliert.
Beispielhaft ist ein Experiment von zwei Experimenten dargestellt. In den Quadranten sind die prozentualen
Anteile positiver Zellen angegeben. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM (n>5) dar.
(A) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD41 T-Zellen in Dot-Plots. (B) Prozentualer
Anteil an CD4* T-Zellen, die IFN-y produzierten. (C) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden CD4*+ T-Zellen.
(D) Beispielhafte Darstellung der Expression von IFN-y auf CD8% T-Zellen in Dot-Plots. (E) Prozentualer
Anteil an CD8* T-Zellen, die IFN-y produzierten. (F) Anzahl an IFN-y-synthetisierenden CD8T T-Zellen. n.s.,
nicht stimuliert.

Die Abbildungen 5.7 und 5.8 zeigen die sekundiren T-Zellantworten fiir eine sekundére In-
fektion, die vierzig Tage nach der primdren Infektion erfolgte. Um eventuelle spitere Unter-
schiede zwischen CXCRé6-defizienten und Kontroll-Mdusen zu zeigen wurde die sekundire
T-Zellantwort auch nach lingerer Zeit untersucht. Hierzu wurden die Tiere erst neun Mona-
te nach der primiren Infektion reinfiziert. Die Untersuchung dieser sehr spiten sekundéren
T-Zellantwort ergab ebenfalls keine Unterschiede zwischen CXCR6-defizienten und Kontroll-
Mausen (Daten nicht gezeigt).
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Zusammenfassend konnte also in der sekundidren CD4* und CD8* T-Zellantwort von CXCR6-
defizienten und Kontroll-Méausen kein Unterschied festgestellt werden. Sowohl der prozen-
tuale Anteil, als auch die absolute Anzahl an Listerien-spezifischen CD4" und CD8* T-Zellen
waren in Milzen und Lebern von CXCR6-defizienten und Kontroll-Mdusen dhnlich. Vergleicht
man jedoch die primére T-Zellantwort mit der sekunddren T-Zellantwort wird deutlich, dass
die sekundére T-Zellantwort viel starker ausfiel. Vor allem der Anteil und die absolute Anzahl
an CD8* T-Zellen, die Listerien-spezifisch waren und somit IFN-y produzierten, waren nach
einer zweiten Infektion mit Listerien und in vitro Stimulation mit dem immundominten Peptid
OVA 57264 Viel grofier. Diese starke CD8* T-Zellantwort nach sekundérer Infektion spiegelt die

zentrale Bedeutung der CD8* T-Zellen bei einer Listerieninfektion wieder.

5.4 Migration und Verteilung von Wildtyp und CXCR6CFP/GFP

CD8* T-Zellen nach kompetitivem Transfer

Um die Funktion von CXCR®6 fiir CD8* T-Zellen zu untersuchen wurden im nichsten Teil die-
ser Arbeit kompetitive T-Zelltransferexperimente durchgefiihrt. T-Zelltransfermodelle bieten
den Vorteil, dass Gen-defiziente CD8* T-Zellen in einer gesunden Wildtypumgebung mit Wild-
typ CD8* T-Zellen verglichen werden konnen. Durch diesen Ansatz kann die Analyse auf die
Funktion eines Gens (hier CXCR6) in CD8* T-Zellen begrenzt werden. In einem kompetitiven
Ansatz werden sowohl Wildtyp als auch Gen-defiziente CD8" T-Zellen in die gleiche Empfan-
germaus ibertragen. Das bedeutet, beide T-Zellpopulationen haben ein identisches Umfeld,
was insbesondere von Bedeutung ist wenn der Gendefekt einen Einflufs auf den Infektions-
verlauf hat. Schliefilich ist der kompetitive T-Zelltransfer relativ sensitiv und ermoglicht auch
den Nachweis von geringen Unterschieden in der Aktivierung, Proliferation und Differenzie-
rung von Wildtyp und Gen-defizienten CD8" T-Zellen. In dieser Arbeit wurde ein kompetitiver
Transfer von OT-1 CD8* T-Zellen verwendet (siehe Kap. 4.2). Diese Zellen erkennen Ovalbumin
aus LmOVA und sollten daher nach Infektion der Empfangermduse mit diesem Listerienstamm
aktiviert werden. Wildtyp und CXCR6-defiziente OT-1 CD8" T-Zellen wurden mittels magne-
tisch aktivierter Zellsortierung (MACS) (siehe Kap. 4.5) isoliert, zu gleichen Anteilen gemischt
und insgesamt 5x10* Zellen in die Empfangerméause transferiert. Die Unterscheidung der trans-
ferierten Wildtyp und CXCR6-defizienten OT-1 CD8" T-Zellen untereinander und von den en-
dogenen CD8* T-Zellen erfolgte mit Hilfe des Zelloberflichenmolekiils CD90 (siehe Kap. 4.2).
Die Empfangermduse wurden vier Stunden vor dem Transfer der OT-I CD8" T-Zellen mit
1x10° LmOVA intraperitoneal (ip) infiziert. Drei und fiinf Tage nach dem kompetitiven Trans-
fer der Wildtyp und CXCR6-defizienten OT-I CD8* T-Zellen in die infizierten Empfangerméuse

wurden Milzen und Lebern entnommen und Lymphozyten aus diesen Organen isoliert.
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5.4.1 Vergleich der Migration und Verteilung von Wildtyp und CXCR6SFP/GFP

CD8* T-Zellen nach kompetitivem Transfer

A Milz Leber
1004 1 owt
c
(7] GFP/GFP
3 804 J & CXCR6
N
L 604 .
@
a
© 40- 1
(]
©
¥ 201 L
0
sz V' 3 T 5 sz ' 3 T 5
Tag nach Transfer und Infektion Tag nach Transfer und Infektion
B
1.5 _ = Milz
2 - |eber
¢
o 1.07
o
i)
© 4
: ) '
o
c
0.0
sz | 3 | 5

Tag nach Transfer und Infektion

Abbildung 5.9: Verteilung von Wildtyp und CXCR6CFFP/GFP OT-| CD8* T-Zellen nach kompetitivem

Transfer in Wildtyp Mause. Je 25.000 Wildtyp und CXCR6SFP/GFP OT-| CD8* T-Zellen aus transgenen
C57BL/6 Miusen wurden zu gleichen Anteilen gemischt und in mit 1x10% LmOVA infizierte CD90.1 kongene
C57BL/6 Empfangermause injiziert. Drei und fiinf Tage p.i. wurden die Lymphozyten aus Milz und Leber der
Empfangermause isoliert und durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse
zweier Experimente. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte = SEM (n=7) dar. (A) Prozentualer
Anteil der transferierten Wildtyp und CXCR6SFP/GFP OT-| CD8t T-Zellen in den angegebenen Organen.
(B) Normalisierte Ratio der transferierten Zellen in den angegebenen Organen. Die normalisierte Ratio ist die
Ratio von CXCR6-defizienten zu Wildtyp CD8" T-Zellen, die auf das Verhaltnis der Verteilung der transferierten
Zellen normalisiert wurde. wt, Wildtyp; SZ, Spenderzellen; ** p<0,01.

In Abbildung 5.9 ist die Verteilung der transferierten Wildtyp und CXCR6-defizienten OT-I
CD8* T-Zellen in Milz und Leber der Wildtyp Empfangerméuse dargestellt. Um Unterschie-
de in der Verteilung besser sichtbar zu machen wurde die Ratio von CXCR6-defizienten zu
Wildtyp CD8* T-Zellen berechnet und auf das Verhaltnis der Verteilung der transferierten Zel-
len normalisiert. In der Milz war der Anteil an CXCR6-defizienten Zellen verglichen mit den
Wildtyp Zellen an Tag 3 nach dem Transfer etwas grofier (Abb. 5.9 A). Die normalisierte Ratio
erreichte einen Wert von ca. 1,2 (Abb. 5.9 B). Das bedeutet, dass zu diesem Zeitpunkt mehr
CXCRé6-defiziente OT-1 CD8* T-Zellen als Wildtyp OT-I CD8* T-Zellen nachgewiesen werden
konnten. In der Leber hingegen war der Anteil an CXCR6-defizienten Zellen verglichen mit
den Wildtyp Zellen etwas kleiner (Abb. 5.9 A). Die normalisierte Ratio hatte einen Wert von
ungefdhr 0,7 (Abb. 5.9 B). Der Unterschied der normalisierten Ratio zwischen Milz und Le-
ber war signifikant (Abb. 5.9 B). Fiinf Tage nach dem Transfer verteilten sich die Wildtyp und
CXCRé6-defizienten Zellen in Milz und Leber dhnlich (Abb. 5.9 A), die normalisierte Ratio hatte
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Um die transferierten Wildtyp und CXCRé6-defizienten OT-I CD8" T-Zellen weiter zu charak-
terisieren wurde der Aktivierungsstatus dieser Zellen in Milz und Leber analysiert (Abbil-
dung 5.10). Fiir die Untersuchung des Aktivierungsstatus der Zellen wurde die Expression von
CD44 und CD62L auf den T-Zellen analysiert. Naive CD8" T-Zellen sind CD44 CD62L*. Zen-
trale Gedéchtniszellen exprimieren sowohl CD44 als auch CD62L, wéhrend Effektorzellen nur
CD44-positiv sind und kein CD62L exprimieren [8, 9]. Vor dem Transfer, also die Spenderzellen,
hatten Wildtyp und CXCRé6-defiziente OT-I CD8" T-Zellen ein vergleichbares Expressionsprofil
fiir CD44 und CD62L. Ungefiahr 80 % der Zellen hatten einen naiven CD44 CD62L* Phanotyp.
Die restlichen Zellen teilten sich gleichméfsiig in voraktivierte T-Zellen (CD44"CD62L"), inklu-
sive zentraler Gedédchtniszellen und Effektorzellen (CD62L") auf. Drei Tage nach dem kompeti-
tiven Transfer war der Aktivierungsstatus der transferierten Wildtyp und CXCRé6-defizienten
OT-1 CD8* T-Zellen in Milz und Leber unterschiedlich. Die Wildtyp Zellen waren phénoty-
pisch signifikant stiarker aktiviert. Wahrend in der Milz 20 % der transferierten Wildtyp Zellen
CD44*waren hatten nur ca. 10 % der transferierten CXCR6-defizienten Zellen diesen Phanotyp.
Verglichen mit den Wildtyp Zellen blieben andererseits mehr CXCR6-defiziente Zellen naiv
und exprimierten noch kein CD44. In der Leber war der Unterschied zwischen den transferier-
ten Wildtyp und CXCRé6-defizienten OT-1 CD8* T-Zellen drei Tage nach dem Transfer und der
Infektion der Empfangerméause deutlich grofser als in der Milz. Wahrend mehr als 60 % der
CXCRé6-defizienten Zellen noch den naiven Phéanotyp aufwiesen und kein CD44 exprimierten,
waren es unter den Wildtyp Zellen nur noch weniger als 40 %. Der Anteil an CD44*CD62L* Zel-
len von den CXCRé6-defizienten Zellen war mit 20 % verglichen mit fast 40 % von den Wildtyp
Zellen nur ungefahr halb so grofs. Die Population an Effektorzellen war innerhalb der trans-
ferierten Wildtyp Zellen auch etwas grofier als in den CXCR6-defizienten Zellen, unterschied
sich aber nicht signifikant. Fiinf Tage nach dem Transfer hatten ca. 90 % der transferierten Wild-
typ und CXCR6-defizienten OT-I CD8" T-Zellen sowohl in der Milz als auch in der Leber den
aktivierten CD62L" Phédnotyp. Zu diesem Zeitpunkt gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden transferierten Zelltypen (Abb. 5.10 A). In Abbildung 5.10 B ist beispiel-
haft die Expression von CD44 und CD62L auf den transferierten Zellen dargestellt.

