Molekularbiologische Charakterisierung des humanen Rezeptor
Repertoires intestinaler y/6 T-Zellen sowie IgA und IgM

exprimierender B-Lymphozyten

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich
Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

in Frankfurt am Main

von
Andreas Volker Hennemann

aus Frankfurt/Main

Frankfurt am Main, im Oktober 2000
(DF1)



vom Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften der Johann Wolfgang

Goethe - Universitat als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. J. Engels
Erster Gutachter: Prof. Dr. Dr. H. Fasold  (FB 14)
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. W. F. Caspary (FB 16)

Datum der Disputation: 29.03.2001



A.Hennemann Vorwort iii

Vorwort

Die funktionelle Teilung des Immunsystems

Aufgrund der bestehenden thermodynamischen und chemoenergetischen Gesetz-
manigkeiten ist jedes lebende System zur Aufrechterhaltung seiner physiologischen
Funktionen auf eine permanente Wechselwirkung mit der Umgebung angewiesen.
Zum Schutz des Individuums vor Pathogenen oder anderen destabilisierenden
Umweltfaktoren haben sich im Verlauf der Evolution zahlreiche Abwehrstrategien
herausgebildet, die in den hochkomplexen Immunsystemen heutiger Lebensformen
gipfeln. Prinzipiell beruht die Funktion solcher Schutzsysteme auf der Diskriminierung
exogener, ,korperfremder* Molekile von ,kdérpereigenen“ Molekllen, wobei sich die
Immunabwehr aller Vertebraten in ein unspezifisches sowie ein spezifisches,

erlerntes Teilsystem untergliedern laf3t:

Komponenten des angeborenen,
unspezifischen Immunsystems

Bestandteile des erworbenen,
spezifischen Immunsystems

mechanische Barrieren:

Haut
Mucus
Sekretion
Zilien

physikalische Barrieren:
Korpertemperatur

Sauger: 37°C, Vogel: 41°C
py-Wert (Magen !)

biochemische/zellulare Komponenten:

Lysozym, Piperazin
Komplementsystem
Akute-Phase-Proteine (z.B. CRP)
Phagozytierende Zellen:
Makrophagen, Monozyten

ferner K- und NK-Zellen

humorale Immunabwehr:

B-Lymphozyten und die von ihnen exprimierten
Immunglobuline der Isotypen
IgG, IgA, IgM, IgD, IgE

zellulare Immunabwehr:

T-Lymphozyten
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(2 MHC) (MHC 1) (MHC 1)
Thl Th2

Die unspezifische Abwehr zeichnet sich dadurch aus, dal3 sie ohne vorausgegange-
ne Konfrontation mit dem betreffenden Antigen Wirksamkeit zeigt, welche sich aller-

dings nicht durch wiederholte Kontakte steigern laR3t. Offensichtlich handelt es sich
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hierbei um einen Komplex konservierter, phylogenetisch weit zurtickreichender
Mechanismen, die ungeachtet ihrer vergleichsweise primitiv erscheinenden Funk-
tionsweisen dennoch einen bedeutenden Anteil an der Immunabwehr ausmachen.
Dies wird insbesondere anhand zahlreicher primitiver Lebensformen deutlich, welche
trotz der Tatsache, dal} sie Uber kein spezifisches Immunsystem verfiigen, teilweise

hunderte von Millionen Jahren Uiberdauert haben.

Demgegenuber weist das von B- und T-Lymphozyten gebildete, erworbene Immun-
system eine nahezu unlimitierte Dynamik und Flexibilitéat auf, welche theoretisch die
Spezialisierung auf Milliarden verschiedenster Antigenstrukturen erlaubt. Neben ihrer
extremen Spezifitdt besitzt die adaptive Abwehr ein immunologisches Gedachtnis,
wodurch die Sekundarreaktion auf ein bekanntes Antigen wesentlich schneller und
starker als die jeweilige Primarantwort ausfallt. Weder B- noch T-Lymphozyten wéaren
fur sich allein genommen in der Lage, den vielfaltigen Anforderungen eines umfas-
senden immunologischen Schutzes zu gentgen. Vielmehr basiert die Effizienz des
spezifischen Immunsystems auf ausgekligelten positiven und negativen Riuckkoppe-

lungsmechanismen:

Die von T-Lymphozyten gebildete, ,zellulare* Immunantwort umfafl3t sowohl direkte
zytotoxische als auch regulatorische, Lymphokin- bzw. Rezeptor/Ligand vermittelte
Interaktionen, wobei mehrere T-Zellsubpopulationen voneinander unterschieden wer-
den: Wahrend inflammatorische o/B T-Lymphozyten durch Sekretion von Zytokinen
unter anderem Makrophagen aktivieren, besitzen CD4" T-Helferzellen die Fahigkeit,
die terminale Differenzierung von B-Lymphozyten sowie deren Immunglobulinsynthe-
se Uber eine Ausschittung der Lymphokine Interleukin-2, IL-4, IL-5, IL-6 sowie
Interferon-y zu induzieren. Zytotoxische T-Zellen tragen den Korezeptor CD8 und
sind Uber eine zielgerichtete Freisetzung spezieller Mediatoren wie z.B. Perforin oder
Granzym B zur Abtdtung neoplastisch entdifferenzierter oder solcher kdrpereigenen
Zellen befahigt, die von intrazellular replizierenden Pathogenen infiziert wurden. Ein
kompletter Verlust CD8-positiver o/ T-Lymphozyten beséaRRe aufgrund der fehlenden
zytotoxischen T-Zellen unmittelbaren Einfluld auf die Eliminierung z.B. infizierter oder
neoplastisch entdifferenzierter, korpereigener Zellen. Demgegentber beeintrachtigt
der Verlust CD4-positiver T-Lymphozyten die Effizienz des humoralen Immunsys-

tems auf indirektem Wege.
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Im Gegensatz zu B-Lymphozyten sind weder die regulatorischen noch die zytotoxi-
schen (o/B) T-Zellen zur unmittelbaren Antigenerkennung beféahigt. Vielmehr kénnen
relevante Epitope von ihnen ausschlie3lich nach vorangegangener intrazellularer
Prozessierung und im Kontext mit zellularen Oberflachenrezeptoren der MHC |-
(Mensch: HLA 1) bzw. der MHC lI-Klasse erkannt werden, weshalb in diesem Zusam-
menhang von MHC-Restriktion die Rede ist (1). Da neben dendritischen Zellen und
Makrophagen auch B-Lymphozyten die Funktion einer antigenprasentierenden Zelle
(APC) ausuben koénnen, ermdglichen diese vielfach die Erkennung antigener

Determinanten durch T-Lymphozyten sowie deren darauffolgende Aktivierung.

Im zugrundeliegenden Bestreben, den Organismus mit einem optimal strukturierten
Verteidigungsmechanismus auszustatten, bestehen auch zwischen unspezifischem
und adaptivem Immunsystem - ungeachtet ihrer divergierenden Abwehrstrategien -
zahlreiche funktionelle Synergismen. So besitzen Immunglobuline einerseits die
Aufgabe, frei im Blut zirkulierende Antigenstrukturen im Rahmen der humoralen
Abwehr zu erkennen und durch spezifische Bindung zu neutralisieren. Andererseits
sind sie aufgrund ihrer klassenspezifischen Funktionen in der Lage, Antigene quasi
zu ,markieren”: Beispielsweise erleichtern die an entsprechende Epitope gebunde-
nen IgG-Molekile Uber ihre Fc-Anteile den Makrophagen und NK-Zellen die
Phagozytose entsprechend opsonierter Zielzellen. Somit wird deutlich, dal3 die
formale Zweiteilung des Immunsystems allenfalls in entwicklungsgeschichtlicher
Hinsicht, jedoch nicht auf physiologischer Ebene besteht. Unter dem starken Druck
der Evolution, sich den standig wechselnden Anforderungen der mikrobiellen
Umgebung anpassen zu mussen, werden samtliche Innovationen in die bereits
bestehenden Abwehrstrategien integriert, was bei der Beurteilung experimenteller
Befunde stets zu beriicksichtigen ist. Da insbesondere der Intestinaltrakt und die
Haut grolRe Grenzflachen zur ,Aul3enwelt* darstellen und als solche kontinuierlich mit
invasiven Pathogenen konfrontiert werden, bzw. Infektionen des Organismus'
vorwiegend uber diese Organsysteme erfolgen, haben wir uns in der vorliegenden
Arbeit mit Feinstrukturanalysen des Rezeptor Repertoires intestinaler sowie
intradermaler B- und T-Lymphozyten befal3t. Hierbei bildeten die anhand gesunder
Personen gewonnenen Resultate eine Grundlage fir weitere Studien, die zur
Aufklarung der Beteiligung von Lymphozyten an der Pathogenese chronisch ent-

zundlicher Darmerkrankungen (CED) durchgefiihrt wurden.
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1. Zusammenfassung

v/d T-Lymphozyten stellen beim Menschen ca. 15% der intestinalen intraepithelialen
Lymphozyten. Die physiologische Funktion der /& T-Zellpopulation ist ungeklart. Auf-
grund ihrer Akkumulation in mukosalen Oberflachen scheinen sie eine Komponente
der ,ersten Verteidigungslinie“ zu bilden. Das & T-Zell Rezeptor (TCR) Repertoire
gesunder Erwachsener ist oligoklonal, streng individuenspezifisch und zeitlich stabil.
Zudem besteht eine charakteristische Kompartimentierung, d.h. im Intestinum liegt
ein anderes 6 TCR-Repertoire vor als im peripheren Blut. In der vorliegenden Arbeit
wurde untersucht, ob das intestinale 6 TCR-Repertoire einer entwicklungsabhéangi-
gen Dynamik unterliegt. Hierzu wurde die Diversitat der antigenbindenden (CDRS3-)
Domaéne intestinaler &-Kettentranskripte von Feten, Neugeborenen, Kindern und
Erwachsenen mittels denaturierender PAGE und DNA-Sequenzierung molekular-

biologisch analysiert.

Unsere Studien dokumentieren, dafld im Verlauf der Reifung vom Fetus zum adulten
Individuum gravierende Veranderungen stattfinden. Das fetale 6 TCR-Repertoire ist
stark eingeschrankt und zeichnet sich durch niedrige Komplexitat der d-Kettentrans-
kripte aus was darauf beruht, dal3 innerhalb der CDR3-Doménen kaum matrizen-
unabhangige ,N“-Nukleotide existieren und zudem homologieabhangige Rekombina-
tionsereignisse stattfinden. Die Tatsache, dal3 verschiedene Feten teilweise identi-
sche o-Kettentranskripte exprimieren kann jedoch nicht allein auf obige Mechanis-
men zurlckgefihrt werden. Somit bleibt unklar, ob das fetale 6 TCR-Repertoire
vorprogrammiert ist oder Selektionsprozessen unterliegt. Im Gegensatz zu Feten ist
das & TCR-Repertoire Neugeborener polyklonal. Wie bei Erwachsenen weisen die
CDR3-Domanen ihrer §-Kettentranskripte zahlreiche ,N“-Nukleotide auf. Da das &
TCR-Repertoire bereits im Alter von 14 - 17 Jahren starke Einschréankungen seiner
Diversitat zeigt und mit demjenigen siebzigjahriger Personen vergleichbar ist wird
angenommen, dafd die klonalen Expansionen eine Folge kontinuierlicher Selektions-
prozesse darstellen, die z.B. durch HSP verwandte Eigenantigene vermittelt werden.
Vergleichbar dem Intestinaltrakt bildet auch die Haut eine bedeutende Grenzflache
des Organismus' zu seiner Umgebung. Mdéglicherweise spielen kutane /6 T-Zellen

ebenfalls eine Rolle im Rahmen einer ,ersten Verteidigungslinie“. Wir wiesen anhand
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gesunder Erwachsener nach, daf das kutane & TCR-Repertoire - analog zum Intesti-
num - oligoklonal ist und sich signifikant vom peripheren & TCR-Repertoire unter-
scheidet. Da in multiplen Hautbiopsien identische d-Kettentranskripte gefunden wer-

den, sind dominante y/d T-Zellklone offenbar weitrdumig in der Haut verteilt.

Weiterhin wurde untersucht, ob spezifisch aktivierte y/d T-Lymphozyten an der Patho-
genese chronisch entzindlicher Darmerkrankungen beteiligt sind. Im Fall der ange-
nommenen antigenvermittelten Aktivierung mif3ten klonale Expansionen einzelner
v/d T-Zellpopulationen zu charakteristischen Verschiebungen des & TCR-Repertoires
innerhalb entzindlich veranderter Darmareale fuhren. Vergleichende Analysen der
lasionalen und nichtlasionalen Darmabschnitte von M.Crohn-Patienten lassen jedoch
keine krankheitsassoziierten Repertoireverschiebungen erkennen. Vielmehr weisen
entziindliche und nichtentztindliche Areale nahezu identische 6 TCR-Repertoires auf.
Da dies auch im Fall der bakteriell verursachten Divertikulitis gilt, werden /6 T-Lym-
phozyten vermutlich generell indirekt oder tGber TCR-unabhangige Mechanismen
(z.B. Zytokine) aktiviert. Alternativ wird eine Erkennung stre3induzierbarer Eigenanti-
gene durch intestinale y/d T-Zellen diskutiert. Beide Vorgange wirden zu keiner
Beeinflussung des 6 TCR-Repertoires fuhren und in Einklang mit den nachgewiese-

nen Expansionen einzelner weniger Rezeptorspezifitdten stehen.

Da vermutlich auch die B-Lymphozyten der intestinalen Lamina propria an der ,ers-
ten Verteidigungslinie* beteiligt sind nahmen wir an, daf’ die Igy-Transkripte IgA bzw.
IgM exprimierender B-Zellen ebenfalls Einschrankungen ihres Rezeptor Repertoires
aufweisen. Wir fanden, dal3 die kleinen V,5-, V46- und V47-Familien intestinaler B-
Zellen oligoklonale Expansionen zeigen, wahrend das Repertoire der dominierenden
Vy-Familien deutlich diverser ausfallt. Durch Subklonierung lassen sich jedoch bei
samtlichen Vy-Familien klonal verwandte IgA-Transkripte in weit voneinander ent-
fernten Darmabschnitten identifizieren. Zudem stellen ~ 75% aller Basensubstitutio-
nen stille Mutationen dar oder fihren zum Ersatz durch Aminosauren vergleichbarer
Eigenschaften, was auf einen starken Selektionsdruck schlieen laRt. Da kaum Hin-
weise auf Isotypwechsel vorliegen, stellen intestinale IgM- und IgA-Immunozyten ver-
mutlich divergente Zellinien dar. Das Vy-Repertoire peripherer B-Zellen ist stark

limitiert, wobei kaum Uberlappungen mit intestinalen IgVy-Repertoires bestehen.
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Aufgrund der partiellen Einschrankung des Vy-Repertoires ist anzunehmen, daf3
Teile der humoralen Immunabwehr konservierte Antigene erkennen, wobei es sich
- im Gegensatz zu T-Zellen - wahrscheinlich nicht um Eigenantigene, sondern um

Oberflachenstrukturen symbiontischer Mikroorganismen handelt.

Unsere Resultate zeigen, dal’ die Begrenzung des Rezeptor Repertoires ein Charak-
teristikum von B- und T-Lymphozyten darstellt. Ubereinstimmend hiermit wurden von
anderen Arbeitsgruppen klonale Expansionen auch bei o/B T-Zellen nachgewiesen.
Vermutlich wird die Expansion einzelner Zellklone durch permanente Wechselwirkun-
gen mit ,Schlisselantigenen” induziert, wobei es sich um invariante Fremdantigene

oder konservierte Eigenantigene handeln durfte.
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2. Einleitung
2.1.1 Das mukosale Immunsystem

Mit einer Gesamtoberflache von annahernd 300 m? (2; 3) bildet der humane
Gastrointestinaltrakt eine riesige Kontaktflache zur AulRenwelt, welche permanent mit
einer bedeutenden qualitativen und quantitativen Antigenvielfalt konfrontiert wird.
Somit kommt dem Intestinaltrakt eine Schltsselrolle beziglich des immunologischen
Schutzes zu, woraus sich vermutlich auch die spezielle raumliche und arbeitsteilige
Organisation seiner immunkompetenten Zellen ergibt. Prinzipiell sind intestinale

Lymphozyten innerhalb dreier voneinander abgrenzbarer Kompartimente lokalisiert:

a) das organisierte, Darm-assoziierte lymphoide Gewebe (GALT)
b) die Lamina propria (LP)

c) das Oberflachenepithel mit intraepithelialen Lymphozyten (IEL)

Abb.1: Schematische Darstellung des integrierten humanen mukosalen Immunsystems

Induktives Areal Effektorareale
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Tiel peripheres mesenterialer e [
Bje| Blut Lymphknoten @ Mukosa des
- thoracicus peripheres :'\r’elftplratlons-
unreife B- und Blut aktes

T-Lymphozyten ,Homing" und Rezirkulation
gereifter ,Gedachnis"/Effektor-
B- und T-Lymphozyten

[aus P. Brandtzaeg, I.N. Farstadt, L. Helgeland: Phenotypes of T Cells in the Gut (4).]
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Das gegenwartig akzeptierte Modell des mukosalen Immunsystems postuliert, dai3
sowohl die Antigen-induzierte Aktivierung, die Proliferation als auch die partielle Dif-
ferenzierung unreifer intestinaler T- und B-Lymphozyten (vgl. 2.2 f.f.) lokal innerhalb
des Gastrointestinaltraktes erfolgt. Man geht davon aus, dal3 primédre mukosale
Immunreaktionen innerhalb organisierter lymphoepithelialer Strukturen stattfinden
(2), die groRe Zahlen unreifer T-Lymphozyten akkumulieren und ihnen Antigene préa-

sentieren, die von der mukosalen Oberflache stammen.

Bei der zur Zeit am detailliertesten analysierten induktiven Einheit des humanen
GALT handelt es sich um die Peyer'schen Plagues (PP), die vorwiegend innerhalb
des lleums lokalisiert sind. Hiervon abgesehen, zahlen auch der Appendix sowie
~ 3 x 10* lymphoide Follikel, welche dispers innerhalb des Kolons lokalisiert sind,
zum Darm-assoziierten lymphoiden Gewebe. Samtliche Strukturen des GALT
zeichnen sich durch die Existenz charakteristischer, Epithel-assoziierter Mikrokom-
partimente aus, die zahlreiche, phanotypisch und funktionell divergente B- und T-
Lymphozyten sowie Populationen akzessorischer Zellen enthalten (2; 5; 6).

Aufgrund der Expression spezieller Adhasionsmolekile (L-Selectin) sind nichtakti-
vierte, CD45RA" Lymphozyten dazu befahigt, an die Endothelzellen spezialisierter,
postkapillarer Venolen (,high endothelial venules®, HEV) zu adsorbieren und in die
parafollikulare T-Zellzone der Peyer'schen Plaques einzudringen, innerhalb derer
sich aktivierte B-Zell-Follikel in enger raumlicher Nahe zu Antigen-prasentierenden,
follikularen dendritischen Zellen (FDC) befinden. Die Aufnahme mukosaler Antigene
in die Keimzentren (,germinal centers”, GC) findet dabei Uber spezialisierte ,M"“-Zel-
len statt, welche in das Domepithel der PP integriert sind (vgl. Abb.1). Abgesehen
von den T-Lymphozyten erfahren auch B-Zellen innerhalb der Keimzentren sekunda-
rer lymphoider Organe eine sog. Affinitatsreifung, wobei deren antigenbindende
Rezeptordoméne - im Gegensatz zur CDR3-Domane der T-Lymphozyten - sukzes-

sive somatische Mutationen akkumuliert.

Nach der Antigen-induzierten Reifung verlassen die intestinalen Gedachtniszellen
(CD45R0") das GALT und wandern in die mesenterialen Lymphknoten (MLN) ein,
innerhalb derer sie weitere Reifungsschritte durchlaufen und von wo aus sie Uber

den Ductus thoracicus in den peripheren Blutstrom gelangen. Aufgrund des mem-
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branstandigen Adhasionsmolekils a4p7 kdnnen zirkulierende Gedéachtnis und Effek-
torzellen intestinalen Ursprunges Uber die Passage gewdhnlicher Venolen (diese
exprimieren u.a. das Adressin MAdCAM-1) innerhalb der Effektorareale des Gastro-
intestinaltraktes, namlich der Lamina propria sowie dem Epithel, ansassig werden
(,homing®, vgl. Abb.2). Vermutlich unterliegen lymphoide Zellen einer kontinuierlichen
Rezirkulation, welche die Wahrscheinlichkeit, in Kontakt mit der adaquaten Antigen-

struktur zu geraten, gegenuber einer stationaren Immunzelle betrachtlich steigert (4).

Abb.2: Schematische Darstellung der Adhasionsmolekile, die an der initialen Kontakt-
aufnahme zwischen lymphoiden und epithelialen Zellen des GALT beteiligt sind
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[aus P. Brandtzaeg, I.N. Farstadt, L. Helgeland: Phenotypes of T Cells in the Gut (4).]

Im folgenden wird zunéachst auf die charakteristische Verteilung einzelner T-Zellpopu-
lationen innerhalb der Lamina propria sowie des epithelialen Kompartimentes einge-

gangen.

2.1.2 Immunzellen der Lamina propria (LPL)

Die Lamina propria stellt eine gefal3reiche, lose Bindegewebsmatrix dar, welche zwi-
schen muskularer Mukosa sowie dem Epithel lokalisiert ist und z.B. die aul3ere Form
der Darmvilli bestimmt. Ihre Stromazellen interagieren funktionell mit zahlreichen
Immunzellen wie ,memory* B-Lymphozyten, IgA bzw. IgM sezernierenden Plasma-
zellen (vgl. 2.2.1), Antigen-préasentierenden dendritischen Zellen und Makrophagen
sowie eosinophilen und neutrophilen Granulozyten. Eosinophile Granulozyten besit-
zen neben ihrer antiinflammatorischen Eigenschaft eine wichtige Funktion bei der
Abwehr parasitarer Helminthen, welche primar auf der Freisetzung toxischer Proteine
(,major basic protein“, MBP) beruht und T-Zell-abhangig ist. Demgegentiber besteht
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die Aufgabe der neutrophilen Granulozyten vorwiegend in der Phagozytose opso-
nierter Pathogene und deren intrazellularer Desintegration mittels Myeloperoxidase,

Muraminidase und Lactoferrin (7).

Bei gesunden erwachsenen Personen sind CD3-positive LPL zu > 95% o/fB" (8; 9);
dagegen finden sich nur vereinzelt 8" LPL (10). Im Gegensatz zu o/f" IEL tragen
o/B" LPL vorwiegend den Korezeptor CD4 und weisen zu ~ 80% den ,Ged&chtnis-
marker* CD45R0O auf (8; 11). In geringem Mal3e finden sich auch stimulierte, CD8-
positive o/f LPL, die hohe Expressionsraten des Enterozyten-spezifischen Integrins
oEPR7 zeigen (12) weshalb unklar ist, ob diese Population stationdr in der Lamina
propria verbleibt oder einem Migrationsprozess in Richtung auf das Epithel unterliegt.
Im Gegensatz zu peripheren T-Lymphozyten und IEL zeichnen sich 80% (CD4")
bzw. 90% (CD8") aller o/B* LPL sowie samtliche y8" LPL durch die Existenz des

Oberflachenantigens CD69 aus, welches auf einen aktivierten Status hinweist (13).

2.1.3 Intraepitheliale Lymphozyten (IEL)

Das Darmepithel wird durch die Basalmembran von der darunter liegenden Lamina
propria separiert. In den parazellularen Raumen der Enterozyten befinden sich intra-
epitheliale Lymphozyten, die in unmittelbarem Kontakt mit der Basalmembran stehen
und deren physiologische Bedeutung bislang weitgehend ungeklart ist. Da sie
aufgrund ihrer exponierten Lokalisation innerhalb der Mukosa diejenigen Immun-
zellen darstellen, welche zuerst mit pathogenen Agenzien wie invasiven Mikroorga-
nismen in Kontakt treten ist davon auszugehen, dal3 sie im Sinne von ,Wéachtern des
Epithels” tatig sind (14 - 17). Man vermutet, dal3 IEL durch die Interaktion zwischen
Antigen und ihrem T-Zell Rezeptor (TCR) aktiviert werden (18) und Uber eine Sekre-
tion zahlreicher Botenstoffe mit den Immunzellen der Lamina propria kommunizieren
(19) = vgl. Abb.3:
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Abb.3: Schematische Darstellung der mukosalen Immunantwort
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[modifiziert nach W. Holtmeier: Intraepitheliale Lymphozyten: Die erste Garde einer
Immunabwehr ? (20).]

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen lassen sich IEL bei humanen
Feten bereits ab der 11. SSW. identifizieren (21), wobei ihre Anzahl im Verlauf der
Embryogenese betréachtlich zunimmt (22). Obwohl die bei Feten und erwachsenen
Personen nachgewiesene Akkumulation von IEL im Villusepithel offensichtlich auf
der Expression des Adhéasionsmolekils aEB7 beruht (23), weisen keimfrei aufgezo-
gene Tiere nur geringe Titer intraepithelialer Lymphozyten auf (24). Indessen fiuhrt
die mikrobielle Besiedelung solcher Tiere rasch zu einer betrachtlichen Zunahme
o/B-positiver IEL (24; 25). Demgegeniiber scheint die Anzahl der /8" IEL unabhangig
von der Anwesenheit mikrobieller Antigene zu sein (26 - 28). Ungeachtet dieses
Befundes verfugen IEL - anders als LPL - jedoch nicht Gber Oberflachenantigene, die
auf einen aktivierten Zustand hindeuten (CD25, CD69) (29; 30). Dennoch handelt es
sich bei IEL allem Anschein nach vorwiegend um Gedachtniszellen, da diese vielfach
das Oberflachenantigen CD45R0O aufweisen (31), was speziell fir die o/B-Subgruppe
gilt (32).

Allein aufgrund der kompartimentspezifischen Verteilung intestinaler T-Zellpopulatio-
nen lalt sich eine funktionelle Zweiteilung des mukosalen Immunsystems anneh-
men. Im Gegensatz zu den vielfaltigen Immunzellen der Lamina propria handelt es
sich bei humanen IEL fast ausschlie3lich um T-Lymphozyten, welche zu 80 - 90%
o/B und zu 10 - 20% /8" sind (12; 33; 34). Eine Besonderheit intestinaler y/8 T-
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Lymphozyten besteht darin, dal3 sich ihr Vorkommen nahezu vollstandig auf die
Epithelschicht beschrankt (vgl. Tab.1) und sie kaum innerhalb der Lamina propria
nachgewiesen werden konnen (8; 9; 35). Generell lassen sich y/8" IEL in zwei Sub-
populationen unterteilen, die entweder das CD8ofy Heterodimer exprimieren oder
aber doppelt negativ (CD4/CD8) sind (36). AuRerdem finden sich im Jejunum
erwachsener Personen 5 - 20% IEL, die das CD8aco Homodimer exprimieren (36)
und nicht tber CD2, CD5 sowie CD28 verfugen (37; 38) woraus geschlossen wird,
dald sie extrathymischer Herkunft sein kdnnten (39; 40).

Die fur IEL postulierte Funktion einer ersten Verteidigungslinie (14 - 16) beinhaltet
neben der Erfordernis, zwischen einer Vielzahl divergenter immunogener Substan-
zen differenzieren zu kénnen vor allem die Fahigkeit, im Bedarfsfall eine rasche und
quantitativ hinreichende Immunantwort initiieren zu kdénnen. Da auf 6 - 10 Entero-
zyten lediglich ein IEL entfallt, erscheint die Realisierung dieser Aufgabe &aufRerst
schwierig; zudem konnte gezeigt werden, dafd intraepitheliale Lymphozyten weit-
gehend immobil sind (41) und in situ niedrige Proliferationsraten aufweisen (42). Da
entztindliche Prozesse im Intestinaltrakt gewdhnlich eng begrenzt bleiben und es
nicht zur Beteiligung der systemischen Immunantwort kommt, mussen innerhalb der
Mukosa effiziente Mechanismen existieren, die eine rechtzeitige Erkennung pathoge-

ner Mikroorganismen erlauben und deren Ausbreitung verhindern.

Somit stellt sich die Frage, auf welche Weise eine relativ geringe Anzahl von
Lymphozyten, die jeweils nur Uber eine singulare Rezeptorspezifitat verfigen, zur
Erkennung und Differenzierung verschiedenartigster luminaler Antigene befahigt
werden kann. Die Annahme, dal3 IEL an einer immunologischen Erstabwehr beteiligt
sind wird durch neuere Befunde gestiitzt, wonach zumindest V81" IEL offensichtlich
durch wenige stref3induzierbare, HSP verwandte Eigenantigene oder die nichtklassi-
schen, MHC | verwandten Oberflachenrezeptoren MICA bzw. MICB aktiviert werden
(43 - 45). Auch Studien, welche oligoklonale Rezeptor Repertoires /8" und o/p* IEL
bei gesunden erwachsenen Personen erkennen lie3en (46 - 50) stehen in Einklang
mit der Hypothese, wonach sich intraepitheliale T-Lymphozyten auf die Erkennung
einer limitierten Anzahl charakteristischer Strukturen beschranken, welche sowonhl

Fremd- als auch Eigenantigene darstellen kénnen.
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Tab.1 (a): Subpopulationen humaner intraepithelialer T-Lymphozyten (IEL)

IEL prozentualer Anteil | bekannte Subtypen | prozentualer Anteil

/B’ 80 — 90% CD4/CD8" 85 — 98%
CD4"/CD8 2 - 15%

/8" 10 — 20% CD4’/CD8 50%
CD4/CD8" 50%

(b): Verteilung humaner Lamina propria T-Lymphozyten (LPL)

LPL prozentualer Anteil | bekannte Subtypen | prozentualer Anteil

o/’ 95 - 99% CD4/CD8" ~24%
CD4’/CD8 ~ 50%

/5" ~2% CD4°/CD8 ?
CD4/CD8" ?

214 v/ T-Lymphozyten

Im Gegensatz zu o/B" T-Lymphozyten, deren Anteil im peripheren Blut gesunder
Personen > 95% betragt, bilden 8" T-Lymphozyten je nach ihrer Lokalisation
lediglich 1 - 10% aller CD3-positiven Zellen. Generell handelt es sich bei ihnen um
die erste von Saugetieren exprimierte T-Zellfamilie, die zun&chst extrathymisch
innerhalb der fetalen Leber sowie des primitiven Gastrointestinaltraktes gebildet wird
(51 - 53). Beim Menschen finden sich in der fetalen Leber bis zur 11. SSW aus-

schlieRlich y/8" T-Zellen, welche dort auch nach der Generierung von o/f* T-Zellen

noch zwischen 10% und 60% aller T-Lymphozyten ausmachen.

Anders als bei den quantitativ dominierenden o/f T-Lymphozyten sind die physiologi-
schen Aufgaben der y/6 T-Zellen bislang weitgehend ungeklart. Jedoch bildet ihr ver-
mehrtes Auftreten innerhalb epithelreicher Organe eines der Hauptargumente dafr,
dalR sie eine Komponente der ,ersten Verteidigungslinie® bilden kénnten (14 - 16)

und dafld sich deren Funktionen vermutlich grundlegend von denen der o/f3 T-Lym-

phozyten unterscheiden. Die fur y/6 T-Zellen angenommene, wichtige Bedeutung
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wird zudem dadurch gestutzt, dal’ diese bei nahezu allen Vertebraten in wechseln-
den Mengenverhaltnissen konserviert sind, wobei ihr Anteil bei Rindern oder Vogeln
- bezogen auf CD3" IEL - bis zu 50% betragen kann (14 - 16; 39; 54).

Prinzipiell ist ungeklart, warum die Immunsysteme hochentwickelter Lebensformen
zwei divergente T-Zellpopulationen uber entwicklungsgeschichtlich bedeutende
Zeitrdume hinweg aufrechterhalten haben. Die von uns anhand gesunder Personen
durchgefiihrten Studien tragen einerseits zum besseren Verstandnis der physiologi-
schen Funktionen von /6 T-Zellen bei. Dariiber hinaus bilden unsere experimentel-
len Befunde eine wichtige Voraussetzung dafir, die angenommene Beteiligung von
v/d T-Lymphozyten an der Pathogenese immunologisch assoziierter Erkrankungen

Uberprufen zu kdnnen.

2.1.5 Die Struktur des humanen y/6 T-Zell Rezeptors

Analog zu o/B* T-Lymphozyten tragen /8 T-Zellen einen heterodimeren Rezeptor auf
ihrer Zelloberflache, der sich aus einer y- sowie einer §-Untereinheit zusammensetzt.
Der funktionelle, 300 kD groRe TCR-Komplex besteht aus sechs verschiedenen
Polypeptidketten, darunter dem hochvariablen y/6-Heterodimer sowie den nieder-
molekularen, invarianten Membranproteinen CD3-y, -3, -€ und -{, deren gemein-
samer Genort auf Chromosom 11g23 kartiert wurde (55). Wahrend die y/6-Ketten mit
antigenen Determinanten immunogener Strukturen interagieren, sind die ubrigen,
kovalent miteinander verbundenen Komponenten des CD3-Komplexes malf3geblich

an dessen Stabilisierung sowie der Signaltransduktionskaskade beteiligt (vgl. Abb.4).

Die TCR y- und d-Ketten stellen membranstandige Glykoproteine dar, welche sich
- abgesehen vom Signalpeptid - in einen extrazellularen N-Terminus, eine o-helikal
strukturierte Transmembran- sowie eine carboxyterminale, zytoplasmatische Doma-
ne unterteilen. Derjenige Rezeptorabschnitt, welcher in direkten Kontakt mit den
antigenen Determinanten tritt und von daher die Spezifitdit des TCR bestimmt (56),
wird als CDR3-Domane (,third complementarity determining region®) oder ,junctional
region“ bezeichnet; er umfaRt die Ubergange zwischen der ,variablen“ (V§), der

,<diversen“ (DJ) sowie der ,joining“-Region (J9J).
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Abb.4: Schematisches Modell des divalenten y/6 TCR (A), des funktionellen TCR-CD3
Komplexes (B) und der Interaktionen zwischen den Transmembranregionen (C)
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[(A) modifiziert nach M.P. Lefranc, T.H. Rabbitts: The human T-cell receptor gamma (TRG)
genes (57). (B) und (C) modifiziert nach C. Terhorst et al.: Plasticity of the TCR-CDR3
complex (58).]

Es konnte gezeigt werden, dal’3 die durchschnittliche Langenverteilung der CDR3-

Region von &-Ketten den Schwerkettentranskripten von Immunglobulinen (Igy)
ahnelt, wahrend die der y-Kette analog zur Igk-Kette ist (59). Demgegenuber beste-

hen gravierende Unterschiede zwischen der CDR3-Domane von y/d und o/ T-Zell

Rezeptoren (60). Réntgenkristallographische Untersuchungen (Aufldsung: 1,9 A)
erbrachten topologische Ahnlichkeiten zwischen den antigenbindenden Domanen
der Igy-Ketten von B-Zell Rezeptoren sowie den CDR3-Regionen der v/0
T-Lymphozyten (61). Da die TCR von y/d T-Lymphozyten zudem freies Antigen
binden (vgl. 2.1.10) wird argumentiert, dal3 y/d T-Zellen den B-Lymphozyten naher
stehen als den o/ T-Zellen, was moglicherweise Einflu3 auf das Ligandenspektrum
besitzt. Daruber hinaus lassen die genannten Gemeinsamkeiten &hnliche Mechanis-

men der Antigenerkennung vermuten.
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2.1.6 Genetische Organisation des humanen y/5 T-Zell Rezeptors:

Die TCR y Genfamilie (TCRG)

Alle Mitglieder der Genfamilie, welche die y-Kette des heterodimeren T-Zell Rezep-
tors kodieren, sind auf Chromosom 7 lokalisiert, wobei der aquivalente Bereich
zwischen p14 - p15 anndhernd 160 kb umfal3t (62 - 65).

Der TCRG-Lokus enthalt zwei fur konstante Domanen kodierende Gene, die mit
TRGC1 bzw. TRGC2 bezeichnet werden, wobei sich das entsprechende Genprodukt
in beiden Fallen aus einer extrazellularen sowie einer Transmembrandoméne zu-
sammensetzt, welche Uber ein konnektives Peptid verknipft sind (66). TRGC1 und
TRGC2 variieren insofern, als daf? Exon 2 von TRGCL1 einen Cysteinrest kodiert, der
die Ausbildung der flr Typl-Rezeptoren charakteristischen Disulfidbindung zwischen
v- und o-Kette ermdglicht. Demgegenuber determiniert Exon 2 des TRGC2-Gens
keinen Cysteinrest, weshalb zwischen den Untereinheiten der Typ2-Rezeptoren
keine kovalenten Wechselwirkungen bestehen (57; 66). In Abhangigkeit vom jeweili-
gen Segment kann Exon 2 von TRGC2 in doppelter oder dreifacher Kopienzahl
vorliegen (67 - 71) und somit zur Expression biochemisch distinkter y/6 Rezeptoren

beitragen (72).

Der TCRG-Lokus umfaldt insgesamt 19 TRGV-Gene, die aufgrund bestehender
Sequenzhomologien in vier Subgruppen (I - 1V) eingeteilt werden (73 - 76) (vgl.
Abb.5). Die TRGV-I Gruppe beinhaltet finf verschiedene V-Gensegmente (TRGV?2,
TRGV3, TRGV4, TRGV5 und TRGV8) sowie vier Pseudogene (TRGV1, TRGV5P,
TRGV6 und TRGV7). Demgegentuber weisen die Ubrigen drei Subgruppen Il - IV
jeweils einen Vertreter V-Gruppen-kodierender Gene auf (TRGV9, TRGV10 bzw.
TRGV11). Wahrend TRGV9 fir einen funktionellen Rezeptor kodiert, fihren defekte
Signalsequenzen bei den Segmenten TRGV10 und TRGV11 zur Entstehung nicht-
funktioneller y Transkripte (77). Zwei weitere, mit VA und VB bezeichnete Pseudo-
gene (¥), die in 5-Orientierung von TRGV9 bzw. TRGV11 lokalisiert sind kénnen

keiner der genannten Gruppen zugeordnet werden. Somit werden von den 19

! Die verwendete Nomenklatur entspricht vorwiegend den Empfehlungen des WHO-IUIS Kommittees fiir T-Zell Rezeptoren (TCR). Aller-
dings werden aus Griinden der Praktikabilitét auch Abkiirzungen benutzt, welche auf der ImMunoGeneT ics Datenbank basieren (IMGT,
Internet: http://imgt.cnusc.fr:8104).
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existierenden TRGV-Genen lediglich sechs Vertreter, namlich Vy2, Vy3, Vy4, Vy5,

Vy8 sowie VY9 funktionell exprimiert.

Es konnten insgesamt fiinf GJ-Segmente identifiziert werden, wobei TRGJP1,
TRGJP und TRGJ1 ,stromaufwarts®, TRGJP2 und TRGJ2 dagegen ,stromabwarts*
von TRGCL1 lokalisiert sind (78; 79).

Abb.5:

Schematische Darstellung des humanen y Genlokus’
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[aus M.P. Lefranc, T.H. Rabbitts: The human T-cell receptor gamma (TRG) genes (57).]

Im Gegensatz zu den Segmenten der o-Kette unterliegt die y-Kette keiner allelen
Exklusion und wird daher auch von o/p* T-Zellen in mRNA transkribiert, jedoch nicht

funktionell exprimiert (80). Somit ist durch molekularbiologische Untersuchungen iso-
lierter Zellpopulationen wie z.B. PBMC oder Darmbiopsien nicht zu klaren, ob die

analysierten y-Kettentranskripte von o/pf* oder y/8" T-Lymphozyten stammen. Da §

TCR-Transkripte aufgrund der Existenz von bis zu 3 D-Regionen zudem weitaus viel-

faltiger als y-Ketten Rearrangements ausfallen, beschrankten sich unsere Untersu-
chungen auf das 6 TCR-Repertoire.

2.1.7 Die TCR & Genfamilie (TCRD)

Waéhrend die Gene, welche fir humane TCR y- und TCR §-Ketten kodieren physika-
lisch weit voneinander entfernt liegen, befinden sich 6 TCR und o TCR kodierende

Segmente innerhalb desselben Genorts auf Chromosom 14q11.2 (81). Die geneti-

sche Organisation des TCR &-Lokus' ist dadurch gekennzeichnet, daR die entspre-
chenden TCR d-Gensegmente ausnahmslos innerhalb des TCRA-Genorts liegen

(vgl. Abb.6). Bei der Differenzierung von o/B T-Lymphozyten wird im Rahmen des
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Rearrangements der TCR o-Kette der 3-Genkomplex komplett deletiert und kann
demzufolge nicht mehr transkribiert bzw. exprimiert werden. Somit stammen die in
molekularbiologischen Ansatzen analysierten 3-Kettentranskripte - im Gegensatz zu

vy TCR-Transkripten - von y/d T-Lymphozyten.

Analysen der Regulationsmechanismen, welche die Eliminierung des TCRD-Elemen-
tes beeinflussen zeigten, dall DREC1, TRDV1 und TRDV2 nach vorangegangener
Deletion des TCRD-Lokus' auch zum Rearrangement mit AJ-Segmenten (einschliel3-
lich des Allels AJ61P) beféahigt sind. Im Gegensatz zum nichtfunktionellen Rearran-
gement DREC1.AJ61P (SREC-WJa) konnen Fusionsprodukte zwischen TRDV1-,
DV2- bzw. DV3-Genen und den stromabwarts von AJ61P gelegenen AJ-Allelen
durchaus funktionell sein und zur Bereicherung des a-Kettenrepertoires beitragen
(82 - 85).

Abb.6: Schematische Darstellung des humanen o/d-Lokus’
Va V81 Va &rec V&2 D& JO Cs V&3 wla Ja - Ca
—l—»—l—«—l—*—D-v—l ' H H———a—HHH- .-
" VEDbDBJS reamangements

SREC-yJa rearrangement (5 deletion)

Va-Ja rearrangement

[nach F. Hochstenbach, M.B. Brenner: Newly identified gamma/delta and beta/delta T-cell
receptors (86).]

Von den ,variablen* Gensegmenten innerhalb des o/d-Lokus' zéhlen lediglich
TRDV1, TRDV2 und TRDV3 zur Delta-Familie (87); das TRDV3-Segment zeichnet
sich insofern aus, als daf3 es 2 bis 3 kb in 3'-Richtung vom ,konstanten“ Gensegment
lokalisiert und auferdem invers zu diesem orientiert ist (88; 89). Innerhalb des
TCRD-Genorts wurden vier DJ-Segmente (TRDJ1 - TRDJ4) (90; 91), drei DD-
Segmente (TRDD1 - TRDD3) (92) sowie eine konstante Domane (TRDC) (93)

kartiert.
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2.1.8 Rekombinationsereignisse, die zur Entstehung von & TCR fuhren

Im Gegensatz zu o/f T-Zellen ist das keimbahnkodierte Repertoire von /6 T-Lym-
phozyten relativ begrenzt. Wahrend zur Generierung des o/ Heterodimers ca. 42
Vo- und 47 funktionelle VB-Gensegmente (87) zur Verfigung stehen, existieren flr
die Synthese von y/6 TCR lediglich 4 bis 6 funktionelle Vy- (62; 94) sowie 3 Vo-
Segmente. Dennoch Ubersteigt die theoretisch mégliche Anzahl von y/6 TCR diejeni-
ge der o/p T-Zell Rezeptoren um mehrere Grol3enordnungen. Die spezielle Konfigu-
ration des o/é-Lokus (vgl. Abb. 6) erlaubt namlich Rearrangements zwischen TRAV-,
TRDD- sowie TRDJ-Gensegmenten, was die Generierung vielfaltiger CDR3-Doma-
nen von o-Ketten erlaubt, die variable Segmente der a-Kette aufweisen (89; 95; 96),

wobei das Ausmal dieser Rekombinationen noch unbekannt ist.

Abb.7: Rearrangement des humanen é T-Zell Rezeptors
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[aus W. Holtmeier: Intraepitheliale Lymphozyten: Die erste Garde einer Immunabwehr ?
(20)]

Weiterhin beruht die Vielfalt der CDR3-Doméanen humaner 6-Ketten auf der gleichzei-
tigen Verwendung aller 3 verfligbaren D3-Segmente, die sich zudem in allen drei Le-
serastern funktionell translatieren lassen sowie 4 Jo-Genen. Darliber hinaus ergibt

sich die Diversitat der TRDV/DD/DJ-Ubergange aus extensiven Modifikationen im

Bereich der 3‘- und 5‘-Segmenttermini, welche exonukleolytische Prozesse, TdT-
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katalysierte Insertionen matrizenunabhangiger ,N“-Nukleotide sowie Additionen pa-
lindromischer Mono- oder Dinukleotide (,P“-Nukleotide) umfassen. Es wurde berech-
net, daR theoretisch die Méglichkeit zur Generierung von iiber 102 verschiedenen /&
T-Zell Rezeptoren besteht (18), was die Anzahl der im menschlichen Organismus

existierenden T-Lymphozyten bei weitem Ubertrifft.

2.1.9 Kompartimentierung von v¢/6 T-Lymphozyten und differentielle

Expression ihrer Rezeptoruntereinheiten

Obwohl y/6 T-Zellen zahlreiche Oberflachenantigene und Effektorspezifitdten wie z.B.
die Zytotoxizitat mit speziellen Subpopulationen von o/f T-Lymphozyten teilen (38),
bestehen bezlglich der raumlichen Verteilung innerhalb des Organismus' gravieren-
de Unterschiede zwischen beiden Zellinien (14 - 16). Wahrend y/8" T-Lymphozyten
im peripheren Blut lediglich 3 - 9% der gesamten T-Zellpopulation ausmachen (97),
liegt ihr Anteil innerhalb epithelialer Oberflachen - insbesondere bei speziellen ent-
zundlichen Erkrankungen - mit bis zu 40% signifikant hoher (14 - 16; 33; 39; 54).

AuRBerdem korreliert die weitreichende Kompartimentierung der y/d T-Lymphozyten
charakteristischerweise mit einer praferentiellen Expression bestimmter V§-Genseg-

mente (16; 38).

Im humanen Gastrointestinaltrakt finden sich > 70% V81" T-Lymphozyten (Vy8/V51-
Rezeptoren) (12; 33); weitere 17% weisen einen TRDV3-kodierten Rezeptor auf (84).
Vor dem Hintergrund der Tatsache, dal3 humane y/d T-Lymphozyten theoretisch tGber
10" verschiedene Antigenspezifitaten exprimieren kénnen (18) ist fraglich, inwieweit
v/d T-Lymphozyten ihr genetisches Potential in vivo zur Vielféltigkeit ihrer Rezeptor
Repertoires ausnutzen. Entsprechende Arbeiten (HOLTMEIER et al.) zeigten, dal’ das
intestinale 6 TCR-Repertoire gesunder erwachsener Personen unabhangig von der
exprimierten Vo-Familie oligoklonal ist und eine homogene Verteilung entlang des
Kolons sowie des Duodenums aufweist (46; 47). Vor Beginn der genannten Unter-
suchungen lagen keine Erkenntnisse dartber vor, inwieweit zwischen raumlich
separierten bzw. funktionell unterschiedlichen Darmarealen Abweichungen beziglich
des exprimierten & Rezeptor Repertoires bestehen. Detaillierte Analysen multipler

Biopsien der Darmmukosa, welche nahezu die komplette LAnge des Duodenums
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sowie des Kolons umfafiten, lieRen ein oligoklonales Repertoire erkennen, wobei
dominante /8 T-Zellklone wiederholt an verschiedenen Stellen des Kolons anzutref-
fen waren. Diese reprasentierten offensichtlich umfangreiche Expansionen identi-
scher DV1-Transkripte, wobei zwischen dem & Rezeptor Repertoire des Intestinums

und des peripheren Blutes gravierende Unterschiede bestanden (46). Aul3erdem
wurden signifikante Differenzen zwischen dem & TCR-Repertoire des Kolons und des
Duodenums beobachtet. Anhand gesunder Probanden liel3 sich zeigen, daf3 deren
Vol-, Vo2- und V&3-Repertoires des Kolons Uber mindestens 16 Monate stabil
blieben und sich innerhalb dieses Zeitraumes keine signifikanten Anderungen des
CDR3-Profils ergaben (46). Um zu Uberprifen, inwieweit umfangreiche Expansionen
einzelner Rezeptortranskripte auch bei intestinalen /8 T-Lymphozyten bestehen, die
anderen Vo-Familien als Vo1 angehéren, ermittelten HOLTMEIER et al. zun&chst die
relativen Frequenzen der entsprechenden Subpopulationen innerhalb des Kolons
gesunder Kontrollpersonen mittels inverser PCR (47; 98). Obwohl TCRDV1 und - in
geringerem Ausmald - das TCRDV2-Gensegment quantitativ im Kolon dominierten,
fanden sich auch solche 6 TCR-Transkripte, die das TCRDV3- sowie TCRAV- (Vo)
Gensegmente aufwiesen und in Kombination mit Dé- bzw. Jé-Segmenten zur Berei-
cherung des funktionellen intestinalen /6 TCR-Repertoires beitrugen (95; 96). Diese

Resultate entsprechen im wesentlichen den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen,

die das V4 Repertoire von y/d T-Lymphozyten mittels immunhistochemischer sowie

durchflul3zytometrischer Methoden untersuchten (12; 33; 36).

Periphere y/d T-Lymphozyten zeichnen sich mehrheitlich durch die Expression von
VY9/V62-Heterodimeren aus (38; 99 - 104), wobei diese zwischen 50 und 98%
TRDV2-DJ1-DC- beziehungsweise TRGV9-GJP-GC1-Segmente koexprimieren (102;
105 - 108). Demgegenuber stellen TRDV1-kodierte §-Ketten in der Zirkulation eine
Minderheit dar. V43-positive Zellen reprasentieren zwischen 3% und 9% aller peri-
pheren /0 T-Zellen, wobei TRDV3-kodierte Rezeptorketten haufig mit TRGV2-, GV3-
und GV4-Subgruppen, jedoch nur ausnahmsweise mit dem TRGV9-Segment verge-
sellschaftet sind (84). Weiterhin deutet die Existenz des Oberflachenantigens
CD45RO" auf einen aktivierten Status peripherer y8 T-Lymphozyten hin (109).
Analog zu intestinalen 6 TCR-Transkripten ist das periphere &-Kettenrepertoire

unabhangig von der exprimierten Vo-Familie oligoklonal. Wie bereits im Fall von
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DV1-Transkripten beschrieben (110), zeigt sich auch bei peripheren V§2- und V63-
Familien Uber den Zeitraum von 10 bis 16 Monaten hinweg eine weitgehende
Konstanz des jeweiligen CDR3-Profils. Das periphere & TCR-Repertoire ist verschie-
den von dem des Intestinums, wobei sich nur ausnahmsweise partielle Uberlappun-
gen nachweisen lassen. Molekularbiologische Untersuchungen (46; 47) ergaben,
dalR der Umfang peripherer DV2-Repertoires betrachtlich zwischen einzelnen
Individuen variiert, wobei zuvor getroffene Aussagen (111) bestétigt wurden, daf3 die
entsprechenden Transkripte generell hochkomplexe Gensegment-Ubergangsberei-
che aufweisen. Die Existenz oligoklonaler Rezeptor Repertoires stellt kein exklusives
Charakteristikum zirkulierender T-Lymphozyten dar, welche der y/6-Linie angehéren.
Vielmehr weisen die B TCR-Repertoires CD8-positiver, zirkulierender T-Lymphozyten
bei gesunden Kontrollpersonen ebenfalls bedeutende Einschrankungen ihrer
Rezeptordiversitat auf (112; 113). Obwohl die homogenen Verteilungen intestinaler
8" IEL vermutlich auf einer permanenten Rezirkulation selektierter Klone beruhen,
lassen sich kaum Uberlappungen zwischen intestinalen und peripheren & Rezeptor
Repertoires nachweisen. Dies a3t darauf schlie3en, dal3 in beiden Kompartimenten

verschiedene Antigenstrukturen erkannt werden.