Eine weitere Moglichkeit zur Untersuchung des Aktivierungsstatus von T-Zellen ist die Ana-
lyse der Expression von KLRG1 (killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1). Terminale
Effektorzellen sind KLRG1", wihrend dieses Molekiil auf naiven und friih aktivierten CD8* T-
Zellen nicht zu finden ist [8, 12, 14]. In Abbildung 5.11 ist die mittlere Fluoreszenzintensitit
der KLRG1-Expression der transferierten Wildtyp und CXCR6-defizienten OT-I CD8* T-Zellen
in Milz und Leber der infizierten Empfangerméause dargestellt. Vor dem Transfer war die mitt-
lere Fluoreszenzintensitdt der KLRG1-Expression der beiden Spenderzellpopulationen nahezu
gleich. Drei Tage nach dem Transfer war die KLRG1-Expression auf den Wildtyp Zellen ver-
glichen mit den CXCRé6-defizienten Zellen in der Leber signifikant grofer. In der Milz gab

es zu diesem Zeitpunkt keinen Unterschied. An Tag 5 nach dem Transfer unterschied sich
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Abbildung 5.12 zeigt die Verteilung der transferierten Wildtyp und CXCR6-defizienten OT-I
CD8* T-Zellen in verschiedenen Organen der RAG1”/- Empfangermause. In allen Organen ist
zu erkennen, dass im Verlauf der Zeit der Anteil an transferierten CXCR6-defizienten OT-1
CD8* T-Zellen, verglichen mit den transferierten Wildtyp OT-I CD8* T-Zellen abnimmt (Abb.
5.12 A). Um Unterschiede in der Verteilung besser sichtbar zu machen wurde die Ratio von
CXCRé6-defizienten zu Wildtyp CD8" T-Zellen berechnet und auf das Verhiltnis der Verteilung
der transferierten Zellen normalisiert (Abb. 5.12 B). Im Knochenmark bleibt die Ausgangsver-
teilung der beiden CD8" T-Zellpopulationen iiber den gesamten Beobachtungszeitraum relativ
stabil und die normalisierte Ratio erreicht zu keinem der untersuchten Zeitpunkte einen si-
gnifikanten Unterschied verglichen mit dem Ausgangswert. In der Milz der Empfangerméuse
war die normalisierte Ratio dreiffig Wochen nach dem Transfer verglichen mit dem Ausgangs-
wert signifikant geringer. Das bedeutet, dass zu diesem Zeitpunkt signifikant weniger CXCR6-
defiziente OT-I CD8" T-Zellen verglichen mit den Wildtyp OT-I CD8" T-Zellen nachgewiesen
werden konnten. In Lunge und Blut wurde bereits zehn Wochen nach dem Transfer beobachtet,
dass signifikant weniger CXCR6-defiziente OT-1 CD8* T-Zellen vorhanden waren. In diesen Or-
ganen verringerte sich das Verhéltnisim Verlauf der Zeit noch weiter. In den Lymphknoten und
in der Leber war bereits fiinf Wochen nach dem Transfer eine verdnderte normalisierte Ratio
zu erkennen. Auch in diesen Organen war der Anteil an transferierten CXCR6-defizienten OT-1
CD8" T-Zellen verglichen mit den Wildtyp CD8* T-Zellen signifikant kleiner und verminderte
sich mit der Zeit noch weiter. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass im Verlauf des
Beobachtungszeitraums der Anteil an transferierten CXCR6-defizienten OT-I CD8* T-Zellen
verglichen mit dem Anteil der transferierten Wildtyp OT- CD8" T-Zellen in allen untersuchten

Organen mit Ausnahme des Knochenmarks deutlich abnahm.

5.5.2 Vergleich der Apoptose von Wildtyp und CXCR6SFP/6FP CD8+ T-Zellen nach
kompetitivem Transfer

Der Nachteil der CXCRé6-defizienten OT-I CD8* T-Zellen kénnte zwei Ursachen haben. Die
Zellen konnten einerseits vermehrt apoptotisch werden, das heifst den programmierten Zelltod
durchlaufen, oder ihre Fahigkeit zu proliferieren kénnte vermindert sein.

In einer ersten Serie von Experimenten wurde die Apoptose der transferierten OT-I CD8* T-
Zellen untersucht. Als Nachweis der Apoptose diente einerseits die Bindung von Annexin V
an die apoptotische Zelle (siehe Kap. 4.9.1) und andererseits der Nachweis von aktivierten Cas-
pasen mit der FLICA (Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases) Farbung (siehe Kap. 4.9.2). Zellen
transferieren wiahrend der Apoptose Phosphatidylserin von der zytosolischen auf die extrazel-
lulédre Seite der Zellmembran. Das Protein Annexin V bindet in Abhéngigkeit von Calcium an

Phosphatidylserin und kann zur Identifizierung von apoptotischen Zellen genutzt werden [76].
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ebenfalls signifikant. Mehr als 60 % der Wildtyp Zellen hatten verglichen mit ca. 20 % der
CXCRé-defizienten Zellen BrdU in ihre DNA eingelagert (Abb. 5.16 A). Auch die Analyse
der mittleren Fluoreszenzintensitit der BrdU-Farbung ergab an den untersuchten Zeitpunkten
einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden transferierten Zellgruppen und konnte
eine unterschiedliche Proliferationsrate bestédtigen (Abb. 5.16 B). Abbildung 5.16 C zeigt eine
beispielhafte Darstellung der BrdU-Farbung der transferierten Zellen.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die transferierten Wildtyp OT-I CD8" T-Zellen star-
ker proliferieren, als die CXCR6-defizienten Zellen. Zu jedem der untersuchten Zeitpunkte
und mit beiden verwendeten Methoden konnte eine niedrigere Proliferationsrate der CXCR6-
defizienten Zellen verglichen mit den Wildtyp Zellen nachgewiesen werden. Die verminderte
Fahigkeit der CXCR6-defizienten Zellen zu proliferieren kann als Grund fiir die unterschiedli-

che Verteilung und den Nachteil der CXCR6-defizienten Zellen angenommen werden.

5.5.4 Vergleich der Erschopfung von Wildtyp und CXCRG6SFP/6FP CD8+ T-Zellen

nach kompetitivem Transfer

Die verminderte Proliferation der CXCRé6-defizienten OT-I CD8* T-Zellen nach kompetitivem
Transfer in RAG1”/~ Miuse kénnte durch das Phanomen der “Exhaustion”, also der Ausgezehrt-
heit oder Erschopfung dieser Zellen erkldrt werden. Die Identifizierung von Exhaustion kann
unter anderem {iber die Expression von verschiedenen Molekiilen, wie PD-1, LAG3 und CD244
geschehen. PD-1 ist ein Rezeptor, der der Inhibition von T-Zellantworten dient. LAG3 ist ein
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und wird mit der Regulation des Zellzyklus von
T-Zellen assoziiert. CD244 ist ein NK-Zellrezeptor und wird auch auf CD8* T-Effektorzellen
exprimiert [18, 19].

Abbildung 5.17 zeigt die Expression der Erschopfungsmolekiile PD-1, LAG3 und CD244 auf
Wildtyp und CXCRé-defizienten OT-1 CD8* T-Zellen nach kompetitivem Transfer in RAG1™/"
Miéuse. Vor dem Transfer exprimierten die Wildtyp und CXCR6-defizienten OT-ICD8* T-Zellen
die untersuchten Molekiile etwa gleich stark. Nach dem Transfer nahm die Expression aller un-
tersuchten Molekiile bei beiden Zellpopulationen deutlich zu. Die Expression von PD-1 war auf
den CXCR6-defizienten Zellen ab zehn Wochen nach dem Transfer etwas stidrker als auf den
Wildtyp Zellen. LAG3 hingegen wurde an allen untersuchten Zeitpunkten auf den Wildtyp Zel-
len starker exprimiert. Die Expression von CD244 war ebenfalls an den meisten Zeitpunkten
auf den Wildtyp Zellen stiarker als auf den CXCRé6-defizienten Zellen (Abb. 5.17 A). In Abbil-
dung 5.17 Bist die Farbung der Erschdpfungsmarker von den transferierten Zellen beispielhaft

dargestellt.
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der transferierten Zellen synthetisierten nun IFN-y und 30-50 % produzierten TNF-a. Zu kei-
nem der untersuchten Zeitpunkte gab es einen Unterschied zwischen den Wildtyp und den
CXCRo-defizienten Zellen (Abb. 5.18 A). Abbildung 5.18 B zeigt beispielhaft die IFN-y und
TNF-o-Farbung der transferierten Zellen sowohl ohne Stimulation als auch nach Stimulation
mit dem immundominanten Peptid OVAjs7.264 und nach polyklonaler Stimulation mit PMA
und Ionomycin.

Es konnte gezeigt werden, dass Wildtyp und CXCRé6-defiziente OT-I CD8" T-Zellen nach kom-
petitivem Transfer in RAG1”/~ Mause eine dhnliche Frequenz von Zytokinproduzenten aufwie-
sen. An keinem der untersuchten Zeitpunkte unterschied sich der Anteil an IFN-y und TNE-
o-produzierenden Zellen. Dies ist einerseits ein Hinweis darauf, dass CXCR6-defiziente OT-I
CD8" T-Zellen nicht verstarkt in den Zustand der Exhaustion geraten und andererseits, dass sie

die Fahigkeit besitzen sich zu vollwertigen CD8* T-Effektozellen zu entwickeln.

5.5.6 Vergleich der Aktivierung von Wildtyp und CXCR6SFP/6FP CD8+ T-Zellen

nach kompetitivem Transfer

Fiir die weitere Analyse der transferierten OT-I CD8* T-Zellen wurde der Aktivierungszu-
stand der Wildtyp und CXCR6-defizienten OT-I CD8* T-Zellen nach kompetitivem Transfer
in RAG1”/~ Mause untersucht. Die Expression der Oberflichenmolekiile CD44 und CD62L kor-
reliert unter anderem mit dem Differenzierungs- und Aktivierungsstadium von CD8" T-Zellen.
Wie bereits beschrieben exprimieren naive CD8" T-Zellen CD62L jedoch kein CD44. Zentrale
Gedichtniszellen sind CD44*CD62L*und Effektorzellen sind nur CD44-positiv und exprimie-
ren kein CD62L [8, 9].

In Abbildung 5.19 ist der Aktivierungsstatus der transferierten Wildtyp und CXCRé6-defizienten
OT-1 CD8* T-Zellen in Milz und Leber dargestellt. Vor dem Transfer besafien Wildtyp und
CXCRé6-defiziente OT-I CD8* T-Zellen ein vergleichbares Expressionsprofil fiir CD44 und CD62L.
Ungefédhr 80 % der Zellen hatten einen naiven Phanotyp und waren CD44 CD62L". Die restli-
chen Zellen teilten sich gleichméfsiig in zentrale Gedachtniszellen (CD44"CD62L") und Effek-
torzellen (CD62L°) auf. Fiinf Wochen nach dem kompetitiven Transfer waren sowohl in der
Milz als auch in der Leber Wildtyp und CXCR6-defiziente Zellen phdnotypisch stark aktiviert.
In der Milz hatten 40 % der transferierten Wildtyp und CXCRé6-defizienten Zellen den Phano-
typ von Effektorzellen und exprimierten kein CD62L. Die restlichen 60 % der Zellen waren
positiv fiir CD44 und CD62L. Der Phanotyp von Wildtyp und CXCRé6-defizienten unterschied
sich nicht. Bis fiinfzehn Wochen nach dem Transfer nahm der Anteil an Effektorzellen wieder
deutlich ab und in der Milz waren 80 bis 90 % der Zellen zentrale Geddchtniszellen. In der
Leber lag der Anteil an zentralen Gedéchtniszellen zwischen 60 und 70 %. Phanotypisch naive
T-Zellen konnten in beiden Organen erst wieder dreifsig Wochen nach dem Transfer nachgewie-
sen werden. An keinem der untersuchten Zeitpunkte gab es signifikante Unterschiede in der
Expression von CD44 und CD62L zwischen den Wildtyp und CXCRé6-defizienten OT-1 CD8* T-
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menhang zwischen der verminderten Proliferationsrate der CXCR6-defizienten Zellen mit der
Exhaustion, also der Ausgezehrtheit und Erschopfung, konnte aber nicht festgestellt werden.
Obwohl die Expression von PD-1 auf CXCRé6-defizienten Zellen verglichen mit den Wildtyp
Zellen leicht erhoht war, zeigten die Wildtyp Zellen eine gesteigerte Expression von LAG3 und
CD244. PD-1, LAG3 und CD244 sind typische Molekiile, die im Zustand der Exhaustion auf
T-Zellen exprimiert werden. Weitere Merkmale der Exhaustion sind gesteigerte Apoptose und
verminderte Funktionalitdt. Die Analyse der Apoptose und der Funktionalitit, also der Pro-
duktion von Zytokinen wie IFN-y und TNF-o, ergab ebenfalls keine Unterschiede zwischen
den CXCRé6-defizienten und Wildtyp Zellen. Der Aktivierungsstatus der transferierten Zellen
war auch zu keinem der untersuchten Zeitpunkte unterschiedlich. Obwohl die transferierten
CXCRé6-defizienten OT-I CD8" T-Zellen verglichen mit den Wildtyp Zellen weniger stark proli-
ferieren besafien sie einen vergleichbaren Differenzierungsstatus und eine identische Funktio-

nalitit.

5.6 Uberleben und Proliferation von Wildtyp und CXCR6SFP/GFP
CD8* T-Zellen in vitro

Im vorangehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dass CXCR6-defiziente CD8* T-Zellen
bei der Beobachtung tiber einen Zeitraum von mehreren Wochen einen Proliferationsdefekt auf-
wiesen. Im letzten Teil dieser Arbeit sollten daher die Mechanismen dieses Defekts in Zellkul-
turansdtzen aufgeklart werden. Dazu wurden die Milzen aus Wildtyp und CXCRé6-defizienten
C57BL/6 Médusen entnommen und die Lymphozyten isoliert. Die Wildtyp und CXCR6-defizien-
ten Zellen wurden anhand des CD8* T-Zellanteils zu gleichen Anteilen gemischt und insge-
samt 4x10° Zellen fiir die in vitro Stimulation (siehe Kap. 4.6.2) eingesetzt. Die Zellen wurden
mit unterschiedlichen Konzentrationen von CXCL16 und IL-15 stimuliert. IL-15 kontrolliert
die Proliferation und das Uberleben von Gedachtnis-CD8" T-Zellen [71] und diente als direk-
ter Vergleich fiir potentiell dhnliche Eigenschaften von CXCL16. Als weitere Kontrollen wurden
ein Ansatz ohne stimulierende Substanzen und ein Ansatz, der aktivierende «CD3 und «CD28
Antikorper enthielt, durchgefiihrt. Als Nachweis der Proliferation diente die Firbung mit dem
Zell-Proliferationsfarbstoff eFluor 670 (siehe Kap. 4.8). Bei einer Zellteilung wird der Farbstoff
gleichméflig auf die Tochterzellen verteilt. Die Fluoreszenzintensitdt des Farbstoffes halbiert
sich dabei [72]. Es wurde drei Tage bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert und anschlieffend wurden

die Proben durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 5.20: Verhiltnis von Wildtyp und CXCR6SFP/GFP CD8+ T-Zellen nach in vitro Stimulation
mit CXCL16. Je 20.000 Wildtyp und CXCR6FP/SFP T_Zellen aus den Milzen von kongenen C57BL/6 Mausen
wurden anhand des CD8™ T-Zellanteils zu gleichen Anteilen gemischt und in vitro mit den angegebenen Mengen
an CXCL16 stimuliert. Drei Tage spater wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind
die kombinierten Ergebnisse zweier Experimente. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte £ SEM
(n=4) dar. (A) Prozentualer Anteil der Wildtyp und CXCR6CFP/CFP CD8+ T-Zellen. (B) Normalisierte Ratio
der Wildtyp und CXCR6SFP/GFP CD8*t T-Zellen. Die normalisierte Ratio ist die Ratio von CXCR6-defizienten
zu Wildtyp CD8" T-Zellen, die auf das Verhaltnis der Verteilung der eingesetzten Zellen normalisiert wurde.
wt, Wildtyp; E, eingesetzte Zellen; K, Kontrolle (Stimulation mit 2ug/mL aoCD3 und aCD28 Antikérper).