Neben dem Intestinaltrakt bildet die Haut eine weitere bedeutende Grenzflache des
Organismus' zu seiner Umgebung, weshalb sich anatomische Ahnlichkeiten ergeben
und vergleichbare immunologische Abwehrstrategien anzunehmen sind. Bei Mausen
lant sich zeigen, daf’ kutane y/6 T-Lymphozyten einen bedeutenden Anteil aller CD3-
positiven Zellen darstellen kénnen. Diese werden als dendritische epidermale T-
Zellen (DETC) bezeichnet und zeichnen sich durch extrem limitierte Rezeptor Reper-
toires sowie eine nahezu exklusive Expression einzelner Vy- und Vd-Gene aus.
Daruiber hinaus weisen die Ubergangsbereiche zwischen den Gensegmenten zahl-
reiche kanonische Repetitionen auf, welche kaum matrizenunabhangige ,N“-Nukleo-
tide enthalten (114; 115). Aufgrund ihrer eingeschrénkten Rezeptor Repertoires wird
spekuliert, daf? sich intradermale y/d T-Zellen bei Mausen auf die Erkennung spezifi-
scher Eigenantigene beschranken, die in Stref3situationen von speziellen Keratino-
zytenpopulationen verstarkt exprimiert werden. Somit kame den DETCs vermutlich
eher eine Bedeutung bei der Eliminierung irreversibel geschadigter Kérperzellen als
im Rahmen der Erkennung von Fremdantigenen zu (116).
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Beim Menschen sind kutane y/8" T-Zellen sowohl intraepidermal als auch innerhalb
der Dermis lokalisiert; im Gegensatz zu Méausen gehoéren jedoch nur 1 - 8% aller
intradermalen CD3" T-Lymphozyten der v/ Fraktion an (97; 117; 118). Somit stellen
kutane y/8" T-Zellen beim Menschen im Normalzustand eine Minoritat dar, deren pro-
zentualer Anteil demjenigen zirkulierender y/6 T-Lymphozyten (1 - 15%) vergleichbar
ist. Weiterhin unterscheiden sich die TCR humaner kutaner y/6 T-Zellen insofern von
den Transkripten muriner DETC, als daR die Ubergangsregionen zwischen humanen
Gensegmenten hochkomplex strukturiert sind und eine Vielzahl von ,N“-Nukleotiden
aufweisen. Von daher kann angenommen werden, dal3 der Mensch Uber keine
T-Zellinie verfugt, die den bei Mausen beschriebenen DETC unmittelbar aquivalent
ist. Generell bestehen beziiglich der Funktion humaner kutaner y/6 T-Lymphozyten
bislang Unklarheiten. Es wurde die Vermutung geaul3ert, dal3 sie eine entscheidende
Rolle bei granulomatdsen Erkrankungen wie der amerikanischen kutanen Leish-
maniose (LCL) oder der Lepra (Infektion mit Mycobacterium leprae) spielen, da hier
die y/8" T-Zellen in den lasionalen Hautarealen vermehrt sind und ein limitiertes TCR-
Repertoire exprimieren (119 - 121). Gegenwartig existieren nur vereinzelt Daten, die
Aufschliisse Uber das /6 TCR-Repertoire in der Haut gesunder Personen geben.
Analog zur Situation bei Mausen exprimieren kutane y/d T-Zellen des Menschen nur
eine begrenzte Vielfaltigkeit der Rearrangements zwischen DV- und DJ-Region
kodierenden Gensegmenten. So koexprimieren sie vorwiegend eine aus dem TCR
DV2- sowie dem TCRDJ1-Segment bestehende Kombination, welche auch bei peri-
pheren y/8" T-Lymphozyten dominiert (120; 122 - 124). Bislang wurde davon ausge-
gangen, daR kutane humane y/§ T-Lymphozyten - im Gegensatz zu /8 IEL -
polyklonale Rezeptor Repertoires aufweisen, da Analysen chromosomaler o-Ketten-
arrangements, welche anhand weniger Zellklone durchgefuhrt wurden vermuten
lieRen, dal3 kutane /6 T-Zellen diverse Rezeptor Repertoires exprimieren (120; 123).
Allerdings konnte im Rahmen dieser Studien vielfach keine klare Abgrenzung vom

peripheren /6 TCR-Repertoire vorgenommen werden (124).

Derzeit ist nicht geklart, inwieweit die variablen Regionen des /6 T-Zell Rezeptors
unterschiedliche Funktionen besitzen bzw. warum V31" T-Lymphozyten innerhalb
des Gastrointestinaltraktes, V82" T-Zellen hingegen im peripheren Blut sowie in der

Haut dominieren.
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2.1.10 Antigenerkennung durch y/3 T-Lymphozyten

Bei o/p T-Zellen kommt die antigenspezifische Bindung priméar durch Wechselwirkun-
gen zwischen dem MHC/Peptidkomplex sowie der CDR3-Doméne des T-Zell Rezep-
tors unter Beteiligung des Korezeptors CD4 bzw. CD8 zustande. Da die CDR1-
sowie die CDR2-Doméane des o/B TCR gleichermaf3en mit MHC |- und MHC 1I-Struk-
turen interagieren, wird die Affinitdt des betreffenden T-Lymphozyten zu einer der
beiden Haupthistokompatibilitdtskomplexe durch den Korezeptor festgelegt, welcher
vermutlich auch an der initialen Antigenbindung sowie der Signaltransduktions-

kaskade beteiligt ist.

Im Vergleich hierzu sind die Mechanismen, derer sich y/6 T-Lymphozyten im Rahmen
der Antigenerkennung bedienen, grundlegend verschieden. Wie bereits im Abschnitt
2.1.5 angesprochen wurde liegen mehrere Hinweise darauf vor, dal3 die CDRS3-
Doméane des /6 TCR strukturelle Gemeinsamkeiten mit den antigenbindenden
Rezeptoruntereinheiten von Immunglobulinen aufweist. In Ubereinstimmung hiermit
sprechen zahlreiche Befunde dafir, daf3 die Antigenerkennung durch bestimmte y/d
Populationen nicht obligat an Interaktionen mit antigenprasentierenden Zellen gebun-
den ist (60; 125). So zeichnet sich die Keratinozytenlinie PAM.2.12, welche zur in
vitro-Stimulation von y/8" DEC dient, unter anderem durch die Abwesenheit des MHC
Klasse I-Komplexes aus, weshalb zumindest die Aktivierung kutaner y/6 T-Lympho-
zyten offensichtlich nicht auf dem Wege einer ,klassischen* MHC-Restriktion erfolgt
(116).

Viele der potentiell zur Aktivierung von /6 T-Zellen in Frage kommenden Strukturen
existieren gleichermal3en innerhalb eukaryontischer und prokaryontischer Zellen
oder stellen - wie CD1 oder hsp63 - teilweise phylogenetisch konservierte, primitive
Stimuli dar (60). Die peripheren Vy9/V82" T-Lymphozyten gesunder Personen und
von Patienten, die Infektionen mit Mycobacterium leprae aufweisen sind dazu in der
Lage, frei im Blut zirkulierende, nichtpeptidische Agenzien wie Isopentenyl-ppi sowie
verwandte Prenyl-ppi Derivate zu binden und von diesen aktiviert zu werden (126;
127). Von intestinalen V81® Subpopulationen ist bekannt, daR sie die fur Enterozy-
ten typischen MHC I-Klasse verwandten Oberflachenantigene MICA und MICB er-
kennen, deren Expression unter HSP70-Promotorkontrolle steht und in Strel3-
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situationen wie bakteriellen Infektionen oder entzindlichen Prozessen hochreguliert
wird (43). Weil MICA bzw. MICB weder mit B2-Mikroglobulin assoziiert sind noch
Uber eine CD8-spezifische Bindungsstelle verfiigen, dienen diese Oberflachenanti-
gene den /8 T-Zellen wahrscheinlich nicht als antigenprasentierende Strukturen,
sondern werden von ihnen per se als kdrpereigene Strel3antigene erkannt und flihren
deshalb unmittelbar zu deren Aktivierung (43). Da die Erkennung stre3induzierter
Oberflachenstrukturen keine antigenprozessierenden Aktivitaten der Epithelzellen
voraussetzt, konnten /8" IEL entscheidend an der Eliminierung von Enterozyten
beteiligt sein, die infolge entzindlicher Prozesse irreversibel geschadigt sind oder
aufgrund neoplastischer Entdifferenzierungen eine Gefahrdung des Organismus'
darstellen (45). AulRerdem bietet die Erkennung einer geringen Anzahl autologer
Stre3antigene (128) eine Moglichkeit um Gefahren, die sich aus Infektionen mit
unbekannten Erregern ergeben, unabhéngig von ihrer Ursache mittels weniger anti-
genspezifischer Rezeptoren zwar indirekt, aber rasch zu erkennen. Der im Rahmen
der Vorarbeiten (46; 47) erhaltene Befund, wonach intestinale und periphere /o
T-Lymphozyten gesunder Erwachsener Uber oligoklonale Rezeptor Repertoires ver-
fligen, steht mit dieser Uberlegung in Einklang.

2.1.11 Interaktionen zwischen v/ T-Lymphozyten und intestinalen Epithel-

zellen

Die fur 78" IEL vermutete Funktion als ,Wé&chter des Epithels* wird durch Befunde
gestlitzt, wonach sie zur Eliminierung geschadigter Epithelzellen beitragen kdnnten
(129). So zeigten Untersuchungen an kultivierten y/6 T-Lymphozyten, daf? diese so-
wohl indirekte, regulatorische Aufgaben wie B-Zell-Hilfe als auch direkte Effektorfunk-
tionen besitzen, welche wahrscheinlich auf CD95/FasL vermittelten Wechselbezie-
hungen beruhen (130). Isolierte y/8" IEL besitzen in vitro nachweisbar zytolytisches
Potential (131; 132), was durch die Existenz distinkter morphologischer Strukturen
wie elektronendichter Granula sowie Granzym A bzw. Perforin enthaltender Vesikel
bestatigt wird (133). AuRerdem lie3 sich zeigen, dalR bestimmte /6 T-Zellklone in
vitro zur Sezernierung von IL-2, IL-4, GM-CSF, IFN-y sowie TNFo befahigt sind und
demzufolge sowohl inflammatorische T,1- als auch funktionell antagonistische Lym-

phokine des T,2-Typs exprimieren (38; 134).
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Andererseits bestehen Hinweise darauf, daR aktivierte y/8" IEL lber die Ausschiit-
tung spezieller Mitogene wie dem ,Keratinozyten-Wachstumsfaktor® (KGF) Einfluf3
auf die Proliferation und Differenzierung der Epithelzellen nehmen, weshalb ihnen
vermutlich eine grundlegende Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der mukosalen
Integritat zukommt (135). Der mogliche EinfluB von /8" IEL auf die Regenerationsfa-
higkeit des intestinalen Epithels wird auch durch Studien an y/d-defizienten Méausen
gestutzt, welche gegeniber Wildtypstammen mildere Verlaufsformen Allotransplan-
tat (GvHR)-induzierter Enteropathien zeigen (136), andererseits durch deutlich
gestorte Proliferationsraten der Enterozyten gekennzeichnet sind (137; 138). Offen-
sichtlich sind y/6 IEL und intestinale Epithelzellen zum Erhalt ihrer physiologischen

Aufgaben auf wechselseitige Kooperation angewiesen.

2.1.12 Die Bedeutung intraepithelialer y/6 T-Lymphozyten im Rahmen der

,oralen Toleranz”

Neben der schnellen und effizienten Eliminierung pathogener Mikroorganismen ist
die Etablierung einer oralen Toleranz durch die Komponenten des mukosalen
Immunsystems von vitaler Bedeutung. Ein partieller Verlust der oralen Toleranz
gegeniber Nahrungsantigenen oder der Darmflora kénnte die Entstehung von
Kreuzreaktivitaten begunstigen und eventuell auch der ausléosende Faktor flr die

Entstehung chronisch entztindlicher Darmerkrankungen (CED) sein (139; 140).

Es wurde nachgewiesen, dal’3 y/6 T-Lymphozyten zur Inhibition antigenspezifischer
Reaktionen auf oral verabreichte Substanzen in der Lage sind, die von CD8-positi-
ven, zytotoxischen oder CD4" T-Helferzellen bzw. Immunglobulin-sekretierenden
B-Lymphozyten vermittelt werden (141), wobei eine parenterale Gabe anti-06 TCR-
spezifischer Antikorper den immunsuppressiven Effekt aufhebt. Vice versa liel3 sich
an Mausen zeigen, daf} intestinale y/d T-Zellen in der Peripherie zur Verstarkung
spezifischer IgA-Antworten auf bestimmte Nahrungsantigene beitragen und somit
maoglicherweise zum Verlust einer entsprechenden oralen Toleranz fuhren (142;
143). Ferner konnte durch Experimente, welche zur Untersuchung der Induzierbar-
keit mukosaler Toleranz am Respirationstrakt von Ratten durchgefihrt wurden
gezeigt werden, daR /8 T-Lymphozyten offensichtlich eine von o/B* T-Helferzellen

vermittelte IgE-Produktion blockieren (144). Da sich die systemische Immunantwort
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durch experimentelle Manipulationen des mukosalen Immunsystems entscheidend
beeinflussen lalt, werden die Moglichkeiten einer oralen Toleranzinduktion zur
Therapie verschiedener Autoimmunerkrankungen mit besonderem Interesse unter-
sucht (145).

2.1.13 Die Rolle intraepithelialer y/6 T-Zellen im Rahmen der Entstehung

chronisch entzindlicher Darmerkrankungen (CED)

Neben ihrer Beteiligung an der mukosalen Immunantwort wird diskutiert, ob v/
T-Lymphozyten bei der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten wie der Rheumato-
iden Arthritis (RA) oder der Multiplen Sclerose (MS) eine Rolle spielen kdnnten (146 -
148). Auch im Fall der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie dem Morbus
Crohn (MC) oder der Colitis ulcerosa (CU) (149) laRt sich eine Beteiligung von /o
T-Zellen vermuten. Obwohl die initialen Vorgange, welche auf zellularer Ebene statt-
finden bislang unbekannt sind, wird eine Dysregulation des mukosalen Immunsys-
tems als auslésender Faktor fir die Atiopathogenese der CED postuliert (149; 150).
Die Annahme eines derartigen Zusammenhanges steht mit der Tatsache in Einklang,
dal3 sowohl die Symptomatik des M.Crohn als auch der C.ulcerosa durch eine
immunsuppressive Therapie deutlich abgemildert wird. Zudem existieren zahlreiche
Publikationen, die einen grundlegenden Zusammenhang zwischen T-Zell vermittelten
Mechanismen und der Pathogenese von CED nahelegen (151). Eventuell ist die
Toleranz dieser T-Lymphozyten gegentber luminalen Antigenen im Vergleich zum
physiologischen Normalzustand erniedrigt: Wahrend gesunde Personen keine signifi-
kante T-Zell vermittelte Immunreaktion gegentber der mikrobiellen Darmflora ausbil-
den wurde gezeigt, dal} das intestinale Immunsystem von M.Crohn-Patienten dazu
sehr wohl in der Lage ist (140). Die bedeutende Rolle von T-Lymphozyten an der
Entstehung von CED wird auf3erdem durch zahlreiche Tiermodelle gestitzt, bei
denen Entziindungen des Darmtraktes durch T-Zellen induziert (151; 152) und sogar
transferiert werden konnten (153 - 155). Darlber hinaus lassen samtliche Tier-
modelle erkennen, dalR ein enger Zusammenhang zwischen der Entstehung von

CED und der Existenz der normalen intestinalen Mikroflora besteht (152; 156).

Der M.Crohn tritt bevorzugt im Bereich des terminalen lleums sowie des Kolons auf;
im Gegensatz zur C.ulcerosa kann er jedoch samtliche Abschnitte des Gastrointes-
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tinaltraktes vom Osophagus bis zum Anus betreffen. Histologisch ist die Erkrankung
dadurch gekennzeichnet, dal® sich transmurale aphtoide Ulzerationen finden, wobei
ein diskontinuierlicher Befall der Darmwand zur Entstehung raumlich begrenzter La-
sionen fuhrt, die von makroskopisch unauffalliger Mukosa umgeben sind (157). Ein
weiteres Charakteristikum besteht darin, daf3 innerhalb der entziindlichen Areale epi-
theloidzellige Granulome existieren, an deren Peripherie deutlich erhéhte Titer akti-
vierter LPL nachgewiesen werden kdnnen (158; 159). Der Befund, wonach auch in-
nerhalb der T-Zellareale lymphoider Follikel von M.Crohn-Patienten vermehrt /0
T-Zellen existieren (160) stimmt mit der vermuteten Beteiligung dieser Lymphozyten
an der Entstehung des M.Crohn Uberein (161). Moglicherweise reprasentieren die-
jenigen T-Lymphozyten, welche sich spezifisch innerhalb lasionaler Mukosaareale
anreichern eine primare oligoklonale T-Zellantwort, welche ursachlich fur die weitere
Krankheitsentstehung verantwortlich ist. So lassen sich sowohl bei M.Crohn- als
auch bei C.ulcerosa-Patienten klonale Expansionen spezifischer o/p-positiver T-Lym-
phozyten innerhalb lasionaler Darmareale (162 - 168) sowie des peripheren Blutes
(165; 166) nachweisen. Demgegentber existieren diese nicht innerhalb der ph&no-
typisch gesunden Mukosa, was darauf schlie3en laf3t, dal3 spezifische Antigenstruk-
turen fur die Krankheitsentstehung verantwortlich sind.

Wahrend zahlreiche Studien die Mdglichkeit einer Beteiligung von o/p* T-Zellen an
der Pathogenese von CED nahelegen, wurden analoge Untersuchungen an y/d T-
Lymphozyten in weit geringerem Umfang durchgefiihrt. Allerdings konnte gezeigt
werden, dafd sie im Fall von Infektionen mit intrazellular replizierenden Mikroorganis-
men entscheidenden Einfluld auf die Granulombildung besitzen (121; 169). Von zahl-
reichen /6 T-Zellklonen ist bekannt, dal} sie als Reaktion auf Konfrontationen mit
mikrobiellen Phosphoantigenen grof3e Mengen proinflammatorischer Zytokine wie
INF-y und TNF-o. ausschitten (170; 171). Bei homozygot deletierten, /6 ,knockout*
Mausen fuhren Infektionen mit dem intrazellular replizierenden Erreger Listeria
monocytogenes zur Entstehung hepatischer Abszesse, die keine Granulome enthal-
ten (172; 173). Dagegen lassen die Untersuchungen bakteriell induzierter Granulome
bei Wildtyp-Stammen klonal expandierte y/6 T-Lymphozyten erkennen (119; 120)
womit die Vermutung naheliegt, dalR y/6 T-Zellen zur Erkennung spezifischer bakte-
rieller Antigenstrukturen befahigt und tatsachlich an der Granulombildung beteiligt

sind. Folglich konnten die Granulome innerhalb der lasionalen Darmareale von



38 Einleitung A.Hennemann

M.Crohn-Patienten in direktem Zusammenhang mit y/8" IEL stehen, welche durch ein
bislang unbekanntes Antigen aktiviert wurden. Aufl3erdem wird eine systemische
Beteiligung von /6 T-Lymphozyten an der Pathogenese diskutiert, da die Anzahl
peripherer y/8 T-Zellen wahrend akuter Phasen der Erkrankung ebenfalls deutlich
erhoht ist (174). Bislang existieren nur vereinzelt Daten die dartber Aufschluld geben
kdnnten, inwieweit /6 T-Lymphozyten tatsachlich eine Rolle bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung des Morbus Crohn spielen. Deshalb bestand ein Ziel unseres
Forschungsvorhabens in der Klarung der Frage, ob diejenigen /6 T-Zellen, welche
vermehrt in den Randbereichen aphtoider Ulzerationen lokalisiert sind mit spezifi-
schen Antigenstrukturen interagieren bzw. welche Subfamilien hiervon betroffen sind.
Da die vermuteten Wechselwirkungen Einflul3 auf das Rezeptor Repertoire der
betreffenden Lymphozytenpopulationen besitzen kénnten, fuhrten wir Analysen der
intestinalen und peripheren 8 TCR-Repertoires bei Patienten durch, die nachgewie-

senermallen an M.Crohn und C.ulcerosa erkrankt waren.
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2.2 Die humorale Komponente des mukosalen Immunsystems:

B-Lymphozyten

2.2.1 Organisation des intestinalen humoralen Immunsystems

Als grotes zusammenhéngendes lymphoendotheliales System verfugt der Intesti-
naltrakt Gber zahlreiche antigenprozessierende und -prasentierende Zellen, unter-
schiedlichste Typen von T- und B-Lymphozyten sowie antikbrpersezernierende Plas-
mazellen (Immunozyten). Neben der kompartimentspezifischen Verteilung von CD4"
und CD8" T-Zellen stellt die quantitativ bedeutende Produktion sekretorischer
Immunglobuline durch B-Lymphozyten, die innerhalb der Lamina propria lokalisiert
sind ein wesentliches Charakteristikum des mukosalen Immunsystems dar (175). Bei
erwachsenen Personen sind > 80% aller Immunglobulin produzierenden B-Lympho-
zyten in der Lamina propria angesiedelt (17), womit den organisierten Strukturen des
GALT entscheidende Bedeutung im Rahmen der spezifischen Immunabwehr zu-
kommt (2). Man nimmt an, dal3 die Stimulierung bzw. die Affinitdtsreifung von B-
Lymphozyten innerhalb der Peyer'schen Plaques erfolgt, wogegen die Lamina

propria das kritische Effektorkompartiment der ausgereiften Immunozyten darstellt.

Sowohl sekretorisches (s)IgA als auch slgM exprimierende LPL weisen umfangrei-
che somatische Mutationen innerhalb ihrer Vy-Regionen auf (176). AuRerdem lie3en
sich aus den Keimzentren der Lamina propria (177; 178) sowie der Peyer’schen
Plaques (179) klonal verwandte B-Lymphozyten isolieren. Es wird diskutiert, daf3 IgA-
Lymphoblasten nach ihrer Antigen vermittelten Aktivierung aus den Peyer’'schen
Plaques auswandern und sich innerhalb der mesenterialen Lymphknoten ansiedeln,
von wo sie Uber den Ductus thoracicus in den zirkulierenden Blutstrom gelangen (vgl.
Abb.1 bzw. Abb.8). In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dal3 periphere
B-Lymphozyten intestinalen Ursprunges - analog zu T-Zellen - histospezifische
Adressine (04B7) exprimieren die es ihnen erlauben, wieder innerhalb ihres ur-
sprunglichen Kompartimentes anséassig zu werden (180 - 184) und zu rezirkulieren.
Dennoch war bislang unklar, ob lokal expandierte B-Lymphozyten auch innerhalb

raumlich weit voneinander entfernter Darmabschnitte angetroffen werden kénnen.



40 Einleitung A.Hennemann

Abb.8: Kreislauf der IgA sezernierenden B-Lymphozyten
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[aus J. Centner und A.L. de Weck: Atlas der Immuno-Allergologie (185).]

2.2.2 Antikorper der Isotypklasse A

Von den intestinalen Plasmazellen wird mehr Immunglobulin synthetisiert als von
allen tbrigen lymphoiden Organen des Organismus' zusammengenommen. In quan-
titativer Hinsicht dominiert hierbei das sekretorische Immunglobulin A, welches in
einer Grol3enordnung von 3 - 5 g pro Tag an den Oberflachen des humanen Intesti-
naltraktes sezerniert wird (186). IgA stellt eine von drei grofen Immunglobulinklas-
sen dar, welche nicht nur innerhalb des Gastrointestinaltraktes oder des Serums
(6% bis 15% der y-Globulinfraktion) auftritt, sondern auch Bestandteil vieler exokriner

Sekrete wie der Saliva, der Tranenfllssigkeit oder dem Kolostrum bildet.
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Analog zu der fur y/d T-Lymphozyten beschriebenen Situation &Rt sich auch fir IgA
eine kompartimentspezifische Verteilung divergenter Subklassen nachweisen: Wah-
rend 95% des sekretierten IgAs in der polymeren Modifikation vorliegen, besteht
plasmatisches IgA zu 88% aus Monomeren (mIgA). Weiterhin existieren zwei diver-
gente IgA-Subklassen, welche sich innerhalb des Organismus' heterogen zwischen
peripherem und mukosalem Immunsystem verteilen. So stellt IgA; beim Menschen
bis zu 85% der plasmatischen IgA-Molekile (186; 187), deren physiologische Halb-
wertszeit mit 3 - 6 Tagen betréachtlich kirzer liegt als diejenige von IgG (21 Tage).
Demgegenuber bestehen mehr als 60% des intestinalen IgAs aus IgA,, welches sich
auf die allelen Varianten A2m[1] und A2m[2] verteilt. In physikochemischer Hinsicht
unterscheiden sich IgA; und IgA; in 22 Aminosaureresten; IgA, weist eine Deletion
von 13 AS innerhalb seiner ,Gelenk-Region* auf, was die gegenuber IgA; reduzierte
sterische Flexibilitat bedingt.

Tab.2: Vergleich der molekularen Formen und der Verteilung humaner IgA-Subklassen
Immunhistochemisch migA plgA IgA; IgA,
identifizierbare Plasmazellen
innerhalb des Knochenmarks 89% 11% 88% 12%
innerhalb der Lamina propria 11% 89% 65% 35%
In vitro sezerniertes migA plgA IgA; IgA,
Immunglobulin A
von Plasmazellen des 87% 13% 89% -
Knochenmarks
von Plasmazellen der 39% 61% 61% -
Lamina propria

[aus W.H. Kutteh et al. (188), S.S. Crago et al. (189), J. Radl et al. (190) sowie P.
Brandtzaeg et al. (191).]