Abbildung 5.20 zeigt das Verhiltnis von Wildtyp und CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen nach
in vitro Stimulation mit CXCL16. Um Unterschiede in der Verteilung besser sichtbar zu machen
wurde die Ratio von CXCRé6-defizienten zu Wildtyp CD8* T-Zellen berechnet und auf das Ver-
hiltnis der Verteilung der eingesetzten Zellen normalisiert. Ohne stimulierende Substanzen
erreichte die normalisierte Ratio einen Wert von ungefahr 0,5. Das bedeutet, dass verglichen
mit der Ausgansverteilung der Anteil an Wildtyp CD8" T-Zellen grofler war als der Anteil
an CXCRé6-defizienten CD8* T-Zellen. Der Unterschied war aber nicht signifikant (Abb. 5.20 B).
Durch Zugabe von CXCL16 in ansteigenden Konzentrationen von 3 bis 300 ng/mL dnderte sich
die Verteilung der Wildtyp und CXCRé6-defizienten CD8" T-Zellen ebenfalls nicht signifikant
(Abb. 5.20 A) und die normalisierte Ratio hatte Werte zwischen 0,5 und 0,8 (Abb. 5.20 B). Diese
Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass das Uberleben oder die Proliferation von Wildtyp und
CXCRé6-defizienten CD8" T-Zellen unterschiedlich war, da in allen untersuchten Ansitzen der
Anteil an Wildtyp CD8" T-Zellen verglichen mit den CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen grofser
war. Auch bei der polyklonalen T-Zellstimulation durch «CD3 und «CD28 Antikérper konnte
beobachtet werden, dass die Wildtyp CD8* T-Zellen einen leichten Vorteil in Bezug auf Uber-
leben oder Proliferation gegentiber den CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen hatten, da auch bei
diesem Ansatz die normalisierte Ratio einen Wert von ca. 0,8 hatte (Abb. 5.20 B).

Um zu klédren, ob die Unterschiede in der Verteilung der Wildtyp und CXCRé6-defizienten
CD8* T-Zellen auf Unterschieden in der Proliferation beruhten, wurde die Abnahme des Zell-
Proliferationsfarbstoffs eFluor 670 gemessen. Als weiterer Parameter wurde die Blastentrans-
formation der Zellen bestimmt. Die Blastenbildung kann durchflusszytometrisch mit Hilfe des

FSC (Forward Scatter) bestimmt werden.
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Abbildung 5.21: Proliferation und Blastenbildung von Wildtyp und CXCR6SFP/6FP CD8* T-Zellen
nach in vitro Stimulation mit CXCL16. Je 20.000 Wildtyp und CXCR6CFP/GFP T_Zellen aus den Milzen
von kongenen C57BL/6 M3usen wurden anhand des CD8*" T-Zellanteils zu gleichen Anteilen gemischt und
mit dem Zell-Proliferationsfarbstoff eFluor 670 gefarbt. Die Zellen wurden in vitro mit den angegebenen
Mengen an CXCL16 stimuliert und drei Tage spater durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die
kombinierten Ergebnisse zweier Experimente. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte &= SEM (n=4)
dar. (A) Mittlere Fluoreszenzintensitat der Wildtyp und CXCR6SFP/CFP CD8*+ T-Zellen fiir die eFluor 670-
Farbung. (B) Mittlere Fluoreszenzintensitiat der Wildtyp und CXCR6SFP/¢FP CD8* T-Zellen fiir den FSC.
(C) Prozentualer Anteil an Blasten. wt, Wildtyp; MFI, Mittlere Fluoreszenzintensitat; FSC, Forward Scatter, |,
Tag 0; K, Kontrolle (Stimulation mit 2ug/mL aoCD3 und aCD28 Antikérper).

In Abbildung 5.21 ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der eFluor 670-Farbung, sowie
die MFI des FSC und der prozentuale Anteil an Blasten der Wildtyp und CXCRé6-defizienten
CD8* T-Zellen nach in vitro Stimulation mit CXCL16 dargestellt. Ohne stimulierende Substan-
zen und nach Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen an CXCL16 sowie nach T-
Zellrezeptorstimulation gab es keine Unterschiede in der MFI von eFluor 670 zwischen Wild-
typ und CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Che-
mokin CXCL16 keine Proliferation von CD8* T-Zellen induziert, da die MFI von eFluor 670
der CD8" T-Zellen auch nach Stimulation mit CXCL16 verglichen mit dem Ansatz ohne sti-
mulierende Substanzen unverandert blieb. Die T-Zellrezeptorstimulation mit Antikdrpern ge-
gen CD3 und CD28 hingegen induzierte eine Proliferation der CD8* T-Zellen. Die MFI von
eFluor 670 der Wildtyp und CXCRé6-defizienten CD8" T-Zellen sank von ca. 17500 ohne Sti-
mulation auf unter 5000 (Abb. 5.21 A). Die Blastentransformation der Wildtyp und CXCR6-
defizienten CD8" T-Zellen unterschied sich unabhéngig von der Stimulation ebenfalls nicht
und CXCL16 konnte auch keine Blasten in CD8" T-Zellen induzieren. Die MFI des FSC veran-
derte sich nach Stimulation mit unterschiedlichen CXCL16 Konzentrationen nicht und behielt
einen Wert von ca. 38000. Nur durch T-Zellrezeptorstimulation konnte eine deutliche Blasten-
bildung der CD8" T-Zellen ausgelost werden. Die MFI des FSC stieg auf ca. 90000 (Abb. 5.21 B).
Der prozentuale Anteil an Blasten betrug 80 % (Abb. 5.21 C).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das Chemokin CXCL16 keine Proliferations-
und Blasten-induzierende Eigenschaften auf CD8* T-Zellen hatte. Unabhéngig von der CX-
CL16 Konzentration, mit der die CD8" T-Zellen stimuliert wurden, war der Anteil an Wildtyp
CD8* T-Zellen verglichen mit dem Anteil an CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen etwas grofser.
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Auch nach T-Zellrezeptorstimulation mit Antikdrpern gegen CD3 und CD28 war der Anteil
an Wildtyp CD8" T-Zellen etwas grofier. Da keine Unterschiede in der MFI von eFluor 670
und des FSC sowie dem prozentualen Anteil an Blasten nachgewiesen werden konnten, kon-
nen Unterschiede in der Proliferation und im Wachstum der Wildtyp und CXCRé6-defizienten
CD8" T-Zellen ausgeschlossen werden.

Zur weiteren Analyse der Proliferation von Wildtyp und CXCRé6-defizienten CD8* T-Zellen
wurden die Zellen mit dem Zytokin IL-15 stimuliert. IL-15 kontrolliert die Proliferation und
das Uberleben von Gedichtnis-CD8*-T-Zellen [71].
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Abbildung 5.22: Verhiltnis von Wildtyp und CXCR6SFP/GFP CD8+ T-Zellen nach in vitro Stimulation
mit 1L-15. Je 20.000 Wildtyp und CXCR6CFP/CFP T_Zellen aus den Milzen von kongenen C57BL/6 Mausen
wurden anhand des CD8" T-Zellanteils zu gleichen Anteilen gemischt und in vitro mit den angegebenen
Mengen an IL-15 stimuliert. Drei Tage spater wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt
sind die kombinierten Ergebnisse zweier Experimente. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte + SEM
(n=4) dar. (A) Prozentualer Anteil der Wildtyp und CXCR6FP/SFP CD8+ T-Zellen. (B) Normalisierte Ratio
der Wildtyp und CXCR6SFP/GFP CD8*+ T-Zellen. Die normalisierte Ratio ist die Ratio von CXCR6-defizienten
zu Wildtyp CD8T T-Zellen, die auf das Verhiltnis der Verteilung der eingesetzten Zellen normalisiert wurde.
wt, Wildtyp; E, eingesetzte Zellen; K, Kontrolle (Stimulation mit 2ug/mL aCD3 und oCD28 Antikérper); 16,
CXCL16 (Stimulation mit 100 ng/mL IL-15 und 100 ng/mL CXCL16); * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Abbildung 5.22 zeigt die Verteilung von Wildtyp und CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen nach
in vitro Stimulation mit IL-15. Um Unterschiede in der Verteilung besser sichtbar zu machen
wurde auch hier die Ratio von CXCR6-defizienten zu Wildtyp CD8* T-Zellen berechnet und auf
das Verhiltnis der Verteilung der eingesetzten Zellen normalisiert. Ohne Stimulation erreich-
te die normalisierte Ratio einen Wert von ungefahr 0,5. Das bedeutet, dass verglichen mit der
Ausgansverteilung der Anteil an Wildtyp CD8* T-Zellen grofler war als der Anteil an CXCR6-
defizienten CD8* T-Zellen. Der Unterschied war signifikant (Abb. 5.22 B). Durch Zugabe von
IL-15 in ansteigenden Konzentrationen von 3 bis 300 ng/mL dnderte sich die Verteilung der
Wildtyp und CXCRé6-defizienten CD8* T-Zellen. Die Stimulation der CD8" T-Zellen mit niedri-
gen Konzentrationen von IL-15 (3 und 10 ng/mL) fithrte zu einem starken Vorteil der Wildtyp
CD8* T-Zellen (Abb. 5.22 A). Der Wert der normalisierten Ratio lag bei ca. 0,25. Der Anteil an
Wildtyp CD8" T-Zellen war fast drei Mal so grofd wie der Anteil an CXCR6-defizienten CD8* T-
Zellen. Durch Stimulation der CD8* T-Zellen mit moderaten Konzentrationen von IL-15 (30

und 100 ng/mL) erreichte die normalisierte Ratio Werte zwischen 0,4 und 0,6. Auch hier wa-
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ren die Unterschiede zur Verteilung der Wildtyp und CXCRé6-defizienten CD8" T-Zellen an
Tag 0 signifikant unterschiedlich (Abb. 5.22 B). Nach Stimulation der CD8" T-Zellen mit einer
hohen Konzentration an IL-15 (300 ng/mL) hatte die normalisierte Ratio einen Wert von ca. 0,7.
Obwohl der Unterschied nicht signifikant war deutet dieses Ergebnis auf einen leichten Vorteil
der Wildtyp CD8" T-Zellen gegentiber der CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen hin (Abb. 5.22 B).
Auch in diesem Assay diente ein Ansatz mit T-Zellrezeptor-stimulierenden Antikdrpern gegen
die Proteine CD3 und CD28 als Kontrolle. Bei dieser polyklonalen T-Zellrezeptorstimulation
konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die Wildtyp CD8* T-Zellen einen leichten Vorteil ge-
geniiber den CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen hatten, da die normalisierte Ratio einen Wert
von ca. 0,8 hatte (Abb. 5.22 B). Ein letzter Ansatz diente der Untersuchung der stimulierenden
Eigenschaften von IL-15 und CXCL16 zusammen. Es wurden Konzentrationen von 100 ng/mL
fiir IL-15 und CXCL16 eingesetzt. Die normalisierte Ratio hatte einen Wert von ca. 0,6 und war
somit identisch zu dem Wert der Stimulation nur mit 100 ng/mL IL-15. CXCL16 scheint die
stimulierenden Eigenschaften von IL-15 nicht direkt zu beeinflussen (Abb. 5.22 B).

Um zu klédren, ob die Unterschiede in der Verteilung der Wildtyp und CXCRé6-defizienten
CD8* T-Zellen auf Unterschiede in der Proliferation beruhen, wurden die Zellen einerseits
vor der Stimulation mit dem Zell-Proliferationsfarbstoff eFluor 670 gefarbt und nach der Sti-
mulation die Proliferation anhand der Abnahme der MFI analysiert. Andererseits wurde die
Blastenbildung der Zellen mit Hilfe der MFI des FSC ermittelt.
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Abbildung 5.23: Proliferation und Blastenbildung von Wildtyp und CXCR6SFP/6FP CD8*t T-Zellen
nach in vitro Stimulation mit IL-15. Je 20.000 Wildtyp und CXCR6CSFF/GFP T_Zellen aus den Milzen von
kongenen C57BL/6 M3usen wurden anhand des CD81 T-Zellanteils zu gleichen Anteilen gemischt und mit dem
Zell-Proliferationsfarbstoff eFluor 670 gefarbt. Die Zellen wurden in vitro mit den angegebenen Mengen IL-15
stimuliert und drei Tage spater durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die kombinierten Ergebnisse
zweier Experimente. Die Balken stellen die arithmetischen Mittelwerte &+ SEM (n=4) dar. (A) Mittlere
Fluoreszenzintensitat der Wildtyp und CXCR6SFP/GFP CD8* T-Zellen fiir die eFluor 670-Farbung. (B) Mittlere
Fluoreszenzintensitit der Wildtyp und CXCR6CFP/GFP CD8* T-Zellen fiir den FSC. (C) Prozentualer Anteil
an Blasten. wt, Wildtyp; MFI, Mittlere Fluoreszenzintensitat; FSC, Forward Scatter, |, Tag 0; K, Kontrolle
(Stimulation mit 2ug/mL «CD3 und aaCD28 Antikérper); 16, CXCL16 (Stimulation mit 100 ng/mL IL-15 und
100 ng/mL CXCL16).

In Abbildung 5.23 ist die MFI der eFluor 670-Farbung, sowie die MFI des FSC und der pro-
zentuale Anteil an Blasten von Wildtyp und CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen nach in vi-
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tro Stimulation mit IL-15 dargestellt. Ohne stimulierende Substanzen und nach Stimulation

mit niedrigen Konzentrationen an IL-15 (3 und 10 ng/mL) gab es keine Unterschiede in der

MFI von eFluor 670 zwischen Wildtyp und CXCRé6-defizienten CD8* T-Zellen. Unter diesen

Bedingungen zeigten die CD8" T-Zellen keine Proliferation. Nach Stimulation der CD8" T-
Zellen mit moderaten und hohen Konzentrationen an IL-15 (30-100 ng/mL), sowie nach T-
Zellrezeptorstimulation proliferierten Wildtyp CD8* T-Zellen etwas starker als CXCR6-defizien-
te CD8" T-Zellen. Dies ist an einer grofseren Abnahme der MFI von eFluor 670 bei den Wildtyp

CD8" T-Zellen zu erkennen. Die Stimulation der CD8* T-Zellen mit IL-15 zusammen mit CX-
CL16 fiihrte ebenfalls zu einer leicht gesteigerten Proliferation der Wildtyp CD8" T-Zellen. Die

Werte der MFI waren mit denen nach Stimulation mit 100 ng/mL IL-15 vergleichbar (Abb.
5.23 A). Die MFI des FSC verdanderte sich in Korrelation mit den MFI von eFluor 670. Ohne

stimulierende Substanzen und nach Stimulation mit niedrigen Konzentrationen an IL-15 (3

und 10 ng/mL) gab es keine Unterschiede in der MFI des FSC zwischen Wildtyp und CXCR6-
defizienten CD8" T-Zellen, da die Zellen unter diesen Bedingungen noch nicht proliferierten.
Ab IL-15 Konzentrationen von 30 ng/mL begannen die CD8" T-Zellen zu proliferieren und

somit auch Blasten zu bilden. Die MFI des FSC erhohte sich abhidngig von der IL-15 Konzen-
tration. Nach Stimulation mit 100 und 300 ng/mL reagierten die Wildtyp CD8" T-Zellen vergli-
chen mit den CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen etwas starker, was an einer etwas hoheren MFI

des FSC der Wildtyp CD8" T-Zellen zu erkennen ist. Die T-Zellrezeptorstimulation induzierte

die starkste Blastenbildung, es gab aber keine Unterschiede zwischen Wildtyp und CXCRe6-
defizienten CD8* T-Zellen. Nach Stimulation der CD8* T-Zellen mit IL-15 zusammen mit CX-
CL16 verhielten sich die Zellen wie nach Stimulation nur mit 100 ng/mL IL-15 (Abb. 5.23 B).

Der prozentuale Anteil an Blasten verdnderte sich ebenfalls in Korrelation zu MFI von eFluor 670
und FSC. Nur nach Stimulation der CD8* T-Zellen mit moderaten und hohen Konzentrationen

an II-15 konnten Blasten nachgewiesen werden und der prozentuale Anteil an Blasten von

den Wildtyp CD8" T-Zellen war verglichen mit den CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen grofler.

Die T-Zellrezeptorstimulation fiihrte zu einem sehr hohen aber gleichen Anteil an Blasten von

Wildtyp und CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen. Die Stimulation mit IL-15 und CXCL16 verlief

vergleichbar zur Stimulation nur mit 100 ng/mL IL-15 (Abb. 5.23 C).

Es konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass das Zytokin IL-15 ab moderaten Konzentra-
tionen (ab 30 ng/mL) die Proliferation von CD8* T-Zellen induzierte. Unter diesen Bedingun-

gen waren die Wildtyp CD8" T-Zellen gegeniiber den CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen im

Vorteil. Wildtyp CD8* T-Zellen teilten sich hdufiger als CXCR6-defiziente CD8* T-Zellen und

ihr Anteil an Blasten war grofier. Die kombinierte Stimulation der CD8" T-Zellen mit IL-15 und

CXCL16 ergab weder einen steigernden noch einen hemmenden Einfluss von CXCL16 auf die

IL-15 Wirkung auf CD8" T-Zellen.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das Chemokin CXCL16 nicht in der Lage ist Prolife-

ration und Wachstum bei CD8" T-Zellen zu induzieren. Ohne stimulierende Substanzen und
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nach Stimulation mit IL-15 oder Antikdrpern gegen CD3 und CD28 wiesen CXCRé6-defiziente
CD8" T-Zellen jedoch einen Uberlebensnachteil gegeniiber den Wildtyp CD8" T-Zellen auf.
Der Anteil an Wildtyp CD8" T-Zellen war unter allen getesteten Bedingungen nach drei Ta-
gen in vitro Kultur grofer als der Anteil der CXCRé6-defizienten CD8* T-Zellen. IL-15 vergro-
erte den Anteil an Wildtyp CD8" T-Zellen verglichen mit CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen
vor allem bei niedrigen Konzentrationen, die noch keine Proliferation induzierten, drastisch.
Auch bei Konzentration von IL-15, die zu einer Proliferation fithrten, war ein Nachteil der
CXCRé6-defizienten in Proliferation und Blastenbildung sichtbar. Zusammenfassend scheinen
CXCRé-defiziente CD8* T-Zellen verglichen mit Wildtyp CD8* T-Zellen, unabhéngig von der
Induktion eines Signals durch das Chemokin CXCL16 iiber den Chemokinrezeptor CXCR®, in

vitro einen Uberlebensnachteil zu haben und vermindert auf IL-15 zu reagieren.
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6 Diskussion

Die Leber ist neben der Milz eines der Zielorgane von Listeria monocytogenes. In der Maus fiihrt
die Infektion mit Listerien zu einer massiven Akkumulation von T-Zellen in der Leber. Fiir die
Kontrolle der Listerieninfektion sind T-Zellen, vor allem CD8" T-Zellen, entscheidend. Da in
der Leber keine T-Zellantworten generiert werden konnen [80], muss die T-Zellakkumulation
auf der Rekrutierung von Effektor-T-Zellen, die in Lymphgeweben gebildet wurden, beruhen.
Aufgrund der relativ guten Zugénglichkeit der Leber fiir T-Zellen, konnen auch im gesunden
Zustand naive, Gedichtnis- und Effektor-T-Zellen wihrend der normalen homoostatischen Zir-
kulation in dieses Organ gelangen [81, 82]. Wahrend einer Infektion treten inflammatorische
Migrationsprozesse in den Vordergrund. Sie iiberlagern die homdostatischen Mechanismen
und ermoglichen T-Zellen gezielt zum Ort der Infektion in die Leber zu gelangen. Neben der
verstirkten Expression von Integrin-Liganden auf portalen und sinusoidalen Endothelien in
der Leber [83, 84], kommt es wihrend entziindungsbedingter Migratiosprozessen auch zur
verstarkten Expression von inflammatorischen Chemokinen [85].