Prinzipiell umfal3t die Funktion des intestinalen IgAs drei Aufgaben:

a) Adsorbtion luminaler Antigene (,klassische” Funktion)

b) Neutralisation intrazellular und subepithelial lokalisierter, viraler und nichtrepli-
zierender Antigene sowie Ausschleusung komplexierter Antigenstrukturen ins
Darmlumen

c) IgA-spezifische Effektorfunktionen, z.B. Inhibition der Komplementkaskade
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Der protektive Effekt des intestinalen IgAs beruht darauf, da es luminale Antigene
durch Bildung von Immunkomplexen immobilisiert und somit Interaktionen zwischen
den relevanten Pathogenen sowie den Epithelzellen auf dem Wege der Neutralisa-
tion unterbindet. Weiterhin &3t sich in vitro zeigen, dal3 antivirale IgA-Molekule tber
den basolateral lokalisierten plgA-Rezeptor der Enterozyten aufgenommen werden
konnen und dadurch effektiv zur Inaktivierung intrazellular replizierender Viren beitra-
gen, welche die Epithelzellen tber ihre apikale Oberflache infizieren (192). Auch
wurde eine Eliminierung nichtinfektioser Partikel durch Bildung entsprechender IgA-
Komplexe sowie deren transzellulare Passage vermittels des plgA-Rezeptors nach-
gewiesen (193; 194). Dariber hinaus wird die Vermutung, dafl3 IgA eine antiinflam-
matorische Komponente des Immunsystems darstellt durch Befunde gesttitzt, wo-
nach antigenkomplexierte humane IgA-Molekile nicht zur Komplementaktivierung
befahigt sind (195) sondern vielmehr entsprechende, IgG- und IgM-induzierte Akti-
vierungsmechanismen inhibieren (196; 197).

Abb.9: Funktionen des intestinalen IgAs im Rahmen der mukosalen Immunantwort
luminale Oberfliche Epithel Lamina propria
plg R /‘ Peyer's Plaque

{6
'TLG-;PB "‘" B-Zelle

— IgA Plasmazelle

@i" T-Zelle

Enterozyten

[aus J. Mestecky et al.: Intestinal IgA: novel views on its function in the defence of the
largest mucosal surface (198).]

Die antiinflammatorische Eigenschaft des IgAs dirfte fur die Aufrechterhaltung der

epithelialen Integritat sehr bedeutend sein, da lokale entziindliche Immunreaktionen
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vielfach weitreichende Gewebelasionen umfassen und teilweise sogar die unmittel-

bar vom Pathogen verursachten Schadigungen zusatzlich verstarken.

Abb.10:  Struktur des humanen sekretorischen IgAl (slgAl)

Lsekretorische
Komponente

[nach M. Turner: Molekile, die Antigene erkennen (199).]

2.2.3 IgM exprimierende B-Zellen

Neben sIgA bildet sekretorisches IgM, das von ca. 10% aller intestinalen Plasmazel-
len produziert wird (2) einen weiteren bedeutenden humoralen Mediator des mukosa-
len Immunsystems (17). Vermutlich handelt es sich bei IgM um den phylogenetisch
altesten Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie, was mit der Tatsache in Einklang
steht, dal3 monomeres (m)IgM die erste Antikorperklasse darstellt, welche in frihen
Stadien der B-Zellreifung exprimiert wird und auch fur deren weitere Differenzierung
essentiell ist. IgM bildet nicht nur die zuerst von Neugeborenen produzierte
Immunglobulinklasse; auch die priméare Immunantwort gegenuber unbekannten Anti-
genen wird ausschlie3lich durch IgM vermittelt. Neueren Erkenntnissen zufolge (176)
konnen intestinale IgM B-Lymphozyten ebenfalls einer antigenvermittelten Affinitats-

reifung unterliegen und an sekundaren Immunreaktionen beteiligt sein.

Bei dem von Plasmazellen sezernierten, pentameren IgM handelt es sich um ein
Makroglobulin (MW = 970 kD), das sich aus jeweils 10 Schwer- bzw. Leichtketten
sowie einer J-Kette zusammensetzt, wobei zwischen den monomeren Untereinheiten
kovalente Wechselwirkungen bestehen. Aufgrund seiner hohen Multiplizitét ist penta-
meres bzw. polymeres IgM (plgM) sehr effizient in Bezug auf die Antigenaggluti-
nation, wobei aus sterischen Griinden maximal fiunf komplexe Antigenstrukturen ge-

bunden werden kdnnen.



44 Einleitung A.Hennemann

Abb.11:  Die pentamere Struktur der Polypeptidkette des humanen IgMs

[nach M. Turner: Molekile, die Antigene erkennen (199).]

Es wurde postuliert, dal3 polyreaktive, ,natirliche” Antikérper, die hauptsachlich der
Isotypklasse M angehdéren im Fall einer Invasion durch pathogene Mikroorganismen
eine ,erste Verteidigungslinie* ausbilden. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese
erbringen die Analysen der Vy-Repertoires verschiedener Spezies Hinweise auf klo-
nale Expansionen definierter IgM-Lymphozytenpopulationen: So weist das Peritone-
um gesunder erwachsener Mause hohe Titer von ,B-1“ Zellen auf, welche gegen das
Hapten Phosphatidylcholin gerichtete IgM-Antikérper produzieren (200) und deren
Rezeptoren - analog zu IgA exprimierenden B-1 Populationen - sehr limitierte, Fetus-
ahnliche Repertoires aufweisen, die durch wenige ,N“-Nukleotide sowie das Fehlen
somatischer Mutationen gekennzeichnet sind. Jingste Daten dokumentieren, daf3
diese B-1 Lymphozyten von luminalen Antigenen und zudem T-Zell unabhangig akti-
viert werden (201). Da im Fall des Menschen nur vereinzelt Daten vorliegen, wird die

Existenz einer humanen B-1 Population bislang kontrovers diskutiert.

Hiervon abgesehen, macht sich mit fortschreitendem Lebensalter eine zunehmende
Einschrankung der Igy-Rezeptordiversitat bemerkbar. Ungefahr 20% der Seren 95
jahriger Personen weisen monoklonale IgM-Repertoires (M-IgM) auf (202); dartber
hinaus zeigen an Mausen durchgefuhrte Studien Korrelationen zwischen steigendem
Lebensalter und einer prozentualen Zunahme von M-IgM, welche unabhangig vom
untersuchten Stamm ist (203). Ferner verfigen mehr als 85% der alten Tiere Uber

stabile klonale B-Zellpopulationen, welche oftmals innerhalb unterschiedlicher
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lymphoider Kompartimente ein- und desselben Individuums nachgewiesen werden

kdnnen.

sIgA und slgM besitzen im Rahmen der spezifischen Immunantwort vermutlich &hn-
liche Aufgaben, da sie innerhalb des Gastrointestinaltraktes weitestgehend aus-
tauschbar sind. So weisen Patienten mit bestehendem IgA-Mangel nahezu keine Im-
mundefekte auf, was mdglicherweise darauf beruht, dal’ die Konzentration IgM expri-
mierender B-Lymphozyten im Darm kompensatorisch erhoht ist (2). Wie bereits
angedeutet wurde, sezernieren B-Zellen im Rahmen der Primarantwort ausschliel3-
lich IgM, wogegen alle Ubrigen Antikérperklassen durch Isotypwechsel entstehen.
Dieser Prozel} findet vermutlich in den Keimzentren sekundéarer lymphatischer Orga-
ne statt, wobei die konstante Region C, durch somatische Rekombination deletiert

und durch Allele anderer AntikGrperklassen (C,, C,, bzw. C¢) substituiert wird. Da die

antigenbindende CDR3-Domane von diesem Ereignis unbeeinfluf3t bleibt, lassen sich
durch vergleichende molekulargenetische Analysen Ruckschlisse auf verwandt-
schaftliche Beziehungen zwischen definierten B-Lymphozytenklonen ziehen (vgl.
Abschnitt 4.4).

2.2.4 Organisation humaner Antikorper-Untereinheiten kodierender Gen-

segmente: Immunglobulin-Schwerketten (igy)

Im humanen Genom finden sich drei genetische Komplexe, welche auf verschiede-
nen Chromosomen lokalisiert sind und fir Immunglobulinschwerketten bzw. fir die
leichten k- und A-Ketten kodieren (204). Wahrend der erste Lokus Gruppen von zwei
(VL-Jo) oder drei (Vy-Du-Jy) Segmenten aufweist, beinhaltet der zweite solche Allele,
die fur konstante Domanen kodieren. Der Genort fur Immunglobulinschwerketten
kartiert auf Chromosom 14932, wobei die Vy- und Cy-Segmente in der Reihenfolge
5' Vy-Dy-Ju-Cy 3* orientiert sind. Selbst im kleinsten untersuchten Haplotyp setzt sich
der Vy-Lokus aus mindestens 81 verschiedenen Vy-Elementen sowie weiteren 10
polymorphen Segmenten zusammen (205), wobei er etwa 50 funktionelle Allele bein-
haltet (204; 206). Basierend auf den bestehenden Nukleotidsequenzhomologien?
erfolgt die Klassifizierung aller bisher analysierten Vy-Gene in 7 verschiedene Fami-

lien. Wahrend die aus 22 funktionellen Allelen bestehende Vu3-Familie quantitativ

2 >80% |dentitét
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dominiert, verfigen die Vy1- und die Vy4-Genfamilie jeweils tber zirka ein Dutzend
funktioneller Allele, wogegen die Vy2-, Vi5-, V46- sowie die Vy7-Familie 3, 2, 1 bzw.
1 funktionelles Gensegment aufweisen (204; 206). Nach dem derzeitigen Wissens-
stand beinhaltet das humane Genom 30 funktionelle Dy-Segmente (207); diese
werden in 6 Familien eingeteilt, welche in 4 ,Tandem-Clustern“ organisiert sind. In

unmittelbarer Nachbarschaft zum C, Genort sind neun Jy-Allele lokalisiert, worunter

sich drei Pseudogene () befinden. Demzufolge strukturiert sich die humane Cgy-

Genfamilie wie folgt:

Abb.12:
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Im Gegensatz zu den ubrigen Konstant-Genen, welche aus drei Exons zusammen-

gesetzt sind, beinhalten C, und C; jeweils vier Exons.

2.2.5 Immunglobulin-Leichtketten (x und 1)

Der Genort fur humane Leichtketten des k-Typs befindet sich auf Chromosom 2p11-
12, umfal3t ndherungsweise 1,8 Mb und beinhaltet ein C-, finf J.- sowie zwei ,con-

tigs* von C-Genen, welche invers zueinander orientiert sind (208).

Abb.13:  Schematische Darstellung des humanen IgV, Lokus’
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[aus H.G. Zachau et al.: The immunoglobulin kappa locus - or - what has been learned from
looking closely at one-tenth of a percent of the human genome (208).]
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Insgesamt lieBen sich 32 funktionelle V-Segmente identifizieren, wobei 16 Allele

leichte Defekte aufweisen und weitere 25 vermutlich Pseudogene darstellen. Da-
riber hinaus befinden sich auf den Autosomen 1 und 22 sowie anderer Chromoso-
men weitere V-Elemente, von denen insgesamt 24 ihrer Nukleotidsequenz nach be-

kannt sind. Die humanen A-Leichtketten werden von einem 0,8 Mb grof3en Abschnitt
auf Chromosom 22q11.2 determiniert, der eine V,-Region sowie sieben (J,-C;)-Blok-

ke umfaft. Uber 10 V,-Familien, welche 70 entsprechende Gensegmente aufweisen
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sind 14 kb in 5'-Richtung von den genannten Blocken lokalisiert und beherbergen 7
Jy bzw. C, kodierende Allele. Im Gegensatz zur mosaikartigen Struktur humaner V-
und V-Elemente sind die insgesamt drei verschiedenen Familien zugehdrigen V-
Gene innerhalb dreier distinkter ,Cluster” organisiert, wobei alle vorzugsweise expri-
mierten V,-Allele den (J,-C,)-Blocken benachbart sind. Es lieRen sich signifikante
Praferenzen bezuglich der Expression bestimmter V;-Allele nachweisen: Beispiels-
weise stellen 10% der insgesamt 30 verfluigbaren V;-Gene etwa die Halfte aller V;-

Domanen.

2.2.6 Somatische Mutationen bei B-Zell Rezeptoren

Analysen der Peptidsequenzen antigenbindender Domanen humaner Immunglobu-
linleicht- und Schwerketten durch KABAT und Wu zeigten, dal3 sich deren idiotypische
Variabilitdt primar auf drei hypervariable Regionen beschrankt, die von relativ kon-
stanten Geriststrukturen (,framework”) separiert werden (209). In jedem Fall weist
die antigenbindende CDR3-Domane der Igy-Kette welche (wie bei TCR) vom Dy-
Segment, dem 3'-Terminus eines gegebenen Vy-Allels sowie dem 5'-Ende des jewei-

ligen Jy-Segmentes gebildet wird, die absolut hdchste Variabilitat auf (210).

Abb.14:  Aminosaurevariabilitdt innerhalb der variablen Regionen humaner Igy-Ketten
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[aus R. Nezlin: General characteristics of immunoglobulin molecules (211).]
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Darlber hinaus besitzt jeder B-Zellklon eine weitere Mdglichkeit zur Diversifikation,
bei der die Affinitat des Rezeptors durch antigeninduzierte somatische Mutationen
optimiert wird, wobei die Nukleotidsubstitutionen bevorzugt innerhalb rdumlich defi-
nierter Loci (,hot spots”) auftreten. Durch diese sog. Hypermutationen l&a3t sich die
Affinitat eines Antikdrpers nochmals bis zu 10%fach steigern (212; 213). Wahrend
konstante Regionen sowie nichtexprimierte V-Allele kaum von derartigen Modifikatio-
nen betroffen sind, liegt das Zentrum der somatischen Hypermutationen in den
Randbereichen rearrangierter V-Allele, deren hypervariable Regionen bis zu 24 Ami-
nosauresubstitutionen aufweisen kénnen. Da singulare Nukleotidtransitionen (A ver-
sus T und G versus C) weitaus haufiger als entsprechende Transversionen zu beob-
achten sind, erfolgen die Mutationsvorgdnge mit Sicherheit nicht zufallig. Demgegen-
uber finden sich Baseninsertionen und -Deletionen, die Einflu auf das Leseraster
besitzen wirden nur vergleichsweise selten, was auf der positiven Selektion funktio-

neller Rezeptoren beruhen dirfte.

2.2.7 IgA- und IgM-Schwerkettenrepertoires im humanen Intestinum und

im peripheren Blut

Trotz des gewaltigen Potentials zur Generierung verschiedenster Antigenspezifititen
ist die Diversitat von Immunglobulin Rezeptoren wahrend der Ontogenese sowie bei
adulten Individuen keinesfalls zufallig. Die ersten, wahrend des fetalen Entwicklungs-
stadiums exprimierten Antikdrpermolekile werden durch Vy-Gensegmente determi-
niert, welche noch in der Keimbahnkonfiguration vorliegen; flr diese Rezeptoren ist
das Fehlen von ,N“-Nukleotiden sowie somatischer Mutationen charakteristisch
(214). Wahrend des fetalen bis neonatalen Entwicklungsstadiums werden vorwie-
gend Allele der Vy5-, V46- und der Vy7-Genfamilie exprimiert (215 - 217). Ebenso
lassen sich Praferenzen beziglich des Vy-Repertoires im Blut gesunder Erwach-
sener beobachten. Hier werden insbesondere Vertreter der diversen Vy3- (V3-23,
V3-30) sowie der Vy4-Genfamilie (V4-34, V4-59) mit erhdhter Frequenz exprimiert
(218; 219); auch die Verwendung von Dy- sowie Jy-Regionen erfolgt keinesfalls
zuféllig (207).
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3. Material und Methoden
3.1 Gewinnung von Untersuchungsmaterial

Das Patientenkollektiv bestand aus Personen, welche in der Gastroenterologischen
Ambulanz der Medizinischen Klinik 11 (ZIM) und dem Zentrum fir Dermatologie und
Venerologie (ZDV) der Johann Wolfgang Goethe-Universitatsklinik Frankfurt am
Main betreut wurden. Weiterhin bestanden Kooperationen mit dem Klinikum der
Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz, der Medizinischen Hochschule Hannover
(MHH) sowie der University of California, San Diego (UCSD).

Fur alle molekularbiologisch charakterisierten CED-Patienten lagen uns detaillierte
Anamnesen vor, welche die Existenz chronischer Erkrankungen des Kolons bzw. des
terminalen lleums zweifelsfrei dokumentierten. Beziiglich der M.Crohn-Patienten be-
stand das entscheidende Einschluf3kriterium nicht im klinischen Bild oder dem Aktivi-
tatsindex der Erkrankung, sondern der Existenz klar umschriebener Lasionen, auf-
grund derer eine klare Differenzierung zwischen gesunden und pathologisch veréan-

derten Arealen mdglich war.

Ausgangsmaterial der Studien bildeten wenige mm?® messende Biopsien der Darm-
mukosa, die den CED-Patienten sowie den gesunden Kontrollpersonen im Verlauf
endoskopischer Routineuntersuchungen entnommen wurden. Alternativ hierzu stan-
den Gewebeproben chirurgisch gewonnener Resektate des Kolons bzw. des termi-
nalen lleums fir molekularbiologische Analysen zur Verfigung. Die untersuchten
Hautproben (Probeexzisionen, PE) entstammten entweder Personen, welche sich
kosmetischen Operationen unterzogen oder Resektaten, die im Verlauf chirurgischer

Eingriffe im Rahmen von Tumoroperationen anfielen.

Alle durchgefuhrten Untersuchungen wurden von der Ethikkommission des Klinikums
der JWG-Universitat Frankfurt am Main genehmigt (Geschafts-Nr. 145/95). Detaillier-
te Informationen zu den untersuchten Patienten sind den entsprechenden Abschnit-

ten des Ergebnisteils zu entnehmen.
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Abb.15: FlieBschema der experimentellen Strategie zur Analyse von & TCR- und Igy-
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3.11 GewebeaufschluR

Um eine Degradierung der RNA weitgehend auszuschlie3en, wurden die Biopsien
unmittelbar nach ihrer Entnahme in spezielle Kryoréhrchen (Nunc GmbH, Wiesba-
den) Uberfihrt und nach Inkubation in flissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwen-
dung bei -80°C (Colora E80, HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau) gelagert. Der mechani-
sche Aufschluld des tiefgefrorenen Materials erfolgte unter kontinuierlicher Kihlung
mittels elektrisch betriebener Glas/PTFE-Homogenisatoren (BRAUN, Melsungen)
sowie 1 bis 2 ml einer sauren, Guanidinisothiocyanat enthaltenden Phenoll6sung
(TRIzol® Reagenz, LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe), wobei die Gewebeproben in
disperse Mischphasen Uberfuhrt wurden. Die aus Vollblut isolierten mononukleédren
Zellen (PBMC) wurden nach ihrer Anreicherung tiber einen Ficoll-Paque®-Gradienten
(vgl. 3.1.2) in jeweils 1 ml TRIzol® Reagenz resuspendiert und analog zu den uibrigen

Zellysaten bis zur Nukleinsaureextraktion bei minus 80°C gelagert (Colora E80).

3.1.2 Dichtegradienten-Zentrifugation zur in vitro-Separation von PBMC

aus Vollblut

Parallel zu den Gewebeproben wurde allen Probanden 2 x 10 ml vendses Blut (S-
Monovette®/NH4-Heparin, SARSTEDT, Niimbrecht) entnommen. Hieraus lieRen sich
die peripheren Lymphozyten (PBL) mittels Ficoll-Paque® (AMERSHAM PHARMACIA
BioTECH, Freiburg) sowie einer mit niedriger RCF bei RT durchgefiihrten Dichtegra-
dientenzentrifugation (HETTICH ROTANA/TRC, Nierstein) mit ~ 50%iger Ausbeute an-
reichern. Das Verfahren beruht darauf, daf die Dichte der Lymphozyten niedriger als
diejenige von Granulo- und Erythrozyten liegt. Nach Uberschichten von 5 ml Ficoll-
Paque® mit 10 ml eines Vollblut/PBS-Gemisches (50 : 50) in einem 15 ml Falcon®-
Rohrchen (BECTON-DICKENSON GmbH, Heidelberg) und 30mindtiger Zentrifugation
bei 400 x g konnten die Lymphozyten aus der zwischen Blutplasma und geformtem

Gradienten lokalisierten Phasengrenzschicht isoliert werden (vgl. Abb.16).
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Abb.16: Schema der Lymphozytenseparation aus heparinisiertem Vollblut

Plasma

Lymphozyten + Thrombozyten

Ficoll-Paque®
‘ Granulozyten + Erythrozyten

Ein nachfolgender Waschschritt mit 15 ml 1 x PBS DULBECCO'’S (LIFE TECHNOLO-
GIES") oder RPMI-1640 (Gisco BRL, Karlsruhe) diente der Entfernung verbliebener

Thrombozyten. Die Methode erbrachte reproduzierbare Ausbeuten von ca. 2 x 10’

mononukledren Zellen pro 10 ml vendsem NHy-Heparin-Vollblut (vgl. 3.2.1).

3.2 Positive Selektion von B-Lymphozyten mittels CD19-spezifischer
Antikorperkonjugate

Das zur Zellseparation verwendete MIiniMACS-System (MILTENYI BioTECH GmbH,
Bergisch Gladbach) gestattete die positive Selektion von 10° - 10" B-Lymphozyten
mittels CD19-spezifischer, monoklonaler Antikorper (Isotyp: Maus-IgG;), die kovalent

an paramagnetische ,MicroBeads*

gekoppelt waren. Nach Passage durch sterile
30 um-Nylonsiebe (Nunc) konnten PBMC-Fraktionen, welche maximal 2 x 10°
Einzelzellen enthielten zur direkten Markierung von B-Lymphozyten eingesetzt wer-
den, wobei pro 10’ Gesamtzellen je 20 ul der ,MicroBead“-Suspension benétigt
wurden. Die markierten CD19" Zellen lieRen sich unter Verwendung spezieller MS*
Saulen sowie eines Separators, der im wesentlichen aus einem Magneten hoher
Feldstarke bestand, voribergehend an der Saulenmatrix fixieren, wogegen alle un-
markierten Zellen bei FluRraten von 450 pl x min™ eliminiert wurden. Nach Entfer-
nung des magnetischen Separators konnten die CD19-positiven B-Lymphozyten
mittels 4 ml eines geeigneten Puffers (1 x PBS, py = 7,2 + 2 mM EDTA + 0,5% FCS,

LiFE TECHNOLOGIES ) von der Saule eluiert und nachfolgend quantifiziert werden.

® aus Eisenoxid und Polysacchariden bestehende K iigelchen von ca. 50 nm &



54 Material und Methoden A.Hennemann

3.2.1 Quantifizierung von B- und T-Lymphozyten

Der in der Literatur dokumentierte klinische Normalwert betragt fur CD45-positive

Lymphozyten 0,9 - 5,2 Zellen x nI™* (&), was im arithmetischen Mittel 3 x 10° Zellen
pro Liter Vollblut entspricht.

Mittels Ficoll-Paque® (vgl. 3.1.2) angereicherte PBMC bzw. die unter Verwendung
des MiniMACS-Systems separierten CD19* Lymphozyten wurden zunéchst in ange-
messenen Volumina 1 x PBS-Puffer (+ 2% FCS) resuspendiert. Den Suspensionen
wurden Testaliquots von 10 ul entnommen, diese im Verhaltnis von 1 : 10 mit 4%iger
Trypanblaulésung (LIFE TECHNOLOGIES ) versetzt und die Zellzahl mit Hilfe einer Neu-
bauer-Kammer (SUPERIOR, Marienfeld) mikroskopisch ermittelt (Axiovert 135, CARL
ZEIss, Jena). Der erhaltene Wert wurde durch die Anzahl der Quadranten (= 4)
dividiert, mit den Faktoren 10* und 10* (= Verdiinnung infolge Farbung) sowie 50
bzw. 4 (entsprechend dem jeweiligen Puffervolumen) multipliziert. Die zur Anreiche-
rung von PBL durchgefiihrten Dichtegradientenzentrifugationen erbrachten reprodu-
zierbare Ausbeuten von 2 x 10’ PBMC pro 10 ml Vollblut (NHs-Heparin), wobei der
Anteil von CD19" B-Lymphozyten < 3% lag.

Die folgenden Werte entsprechen den Resultaten von Untersuchungen, welche an
zwei gesunden Kontrollpersonen (K1 bzw. K2) unter Verwendung von jeweils 6 x 8

ml vendsem (NH4-Heparin) Blut vorgenommen wurden:

Tab.3: Quantifizierung von PBMC und CD19-positiven Lymphozyten anhand gesunder

Probanden*
Person | Geburts- | Geschlecht | PBMC in 4 PBMC CD19" PBMCin | CD19" PBMC
datum Quadranten gesamt 4 Quadranten gesamt
K1 1964 m 77 9,6 x 10’ 27 2,7x10°
(= 100%) (= 2,8%)
K2 1969 W 76 9,5 x 10’ 26 2,6 x 10°
(= 100%) (= 2,7%)

*  Bei den genannten Zellzahlen handelt es sich um Durchschittswerte experimentell ermit-
telter Daten, die prinzipiell einer gewissen Schwankungsbreite unterliegen, da niemals
samtliche B-Lymphozyten markiert werden. AufRerdem sind die im Rahmen der Anreiche-
rung auftretenden Verluste zu bertcksichtigen.
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3.2.2 Bestimmung der in RT-Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten

Zellzahlen

Insbesondere bei Rezeptoranalysen quantitativ unterreprasentierter humaner Im-
munglobulinfamilien (z.B. Vx6) muldte ausgeschlossen werden, dal3 der durch die
PAGE (vgl. 3.7) befundete Klonalitdtsgrad des Repertoires von der absoluten Menge
an Matrizen-DNA abhing. Um den Sattigungsbereich von Polymerase-Kettenreak-
tionen bezuglich der DNA-, Template“mengen einzugrenzen, wurden Kontrollexperi-
mente unter Verwendung definierter Zellzahlen durchgefiihrt. Die quantitative Bezie-
hung zwischen dem in Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten Volumen an
cDNA und der hiermit korrelierenden Anzahl von B- oder T-Lymphozyten liel3 sich

analog zum folgenden Beispiel ableiten:

Unter Einsatz des MiniMACS-Systems wurden im Fall der Kontrollperson K2 zirka
2,6 x 10° CD19-positive Lymphozyten aus 48 ml Vollblut gewonnen (vgl. 3.2.1). Die
hieraus extrahierte Gesamt-RNA wurde in 25 ul DEPC-H,0 aufgenommen. Demzu-
folge war 1 ul der entsprechenden Nukleinsaurepréaparation aquivalent zur RNA-

Menge aus

26x10%:25 = 1,0x 10° Zellen.

Im Zuge der Reversen Transkription wurden 8 ul dieser RNA-Praparation verwendet,
wobei das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 20 ul betrug. Deshalb entsprach

1 ul der synthetisierten cDNA

1,0x10°x 8 8,3x 10°

8,3x10°:20 4.2 x 10* Zellen.

Fir IgVu2- und IgVy3-spezifische Polymerase-Kettenreaktionen wurden jeweils 2 pl

der cDNA-Matrize eingesetzt. Diese reprasentierten demzufolge das Resultat aus

42x10*x 2 = 8,3x10%Zellen.

Im Falle 1gVy6-spezifischer PCRs wurden dagegen 5 ul der entsprechenden cDNA-

Praparation verwendet. Folglich korrelierten diese mit dem Einsatz von

42x10*x 5 = 2,1x10° Zellen.
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3.3 Isolierung zellularer Gesamt-RNA

Die Extraktion von Gesamt-RNA bildete eine grundlegende Voraussetzung zur mole-
kularbiologischen Charakterisierung von d-Ketten- und Igy-Transkripten, wobei die
Technik prinzipiell auf der von CHoMCZYNSKI und SACCHI etablierten Methode basier-
te (220):

Zunachst wurden die in je 1 ml TRIzol® resuspendierten Zellhomogenate (Biopsien
oder PBMC) zur Auflésung der Nukleoproteinkomplexe 5 min bei RT inkubiert, an-
schlieBend 200 ul Chloroform (SiGmA, Deisenhofen) zugesetzt und beide Phasen
durch kraftiges Schiutteln (15 s) vollstandig homogenisiert. Nach 15minitiger Zentri-
fugation bei 10.700 x g (+4°C, HETTICH Micro 22R) lieR sich die waRrige Oberphase
abtrennen und die in ihr befindliche Gesamt-RNA durch Zugabe von 500 ul 2-Propa-
nol (SIGMA) prazipitieren. Die organische Unterphase, welche neben denaturierten
Proteinen die gesamte zellulare DNA enthielt wurde flr nachfolgende Untersuchun-
gen bei -80°C aufbewahrt. Das RNA-Prazipitat wurde durch 10minitige Zentrifuga-
tion bei 10.700 x g (+4°C) sedimentiert und nach Entfernung anorganischer Salze
mittels 1,3 ml 70%igem Ethanol (MERCK, Darmstadt) getrocknet.

Entsprechend der jeweiligen Nukleinsdureausbeute bzw. der Menge aufgeschlosse-
nen Gewebes wurden die RNA-Préazipitate in 25 - 50 ul RNAse-freiem DEPC-H,0
(CARL RoTH GmbH, Karlsruhe) aufgenommen und 10 Minuten bei 55 - 60°C inkubiert
(Thermomixer 5436 EPPENDORF, Hamburg). Photometrische Vermessungen der
wassrigen RNA-Losungen erbrachten A,go/Azgo-Quotienten zwischen 1,6 und 1,8
(HITaACHI U-2000 Spectrophotometer, Eschborn). RNA-Préaparationen wurden grund-
satzlich bei -80°C aufbewahrt (Colora E80).

Die Nukleinsdurekonzentrationen der RNA-Extraktionen lie3en sich alternativ unter
Verwendung entsprechender Standards (Gisco BRL) auf elektrophoretischem Wege
bestimmen, was gleichzeitig eine Qualitatssicherung der Praparationen ermdglichte.
Die hierzu eingesetzten 1%igen Agarosegele enthielten neben 4 - 12% (v/v) einer
37%igen Methanalldsung (MERCK) zusatzlich 25 ppm EtBr (ApPLICHEM, Darmstadt).
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0,5 - 1 pl-Aliguots der RNA-Praparationen wurden in 10 ul RNAse-freiem DEPC-H,0
(CARL ROTH) aufgenommen, 3 ul Probenpuffer (11,5 mM Tris/HCI, py = 8,0 + 62,5
mM Na,-EDTA + 0,05% Bromphenolblau/Xylencyanol, 50% v/v 1-, 2-, 3-Propantriol)
zugesetzt und bei einer Spannung von 100 V (PHARMACIA BIOTECH) in 0,5 x TBE-
Puffer (45 mM Tris, py = 8,3 + 45 mM H3BO3; + 1 mM EDTA, alle SiIGmMA) aufgetrennt.
Um einer autokatalytischen Hydrolyse zu begegnen, betrug die Auftrennungsdauer

fur RNA maximal 30 Minuten.

Durch Anregung der in die Nukleinsaure interkalierten EtBr-Molekile mit UV-Licht
der Wellenlange A = 312 nm (Fluo.Link TFL-20M, BIOMETRA, Gottingen) liel? sich das
Resultat der Auftrennung photographisch dokumentieren (POLAROID FOTODYNE®/
PoLAROID 667). Ublicherweise lag die aus einer Mukosabiopsie isolierte RNA-Menge
im Bereich von 10 - 20 pug. Neben der Konzentrationsbestimmung lie3 die elektro-
phoretische Auftrennung auch Rickschlisse auf die Qualitdt der Nukleinsaurepra-
paration zu, da intakte Gesamt-RNA typischerweise Fraktionierungen im Gréf3en-
bereich von ~ 5 kb sowie 2 kb, entsprechend der 28 S bzw. der 18 S rRNA aufweist:

Abb.17:  GroRenfraktionierung zellularer Gesamt-RNA in der elektrophoretischen
Auftrennung

28 S - rRNA

18 S - rRNA

3.4 Extraktion genomischer DNA

Nach Isolierung der Gesamt-RNA liel3 sich die innerhalb der organischen Phase be-
findliche genomische DNA durch Zugabe von 300 ul 100%igem Ethanol (SIGMA) pro
ml eingesetztem TRIzol® prézipitieren und mittels anschlieRender Sminitiger Zentri-
fugation bei maximal 2.000 x g (+4°C, HETTICH Micro 22R) sedimentieren. Zur Elimi-
nierung anorganischer Salze wurde das DNA-,Pellet* nachfolgend 2 x mit 1 ml 100

mM tri-Natriumzitrat (in 10% EtOH) gewaschen, wobei die Inkubationszeit jeweils 30
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Minuten betrug. Die sedimentierte, getrocknete DNA konnte zwecks weiterer Ver-
wendung in DEPC-H,0 (alternativ 8 mM NaOH) gelost werden, wobei die Konzentra-
tionsbestimmung entweder photometrisch® oder auf elektrophoretischem Wege

erfolgte.

3.5 Reverse Transkription von RNA (cDNA-Synthese)

Mittels rekombinanter MMLV-reverser Transkriptase (SuperScript" I, LIFE TECHNOLO-
GIES') sowie kurzer pd (T)io.1s-Oligonukleotide (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)
konnte der polyadenylierte mRNA-Anteil in vitro in korrespondierende cDNA umge-
schrieben werden, welche in allen nachfolgenden Polymerase-Kettenreaktionen (vgl.
3.6) als Matrizenmolekil fungierte. Generell fand die Reverse Transkription unter
Einsatz von 1 - 2 ug Gesamt-RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 pl statt. Nach
thermischer Denaturierung der RNA wurde jedem RT-Ansatz 8 ul eines speziellen
.Master-Mix“ hinzugefugt, welcher alle erforderlichen Reaktionskomponenten inklusi-
ve des Enzyms enthielt. Die cDNA-Synthese erfolgte wahrend eines 60minutigen
Inkubationsintervalls bei 40°C unter Einsatz eines Thermal,cyklers* (Cetus 480", PE
APPLIED BIOSYSTEMS, Weiterstadt), wobei sich alle Reaktionsparameter beziglich
Nukleotidkonzentration sowie eingesetzter Aktivitdt an den Empfehlungen des

Enzymherstellers orientierten:

chemische Parameter physikalische Parameter

Gesamt-RNA 1-5 g 65°C 10’ = Denaturierung der RNA
SuperScript™ Il 200 U° 0°C 10’ = Zugabe von MMLV-RT
5-pd (T)12.18-3’ 100 ng 40°C 60’ = cDNA-Synthesephase
dNTP 50 uM  (pro Nukleotid) 75°C 15’ = Enzyminaktivierung
DTT 10 mM 4°C ©

KCI 75 mM

MgCl, 3 mM

Tris-/HCI py = 8,3 (20°C) 50 mM

Die Effizienz der reversen Transkription von RNA, welche in doppelstrangigen DNA-
Molekilen resultierte, liel sich aufgrund von Test-Polymerase-Kettenreaktionen
unter Verwendung interner Standards, d.h. cDNA-Matrizenpraparationen bekannter

Eigenschaften beurteilen.

4 eine Azo-Einheit entspricht 50 ug dsDNA x mi™
® Ein Unit (U) definiert digienige RT-Aktivitét, welche 1 nmol dNTP innerhalb von 10 Minuten bei einer Inkubationstemperatur von 37°C unter
Verwendung von oligo-(dT),s in TCA-prézipitierbare DNA Uberfihrt.
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3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR®)

Symmetrische Polymerase-Kettenreaktionen unter Einsatz von 100 ng doppelstrangi-
ger cDNA oder chromosomaler Gesamt-DNA als Matrize bildeten einen zentralen ex-
perimentellen Ansatz der molekularbiologischen Analyse von & TCR- und IgVy-
Repertoires. Ublicherweise wurden Standard-Polymerase-Kettenreaktionen mit 35
bis 39 Zyklen gefahren. Den kritischsten Reaktionsparameter bildete die Wahl der
Hybridisierungstemperatur, da diese unmittelbaren Einflu3 auf die Stringenz der
Reaktion bzw. die Spezifitdit der PCR-Produkte besal3. Polymerase-Kettenreaktionen
wurden generell in einem Reaktionsvolumen von 100 ul unter Verwendung der
Thermalcykler Cetus 480", GeneAmp® PCR Systeme 2400, 9600 bzw. 9700, (alle PE

APPLIED BiosysTEMS, Weiterstadt) durchgefihrt.

Zur in vitro Amplifikation humaner 8-Kettentranskripte von y/d TCR kamen folgende

Oligonukleotide (EUROGENTEC GERMANY, Darmstadt) zum Einsatz:

d TCR PCR -, Primer” = Matrize = RNA (cDNA)

TCRDV1 5 CAG CCT TAC AGC TAG AAG ATT CAG C 3 Tm=74°C°
TCRDV2 5° GCA CCA TCA GAG AGA GAT GAA GGG 3 Tm= 74°C
TCRDV3 5" TCA CTT GGT GAT CTC TCC AGT AAG G 3 Tm= 74°C
TCRDC1 5" AAA CGG ATG GTT TGG TAT GAG GC 3 Tm= 68°C

d TCR Klonierungs -, Primer” (enthalten Erkennungssequenzen fiir Sall bzw. Notl)

DV1-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CCT GTA TGA AAC AAG TTG GTG G 3
Sall

DV2-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CCA CCC TCA GGT GCT CCA TGA A 3
Sall

DV3-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CTG GTA CTG CTC TGC ACT TAC G 3
Sall

TCRDC2 5 TTA TGA ATG CGG CCG CTC TGT TAT CTT CTT GGA TGA CAC G 3
Notl

® entsprechend der 2°C (A/T) + 4°C (G/C) - Regel
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8 TCR Intron -, Primer* = Matrize = chromosomale DNA
JD1-DNA 5' CCT TAG ATG GAG GAT GCC TTA ACC 3 Tm= 72°C

JD3-DNA 5' CAG TGC CAG GAC TCA AAT TAT CCC 3 Tm= 72°C

6 TCR Sequenzierungs - ,,Primer*

TCR-Seq 5° AAC GGA TGG TTT GGT ATG 3 Tm= 52°C

Zur Analyse der CDR3-Doménen humaner Immunglobulin-Schwerkettentranskripte
fanden folgende Oligonukleotide (MWG AG BIOTECH, Ebersberg) Verwendung:

Igy PCR - ,Primer* = Matrize = RNA (cDNA)

V41-SHORT 5' ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TC 3 Tn= 72°C
Vi2-SHORT 5' ATG ACC AAC ATG GAC CCT GTG G 3 Tn,= 68°C
V43-SHORT 5' TGT ATC TGC AAA TGA ACA GCC TG 3 Tn= 66°C
Vu4-SHORT 5' AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG C 3 Tn= 66°C
Vy5-SHORT 5' TGG AGC AGC CTG AAG GCC TCG 3 Tn,= 70°C
Vi 6-SHORT 5' AAG TCG AAT AAC CAT CAA CCC AG 3 Tn= 66°C
V,47-SHORT 5' TTG GAC ACC TCT GTC AGC ACG G 3 Tn,= 70°C
Co 5° CTC AGC GGG AAG ACC TTG GG 3 Tn= 66°C
Cu 5° ACG AGG GGG AAA AGG GTT GGG G 3 Tn= 72°C

IgVy Klonierungs - ,,Primer* (variable Region; sie enthalten die Erkennungssequenz fiir Sall)

V41-CLONE 5 ATA AGT CGA CAT GGA GCT GAG CAG CCT GAG ATC 3
Sall

V42-CLONE 5 ATA AGT CGA CAT GAC CAA CAT GGA CCC TGT GG 3
Sall

V43-CLONE 5 ATA AGT CGA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG 3
Sall

V44-CLONE 5 ATA AGT CGA CAA GAA CCA GTT CTC CCT GAA GC 3
Sall

Vy5-CLONE 5' ATA AGT CGA CTG GAG CAG CCT GAA GGC CTC G 3
Sall

V46-CLONE 5 ATA AGT CGA CAA GTC GAA TAA CCA TCA ACC CAG 3
Sall
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Ign Klonierungs -, Primer* (konstante Region; sie enthalten die Erkennungssequenz fiir Notl)

Co-CLONE 5' TTA TGA ATG CGG CCG CCT CAG CGG GAA GAC CTT GGG 3
Notl

C},L-CLONE 5 TTA TGA ATG CGG CCG CAC GAG GGG GAA AAG GGT TGG GG 3
Notl

Ign Sequenzierungs - ,, Primer” (konstante Region)

Co-Seq 5" TCA GCG GGA AGA CCT TG 3 Tm= 54°C

Alle aufgefuhrten IgVy-spezifischen Oligonukleotide wurden anhand von DNA-,Align-
ments* abgeleitet und erlaubten die Vervielfaltigung der meisten Mitglieder einer Genfa-
milie. Prinzipiell konnten mittels dieses Ansatzes nicht samtliche Transkripte gro3er V-
Familien simultan amplifiziert werden, da somatische Hypermutationen innerhalb des
3-Terminus' der Vy-Domanen potentiell mit der Hybridisierung derartiger Konsensus-
~Primer* interferieren. Bezlglich der IgA-Transkripte befand sich der 3'-terminale Kon-
stant-,Primer” innerhalb eines konservierten DNA-Bereiches, welcher sowohl in der
Col- als auch der Co2-Region vorliegt (221). Demzufolge resultierten IgA-spezifische
Polymerase-Kettenreaktionen gleichermal3en in der Vervielfaltigung von IgA;- sowie
IgA,-Transkripten. Die Ca- und Cu-,Primer* wurden so ,konstruiert®, daf’ die Distanz

zwischen ihren 3'-Termini und dem Carboxy-Terminus der Jy-Region konstant war.

3.6.1 Automatisierter , Hot-Start* mittels AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase

Um die Stringenz der Polymerase-Kettenreaktionen zu optimieren, wurde die rekom-
binante Tag DNA Polymerase (= DNA Desoxynukleotidyltransferase, EC 2.7.7.7 aus
Thermus aquaticus, BOEHRINGER, Mannheim) nach erfolgter thermischer Denaturie-
rung der Matrize bei einer Temperatur, die > 10°C tber den T,-Werten der jeweiligen
Oligonukleotide lag, manuell zugesetzt. Dieses Verfahren erwies sich bezilglich des
Ausschlusses unspezifischer PCR-Produkte als effizient, barg jedoch die Gefahr von

Kreuzkontaminationen.

Bei der spater ausschlieRlich verwendeten AmpliTag Gold” DNA Polymerase (PE
APPLIED BIOSYSTEMS) handelte es sich um eine chemisch modifizierte Form des ther-
mostabilen Enzyms aus Thermus aquaticus, die bei RT keine enzymatische Aktivitat

aufwies. lhre Aktivierung erfolgte erst wahrend der initialen 10minitigen Matrizen-
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denaturierung, d.h. bei Temperaturen > 90°C. Aufgrund dieser Eigenschaft konnte
die genannte DNA Polymerase unmittelbar dem Mastermix zugesetzt werden, der
somit - abgesehen von der Matrizen-DNA - sdmtliche fir Polymerase-Kettenreaktio-
nen bendtigten Komponenten enthielt, was die Kreuzkontaminationsgefahr drastisch
reduzierte. Die mittels AmpliTag Gold" Polymerase erhaltenen Resultate entspra-
chen in qualitativer und quantitativer Hinsicht denjenigen, welche bei Einsatz des
.konventionellen® Enzyms erzielt wurden. Standard-PCR Ansatze entsprachen den

Vorgaben der jeweiligen Enzymhersteller und wiesen folgende Parameter auf:

chemische Parameter physikalische Parameter

Matrizen-DNA 100 ng 95°C 10’ = initiale Denaturierung
Taq DNA-Polymerase 25U

»forward“-Primer 25 pmol 95°C 40" = Denaturierung der DNA
.reverse“-Primer 25 pmol 61°C 50" = Primer-Hybridisierung
dNTP 150 pM  (pro Nukleotid) ~ 72°C 60" = DNA-Synthesephase
KCI 50 mM

MgCl, 1,5 mM 72°C 10 = terminale DNA-Synthese
Tris-/HCI py = 8,3 (20°C) 10 mM 4°C 0

Ublicherweise lag die Synthesefehlerrate der Taq DNA Polymerase - bezogen auf
die durchschnittliche Mutationsfrequenz pro Base und durchlaufenem Reaktions-

zyklus - in der GréRenordnung von 8 x 10 (Herstellerangabe).

3.6.2 Agarose-Flachbettgelelektrophorese zur analytischen Auftrennung
von PCR-Produkten

Erste Analysen der 0,15 - 0,25 kb groRen PCR-Produkte wurden durch elektrophore-
tische Auftrennung unter Einsatz von Agarosegelen vorgenommen, welche 2 g des
komplexen Polysaccharids (Biozym, Hess. Oldendorf) in 100 ml 1 x TBE-Puffer
(89 mM Tris, py = 8,3 + 89 mM H3BO3; + 2 mM EDTA, alle SIGmMA) sowie 2,5 ppm EtBr
(APpPLICHEM) enthielten. Die aus 15 ul PCR-Probe und 5 ul Probenpuffer (11,5 mM
Tris-/HCI, py = 8,0 + 62,5 mM Na,-EDTA + 0,05% Bromphenolblau/Xylencyanol, 50%
v/v Glycerin) bestehenden Testansatze wurden mit Feldstarken von 5 - 8 V x cm™
(Consort E443/E835, FROBEL LABORTECHNIK, Wasserburg) aufgetrennt. Bei einer an-
gelegten Spannung von 120 V bendtigte die Fragmentmigration Uber die 15 cm lange

Trennstrecke durchschnittlich 85 min.

" Ein Unit (U) definiert digjenige DNA Polymerasesktivitét, welche 10 nmol dNTP innerhalb von 30 Minuten bei einer Inkubati onstemperatur von
74°C in TCA-prézipitierbare DNA Uberfihrt.
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Zur Detektion der in die DNA interkalierten EtBr-Molekile wurde die Gelmatrix an-
schlieBend auf einem Transilluminator (Fluo.Link TFL-20M, BIOMETRA) mit hochener-
getischem® UV-Licht der Wellenléange A = 312 nm bestrahlt. Mit Hilfe einer speziellen
photographischen Einrichtung (PoLAROID FOTODYNE®/POLAROID 667) konnten die im
sichtbaren Spektralbereich (Emax. = 590 nm) emittierten Signale dokumentiert werden,
wobei die Nachweisgrenze des Systems im Bereich von 25 ng DNA pro Auftren-
nungsspur lag. Als GroRenstandard diente 1 ug einer synthetischen 100 bp DNA-
,Leiter* (LIFE TECHNOLOGIES "), welche 15 Klassen von ,blunt-end“ DNA-Fragmenten

im Langenbereich zwischen 0,1 und 1,5 kb enthielt.

3.7 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Im Vergleich zur Agarose-Gelelektrophorese erlaubten Polyacrylamid-Gelelektropho-
resen unter Verwendung 6%iger, denaturierender DNA-Sequenziergele deutlich ex-
aktere Langenauftrennungen multipler PCR-Produkte. Das extreme Auflésungsver-
maogen der PAGE gestattete Separierungen von DNA-Fragmenten, deren Langen le-
diglich um ein Nukleotid voneinander differierten. Zudem lag die Sensitivitat dieses
Systems mit ~ 1 ng DNA pro Auftrennungsspur gegentiber EtBr-gefarbten Agarose-

gelen anndhernd um den Faktor 30 hoher.

Das vertikale BaseAce"-Sequenziergerdt (STRATAGENE) erforderte eine manuelle
Herstellung der Polyacrylamidgele. Ein Liter gebrauchsfertiger 6%iger Polyacrylamid-
I6sung enthielt neben 150 ml 40%iger (19 : 1) Acrylamid-/Bisacrylamidlésung (Roti-
phorese Gel 40, RoTH) 7 mol Kohlensaurediamid (APPLICHEM) in 350 ml HPLC-H,0
(MALLINCKRODT BAKER, Griesheim) sowie 100 ml 10 x TBE-Stammlésung (890 mM
Tris, py = 8,3 + 890 mM H3BO3; + 10 mM EDTA). Zur Herstellung einer denaturieren-
den Trennmatrix wurden 80 ml der 6%igen Polyacrylamidlésung mit 800 ul 10%iger
APS-L6sung (ApPPLICHEM) sowie 14 ul TEMED (FLukA) versetzt und in eine aus zwei
Glasplatten unterschiedlicher Lange bestehende, 30 x 40 cm messende ,Sandwich*-
Konstruktion (STRATAGENE) gefullt. Nach 3mindtiger thermischer Denaturierung bei
97°C wurden 2,5 - 4 ul-Aliquots der aus je 7 ul PCR-Probe sowie 5 ul Puffer (80%
Formamid + 10 mM NaOH + 0,05% Bromphenolblau/Xylencyanol, alle SIGmMA) beste-

henden Testansatze in die 64 Rechteckkammern pipettiert.

8 500 mW x cm’2
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Polyacrylamid-Gelelektrophoresen erforderten Spannungen zwischen 1,6 und 1,8 kV
(Power Pac 3000, BIO-RAD Minchen), wobei die Fragmentmigration Uber eine
effektive Trennstrecke von 30 cm in Abhangigkeit von der Umgebungstemperatur
zwischen 120 und 180 Minuten bendtigte. Sobald sich die Xylencyanol-Lauffront dem
anodischen Gelende auf eine Distanz von 8 - 10 cm néherte, wurde die Stromzufuhr
unterbrochen und die DNA-Fragmente durch Silberfarbung gemaR Vorschrift des
Silver Sequence™ DNA Sequencing Systems (PROMEGA DEUTSCHLAND, Mannheim)
sichtbar gemacht. Im Gegensatz zu radioaktiven Verfahren unter Verwendung *P-
bzw. **S-markierter Oligonukleotide gestatteten Silberfarbungen direkte Isolierungen
von Einzelbanden unter Sichtkontrolle; zudem war deren Darstellung Uberaus prazi-

se, da keine Signalstreuung stattfand.

Sequenzanalysen zeigten, dafd sich die Langen intestinaler d-Transkripte exakt um 3
Basenpaare voneinander unterschieden was darauf beruhte, dal3 die Mehrzahl aller
Transkripe im korrekten Leseraster vorlag und somit potentiell in funktionelle Rezep-
toren translatiert werden konnte. Die Intensitat einzelner Banden korrelierte mit den
Expressionsstarken der entsprechenden Transkripte, was eine Identifizierung domi-
nanter Rezeptoren erlaubte. Polyklonale Rezeptor Repertoires waren im ,CDR3-
Spectratyping” dadurch gekennzeichnet, daf’ die relative Haufigkeit eines Transkrip-
tes gegebener Lange einer Normalverteilungskurve folgte, wobei Banden mittlerer
Lange quantitativ dominierten. Demgegentber zeichneten sich oligoklonale Repertoi-
res, welche auf Expansionen bestimmter Rezeptoren beruhten dadurch aus, daf3 kei-
ne Gaul3'sche Korrelation zwischen Lange und relativer Haufigkeit eines Transkriptes
bestand (vgl. Abb.18).

Das ,CDR3-Spectratyping“ ermdglichte nicht nur qualitative Beurteilungen von Ex-
pressionsmustern; vielmehr lie3en sich interessierende Fragmente aus der Gelmatrix
isolieren und deren Nukleotidabfolgen nach direkter Sequenzierung oder Subklonie-

rung (vgl. 3.8 f.f.) miteinander vergleichen.
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Abb.18:  Poly- und oligoklonale CDR3-Profile in der denaturierenden PAGE
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3.7.1 Dokumentation der PAGE

Nach dem Trocknen der Gelmatrix konnten die silbergefarbten DNA-Banden unter
Verwendung eines speziellen APC®-Positivfilms (Typopaque TR-Do 18, TYPON GRA-
PHIC SYSTEMS AG, Burgdorf, CH) sowie einer hierauf abgestimmten Belichtungsein-
heit (prolite5000, KAISER FOTOTECHNIK, Buchen) permanent dokumentiert werden. In
Abhangigkeit vom jeweiligen Hintergrund sowie der Bandenintensitat variierten die
Expositionszeiten zwischen 16 und 25 Sekunden, wobei sich Belichtungsintervalle
von 2 Sekunden als optimal erwiesen. Die Entwicklung der photographischen Emul-
sion erfolgte innerhalb von 90 s mittels eines vollautomatischen Prozessorsystems

(Cronex T5A, DuPONT DE NEMOURS, Neu-Isenburg).