Die Expression von Chemokinrezeptoren auf T-Zellen und die Produktion von Chemokinen
in infizierten Geweben regeln die gerichtete Bewegung von T-Zellen zum Zielort und vertei-
len Immunzellen im Organismus. Im Listeria monocytogenes-Infektionsmodell sind die Mecha-
nismen der Migration von aktivierten T-Zellen in die Leber nur unzureichend bekannt und
fiir die Beteiligung von Chemokin- und Chemokinrezeptor-Systemen gibt es nur wenige und
zum Teil widerspriichliche Studien [86, 87, 88]. Unverdffentlichte mRNA Expressionsanalysen
ergaben, dass Listeria monocytogenes-spezifische CD8" T-Zellen relativ hohe Level fiir die Che-
mokinrezeptoren CXCR6, CXCR3, CCR5 und CCR2, sowie moderate Level fiir die mRNA von
CCR6 zeigten. Die hohe Expression des Chemokins CXCL16 in sinusoidalen Endothelien der
Leber [89] machte vor allem die Untersuchung des Chemokinrezeptors CXCR6 interessant. In
dieser Arbeit sollte die Rolle des Chemokinrezeptors CXCR6 in der Immunantwort gegen Lis-

teria monocytogenes untersucht werden.

6.1 Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR6

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Oberflichenexpression von CXCR6 auf verschiedenen
CD8" T-Zellpopulationen aus Milz und Leber im Verlauf der Inmunantwort gegen Listeria mo-

nocytogenes charakterisiert. In Reportermausen (CXCR6*/CFP) wurde anhand der GFP-Expression
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die Expression von CXCR6 untersucht. Diese Mduse wurden mit Listerien infiziert und CD8* T-
Zellen und insbesondere aktivierte CD8* T-Zellen, sowie Listerien-spezifische CD8" T-Zellen
auf ihre Expression von CXCR6 untersucht.

In dieser Arbeit wurde ein typischer Verlauf der CD8" T-Zellantwort wéahrend einer Listerien-
infektion [90] gezeigt. Der prozentuale Anteil und auch die Anzahl an CD8* T-Zellen erreichten
sieben bis neun Tage nach der Infektion ihr Maximum. Vor allem in der Leber fand eine massi-
ve CD8* T-Zellakkumulation statt. In der Milz verdoppelte sich die Anzahl der CD8" T-Zellen,
wahrend in der Leber sogar zehnmal so viele CD8" T-Zellen verglichen mit naiven Mausen de-
tektiert wurden. Zu diesem Zeitpunkt erreichten aktivierte und Listerien-spezifische CD8" T-
Zellen ebenfalls ihr Maximum. Bis zum Ende unserer Untersuchungen an Tag 14 war eine deut-
liche Reduktion der gesamten CD8* T-Zellpopulation, aber auch der aktivierten und Listerien-
spezifischen CD8* T-Zellen zu beobachten.

Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR6 korrelierte mit der Listerieninfektion. Nach der
Infektion stieg der Anteil an CXCR6-exprimierenden CD8* T-Zellen in Milz und Leber bis zum
Ende unserer Untersuchungen an Tag 14 kontinuierlich an. Vor allem CD8* T-Zellen mit ak-
tiviertem Phéanotyp exprimierten CXCR6. Der Anteil an CXCR6-positiven aktivierten CD8* T-
Zellen lag in der Leber bereits in naiven Mdusen bei 80 % und war somit deutlich hoher als
in der Milz. Aufgrund des grofieren Anteils an CXCR6-exprimierenden CD8" T-Zellen in der
Leber deuten diese Ergebnisse auf eine Funktion von CXCR6 in der Leber hin. Da fast alle ak-
tivierten CD8* T-Zellen in der Leber CXCR6-positiv waren, konnte CXCR6 ein entscheidendes
Signal fiir die Migration dieser Zellen in die Leber liefern.

Im Vergleich zu phénotypisch aktivierten CD8" T-Zellen wurde in dieser Arbeit eine veran-
derte Expressionskinetik fiir Listerien-spezifische T-Zellen beobachtet. Wahrend der Anteil an
IFN-y-positiven CD8* T-Zellen zwischen Tag 7 und Tag 9 nach Infektion ihr Maximum er-
reichte, stieg der Anteil an CXCR6-positiven Zellen innerhalb dieser Population bis zum Ende
meiner Untersuchungen an Tag 14 weiter an. Das bedeutet also, dass die Expression von CX-
CR6 verglichen mit der Expression von IFN-y verzogert eintrat. Listerien-spezifische CD8* T-
Zellen erwerben scheinbar die Fahigkeit zur IFN-y-Produktion vor der CXCR6-Expression. In-
teressanterweise war jedoch der Anteil an CXCR6-positiven Zellen innerhalb der Listerien-
spezifischen CD8" T-Zellen in Milz und Leber etwa gleich. Es gab also im Gegensatz zur
phéanotypisch aktivierten CD8" T-Zellpopulation keine bevorzugte Expression von CXCR6 auf
Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen in der Leber.

Insgesamt wurde eine Anreicherung von CXCR6-positiven CD8" T-Zellen in der Leber be-
obachtet. Die CD8" T-Zellpopulation, die im Rahmen der Listerieninfektion generiert wurde,
zeigte jedoch eine verzogerte CXCR6-Expression und die Akkumulation dieser Zellen war un-
abhingig von CXCR6. Dies wiirde bedeuten, dass Listerien-spezifische CD8" T-Zellen in der
akuten Infektion CXCR6 zur Migration in die Leber nicht benotigen. Generell ist bei den Er-

gebnissen dieser Arbeit jedoch zu beachten, dass meine Daten auf der Messung der Expression
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von GFP an Stelle von CXCR6 beruhen. Zu den frithen Zeitpunkten mag die CXCR6-Expression
sehr gut mit der GFP-Expression tibereinstimmen, beide Proteine konnten aber unterschiedli-
che Halbwertzeiten besitzen. Chemokinrezeptoren werden weiterhin nach Aktivierung durch
Ligandenbindung internalisiert und entweder wiederverwendet oder abgebaut [30]. Dieser
Mechanismus kann durch die Expression von GFP nicht dargestellt werden. In der akuten In-
fektion, aber auch in spéteren Beobachtungszeitraumen kénnte daher die Expression von GFP

von der tatsdchlichen Expression von CXCR6 abweichen.

6.2 Die Relevanz von CXCRGO6 fiir die Immunantwort gegen Listeria

monocytogenes

Fiir die Untersuchung der generellen Relevanz von CXCR6 fiir die Immunantwort gegen Liste-
ria monocytogenes wurde einerseits die Kontrolle der Listerien und andererseits die spezifische
CD4*" und CD8* T-Zellantwort gegen Listerien in CXCR6-defizienten Mdusen analysiert.

In infizierten Wildtyp und CXCRé6-defizienten Médusen wurde die Bakterienlast in Milz und
Leber an Tag 3, Tag 5 und Tag 7 nach Infektion untersucht. In der Milz verlief die Kontrolle
der Listerieninfektion unabhidngig von dem Chemokinrezeptor CXCR6. In beiden Mausstam-
men wurden an allen untersuchten Zeitpunkten dhnliche Bakterienbelastungen detektiert. In
der Leber hingegen konnten CXCR6-defiziente Mduse die Infektion sogar besser kontrollie-
ren. CXCR6-defiziente Mduse weisen eine stark verminderte Anzahl an CD1d-reaktiven NKT-
Zellen in der Leber auf [89]. Dieser Mangel an NKT-Zellen konnte die Kontrolle der Listerienin-
fektion in der Leber beeinflussen. Interessanterweise sind die publizierten Daten zur Rolle von
NKT-Zellen in der Listerieninfektion widerspriichlich. Einerseits zeigen CD1d-defiziente Mau-
se nach einer Listerieninfektion zu frithen Zeitpunkten eine leicht verminderte Kontrolle der
Infektion in Milz und Leber [91]. Andererseits {iberleben Wildtyp Méuse nach Behandlung mit
oCD1-Antikdrpern besser, als die Tiere, die mit Kontrollantikorpern behandelt wurden [92].
Weiterhin ist bekannt, dass NKT-Zellen nicht nur eine proinflammatorische Funktion haben,
sondern Immunantworten auch hemmen konnen [93, 94, 95, 96]. Die niedrigeren Listerientiter
in den Lebern von CXCR6-defizienten Madusen kénnten daher auf einer fehlenden Hemmung
der Immunantwort durch NKT-Zellen beruhen. In der Milz liegen im Gegensatz zur Leber nur
relativ geringe Zahlen an NKT-Zellen vor. Der dadurch begriindete geringere Einfluss dieser
Zellen auf die Inmunantwort wiirde zu den vergleichbaren Listerientitern in den Milzen von
Wildtyp und CXCRé6-defizienten Médusen passen.