Fur Publikationszwecke wurden die photographischen Abbildungen digitalisiert (Snap
Scan600/Foto Look,” AGFA-GEVAERT, Mortsel, NL) und die entsprechenden TIFF-

Dateien nach Import in die PC-Programme MiCRosorFT® Photoeditor® 3.0 sowie MS

PowerPoint® 97 den jeweiligen Erfordernissen angeglichen.

® automatic processor compatible
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3.8 Subklonierung von Rezeptortranskripten

3.8.1 Isolierung und Reamplifikation definierter DNA-Fragmente

Nach photographischer Dokumentation der PAGE wurden ausgewdahlte dominante
DNA-Banden, deren Nukleotidsequenzen bestimmt werden sollten aus der Gelmatrix
isoliert und das Material in jeweils 50 pul HPLC-H,0 (MALLINCKRODT BAKER) Uberflhrt.
Reamplifikationen der eluierten Banden, welche unter Einsatz von je 2 ul Fragment-
praparation als PCR-Matrize stattfanden, wurden nachfolgend mittels Agarosegel-
elektrophorese validiert. Die direkte Sequenzierung singularer Banden erbrachte in
ca. 50% aller Falle keine lesbare Nukleotidsequenz was ursachlich darauf beruhte,
dal innerhalb einer isolierten Bande multiple Transkripte identischer Lange, jedoch
divergenter Basenabfolgen vorlagen. In diesem Fall mul3ten die DNA-Banden vor

ihrer Sequenzierung zunachst subkloniert werden.

3.8.2 Subklonierung von Rezeptortranskripten definierter CDR3-Lange

Wie unter Punkt 3.8.1 angedeutet, waren die Nukleotidsequenzen einzelner Banden

im Falle polyklonaler Expressionsmuster oftmals nicht direkt bestimmbar.

Um innerhalb einer Bande vorliegende multiple Rezeptortranskripte voneinander zu
separieren, bot sich deren Subklonierung unter Verwendung spezieller Vektorsyste-
me (pBIISK® oder pCR®2.1) an. Nach der Ligation modifizierter PCR-Produkte (vgl.
3.8.6) mit linearisierten Klonierungsvektoren lie3en sich die rekombinanten Produkte
in &quivalente prokaryontische Rezipienten einschleusen und positive Transforman-
ten mittels geeigneter Detektionssysteme identifizieren. Einzelkolonien transformier-
ter E.coli-Klone konnten anschlieRend unmittelbar als Matrize flr Polymerase-Ketten-
reaktionen eingesetzt werden, die zur weiteren Vervielfaltigung der ,Insert*-DNA
dienten. Die Basenabfolgen derart erhaltener PCR-Produkte wurden wie unter Ab-

schnitt 3.9 f.f. beschrieben bestimmt.
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3.8.3 Das pBluescript® Il Phagemid-Vektorsystem

Abb.19: Karte des Klonierungsvektors pBIuescript® Il SK (+/-) (STRATAGENE)
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Bei dem Vektor pBluescript® Il SK (+/-) (STRATAGENE, GenBank® # X52382) handelt
es sich um ein 2,96 kb groBes pUC19-Derivat, das aufgrund seines artifiziellen
~Polylinkers” (mcs) in vitro-Rekombinationen mit entsprechend restringierten Insert-
molekilen erlaubt (vgl. Abb.19). Unter Nutzung dieses Klonierungssystems bietet
sich die Verwendung des hierauf abgestimmten E.coli-Stammes Epicurian Coli® XL1-

Blue (STRATAGENE) an, welcher folgenden Genotyp aufweist:
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl [F' proAB lacl®lacZAM15 Tn10 (Tet)]

XL1-Blue verfugt unter anderem Uber ein F'-Episom, welches fir eine N-terminal
deletierte (AS 11 - 41), enzymatisch inaktive B-Galaktosidase kodiert (lacZAM15).
Transformationen mit pUC19-Derivaten fuhren infolge der Koexpression von wirtsko-
diertem C-Terminus sowie plasmidkodiertem N-Terminus zur trans-Aktivierung des
Enzyms (a-Komplementation), was eine blau/weil3-Selektion rekombinanter Organis-
men in Anwesenheit synthetischer Substrate (X-Gal) erméglicht. Gegentber dem
T-Vektorsystem (vgl. 3.8.5) weisen Klonierungen unter Verwendung des pBluescript®
Il Phagemids (STRATAGENE) den Vorzug definierter Insertorientierungen auf, erfor-
dern jedoch den Einsatz speziell konstruierter Klonierungs-,Primer“ bzw. entspre-
chend restringierter PCR-Produkte (vgl. 3.8.4). Neben dem methodisch héheren Auf-

wand impliziert die Verwendung von Klonierungs-,Primern* zudem potentiell
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Interferenzen zwischen den artifiziellen Schnittstellen und der Matrizen-DNA, wobei
der Einflu® beeintrachtigter Bindungscharakteristiken auf die Untersuchungsresultate
insbesondere im Fall von Igy-Transkripten kaum einschatzbar ist.

3.8.4 DNA-Restriktionsverdaus

Die fiir Klonierungen in pBIISK® verwendeten PCR-,Primer* (vgl. 3.6) wiesen artifi-
zielle palindromische Erkennungssequenzen fiur die Typ lI-Restriktionsendonukle-
asen Notl (aus Nocardia otitidis cavarum) bzw. Sall (aus Streptomyces albus G,
beide NEw ENGLAND BioLass®Inc., Schwalbach) auf. Aufgrund bestehender Kompati-
bilitat beider bendotigter Puffersysteme wurden sowohl die PCR-Produkte als auch der
Vektor Doppelverdaus unterzogen, wobei die Restriktionsansatze Gesamtvolumina von

100 ul besal3en und folgende Komponenten enthielten:

Insert-DNA Vektor-DNA

PCR-Produkt 1-2 g pBluescript® I SK (+) 1 ug
Not! 2 U®° dto.

Sall 4 U

BSA 10 g

DTT 1 mM

MgCl, 10 mM

NaCl 150 mM

Tris-/HCI p,=7,9 (25°C) 10 mM

Alle Restriktionsansatze wurden 16 h im Zellkulturschrank (BB 6220, HERAEUS

INSTRUMENTS) bei einer Temperatur von 37°C inkubiert.

3.8.5 Das , T-Vektor”-Klonierungssystem

Unter Verwendung des ,Original TA Cloning® Kits* (INVITROGEN® BV, CH Groningen,
NL) lieBen sich auch mittels Standard,primern® synthetisierte PCR-Produkte ohne
weitere Vorbereitung direkt subklonieren. Dieses System basiert auf der intrinsischen
TdT-Aktivitat der Taq DNA Polymerase, die zur Synthese doppelstrangiger DNA-Am-
plikons fuhrt, welche 3'-terminale (d)A-Additionen aufweisen (vgl. 3.6.1). Der in line-

arisierter Form vorliegende, 3,9 kb groRe Vektor pCR®2.1 (INVITROGEN®) verfiigt sei-

nerseits Uber singulare, 3'-terminal lokalisierte (d)T-Uberhange. Prinzipiell ermoglicht

0 Ein Unit (U) definiert digjenige Restriktionsendonuklease-Aktivitét, welche 1 ug Substrat-DNA innerhalb von 60 Minuten unter den jewels er-
forderlichen Inkubati onsbedingungen in einem Reaktionsvolumen von 50 ul vollsténdig hydrolysiert.
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diese Klonierungsstrategie - vergleichbar der ,blunt-end” Ligation - inverse Orientie-
rungen des Inserts, wobei die Rekombinationseffizienz derjenigen von ,sticky-end*
Ligationen entspricht. Analog zum pBIISK®-System ist der Vektor pCR®2.1 zur o-
Komplementation einer N-terminal deletierten B-Galaktosidase beféahigt, was die
blau/wei3-Selektion positiver Transformantenklone ermdglicht. Neben der B-Lakta-
mase (Ampicillin/Carbenicillin-Resistenz) kodiert pCR®2.1 fiir eine Aminoglykosid-

Phosphotransferase-Aktivitat,** welche Kanamycinresistenz verleiht:

Abb.20:  Schematische Darstellung des ,T-Vektors* pCR®2.1 (INVITROGEN)

Das TA-Klonierungssystem sieht die Verwendung des E.coli-Rezipientenstammes

One shot INVaF* vor, der folgenden Genotyp aufweist:

F' endAl recAl hsdR17 (r,, m,") supE44 thi-1 gyrA96 relAl ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 A’

Im Gegensatz zum oben beschriebenen Stamm XL1-Blue (STATAGENE) besitzt

INVoF* keinen lac Repressor, weshalb die entsprechenden Strukturgene konstitutiv

exprimiert werden und der synthetische Indukor IPTG keinen Effekt zeigt.

3.8.6 Generierung rekombinanter Plasmide durch Ligation

Im Gegensatz zum ursprunglich fur Ligationen verwendeten KLENOw-Fragment der
DNA Polymerase | (aus E.coli) erstreckt sich die Substratspezifitdt der aus dem Bak-
teriophagen T, stammenden DNA Ligase (NEB®) auch auf DNA-Molekiile, welche

,glatte“ Enden aufweisen, wobei die Ligationseffizienz gegeniber DNA-Fragmenten

 TN5-Element
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kohasiver Termini deutlich reduziert ist und ca. 50-fach héhere Aktivitdten erfordert.
Wahrend das bakterielle Enzym NAD® als Kofaktor benétigt, ist die katalytische
Funktion der T4-DNA Ligase strikt an die Verfluigbarkeit von 1 mM (d)ATP gebunden.

Nach Prazipitation und Aufarbeitung der restringierten DNA wurde der linearisierte
Vektor pBluescript® Il SK (+) mittels HPLC-H,0 (BAKER) auf 100 ng x ul™ verdiinnt.
Gemald einer von WiLLIAMS und BLATTNER abgeleiteten Gleichung errechneten sich

optimale Insert-Konzentrationen fur die Reaktion 2. Ordnung wie folgt:

MW Insert-DNA
c Insert-DNA (ug x pl™) = ¢ Vektor-DNA (ug x pl™)
MW Vektor-DNA

(0,2 kb x 660")
[0,1] = 6,7ngxpl™
(2,96 kb x 660)

Um den prozentualen Anteil intramolekularer Reaktionen zu minimieren, empfahl
sich in der Praxis eine - bezogen auf den Vektor - mindestens 2fach hbhere Menge
an Insert-DNA, wobei das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 10 ul betrug:

chemische Parameter physikalische Parameter
Insert (Notl/Sall) 1 ng 15°C 10h
pBluescript®ll SK (Noti/sall) 100 ng

T4,-DNA Ligase 4 Weiss U

dATP 1 mM

BSA 250 ng

DTT 10 mM

MgCl, 10 mM

Tris-/HCI py = 7,5 (25°C) 50 mM

Ligationen zwischen kohasiven DNA-Fragmentenden erfolgten vorzugsweise bei Tem-
peraturen von 14 - 15°C unter Nutzung eines Thermalcyklers (GeneAmp® PCR Sys-
tem 2400, PE APPLIED BIOSYSTEMS), wobei die Inkubationsdauer zwischen 4 h und
16 h variierte. Die Inaktivierung des Enzyms konnte alternativ durch Zugabe von 2 pul
500 mM EDTA (SicMA) oder 10 minitige Inkubation des Reaktionsansatzes bei 75°C

erreicht werden.

2 Die eingesetzte relative Mol ekularmasse entspricht dem arithmetischen Mittelwert fir A/T- bzw. G/C-Paare unter Annahme &quimolarer
Verhétnisse.
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Bei Verwendung des TA Cloning® Kits enthielten die Ligationsansatze annahernd
aguimolare Verhaltnisse von Insert- und Vektor-DNA (je 30 - 60 ng), wobei Aktivita-
ten von 4 Weiss Units®® T,-DNA Ligase benétigt wurden. Um den Autoligationsanteil
des Klonierungsvektors pCR®2.1 abschatzen zu kénnen, wurden Kontrollversuche
durchgefuhrt, welche 50 ng linearisierte Plasmid-DNA, jedoch keine Insert-DNA ent-
hielten. Die Plattierung von 50 ul Zellsuspension (= 2,5 pg DNA) auf X-Gal haltigem
LB-Medium resultierte in 5 - 20 ampicillinresistenten Kolonien, von denen > 95% eine
Blaufarbung aufwiesen, was auf der Existenz superspiralisierter Plasmide sowie
geringer Anteile rezirkularisierter Vektoren beruhte, welche Rasterschubmutationen

innerhalb des lacZ-Gens aufwiesen.
3.8.7 Transformation chemokompetenter E.coli Rezipientenstdmme

Alle nachfolgend beschriebenen gentechnischen Arbeiten wurden im S;-Bereich*
des Gastroenterologischen Funktionslabors der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt am Main durchgefihrt (Mr46-53006.05.02 A-UniF 05/97).

Unabhangig vom jeweils genutzten Klonierungssystem entsprach die Transformation
der gebrauchsfertig bezogenen chemokompetenten E.coli Rezipientenzellen dem
von MANDEL etablierten Verfahren (222). Zur Selektion rekombinanter Transforman-
ten wurden je 50 pl der Zellsuspensionen auf LB-Medium (LIFE TECHNOLOGIES ) aus-
plattiert, welches neben 60 ppm Carbenicillin (a-Carboxypenicillin) 40 ppm X-Gal
sowie 20 ppm IPTG (alle SERvA, Heidelberg) enthielt und tber Nacht bei 37°C inku-
biert (BB 6220, HERAEUS INSTRUMENTS). Die Transformationseffizienzen wurden an-
hand von Testansatzen unter Verwendung von 1 ug des Vektors pBluescript® Il SK +
(0,51 pmol, entsprechend 3,1 x 10* Molekiilen) bzw. 10 pg des Kontrollplasmids
pUC18 (5,6 x 10™® mol, entsprechend 3,4 x 10° Molekiilen) ermittelt, wobei jeweils
50 pl (5% des Gesamtvolumens = Verdunnungsfaktor = 20) ausplattiert wurden.
Ublicherweise wiesen die Kontrollplatten 75 - 100 Klone auf, was Transformations-
effizienzen von 1,5 - 2,0 x 10% x ug™ DNA entsprach.

2 |In Gegenwart kompatibler DNA-Einzelstrangiiberhénge sowie 1 mM (d)ATP entspricht eine , cohasive end unit* der Ligaseaktivitét von
1,7 x 10” Weiss-Einheiten.

1 Die eingesetzten Vektoren fiir die Klonierung von PCR-Produkten einschlieRlich der verwendeten Empfangerorganismen stellten im
Sinne der ZKBS-Liste gut charakterisierte Systeme dar und waren als biologische Sicherheitsmaf3nahmen anerkannt (B1). Zudem wurden
ausschlief3lich subgenomische, nicht-funktionelle sowie durch die Auswahl der PCR-Primer klar definierte Abschnitte humaner B- und T-
Zellrezeptoren kloniert, welche ihrer DNA-Sequenz nach eindeutig charakterisiert waren. Aus den genannten Griinden erfolgte die
Einteilung der Arbeiten in die Sicherheitsstufe S1.
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Zuféllig ausgewahlte Kolonien positiver E.coli Transformantenklone wurden direkt als
Matrize in Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzt, in denen sich die Insert-DNA
unter Einsatz sequenzspezifischer Oligonukleotide amplifizieren lief3 (vgl. Abb.15).

3.9 Sequenzanalyse von 6 TCR- und Igy-Transkripten
3.9.1 Praparation von Sequenziermatrizen mittels DNA-modifizierender
Enzyme

Unter Verwendung des Sequenase” PCR Product Sequencing Kits (AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH) lie3en sich PCR-generierte Amplikons definierter Rezeptor-
transkripte derart modifizieren, dalR sie als Matrizenmolekile in Sequenzierreaktio-
nen eingesetzt werden konnten. Dies galt sowohl fur die Reamplifikate der klonierten
PCR-Produkte als auch der nicht-klonierten, dominanten DNA-Banden, die direkt aus
der PAGE isoliert wurden. Uberschussige Oligonukleotide sowie die im Verlauf der
Polymerase-Kettenreaktion gebildeten Einzelstrangiiberhange, welche Sequenzierre-
aktionen potentiell negativ beeinflussen, liel3en sich durch die 5° = 3* Aktivitat der im
Kit enthaltenen Exonuklease | eliminieren. Parallel hierzu wurden die in den PCR-
Ansétzen verbliebenen Desoxynukleotide unter dem katalytischen Einflul3 der SAP
(= Shrimp Alkaline Phosphatase) hydrolysiert. Die aus je 7 ul PCR-Probe sowie 2 pul
eines 1 : 1-Gemisches von Exonuklease | (10 U™ x ul™) und SAP (2 U*® x ul™) beste-
henden Ansétze wurden unter Verwendung eines Thermalcyklers (Cetus 480", PE
APPLIED BIosYSTEMS) 15 Minuten bei 37°C inkubiert worauf sich eine 15minlitige ther-

mische Inaktivierung beider Enzyme bei 80°C anschloR.

3.9.2 Praparation von Sequenziermatrizen mit dem ,QIAquick” PCR

Purification Kit"

Alternativ zum oben beschriebenen Verfahren konnte der fir Sequenzierungen bendo-

tigte Reinheitsgrad von PCR-Produkten unter Einsatz kommerziell erhaltlicher 800 pul

QIAquick -Saulen (QIAGEN GmbH, Hilden) erreicht werden. Das auf der lonenaus-

% Ein Unit (U) definiert digenige Exo I-Aktivitét, welche 10 nmol dNTP innerhalb von 30 Minuten unter Standardbedingungen bei 37°C
freisetzt.

6 Ein Unit (U) definiert digjenige SAP-Aktivitét, welche 1 umoal p-Nitrophenylphosphat pro Minute bei py = 10,7 sowie einer Inkubations-
temperatur von 37°C hydrolysiert.
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tauschchromatographie beruhende Verfahren gestattete eine rasche und praktikable
Reinigung von PCR-Produkten im GrofRenbereich von 0,1 - 10 kb, wobei die maxi-

male DNA-Bindungskapazitat des Systems etwa bei 10 ug lag. In Gegenwart chao-

troper Salze (NaJ) sowie py-Werten < 7,5 besitzen héhermolekulare Nukleinsauren

eine starke Affinitdt zu makropordsen Silikagelmatrices, wogegen Oligonukleotide
< 40 bp nicht an das Saulenmaterial adsorbieren. Nach Eliminierung der Kontami-
nanten liel3 sich die DNA durch Zugabe von 30 - 50 ul TE-Puffer (10 mM Tris,
py = 8,0 + 1 mM EDTA) unter Verwendung einer Mikrozentrifuge (EPPENDORF 5417)
bei 20.800 x g von der Saule eluieren, wobei die Ausbeute - bezogen auf die Aus-
gangsmenge - in der Gréfenordnung von 90 - 95% lag.

3.9.3 DNA-Sequenzierung nach dem Kettenabbruchverfahren unter

Einsatz farbstoffmarkierter 2’,3’-Didesoxynukleotide

Prinzipiell basiert die angewendete Technik auf der von SANGER et al. (223) etablier-
ten Methode einer ,geprimten” de novo Synthese von DNA, welche komplementar
zum jeweils vorliegenden Matrizenstrang ist. Ausgehend von kurzen, spezifisch hy-
bridisierenden Start-Oligonukleotiden resultiert der mit statistischer Wahrscheinlich-
keit erfolgende Einbau Fluoreszenzfarbstoff'’-markierter 2',3'-Didesoxynukleotide im
Abbruch der durch eine modifizierte'® Taq Polymerase katalysierten DNA-Synthese.
Simultan zur Markierung geht eine der Polymerase-Kettenreaktion verwandte, lineare
Amplifikation der DNA-Molekile einher. Die Farbstoff-Terminatoren-Sequenzierung
der dsDNA erfolgte unter Verwendung des ABI PrisM" 310 Genetic Analyzers (PE
APPLIED BlosYSTEMS). Da die eingesetzten ddNTPs an unterschiedliche Fluoreszenz-
farbstoffe gekoppelt waren besal’ diese Technik den Vorzug, daf} keine separaten,
basenspezifischen Reaktionen durchgefiihrt werden muf3ten. Zudem ermdoglichte sie
die simultane Analyse aller endstandigen Didesoxynukleotide mittels einer einzigen
Trennkapillare (,one-lane-sequencing®). Mit Ausnahme der sequenzspezifischen Oli-
gonukleotide (vgl. 3.6) stellten samtliche bendétigten Reagenzien Bestandteile des
gebrauchsfertig bezogenen ABI Prism" Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Kits dar. Alle Markierungsansatze enthielten pro 20 ul Volumen 3,8 ul ABI-

Y 6-FAM, HEX, NIS, TET
8 AmpliTag® FS, (PE APPLIED BIOSYSTEMS)
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Ready Reaction Mix FS™ sowie 3,8 pmol des jeweils benétigten Oligonukleotids und

1 ul der jeweiligen DNA-Matrizenpréaparation.

3.94 Generierung von Nukleotid-Sequenzdaten

Der ABI Prism" 310 Genetic Analyzer erlaubte die Durchfiihrung vollautomatisierter
DNA-Sequenzanalysen. Hierbei wurden die markierten DNA-Molekile mit elektri-
schen Feldstarken von 160 - 200 V x cm™ sowie Stromstéarken von 7 - 10 uA kapillar-
elektrophoretisch aufgetrennt und die von den endstandigen Fluoreszenzfarbstoffen
nach Anregung mittels eines Argon-Lasers (A = 488 bzw. 514 nm) emittierten Signale
nach Durchlaufen eines Spektrographen von einem ,high performance” CCD-Detek-
tionssystem registriert. Derart generierte ABI-Primardaten lieRen sich nach Import in
einen PC mittels spezieller Software (Chromas" 1.51, TECHNELYSIUM Pty Ltd., GB;

Internet: http://www.technelysium.com.au/) analysieren und in Form farbiger Chroma-

togramme ausdrucken (HP Deskjet 690 C, HEWLETT-PACKARD, Boblingen).

Abb.21:  Vergleich der Chromatogramme, die bei der direkten Sequenzierung von CDR3-
Banden erhalten werden

> < > < >
Vu-Region N/D-Region Ju-Region

A

TG LA
(L

CCCATGTATTACTGTG}\AG‘ "TATI‘CZ-GAI\GT-- ‘*1GGCTTT-ACTACTGGGGCC}\G

"& “M&m‘ Mg P ,\\‘p W 0’\‘%“\@/‘«’ ‘AA/\I‘\&MW NUA i

A] dominante Bande, welche ein singuldares Transkript enthalt

B] dominante Bande, welche 3 - 4 verschiedene Transkripte enthalt

C] Bande aus einem polyklonalen Repertoire, die multiple Transkripte tbereinstimmender
CDR3-Lange enthalt
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3.10 EDV-gestltzte Prozessierung von DNA-Sequenzen und Datenbank-

abgleiche

Nach vergleichender Durchsicht der Chromatogrammausdrucke konnte anhand pu-
blizierter ,Keimbahn“ DNA-Sequenzen zunachst eine manuelle Abgrenzung der die
V-, (D-) und J-Regionen kodierenden Gensegmente vorgenommen werden. Bei der
Differenzierung von Mitgliedern grof3er Immunglobulin Vy-Familien bestand die prin-
zipielle Schwierigkeit exakter Analysen darin, dal3 die PCR-Konsensus,primer* (vgl.
3.6) lediglich eine Amplifizierung kurzer, carboxyterminaler Segmentregionen ermoég-
lichten. Demzufolge liel3 sich bei folgenden Vy-Gruppen keine genaue Unterschei-

dung ihrer Subtypen vornehmen:

VH1'02 = VH1‘18 / VH1'46 = VH1'69 =Vul-e
Vu3-07 = Vi3-21 = Vi 3-33 / V13-11 = V{3-53 / V3-30 = V3-30.5 / V13-30.3 = V,3-66

Vi4-59 = V4-61.

Im Fall der CDR3-Regionen von IgVy-Transkripten war die Identifizierung der zahlrei-
chen Dy-Regionen aufgrund somatischer Mutationen sowie extensiver Basendeletio-
nen im Bereich der 5'- und 3'-Segmenttermini erschwert. Daher lieRen sich entspre-
chende Zuordnungen ausschlief3lich mittels automatisierter Sequenzabgleiche unter
Nutzung der VBASE-Datenbank (MRC Centre for Protein Engineering, Hills Road,
Cambridge, CB2 2QH, U.K.; Internet: http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/) sowie des PC/

GENE®-Programmes (INTELLIGENETICS, INC., U.S.A.) treffen. Innerhalb der CDR3-
Domane lokalisierte Sequenzmotive wurden einer definierten Dy-Region zugerech-
net, wenn sie 100%ige ldentitat Gber mindestens 7 bp oder 90%ige Homologie Uber

eine Distanz von 10 bp zu dieser besal3en.

Funktionelle Rezeptoren von B- und T-Lymphozyten konnten dadurch identifiziert
werden, daR die DNA-Sequenzen der Transkripte mit Hilfe des Omiga"-Program-

mes’® (OxFORD MOLECULAR LTD., Cambridge, U.K; Internet: http://www.oxmol.co.uk/)

zunéachst in die korrespondierenden Polypeptide translatiert wurden. Da die Amino-
sauresequenzen sowie die Leseraster funktioneller Rezeptordomanen bekannt wa-

ren (VBASE fur Immunglobuline beziehungsweise die IMGT-Database im Fall der &

® Version1.1.3
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TCR-Transkripte; Internet: http://imgt.cnusc.fr:8104) lieBen sich die fur individuelle

Domanen &quivalenten Leseraster rasch identifizieren sowie auf Sequenzierfehlern
beruhende Rasterschiibe (,frame shifts®) exakt lokalisieren. Da sich die Richtigkeit
der fur hochvariable CDR3-Regionen ermittelten Nukleotidsequenzen prinzipiell nicht
anhand von Datenbankabgleichen Uberprifen lie3, stellten die auf EDV-Ebene
durchgefiihrten Translationen eine indirekte Verifizierungsstrategie dar. In denjenigen
Fallen, wo sich Interpretationschwierigkeiten ergaben, erwies sich die Nutzung der
BLAST 2.0 Datenbank (Internet: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) als hilfreich.

3.11 CDR3-Langenanalysen

Weil die Grenzen der antigenbindenden Region nicht exakt definiert waren, erfolgte
die Langenzuordnung translatierter CDR3-Domé&nen von Immunglobulin-Schwerket-
ten sowie & TCR-Transkripten gemal entsprechender Konventionen (59). Hiernach
berechneten sich die CDR3-Langen aus der Distanz zwischen dem konservierten
Cysteinrest innerhalb des 3‘-Terminus' der variablen Region und dem konservierten,
im Aminoterminus des J-Segmentes lokalisierten ,GXG*"-Tripletts, wobei von dem er-
haltenen Wert jeweils 8 Aminosauren subtrahiert wurden. Demzufolge besal? das in-

nerhalb der Immunglobulin Vy1-Familie identifizierte 19er-Peptid

CARDIRWRTFLSVDYWGQG

definitionsgemal eine CDR3-Lange von 11 Aminosauren (19 - 8).
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4. Aufgabenstellung

Molekularbiologische Analyse der Rezeptorrepertoires humaner

v/ T-Lymphozyten und B-Zellen

4.1 Untersuchung des intestinalen & T-Zell Rezeptor Repertoires

Nach den fir intestinale y/d T-Lymphozyten unter der Annahme einer ,ersten Vertei-

digungslinie” diskutierten Aufgaben stellt sich die Frage, in welchem Ausmal bereits

Neugeborene oder Kleinkinder tber ein oligoklonales 6 TCR-Repertoire verfligen und

inwieweit sich das pranatale vom postnatalen d-Kettenrepertoire unterscheidet.

Es ist sehr wahrscheinlich, dal3 die Expressionsmuster des & TCR-Repertoires nicht
statisch sind, sondern einer entwicklungsabhangigen Dynamik unterliegen, welche
durch kontinuierliche Wechselwirkungen mit ihren Liganden gepréagt sein durfte. Um
die vermutete Entwicklungsabhéngigkeit des humanen 6 TCR-Repertoires zu unter-
suchen, wurden molekularbiologische Feinstrukturanalysen intestinaler und periphe-
rer v/d0 T-Lymphozyten anhand gesunder Kontrollpersonen verschiedener Altersstu-

fen sowie humaner Feten unter den folgenden Fragestellungen durchgefthrt:

a) Expressionsmuster des fetalen (20. SSW) intestinalen 6 TCR-Repertoires

b)  Vergleich zwischen pranatalem (20. SSW) und neonatalem (6 Wochen) 6 TCR-

Repertoire des Intestinums

c) Postnatale Entwicklung des intestinalen 6 TCR-Repertoires vom 1. Tag bis zur

8. Lebensdekade.
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4.2 Untersuchung des kutanen & T-Zell Rezeptor Repertoires

Neben dem Gastrointestinaltrakt stellt die Haut eine weitere bedeutende Grenzflache
des Organismus' zu seiner Umgebung dar, weshalb ihr ebenfalls eine bedeutende
Rolle bei der Abwehr pathogener Mikroorganismen zukommt. Da sich aufgrund der
genannten Voraussetzungen Ahnlichkeiten der immunologischen Abwehrstrategien
annehmen lassen, bestand einer der Schwerpunkte unserer Studien in der Charakte-
risierung des Rezeptor Repertoires kutaner y/8" T-Lymphozyten. Die Resultate dieser
Experimente bildeten die Grundlage fur weitere Untersuchungen, welche sich mit der
angenommenen Beteiligung von y/d T-Zellen an der Pathogenese immunologisch
assoziierter Erkrankungen befal3ten. Der genannte Themenkomplex untergliederte
sich in folgende Teilaspekte:

a) Charakterisierung des kutanen & TCR-Repertoires anhand multipler, einander

benachbarter Hautbiopsien, welche im Verlauf kosmetischer OP’s gewonnen

wurden

b)  Vergleich zwischen intradermalem und peripherem 6 TCR-Repertoire

c) Vergleichende molekularbiologische Analyse des kutanen & TCR-Repertoires

auf genomischer sowie auf transkriptioneller Ebene.



A.Hennemann Aufgabenstellung 79

4.3 Die Rolle von y/d T-Zellen bei chronisch entzindlichen Darmerkran-
kungen (CED)

Ein weiterer Aspekt, unter dem die Analyse des & TCR-Repertoires durchgefiihrt wur-
de, bestand in der Uberprifung einer méglichen Beteiligung von /8 T-Zellen an der
Pathogenese von CED, welche eventuell durch Kreuzreaktionen zytotoxischer /8

T-Lymphozyten mit bakteriellen Strukturen oder Autoantigenen ausgeldst werden.

Unsere Arbeitshypothese besagte, dald sich innerhalb der Iasionalen Areale spezifi-
sche & TCR-Transkripte befinden, welche nicht innerhalb gesunder Darmabschnitte

nachzuweisen sind. Somit bestand die Zielsetzung der Untersuchungen in einer
Identifizierung signifikanter Unterschiede zwischen den y/6 TCR-Repertoires nicht-
entziindlicher sowie entziindlicher Mukosaareale, welche fir eine Beteiligung der /8"
T-Lymphozyten im Rahmen der Pathogenese von CED sprechen wirden. Sollten
sich krankheitsassoziierte Unterschiede des Rezeptor Repertoires bei 18" IEL nach-
weisen lassen, so lieRe dies auf eine Aktivierung von y/6 T-Zellen durch spezifische

(Eigen-) Antigene schliel3en.

Da auch eine Beteiligung systemischer T-Lymphozyten an der Pathogenese von
CED diskutiert wird, untersuchten wir parallel zum intestinalen das periphere 6 TCR-
Repertoire von M.Crohn- und C.ulcerosa-Patienten. Im Zusammenhang mit CED
fanden die Analysen des humanen &-Kettenrepertoires unter folgenden Gesichts-

punkten statt:

a) Charakterisierung des & TCR-Repertoires innerhalb pathologisch veranderter
Kolonabschnitte sowie Vergleich mit dem Repertoire benachbarter, morpholo-
gisch unauffalliger Mukosaareale

b) Parallele Analyse der peripheren y/8" T-Lymphozyten von CED-Patienten

c) Analysen des intestinalen o-Kettenrepertoires von Patienten mit entztindlichen

Darmerkrankungen, die nicht immunologisch assoziiert sind (z.B. Divertikulitis).
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4.4 Charakterisierung humaner intestinaler und peripherer IgVy-

Repertoires humaner IgA- und IgM- B-Lymphozyten

Da neben IEL auch intestinale B-Zellen Bestandteile der ,ersten Verteidigungslinie*
des mukosalen Immunsystems darstellen, untersuchten wir in Analogie zur d-Kette
von y/8" T-Lymphozyten das Rezeptor Repertoire humaner IgVy-Transkripte. Weil
das Darmlumen eine Uberaus groRe Anzahl verschiedenster Antigenstrukturen
beherbergt ware zu erwarten, dafd intestinale Vy-Repertoires prinzipiell polyklonal

sind.

Ferner sollten sich durch vergleichende Feinstrukturanalysen der Vy-Repertoires IgM
und IgA exprimierender B-Zellen auch Rickschlisse auf verwandtschaftliche Bezie-
hungen zwischen definierten Lymphozytenklonen ziehen lassen. Die an gesunden
Kontrollpersonen durchgefiihrten Strukturanalysen intestinaler und peripherer B-

Lymphozyten fanden unter den folgenden Fragestellungen statt:

a) Charakterisierung intestinaler IgVy-Repertoires IgA und IgM exprimierender
B-Lymphozyten = Vergleich, Unterschiede ?

b) Vergleich der CDR3-Domaénen definierter IgA- und IgM- B-Zellklone hinsichtlich

eines durchlaufenen Klassenwechsels

c) Organspezifische Kompartimentierung von Vy-Repertoires intestinaler sowie

peripherer IgA- bzw. IgM- B-Lymphozyten = Klonalitdtsgrad, Differenzen ?
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5. Ergebnisse

5.1 Die Analyse des humanen y/6 T-Zell Rezeptor Repertoires

5.1.1 Molekularbiologische Feinstrukturanalyse definierter 6 TCR-Trans-

kripte mittels , CDR3-Spectratyping”

Aufgrund der genannten Vorarbeiten (46; 47) war bekannt, dal? das humane & TCR-
Repertoire streng individuenspezifisch ist, bedeutende Einschrankungen seiner
Vielfaltigkeit aufweist und sich zudem durch eine weitgehende Kompartimentierung
auszeichnet. Demgegeniber lagen jedoch nur wenige Daten vor, welche detaillierte
Einblicke in die topographische Architektur des mukosalen 6 TCR-Repertoires tber
grof3ere raumliche Distanzen des Duodenums bzw. des Kolons hinweg erlaubten. So
bestand weitgehende Unklarheit dartber, ob die im Rahmen der Vorarbeiten beob-
achtete Dominanz einzelner 8 TCR-Transkripte auf ubiquitaren Verteilungen oder
lokalen Expansionen beruhten. Da die Aufklarung dieser Fragestellung Einblicke in
die Migration und Zirkulation von v/§ IEL versprach, bestand der initiale Ansatz
unserer Untersuchungen darin, das Ausmald identischer §-Kettentranskripte inner-

halb rdumlich getrennter Darmareale zu ermitteln.

Das ,CDR3-Spectratyping” erméglichte eine reprasentative Bestimmung der Diversi-
tat von T-Zell Rezeptor Repertoires und lieR Untersuchungen hinsichtlich Uberlap-
pungen des d TCR-Repertoires zwischen verschiedenen funktionellen Darmabschnit-
ten zu. Im Gegensatz zur urspriinglich angewandten Methode (46; 47) bei der die
PCR-Produkte in toto subkloniert und sequenziert wurden, gestattete das ,CDRS3-
Spectratyping” eine unmittelbare Beurteilung des jeweils vorliegenden & TCR-Reper-
toires. Hierzu wurden die TCR &-Transkripte aus Darmbiopsien oder Geweberesekta-
ten mittels PCR amplifiziert und die Produkte durch denaturierende PAGE ihrer Lan-
ge nach separiert. Diese gelelektrophoretischen Langenanalysen erbrachten mehr-
heitlich charakteristische Verteilungsmuster (,band patterns”), welche die Diversitat
des jeweiligen 6 TCR-Repertoires reprasentierten.
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Abb.22: CDRS3-Langenanalyse von é-Kettentranskripten aus dem humanen Kolon (G7)
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Abbildung 22 zeigt die CDR3-Profile der TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte,
welche innerhalb der hepatischen Flexur [1], dem Kolon transversum [2], der Milz-
flexur [3], dem Kolon descendens [4] sowie dem sigmoidalen Kolon [5] des Patienten
G7, eines gesunden 73jahrigen Probanden, identifiziert wurden. Es ist deutlich er-
kennbar, dal3 in jeder DV-Familie annédhernd identische Bandenmuster existierten,
obwohl die Biopsien Uber eine raumliche Distanz von zirka 1 m entnommen wurden.
Um unsere Annahme zu uberprifen, wonach korrespondierende dominante Banden
verschiedener Darmbiopsien identische 6 Rezeptoren darstellen, wurden einzelne
Banden, welche DV1-, DV2- bzw. DV3-Transkripte enthielten aus der Gelmatrix iso-
liert, reamplifiziert und direkt sequenziert. Die vergleichenden DNA-Sequenzanalysen
dominanter TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte aus parallel entnommenen Kolon-
biopsien fuhrten in jedem Fall zur Identifizierung identischer TCR &-Transkripte (vgl.
hierzu die CDR3-Langenangaben am linken Rand der Teilabbildungen). Die entspre-
chenden Sequenzdaten sind unter den accession numbers U90959 - U90966 Uber
die Datenbanken EMBL/GenBank/DDBJ einzusehen.

Auch im Fall der vier gesunden Probanden G6 bzw. G8 - G10 [vgl. Tab.12 (a), S.
106] fanden sich analoge Resultate, wobei jeder Patient im ,,CDR3-Spectratyping"
ein charakteristisches, individuenspezifisches Verteilungsmuster seiner 8 TCR-Trans-
kripte aufwies. Ferner zeigten Analysen von Biopsien, die aus verschiedenen
Arealen des proximalen Dinndarmes erwachsener Personen stammten, daf3 sich die
Verteilungsmuster der DV1-, DV2- und DV3-Repertoires korrespondierender Gewe-

beproben jeweils weitgehend entsprachen.
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Weiterhin ermdglichte das ,CDR3-Spectratyping”, die Stabilitat von 6 TCR-Repertoi-

res Uber zeitliche Intervalle von 1 - 2 Jahren hinweg auf molekularbiologischer Ebene

zu Uberprifen.

Abb.23:  Zeitliche Konstanz der CDR3-Profile intestinaler §-Kettentranskripte (G9)
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Abb.23 dokumentiert, daf} die TCR o-Transkripte in den Kolonbiopsien des Patienten
G9 Uber einen Zeitraum von 16 Monaten hinweg (1 vs. 2) ein nahezu konstantes
Verteilungsmuster aufwiesen. Mittels der DNA-Sequenzanalyse gelang uns der
Nachweis identischer dominanter TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte in den jewei-
ligen Biopsien (vgl. hierzu die Angabe der jeweiligen CDR3-Lange). Diese Daten
tragen fortlaufende Numerierungen von U90967 - U90972 und kénnen tUber EMBL/
GenBank/DDBJ eingesehen werden. Darlber hinaus liel3en sich im Dinndarm eines
weiteren analysierten Patienten (G10) annahernd identische CDR3-Profile von DV1-
Transkripten identifizieren, wobei der zeitliche Abstand zwischen den endoskopi-
schen Eingriffen 1 Jahr betrug (accession numbers U90973 - U90975).
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5.2 Altersabhangige Veranderungen humaner intestinaler & TCR-

Repertoires

Ein weiterer Teilaspekt unserer Untersuchungen bestand in der Verifizierung der
Hypothese, wonach intestinale 6 TCR-Repertoires nicht statisch sind, sondern einer
entwicklungsabhangigen Dynamik unterliegen. Im Rahmen dieser Studien wurden
endoskopisch gewonnene Mukosabiopsien sowie chirurgische Resektate aus dem
Dunndarm und dem Kolon von insgesamt 16 Personen im Alter zwischen 1,5 und 73

Jahren molekularbiologisch charakterisiert und miteinander verglichen.

Bei den Kindern, Jugendlichen und jungen Erwachsenen handelte es sich um gesun-
de Patienten der Altersstufen von 1.5, 3, 3.5, 6.5, 14, 17, 17.5 und 26 Jahren, die
sich aufgrund unklarer abdominaler Beschwerden bzw. zwecks Ausschlul3 einer ver-
muteten Refluxésophagitis endoskopieren lie3en. Die Patienten G7 - G10 (in der
Altersgruppe von 62 - 73 Jahren) wiesen ebenfalls keine entztindlichen intestinalen
Erkrankungen auf, was anhand der morphologisch unauffalligen Mukosabiopsien
nachgewiesen werden konnte. Auf3erdem stand uns chirurgisches Resektionsmate-
rial zur Verfigung, welches von einem Neugeborenen sowie einem 6 Wochen alten
Saugling stammte. Aufgrund einer Kooperation mit Prof. S. WINTER von der padia-
trischen Abteilung der Boston University School of Medicine konnten auch & TCR-
Transkripte aus dem Duodenum und Kolon von drei 20 Wochen alten Feten analy-
siert werden. Samtliche von uns analysierten Gewebeproben enthielten sowohl

Anteile des Oberflachenepithels als auch der Lamina propria.

5.2.1 Die CDR3-Langenanalysen intestinaler 8 TCR-Transkripte zeigen
grundlegende Unterschiede zwischen fetalen und neonatalen sowie

den y/6 T-Zell Rezeptor Repertoires erwachsener Individuen auf

Um die vermuteten entwicklungsabhangigen Veranderungen des humanen §-Ketten-
Repertoires nachzuweisen, verglichen wir zunéachst die CDR3-Profile von 6 TCR-
Transkripten aus dem Intestinum eines 20 Wochen alten Fetus' mit dem 6 TCR-

Repertoire eines Neugeborenen (vgl. Abb.24):
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Abb.24: CDRS3-Langenprofile intestinaler 3-Kettentranskripte eines Fetus' der 20. SSW (F)
und eines Neugeborenen (N)
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Unsere CDR3-Langenanalysen intestinaler 6-Kettentranskripte eines Fetus' sowie
des Neugeborenen liel3en signifikante Unterschiede erkennen: So wiesen die fetalen
DV1-, DV2- und DV3-Transkripte mit 6 - 16 Aminosauren sowohl geringere durch-
schnittliche als auch maximale CDR3-Léngen auf als die des Neugeborenen, welche
sich im Bereich von 6 - 21 AS bewegten. Da quantitativ dominierende DNA-Banden
generell mittlere Transkriptlangen besalRen und samtliche Transkripte, deren Langen
vom Mittelmald abwichen ihrer Frequenz nach entsprechend unterreprasentiert wa-
ren, erbrachten die CDR3-Langenanalysen der & Repertoires des Fetus' sowie des
Neugeborenen jeweils Gaus' sche Normalverteilungen. Auch die Analyse der Kolon-
biopsien zweier weiterer Feten erbrachte hiermit Ubereinstimmende Befunde (Daten
nicht gezeigt). Somit unterschieden sich die intestinalen CDR3-Profile der Feten bzw.
des Neugeborenen signifikant von den oligoklonalen Verteilungsmustern, welche bei
Analysen der 6 TCR-Repertoires erwachsener Personen gefunden wurden (vgl. hier-
zu die Abbildungen 22/23 und 24).

Aufgrund der analysierten CDR3-Langenprofile lag die Vermutung nahe, dal3 Feten
und Neugeborene diversere & Rezeptor Repertoires als Erwachsene exprimieren.
Ubereinstimmend mit dieser Hypothese konnte durch direkte Sequenzierung indivi-
dueller DNA-Banden oftmals keine lesbare, singulare Nukleotidsequenz erhalten
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werden, was auf die Existenz multipler Transkripte innerhalb einer Bande schliel3en
lieR. Die Sequenzanalyse klonierter 6 TCR-Transkripte zeigte jedoch, dal3 Feten Uber
limitierte Repertoires verfligen, wogegen Neugeborene extrem diverse 6 TCR-Reper-

toires aufweisen.

5.2.2 Charakteristika des fetalen 8 TCR-Repertoires

Um fetale 6 Repertoires detailliert zu charakterisieren, wurden &-Transkripte aus dem
Dunndarm sowie dem Kolon dreier Feten in vitro amplifiziert, subkloniert und nach-
folgend sequenziert. Tab.4 [A] - [C] (S. 87) fal3t die Nukleotidsequenzen der CDR3-
Regionen von TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripten zusammen, welche in Dinn-
darmbiopsien eines ca. 20 Wochen alten Fetus' analysiert wurden und reprasentativ
fur die Daten sind, die aufgrund entsprechender Feinstrukturanalysen in Kolon- bzw.
Dunndarmbiopsien der beiden Ubrigen Feten gefunden wurden. Wie aus der Tabelle
4 hervorgeht, konnten wir mittels der DNA-Sequenzanalyse nachweisen, dal3 die
Diversitat des fetalen 8 TCR-Repertoires stark eingeschrankt war. Die genomische
(Keimbahn-) Sequenz ist jeweils durch fette Buchstaben gekennzeichnet. Palindro-
mische ,P“-Nukleotide sowie die hierzu komplementaren Basen sind unterstrichen.
Die Ziffern im rechten Teil der Tabelle bezeichnen den Anteil der Transkripte, welche
die entsprechende CDR3-Domane in einer der beiden parallel analysierten Gewebe-
proben (I bzw. 1l) aufwiesen. Transkripte, welche nicht im korrekten Leseraster vor-

lagen und demzufolge nicht in funktionelle d-Ketten translatiert werden konnten, sind

mit ,*“ bezeichnet. Die DV1-, DV2- und DV3-Transkripte sind gesondert innerhalb der
Abschnitte [A], [B] und [C] aufgefihrt. Alle abgebildeten Nukleotidsequenzen sind
Uber die Datenbanken EMBL/GenBank/DDBJ unter den accession numbers U90976
bis U91125 einzusehen.

Die CDR3-Domanen der fetalen TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte waren
insofern limitiert, als daf’3 sie nur wenige ,N“-Nukleotide enthielten, bzw. dal3 Addi-
tionen matrizenunabhangiger Basen im Vergleich zu Neugeborenen oder adulten

Personen durchschnittlich kiirzer ausfielen.
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Tab.4:

A

Nukleotidsequenzen der CDR3-Domanen von d&-Kettentranskripten aus dem
Intestinum eines 20 Wochen alten Fetus'