Zur Analyse der T-Zellantwort wurden Kontoll- und CXCR6-defiziente Mause mit LmOVA in-
fiziert und acht Tage nach der Primérinfektion bzw. fiinf Tage nach der Sekundérinfektion wur-
de die Anzahl an Listerien-spezifischen T-Zellen bestimmt. Lymphozyten aus Milz und Leber
wurden mit den immundominanten Peptiden LLO1g9.291(CD4) und OVAjs7.264 (CD8) stimu-

liert und die spezifischen Zellen anhand der IFN-y Produktion identifiziert. Wahrend der pri-
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mdren Immunantwort in der Milz war die Anzahl an Listerien-spezifischen CD4" T-Zellen in
den CXCRé6-defizienten Médusen verglichen mit den Kontroll-Médusen signifikant grofler. Auch
die Anzahl an Listerien-spezifischen CD8" T-Zellen war in diesen Tieren leicht erhoht, jedoch
nicht signifikant unterschiedlich. In der Leber fanden sich die gleichen Unterschiede in der
primédren Immunantwort, aber insgesamt weniger stark ausgeprégt als in der Milz. Im Gegen-
satz dazu waren die T-Zellantworten nach Sekundéarinfektion sowohl in der Milz, als auch in
der Leber zwischen beiden Mausstimmen identisch. Die bereits beschriebene verminderte An-
zahl an CD1d-reaktiven NKT-Zellen in CXCR6-defizienten Mdusen und die damit verminderte
Hemmung der Immunantwort konnte auch fiir die hohere Anzahl an spezifischen T-Zellen ver-
antwortlich sein. Im Widerspruch dazu stehen aber die grofseren Unterschiede in der Milz und
die fehlenden Unterschiede in der Sekundarantwort. Anhand der Gewebeverteilung von NKT-
Zellen wiren stiarkere Unterschiede in der Leber zu erwarten und das Fehlen der NKT-Zellen
in CXCRé6-defizienten Médusen sollte auch eine Auswirkung auf die Sekundarantwort haben.
Insgesamt geben die erhobenen Daten keine Hinweise fiir eine entscheidende Funktion von
CXCR6 wihrend der T-Zellantwort gegen Listeria monocytogenes. CXCR6-defiziente Maduse kon-
nen sowohl CD4", als auch CD8* T-Zellantworten ausbilden und diese Antworten sind in der
Primédrinfektion sogar etwas stiarker als in den Wildtyp Mdusen. Auch in der Leber zeigten
CXCRo-defiziente Tiere eine normale T-Zellantwort. Das Fehlen von CXCR6 hatte daher kei-
nen Einfluss auf die Akkumulation von spezifischen T-Zellen in der Leber, die Rekrutierung
in die Leber verlief demzufolge unabhidngig von CXCR6. Diese Ergebnisse stehen im Ein-
klang mit Veroffentlichungen in denen gezeigt wurde, dass CXCR6 zwar auf verschiedenen
CD4" T-Zellpopulationen exprimiert wird, jedoch nicht essentiell zur Migration dieser Zellen
beitrdgt [40] und, dass die Blockade der CXCL16/CXCR6 Interaktion nicht die zytotoxische
Funktion von CD8* T-Zellen inhibiert [97].

6.3 Migration und Verteilung von Wildtyp und CXCR6-defizienten
CD8* T-Zellen

Fiir die detaillierte Analyse der Funktion von CXCR®6 fiir CD8" T-Zellen wurden im néchsten
Teil dieser Arbeit kompetitive T-Zelltransferexperimente durchgefiihrt. Dazu wurde ein Ge-
misch aus transgenen Wildtyp und CXCRé6-defizienten OT-I CD8* T-Zellen in die selbe Emp-
fangermaus tibertragen. Dieser Ansatz bietet den Vorteil, dass beide CD8* T-Zellpopulationen
einem identischen Wildtypumfeld ausgesetzt sind. Weiterhin ist der kompetitive T-Zelltransfer
sehr sensitiv und ermoglicht den Nachweis von geringen Unterschieden in der Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung von Wildtyp und CXCRé6-defizienten CD8" T-Zellen. OT-1
CD8" T-Zellen erkennen Ovalbumin aus LmOVA und sollten daher nach Infektion der Emp-
fangermduse aktiviert werden. Drei und fiinf Tage nach der Infektion der Empfangerméause
und dem kompetitiven Transfer der Wildtyp und CXCRé6-defizienten OT-I1 CD8* T-Zellen wur-
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de die Verteilung und Aktivierung der transferierten Zellen in Milz und Leber analysiert.

Drei Tage nach dem kompetitiven Transfer konnte eine deutliche Anreicherung der CXCR6-
defizienten Zellen in der Milz nachgewiesen werden. Diese Zellen wanderten aber, vergli-
chen mit den Wildtyp Zellen, nur in geringem Umfang in die Leber ein. An Tag 5 wurde
eine gleichmafliige Verteilung der beiden T-Zellpopulationen in Milz und Leber der Empfan-
germduse detektiert. Das Ergebnis fiir Tag 5 passt hingegen zu den vergleichbaren endogenen
CD8* T-Zellantworten, die an Tag 8 nach Infektion in Milz und Leber von Wildtyp und CXCR6-
defizienten Tieren beobachtet werden konnten.

In den Transferexperimenten wurde auch der Aktivierungsstatus der Zellen in Milz und Leber
anhand der CD44 und CD62L, sowie der KLRG1 Expression untersucht. Drei Tage nach dem
Transfer fand sich eine deutlich verminderte Akkumulation von CXCR6-defizienten Zellen mit
aktiviertem Phéanotyp in der Leber. An Tag 5 war der Aktivierungsstatus der beiden CD8* T-
Zellpopulationen in der Leber identisch und in der Milz wurden zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte zwischen den transferierten Wildtyp und CXCR6-defizienten Zellen Unterschiede
detektiert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass vor allem die Akkumulation von aktivier-
ten CXCR6-defizienten CD8* T-Zellen in der Leber drei Tage nach dem kompetitiven Transfer
vermindert ist. Der Chemokinrezeptor CXCR6 scheint vor allem in der frithen Phase der Infek-
tion fiir die Migration von aktivierten CD8* T-Zellen in die Listerien-infizierte Leber wichtig
zu sein.

In vitro wurde bereits gezeigt, dass der Chemokinrezeptor CXCR6 und sein Ligand CXCL16
in der Lage sind die Chemotaxis [98, 99] und die Adhésion [100, 101] von unterschiedlichen
Zellpopulationen zu beeinflussen. In vivo spielt die Expression von CXCR6 auf CD8* T-Zellen
eine entscheidende Rolle in der Migration dieser Zellen sechs Stunden nach Transfer in einem
GvHD (Graft-versus-Host Disease)-Modell [60]. Da jedoch in dem in dieser Arbeiet verwende-
ten Modell CXCR6-defiziente CD8" T-Zellen auch zu frithen Zeitpunkten (Tag 3) im geringen
Umfang in der Lage waren in die Leber zu gelangen und zu spéteren Zeitpunkten (Tag 5) keine
eingeschrankte Akkumulation in der Leber aufwiesen, miissen neben CXCR6 andere Mechanis-
men fiir die Migration von CD8* T-Zellen in die Listerien-infizierte Leber verantwortlich sein.
Aufgrund von unveroffentlichten mRNA Expressionsanalysen, die zeigten, dass Listeria mo-
nocytogenes-spezifische CD8* T-Zellen relativ hohe Level fiir die Chemokinrezeptoren CXCRS,
CXCR3, CCR5 und CCR2 aufwiesen, konnten diese Rezeptoren CXCR6 ersetzen. Auch wur-
den CCR5-, CXCR3- und CXCRé6-exprimierende Lymphozyten in den Lebern von Patienten
mit Hepatitis C nachgewiesen [102, 103] und Kombinationen dieser drei Chemokinrezeptoren
konnen auf aktivierten CD8" T-Zellen koexprimiert werden [65, 104]. Auf der anderen Seite
zeigen unverdffentliche Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe Mittriicker, dass die T-Zellantwort
gegen Listeria monocytogenes in der Leber von CXCR3-defizienten Méusen vergleichbar mit der
von Kontrolltieren war. Bereits publizierte Ergebnisse fiir CXCR3 und CCRS5 ergaben ebenfalls,

dass diese Chemokinrezeptoren keine Rolle in der Rekrutierung von CD8" T-Zellen in die Le-
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ber spielt [87, 88]. Auch die Untersuchung von CCR5/CXCR3-doppeldefizienten Médusen er-
gab keine weiteren Aufschliisse iiber die Funktion dieser beiden Chemokinrezeptoren bei der
Migration in Virus-infizierte Gewebe und der Kontrolle der Virusinfektion [105]. Ein Grund
fiir die nicht nachweisbare Funktion einzelner Chemokinrezeptoren in der Rekrutierung von
CD8" T-Zellen in die Listerien-infizierte Leber konnte die Koexpression und Redundanz der
Rezeptoren sein. Es kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Rekrutierung von
CD8* T-Zellen in die Leber unabhéngig von Chemokinen ist. Die Akkumulation von inflam-
matorischen Monozyten in die mit Listeria monocytogenes infizierte Leber wird in erster Linie
durch Adhédsionsmolekiile gesteuert, Chemokine scheinen in diesem Prozess keine Rolle zu
spielen [106]. Ein dhnlicher von Chemokinen unabhédngiger Mechanismus konnte auch fiir die
Rekrutierung von CD8* T-Zellen verantwortlich sein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der Chemokinrezeptor CXCR6 in der frithen
Phase der Listerieninfektion wichtig fiir die Migration von CD8* T-Zellen und hier insbesonde-
re von aktivierten CD8" T-Zellen in die Leber war. Zu spiteren Zeitpunkten konnte das Fehlen

von CXCR6 vermutlich durch andere Mechanismen wieder ausgeglichen werden.

6.4 Uberleben von Wildtyp und CXCR6-defizienten CD8% T-Zellen

Da der Chemokinrezeptor CXCR6 nicht nur als Protein zur Induktion von Chemotaxis be-
schrieben wurde, sondern auch eine Aufgabe im Uberleben von NK-Zellen hat [107], wurde
dieser Aspekt einerseits in kompetitiven T-Zelltransfermodellen und andererseits in Zellkul-
turansédtzen untersucht. Wildtyp und CXCR6-defiziente OT-I CD8* T-Zellen wurden kompeti-
tiv in mit LmOVA infizierte Mduse transferiert. Als Empfangerméuse wurden RAG1-defiziente
Maiuse verwendet. Dieser Ansatz bietet den Vorteil, dass auch sehr spate Ereignisse nach dem T-
Zelltransfer untersucht werden konnen, da eine AbstofSungsreaktion der transferierten Zellen
durch endogene Immunzellen ausgeschlossen werden kann. Fiinf, zehn, fiinfzehn und dreifsig
Wochen nach dem Transfer wurde die Verteilung der Wildtyp und CXCRé-defizienten OT-I
CD8" T-Zellen in unterschiedlichen Organen untersucht und die transferierten Zellen wurden
hinsichtlich ihres Phanotyps und ihrer Funktionen miteinander verglichen.

In fast allen untersuchten Organen war zu erkennen, dass der Anteil an transferierten CXCR6-
defizienten Zellen verglichen mit den transferierten Wildtyp Zellen abnahm. Im Knochenmark
hingegen blieb die Ausgangsverteilung der beiden CD8" T-Zellpopulationen iiber den gesam-
ten Beobachtungszeitraum relativ stabil. In der Milz konnte dreifsig Wochen nach dem Transfer
eine signifikant verminderte Ratio zwischen beiden Populationen bestimmt werden. In Lun-
ge und Blut erreichten die Werte der Ratio bereits zehn Wochen und in Lymphknoten und
Leber schon fiinf Wochen nach dem Transfer signifikant geringere Werte als der Ausgangs-
wert. Der Anteil an CXCR6-defizienten Zellen nahm also in allen untersuchten Organen mit

Ausnahme vom Knochenmark deutlich ab. Da in keinem Gewebe mehr CXCR6-defiziente Zel-
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len gefunden wurden, beruht dieses Ergebnis wahrscheinlich nicht auf einem unterschiedli-
chen Migrationsverhalten, sondern auf einem Proliferations- oder Uberlebensnachteil dieser
Zellen. Eine Ursache konnte die Expression von GFP an Stelle von CXCR6 sein, die moglicher-
weise zu einer Hemmung der Zellen fiihrt. Da die Verdnderungen in der Akkumulation je-
doch zu verschiedenen Zeitpunkten in den unterschiedlichen Organen auftraten, kann davon
ausgegangen werden, dass die Expression von GFP an Stelle von CXCR6 keinen deutlichen
Nachteil fiir die CXCR6-defizienten Zellen darstellt. Um die Proliferation der Zellen direkt zu
bestimmen wurde der BrdU-Einbau gemessen. Mit dieser Methode zeigte sich eine vermin-
derte Proliferation der CXCR6-defizienten CD8" T-Zellen. Der Anteil an BrdU-einlagernden
Zellen war aber sowohl fiir die Wildtyp, als auch fiir die CXCR6-defizienten Zellen insgesamt
relativ hoch. RAG1-defiziente Méduse enthalten keine B- und T-Lymphozyten. Der grofie An-
teil an proliferierenden Zellen konnte darin begriindet sein, dass die transferierten Zellen ei-
ne starke homostatische Proliferation aufweisen, die es ihnen ermdoglicht die T-Zellnische in
der RAG1-defizienten Maus relativ schnell aufzufiillen. Interessanterweise wiesen die transfe-
rierten Wildtyp CD8* T-Zellen z.T. auch eine hohere Apoptoserate als die CXCR6-defizienten
CD8" T-Zellen auf. Die Ursache ist unklar, die gesteigerte Apoptose konnte aber eine direkte
Folge der starkeren Proliferation sein. Eine mogliche Erklarung fiir die verminderte Prolifera-
tion von CXCRé6-defizienten Zellen konnte eine gesteigerte Exhaustion sein. Die vorliegenden
Ergebnisse sprechen aber gegen diese Hypothese. Obwohl die Expression von PD-1 auf CXCR6-
defizienten Zellen verglichen mit den Wildtyp Zellen leicht erhoht war, zeigten die Wildtyp Zel-
len eine gesteigerte Expression von LAG3 und CD244. Die Analyse der Produktion von Zytoki-
nen wie IFN-y und TNF-o ergab ebenfalls keine Unterschiede zwischen den CXCR6-defizienten
und Wildtyp Zellen. Auch der Aktivierungszustand (Expressionsprofil von CD44 und CD62L)
war zu keinem der untersuchten Zeitpunkte unterschiedlich. Generell ist der Exhaustion-Status
auch untypisch fiir das akute Infektionsmodell der Listerieninfektion. Normalerweise entwi-
ckeln CD8* T-Zellen diesen Status wéhrend chronischer Infektionen, in der Maus zum Beispiel
durch bestimmte LCMV-Stamme [19].

In Zellkulturansitzen sollten im letzten Abschnitt die Mechanismen des Proliferationsdefekts
der CXCRé6-defizienten Zellen aufgekldrt werden. Wildtyp und CXCR6-defiziente Zellen wur-
den dazu in vitro mit unterschiedlichen Konzentrationen von CXCL16 und IL-15 inkubiert. IL-
15 kontrolliert die Proliferation und das Uberleben von Gedachtnis-CD8* T-Zellen [71] und
diente als direkter Vergleich fiir potentiell dhnliche Eigenschaften von CXCL16.

In der Kokultur war der Anteil an Wildtyp CD8" T-Zellen verglichen mit dem Anteil an CXCR6-
defizienten CD8" T-Zellen grofer. Die Zugabe von CXCL16 hatte keine Auswirkungen auf die-
ses Verhiltnis und fiihrte in keiner der beiden CD8" T-Zellpopulationen zu einer Proliferation.
Da in der Zellkultur auch Zellen vorliegen, die CXCL16 produzieren kdnnen, wie zum Beispiel
Makrophagen [98], kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass auch ohne Zugabe von CX-

CL16 bereits wirksame Mengen des Chemokins im Ansatz vorliegen. Insgesamt konnte man
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dieses Ergebnis so interpretieren, dass das Fehlen von CXCR6 ein vermindertes Uberleben der
Zellen zur Folge hat. CXCL16 wire daher kein Proliferations- sondern ein Uberlebensfaktor.
Auch fiir CD1d-reaktive NKT-Zellen wurde bereits ein gesteigertes Uberleben durch die CX-
CR6/CXCL16 Interaktion beschrieben [89] und die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CX3CR1
konnen ein Uberleben von Zellen ebenfalls vermitteln [108, 109]. Der Mechanismus der In-
duktion eines Uberlebenssignals durch die Aktivierung von CXCR6 ist unbekannt und bedarf
weiterer Studien. Nach Ligandenbindung an die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CX3CXR1
wurde die Aktivierung von Akt beobachtet, was dann zu einem gesteigerten Uberleben von
Zellen fiihrte [108, 109]. Da CXCR6 ebenfalls Akt aktivieren kann [110] wére ein dhnlicher Me-
chanismus auch in NKT-Zellen und CD8" T-Zellen moglich.

Nach einer Zugabe von sehr niedrigen Mengen von IL-15, die noch zu keiner Proliferation der
Zellen fiihrten, verringerte sich der Anteil an CXCRé6-defizienten CD8" T-Zellen noch weiter.
Scheinbar fiihrte das Fehlen von CXCR6 zu einer verminderten Sensitivitdt gegentiber diesem
Zytokin. Die Ursache ist aber vollkommen unklar. Bei IL-15 Konzentrationen, die eine Prolifera-
tion induzierten, verminderte sich hingegen der Nachteil der CXCR6-defizienten Zellen. Auch
bei einer Stimulation mit «CD3 und aCD28 nédherte sich das Verhaltnis der beiden Zellpopula-
tionen wieder an. Dies bedeutet, dass in beiden Zellpopulationen eine Proliferation induziert
wurde, die den Uberlebensnachteil zumindest teilweise ausglich.

Insgesamt zeigten die Daten, dass CXCR6-defiziente CD8" T-Zellen sowohl in vivo nach kom-
petitiven T-Zelltransfers als auch in vitro verglichen mit den Wildtyp CD8* T-Zellen weniger
stark proliferierten. Die Ergebnisse der Zellkulturansitze deuteten zusétzlich darauf hin, dass
die Interaktion zwischen dem Chemokinrezeptor CXCR6 und seinem Liganden CXCL16 wich-
tig fiir das Uberleben von CD8" T-Zellen war.
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