ACACCGATARACTC DJ1
CDR3 Dv1l g N P DD2 E N 2 2 N _P_ CTTTGACAGCACAA DJ2
length CLONE CTCTTGGGGAACT CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG CTCCTGAGACACCC DI3 I II
DI1 ©
06 1282 CTCTTGGGGA CTGGGGG ARACTC  1/21
07 1395 CTCTTGGGGA CTGGGGGATA AAACTC 1/20
09 1544 CTCTTGGGG T ACTGGGGGAT ACCGATARACTC  1/21
09 1221 CTCTTGGGGRACT A GGGGGATA CGATAAACTC 2/20
09 1222 CTCTTGGGGAA GGGGGAT ACACCGATARACTC  1/21
09 1224 CTCTTGGGGAACT GGGGG ACACCGATABRACTC  1/21
10 1223 CTCTTGGGGAACT GGGGATACG CACCGATAAACTC  1/21
10 1397 CTCTTGGGGAACT A GGGATA A ACACCGATARACTC 2/20
10 1391 CTCTTGGGGAACT GGGGGA GT  ACACCGATAAACTC 1/20
10 1392 CTCTTGGGGAACT A GGGGA GT ACACCGATAAACTC 1/20
10 1401 CTCTTG AGGAG cTT TGGGG ACCTT CCGATAAACTC 1720
10 1551 CTCTTGGGGAACT GGGGGA ATT CACCGATAAACTC  1/21
11 1540 CTCTTGGGGAA GGGGGATAC TC GT ACACCGATAAACTC  1/21
12 1398 CTCTTGGGG GACGGGT GGGGGATACG T ACACCGATAAACTC 1720
15 1281 CTCTTGGGGAA AGAAAC cer ACTGGGGGATACG CGT ACACCGATAAACTC  1/21
Doz
08 1547 TGTG TGGGG T CTTTGACAGCACAA 1/20
09 1219 CTCTTGGGGAACT GGGGCAT ACAGCACAA  1/21
09 1283 CTCTTGGGGAA 3G TCC Gec GACAGCACAR  1/21
10 1288 CTCTTGGGGAACT CGTA GGGA GTG CAGCACAA  1/21 1/20
10 1289 CTCTTGGGGAA TTC GT ACTGGG GACAGCACAA 1721
10 1542 CTCTTGGGGAACT TCCT G CTTTGACAGCACAA  1/21
11 1535 CTCTTGGGGAACT A c T ACTGGGGGAT ACAGCACAA  1/21
11 1389 CTCTTGGGGAACT GGGGGATACG ar GACAGCACAA 1/20
11 1548 CTCTTGGGGAACT TTCCT ACTGGGG GACAGCACAA 1720
11 1393 CTCTTGGGGAACT GGGGGA AG CTTTGACAGCACAA 1720
12 1285 CTCTTGGGGAACT ACTGGGGGATA CTTTGACAGCACAA  1/21
12 1537 CTCTTGGGGAACT ca GGGATACG CG  GGGG ACAGCACAA  1/21
12 1280 CTCTTGGGGAA ARA T ACTGGGGGATA TTGACAGCACAA  1/21
13 1552 CTCTTGGGGAACT TCCT ACTGGGGGATA TTTGACAGCACAA  1/21
DJ3
12 1394 CTCTTGGGGAACT GGGGGATA cT TGGGACACCC 1/20
12 1546 CTCTTGGGGAACT GGGGG CTCCTGGGACACCC 1/20
* 1387 CTCTTGGGGAAC GGGGGATA CTCCTGGGACACCC 1/20
13 1545 CTCTTGGGGAACT GGG CTGG AG CTCCTGGGACACCC — 1/21
14 1538 CTCTTGGGGAA AA GGGGG CCCGA AG CTCCTGGGACACCC — 1/21
14 1396 CTCTTGGGGAAC GG CTGGGGGA c AG C1 1/20
15 1400 CTCTTGGG CTTCCTAC GT ACTGGGGGA G 1720
16 1541 CTCTTGGGGAA AGGG ACTGGGGGAT € GGAG CTCC 1/21
16 1393 CTCTTGGGGAAC CGAC GT ACTGGGGGATA G G CTCCTGGGACACCC 1/20
ACACCGATAAACTC DJ1
CDR3 bv2 P N P Dp2 P N 3 DD3 3 N P CTTTGACAGCACAA DJ2
length CLONE CCTGTGACACC CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG CTCCTGGGACACCC D¥3 1 11
D1
08 1256 CCTGTGACACC TGGGGG ACCGATARACTC 1/17
08 1437 CCTGTGAC T ACTGGGGG ACCGATARACTC 1/18
09 1225 CCTGTGACAC TGGGGGAT ACACCGATARACTC 1/17 2/18
09 1427 CCTGTGACA T ACTGGGGGAT ACCGATAAACTC 1/18
09 1513 CCTGTGACA T ACTGGGGG GT ACCGATAAACTC 1/18
09 1514 CCTGTGAC GT ACTGGGGGAT ACCGATAAACTC 1718
10 1255 CCTGTGACAC GCN GT ACACCGATAAACTC 1/17
i 1250 CCTGTGACACC GGGGGATA T ACACCGATAAACTC 1/17
DJ2
07 1258 CCTGTGACAC TGGGG CAGCACAA 1/17
09 1215 CCTGTGACAC TGGGGGA TTGACAGCACRA 1/17
09 1245 CCTGTGAC GTC CTGGGGGAT ACAGCACAA 1/17
09 1254 CCTGTGACACC G GGGGGATAC A AGCACAA 1/17
09 1611 CCTGTGACACC T TGGGGGAT ACAGCACAA 1/18
09 1607 CCTGTGACAC TGGGGGATAC ACAGCACAA 1/18
10 1610 CCTGTGAC GT ACTGGGGGATACG C CAGCACAA 1/18
10 1606 CCTGTGAC GGGGGATACG CTTTGACAGCACAA 1/18
10 1508 CCTGTGAC GT ACTGGGGGA TTTGACAGCACAA 1/18
12 1246 CCTGTGAC CCGGT T ACTGGGGGAT T TTTGACAGCACAA 1/17
DI3
08 1251 CCTGTGAC TCCTGGGACACCC 1/17
10 1253 CCTGTGAC TGGGGGATA TGGGACACCC 1/17
11 1236 CCTGTGAC TGGGGGA G CTCCTGGGACACCC 1/18
11 1248 CCTGTGACAC GGGGA G CTCCTGGGACACCC 1/17
11 1247 CCTGTGACACC TGGGGGA CCTGGGACACCC 1/17
12 1211 CCTGTGA GI  ACTGGGGGA G CTCCTGGGACACCC 1/18
12 1257 CCTGTGACA an TGGGGGAT CTCCTGGGACACCC 1717
12 1213 CCTGTGACA GT  ACTGGGGG CTCCTGGGACACCC 1/17
12 1214 CCTGTGACA T ACTGGGGGATA CCTGGGACACCC 1/17
13 1609 CCTGTGACACC GGGGGATACG G CTCCTGGGACACCC 1/18
13 1604 CCTGTGACA T ACTGGGGGATA G CTCCTGGGACACCC 1/18
13 1612 CCTGTGACA GT ACTGGGGGATA CTCCTGGGACACCC 1/18
13 1511 CCTGTGAC GT ACTGGGGGATA ACGGA TGGGACACCC 1/18
14 1608 CCTGTGACA ARA T ACTGGGGGATA G CTCCTGGGACACCC 1/18
14 1249 CCTGTGACACC G A TGGGGG ccr GAC CTCCTGGGACACCC 1/17
(: ACACCGATAAACTC DJ1
CDR3 V3 B N 3 DD2 3 3 DD3 3 N P CTTTGACAGCACAA DJ2
length CLONE TACTGTGCCTTT CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG CTCCTGGGACACCC DJ3 I I
DI
05 1207 TACTGTGCCTTT GGGGAT c ATAAACTC  1/14
06 1336 TACTGTGCCTTT GGAT ACACCGATAAACTC 1/16
06 1335 TACTGTGCCTIT ACTGGGGGAT T TARACTC 1/16
06 1206 TACTGTGCCTT ceT CTGGGGGATAG AACTC 1/14
07 1202 TACTGTGCC cre GGGGGAT ACACCGATAAACTC — 1/14
07 1327 TACTGTGCC cTe GGGGGATACG CCGATAAACTC  1/14
07 1325 TACTGTGCCT CTGGGGGAT ACACCGATAAACTC  1/14
07 1341 TACTGTGCCTTT GGGGGATACG CCGATAAACTC 1/16
07 1339 TACTGTGCC GT ACTGGGGG ACACCGATARACTC 1/16
08 1204 TACTGTGCCTTT ACTGGGGGAT ACACCGATAAACTC  1/14
09 1342 TACTGTGCCT GT  ACTGGGGGATACG AAGGG ACCGATAAACTC 1/16
09 1340 TACTGTGCCT cc CCTT ACTGGGG ACG GT ACACCGATAAACTC 1/16
09 1324 TACTGTGCCTTT CTGGGGGATACG C AA ACCGATAAACTC  1/14
DJ2
07 1331 TACTGTGCCTTI A GGGGA TTGACAGCACAA 2/16
07 1334 TACTGTGCCTTT A GGGGATAC ACAGCACAA 1/16
07 1333 TACTGTGCCTTT GGGGA TTTGACAGCACAA 2/16
* 1337 TACTGTGCCTTT GGG CTTTGACAGCACAA 1/16
09 1205 TACTGTGCCTTT ACTGGGGGA G CTTTGACAGCACAA  1/14
09 1207 TACTGTGCCTTT T T ACTGGGGGATA G GACAGCACAA  1/14
10 1203 TACTGTGCCTTT ACTGGGGGATACG CTTTGACAGCACAA  2/14
DI3
09 1345 TACTGTGCCTTT GGGGGA TCCTGGGACACCC 1/16
09 1330 TACTGTGCCTTT GGGGATACG A GGGACACCC 1/14
10 1328 TACTGTGCCTTT AAA GGGGGATA CTGGGACACCC 1/14
10 1332 TACTGTGCCTTT CTGGGGGATA CCTGGGACACCC 1/16
11 1346 TACTGIGCCTTT ACTGGGGGATA CTCCTGGGACACCC 1/16
11 1326 TACTGTGCCTT c ACTG CCC GGAG CTCCTGGGACACCC 1/14
12 1344 TACTGTGCCTT G GT  ACTGGGGGAT T CTCCTGGGACACCC 1/16
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Dieses Phanomen beruhte vermutlich auf einer eingeschrankten Aktivitat der
terminalen Nukleotidyltransferase (TdT) und war insbesondere bei den TCRDV2-
Transkripten stark ausgepréagt (vgl. Tab.4 [B]). Hiervon abgesehen, basierte die im
Vergleich zu DV1- und DV3-Transkripten reduzierte CDR3-Lange der DV2-Trans-
kripte auch darauf, dal3 diese nicht das DD2-Gensegment exprimierten. Wir konnten
zeigen, dalR die CDR3-Domanen fetaler intestinaler §-Kettentranskripte palindromi-
sche ,P*“-Nukleotide sowie getrimmte 5 und 3'-Gensegmenttermini aufwiesen. Es
bleibt zu klaren, warum die CDR3-Domaéanen der intestinalen DV1- und DV3-Trans-
kripte bei allen drei Feten langere ,N“-Nukleotidadditionen aufwiesen und insgesamt
etwas diverser als die DV2-Transkripte strukturiert waren.

Tabelle 5 dokumentiert, daR unsere DNA-Sequenzanalysen zahlreiche Uberlappun-
gen zwischen den intestinalen &-Kettentranskripten der drei untersuchten Feten
erkennen lieBen. Dieser Befund steht in deutlichem Kontrast zum & TCR-Repertoire
erwachsener Personen, welches durch eine strenge Individuenspezifitat gekenn-
zeichnet ist (46; 47). Samtliche Uberlappungen zwischen den CDR3-Domanen feta-
ler DV2-Transkripte sind mit ,x“ gekennzeichnet und aus dem linken Teil der Tab.5
ersichtlich. Einige der analysierten TCRDV2-Sequenzen entsprachen den Nukleotid-
abfolgen, welche von anderen Arbeitsgruppen (111; 224; 225) innerhalb der prathy-
mischen Leber sowie des fetalen Thymus' identifiziert wurden; die jeweiligen Litera-
turstellen sind aus der Kolumne ,Ref.” zu ersehen. TCRDV2-Transkripte, welche von
jeweils zwei Feten exprimiert wurden und dariber hinaus in den Mukosabiopsien des
6 Wochen alten Sauglings vorlagen, die im Rahmen dieser Studie analysiert wurden,
sind mit ,a"“ bezeichnet. Das mit ,b* versehene DV2-Transkript stellt eine Nukleotid-
sequenz dar, welche durch die Analyse von Mukosabiopsien des Neugeborenen
identifiziert wurde (Klon 1459, vgl. Tab.8 [B]). Im Gegensatz zu den DV2-Transkrip-
ten konnte fir intestinale DV1-Ketten nur in einem einzigen Fall eine Uberlappung
zwischen zwei Feten nachgewiesen werden; hierbei handelte es sich um den Klon
1219 (CDR3-Lange 9, vgl. Tab.4 [A]). Unter den TCRDV3-Transkripten lie3en sich

dagegen keinerlei Uberlappungen zwischen verschiedenen Individuen nachweisen.
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Die DV2-Transkripte der untersuchten Feten weisen teilweise Uberlappungen

ihrer CDR3-Doméanen auf

Tab.5:

(gz2)
DIDIINOIIAMS x99  I1ao¥D DDIYIYO99LIDID YIN99999 DOYDWDINLOD 6S¥T 2T (TTD)
OIDIINOILAMS x99  IAo¥D DDOVOYDDOLIDID YI¥99999L O¥OWOLOLOD peel 2T (522)  |¥|X
9IDIINOILAMS SOMAE o)'40) DIOYOYD99I0DIS O ¥O999910¢ I9 v2I9I00 T1ZT 2T X%
9194 IXOTIAMS 121 NN 4 fo)"0) DDOYO¥D99INDID D ¥O99991 D0¥O¥DIONLIOD 6021 2T (TIT1) X[x|x
9194 INOYLAMS SOM ansyo DDOVOVO9DINNID D Y999991 O¥OISIND 9€2T IT  (TITT) ¥x{¥|x
2IOIIROIIAM %99  IQO¥D DDDOYIVO99LD YI¥D9999L OYOVDIOLDD 82ZT IT (TITT) X
£€ra
NIOIITOYLT 1aoT11 asyd YYOVIOYIVOLILD YIvO9999I0¥ I YOWOIOLDD €FFT 1T x| %
OMDAITOVIT x99 I4OWD YYOVDIOYIVOLL OYIYD9999 DO¥OWOISIND 90ST 0T %
ONOIITOVIT x99  IAOD¥D YYIVIOYIVOLL IYIYO9999I0¥ T ¥9I9IDD LFPT  OT X
OMOIITOVIT x99  IAO¥D YYIYDOYIYOLLL YIYO9999I0¥ T ¥OI9SIDD LE€ZT 0T X
zra
OMOI TTIAL ao11 anyd DIOYYYIVOIIYIY 2999910¥ & YOV2IOIID €FZT 60 %
OMOIITIAL a9l anyd DILIYYYIVOIIY Ivo9999I0¥ I YOUDIOLOD LZPT 60 (pZ2) X|X
DI TTIAL aoIA asyo DIOVYYIVOIIY Ivo9999I0¢ 19 J¥9ISIOD FIST 60 (pZ2) %
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Weiterhin lieBen unsere Feinstrukturanalysen fetaler intestinaler 8 TCR-Transkripte
keine statistischen Verteilungen innerhalb der Gensegmentiibergénge erkennen son-
dern zeigten, dall manche CDR3-Regionen haufiger als erwartet anzutreffen waren.
Offensichtlich erfolgten die Rekombinationsereignisse zwischen den beteiligten Gen-
segmenten bevorzugt im Bereich kurzer DNA-Abschnitte, welche partielle Sequenz-
homologien aufwiesen. Dieses als ,Homologie vermittelte Rekombination* bezeich-
nete Phadnomen war zuvor fur die kanonischen Nukleotidsequenzen bei Mausefeten
(226; 227) bzw. den Segmentiibergangsbereichen der 8 TCR- (228; 229) sowie der
Igu-Transkripte (230) von Mausen beschrieben worden. Insgesamt waren bei den
drei Feten 52% der DV1/DD3- sowie 37% der DV2/DD3-Segmentibergange mit den
Mechanismen einer homologieabhdngigen Rekombination zu vereinbaren. Indessen
lieRen sich nicht alle Uberlappungen fetaler 8 TCR-Transkripte durch die Existenz
kurzer, homologer Sequenzbereiche bzw. entsprechender Rekombinationsereignisse

erklaren.

Schlief3lich ist zu erwdhnen, daf} einige der fetalen TCRDV2-Transkripte, welche sich
ihrer Nukleotidsequenz nach unterschieden, aufgrund der Degeneration des geneti-
schen Kodes identische Peptidsequenzen determinierten. Dieses Resultat wurde da-
durch gesichert, da wir die DV/DD3- und DD3/DJ-Segmentiibergange unabhangig
voneinander analysierten. Tabelle 6 veranschaulicht den genannten Befund anhand
des DV2/DD3-Uberganges:

Tab.6: DV2/DD3-Segmentubergange fetaler intestinaler & TCR-Transkripte

DV2 P DD3 AA-Sequenz Anteil
GCCTGTGACACC ACTGGG. ..
GCCTGTGACAC TGGG. . . ACDTG 11/53
GCCTGTGACACC GGG. .. ACDTG 5/53
GCCTGTGA T ACTGGG. .. ACDTG 2/53

Unter den insgesamt 53 singuléren d-Kettentranskripten der drei Feten, welche keine
,N“-Nukleotidadditionen aufwiesen lieBen sich 18 DV2/DD3-Segmentibergange
identifizieren, die fur identische Peptidsequenzen kodierten. Dartber hinaus erbrach-
ten unsere Analysen der DV1/DD3-, DV3/DD3- sowie der DD3/DJ-Ubergange ahnli-

che Resultate (diese Daten werden hier nicht gezeigt).
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Ferner fuhrten unsere Untersuchungen zu der Erkenntnis, dafl3 fetale und neo- bzw.

postnatale §-Kettentranskripte insofern von adulten T-Zell Rezeptoren differierten, als

dal’ sie bestimmte DJ-Segmente mit unterschiedlichen Raten exprimierten:

Abb.25: Differentielle Expression von DJ-Segmenten bei fetalen, neonatalen sowie den
d-Kettentranskripten adulter Individuen
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Das Diagramm 25 stellt die prozentualen Anteile exprimierter DV-Segmente separat
fur die DV1-, DV2- und die DV3-Familie dar und faf3t alle Resultate zusammen, wel-
che anhand der molekularbiologischen Untersuchungen dreier Feten, eines Neuge-
borenen sowie eines 6 Wochen alten Sauglings gewonnen wurden. Dariber hinaus
werden die Resultate vorangegangener Untersuchungen (46; 47) bericksichtigt,
welche an erwachsenen Personen durchgefuhrt wurden. Unsere Berechnungen ba-

sierten auf folgenden Zahlen analysierter 6-Kettentranskripte (vgl. Tab.7):
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Tab.7: Anzahl der & TCR-Transkripte, welche in die Berechnungen zur Analyse der
Altersabhangigkeit des humanen y/6 TCR-Repertoires einbezogen wurden

Entwicklungs- Alter Gesamtanzahl der Dv1 Dv2 DVv3
stadium analysierten &-Transkripte

fetal 20. SSW 154 46 76 32
neonatal 1 Tag 98 34 32 32
postnatal 6 Wochen 80 30 30 20
adult 62 - 73 Jahre 139 71 43 25

Statistische Auswertungen ergaben, dal} intestinale DV1-, DV2- und DV3-Transkripte
adulter Personen préaferentiell das DJ1-Segment exprimierten, wogegen das DJ3-
Segment lediglich innerhalb der DV2-Familie einen quantitativ bedeutenden Anteil
aller DJ-Segmente darstellte und DJ2 bei samtlichen DV-Familien quantitativ unter-
reprasentiert war. Im Gegensatz hierzu wurde das DJ2- bzw. das DJ3-Segment bei
fetalen sowie neonatalen o-Kettentranskripten unabhéngig von der DV-Familie sehr
viel haufiger exprimiert. Im Fall des 6 Wochen alten Sauglings entsprach die Verwen-
dung der DJ-Regionen bei DV1- und DV3-Transkripten weitgehend dem adulten
Repertoire; hingegen bestanden innerhalb der DV2-Familie groRere Ahnlichkeiten
zum fetalen und neonatalen & TCR-Repertoire. Zusammenfassend lafdt sich fest-
stellen, dal’ die Entwicklung des d&-Kettenrepertoires Erwachsener eine praferentielle
Expression des DJ1-Segmentes bei gleichzeitiger Abnahme der Frequenz DJ2- und
DJ3- kodierender Allele beinhaltet.

5.2.3 Charakteristika des humanen 6 TCR-Repertoires wahrend der neo-

natalen Entwicklungsphase

Um die Diversitat des é-Kettenrepertoires wahrend des neonatalen Entwicklungssta-
diums zu bestimmen, wurden in vitro reamplifizierte TCRDV1-, DV2- und DV3-Trans-
kripte aus dem Dinndarm eines Neugeborenen (Tab.8, S. 93) sowie dem Kolon
eines 6 Wochen alten Sauglings (Tab.9, S. 95) kloniert. Aus diesen Genbibliotheken
wurden statistisch ausgewahlte Einzelklone direkt in DNA-Sequenzierreaktionen ein-
gesetzt. Die Untersuchungen ergaben, dal3 das humane intestinale 6 TCR-Reper-

toire wahrend des neonatalen Entwicklungsstadiums polyklonal ist.
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Tab.8:

Intestinum eines Neugeborenen

A

DJ1: ACACCGATAAACTC
DJ2: CTTTGACAGCACAA
CDR3 V1 N/P D2 N/P oD3 N/B DJ3: CTCCTGGGACACCC
length ELONE CTCTTGGGGAACT CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG DJ4: CCAGACCCCTGATC
DJ1
10 1306 CTCTTGGGGAACT A TCC ACTGGGGGAT ATAAACTC
10 1300 CTCT CGeT TTCCTAC a GGA GT  ACACCGATAAACTC
10 1414 CTCTTGG ACCAGA CTTCCT GT  ACACCGATAAACTC
* 1299 CTCTTGGG CTTACTTGC CCTTCC CCCGC - - AAACTC
11 1298 CTCTTGGGGAAC — CATCA TGGGG TAAA ACCGATAAACTC
12 1291 CTCTTG ca TTC TCAA TGGGGGAT CCGGAG ACCGATAAACTC
12 1405 CTCTTGGGGAAC — CCGCTCGG GGGGGAT ACACCGATAAACTC
13 1402 CTCTTGG ATA CCTAC AGGACGT ACTGGGGGAT ACCGATAAACTC
14 1416 CTCTT cG TCC GCTCTCGTACGA TGGGGGA ATGG  ACACCGATAAACTC
14 1404 CTCTTGGGGA cc CCTAC TGCA GGGGGAT GGAGT  ACACCGATAAACTC
15 1295 CTCTTGGGG CCTACCG CTTCCTA ATC GGGGG GCCEE EEACCGATAAACTC
15 1293 CTCTTGGGGAA  GGAATAC cCTT ACTGGGGGATA TGGG CACCGATAAACTC
15 1564 CTCTTGAGGAA  ACT cTA GGGGAT  CGGCTTCCCCGGGGTATGGT TAAACTC
* 1297 CTCTTGGGGAR  GTCCGG ccrTe TCCT ACTGGGG CCACGGG CCGATAAACTC
17 1415 CTCTTGGGGAA GG CCTTCC cc GGG CTGTCGGTACTCGTAGGG ACACCGATAAACTC
17 1407 CTCTTGGGGAACT AGTTTATGTCTG  TTCCTAC TGGA GGGATACG ACCGATAAACTC
18 1412 CTCTTGGGGA TGCGTTAT TAC ce TGGGGGATAC TTCCTGGGTCGGATAG CGATAAACTC
19 1406 CTCTTGGGGAAC cee CCTAC CTACGAACTT ACTGGGGGATACG CAGTATG ACCGATAAACTC
DI2
09 1561 CTCTTGGGGAAC C GGGGATACG 3 CACAA
10 1411 CTCTTGGGGAA ACTC CCTT AATGAGG GCACAA
* 1304 CTCTTGGG TACGG TCC G TGG ATT ACAGCACAA
10 1303 CTCTTGGGG GG CTA GGGG TACC GACAGCACAA
11 1554 CTCTTGGGG TCC Gce CTGG CCATA TGACAGCACAA
13 1301 CTCTTGGGGAA TTCC CTAC CTGGGGGAT CGGGG CAGCACAA
13 1302 CTCTTGGGG Ga CCTTCCT GGGGGATA G CTTTGACAGCACAA
13 1553 CTCTTGGGGAAC — GTGGTCTC T ACTGGG CTTTGACAGCACAA
14 1563 CTCTTGGGGA TGGATTTAGTG ACTGGGGGATACG CAGCACAA
15 1410 CTCTTGGGGAAC  GA CTTCCT cCTeT ACTGGGGGATAC TC CAGCACAA
16 1290 CTCTTGGGGAAC C CCTTCCTA AGGT ACTGGGGGAT CCCTGGAGT GCA
* 1292 CTCTTGGGGAACT AACCGACC GGGGG CCCACTTACACC ~ CTTTGACAGCACAA
17 1294 CTCTTGGGGA G TTCCTAC GTCCCCTTGT ACTGGGGGATA GACGGT CAGCACAA
15 1556 CTCTTGGGGAA T ACTGGGGGATA GAGGAAA CCTGGGACACCC
D4
10 1296 CTCTTGGGGAACT ACTGGGGGATAC cc GACCCCTGATC
19 1403 CTCTTGG €GCTCC CCTTCCTA GCCCGGARAGGT ACTGGGGGATACG GATGGATTCGG CCCTGATC
DJ1l: ACACCGATAAACTC
CDR3 bv2 N/P DD2 N/B oD3 N/P DJ2: CTTTGACAGCACAA
length CLONE CCTGTGACACC CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG DJ3: CTCCTGGGACACCC
DI
06 1626 CCTGT AACT ACACCGATAAACTC
09 1260 CCTGTGACAC TGGGGGATAC c CCGATAAACTC
09 1452 CCTGTGAC c T ACTGGGGGA CACCGATARACTC
11 1622 CCTGTGACAC GGG GGGGGATACG cc CACCGATARACTC
13 1270 CCTGTGACACE GTTGGCC GGGGGATACG CGATCCTCAGTAT crc
14 1264 CCTGTGACACC AG TCC er ACTGGGGGA ARAAAC  ACACCGATAAACTC
D2
09 1451 CCTGTGACA A GGGG TAC TTGACAGCACAA
09 1461 CCTGTG T CTAC GGGGA CCCCGGGCA ACAA
11 1617 CCTGTGACAC GG TGGGGGATA TGATCACG GCACAA
11 1460 CCTGTGACACC AG CTGGGGGAT TAGA ACAGCACAA
11 1449 CCTGTGACACC TGGGGGA C  CTTTGACAGCACAA
14 1265 CCTGTGA e b1l CTGGGGGA CACCGAGGGGG TTTGACAGCACAA
DI3
11 1262 CCTGT CAA T ACTGGGGGATA TGGGACACCC
12 1459 CCTGTGACACC GGGGGATA CTCCTGGGACACCC
12 1457 CCTGTGACAC T CTGGGGGATAC T TGGGACACCC
12 1615 CCTGTGACACC TGGGGGATA GA CTGGGACACCC
13 1627 CCTGTGACAC TC CTGGGGGA AG  CTCCTGGGACACCC
13 1458 CCTGTGA TTA TGGGGGAT CCT  CTCCTGGGACACCC
14 1261 CCTGTGACACC G TTC A GGGGG CTCCCC CCTGGGACACCC
14 1463 CCTGTGAC cg ccrTe A GGGGG CCGC  CTCCTGGGACACCC
14 1620 CCTGTGACACC G ACTGGGGG CCGCA TCCTGGGACACCC
14 1616 CCTGTGACAC ACTGGGGG CAACCAG  CTCCTGGGACACCC
14 1625 CCTGTGAC GG GT ACTGGGGGATACG CTCCTGGGACACCC
* 1623 CCTGTGACACC GGTCC GGGGGATAC CTCCTGAGACACCC
15 1263 CCTGTGACAC GGGGGA CCCTCGGGCTTT  CTCCTGGGACACCC
15 1271 CCTGTGAC GAACCGCAA GGGGATAC CAG CTCCTGGGACACCC
16 1614 CCTGTGACACC GTTT T ACTGGGGG CCGGTGE  CTCCTGGGACACCC
16 1267 CCTGTGACACC C oT ACTGGGGGATACG CGGE  CTCCTGGGACACCC
17 1456 CCTGTGACACC GTAGA TCCTAC GGGGGAT CTCTA CTCCTGGGACACCC
17 1268 CCTGTGACAC  GGAT CCTTCCTAC GGA GGATACG NGC CCTGGGACACCC
18 1455 CCTGTGACACC GAAGGTATCT crTC AG GGGGGATACG AR CCTGGGACACCC
C DJ1: ACACCGATAAACTC
CDR3 V3 N/P oD2 N/P op3 N/P  DJ2: CTTTGACAGCACAA
length CLONE TACTGTGCCTTT CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG DJ3: CTCCTGGGACACCC
DI1
05 1354 TACTGTGCCTTT C ACACCGATAAACTC
07 1364 TACTGTGC AAGACACAGCG CTGGGGG CAGG cTe
10 1355 TACTGTGCCTTT TAC GGGGATA TGAATTG CACCGATAAACTC
10 1361 TACTGTGCCTTT CGCC GGGGGATAC CGGAGAG CGATAAACTC
10 1580 TACTGTGCCTTT CC CTGGGGG TCCTCGT ACACCGATAAACTC
10 1567 TACTGTGCCTTT TTAGGCT GGGATACG GATCTCGG TAAACTC
12 1356 TACTGTGCCT  ACCGTCGT ACTGGGGG TTGGGTGT  ACACCGATAAACTC
12 1353 TACTGTGCCTTT GGG TCC G TGGGG ATACTGCGGT ACACCGATAAACTC
14 1579 TACTGTGCCTTT AAAGGG CTTCCTAC cecrer ACTGGGG ACCTGGGG TAAACTC
14 1566 TACTGTGCCTTT GTGAAATCTG CTAC & CTGGGGGAT CCGATGGGGGCG ABACTC
14 1357 TACTGTGCC GTAAGG ccrre TCCAGT ACTGGGGG TCCTAT ~ ACACCGATAAACTC
15 1362 TACTGTGCCTT €GCCCC CCTTCCTAC CTTAT ACTGGGG ACCCTT CACCGATAAACTC
16 1565 TACTGTGCCTTT T ccTT TCCCTCT ACTGGGGGATA TATTGAGGCGG ~ ACACCGATAAACTC
* 1574 TACTGTGCCTTT TCAAGGGTCGTCATGCGA TGGGGG ~ GCCTCTACGGTGGTGGGTCCTGG  ACACCGATAAACTC
DJ2
08 1578 TACTGTGCCTTT AGATTTC CTGGGGGAT cee AR
09 1351 TACTGTGCCTT ACTGGGGGATA CTTTGACAGCACAA
11 1366 TACTGTGCCTT  CAT ACTGGGGGT TCCAG  CTTTGACAGCACAA
11 1572 " TACTGTGCCT CCT CT ACTGGGG ATCCCTCCCCA ACAGCACAA
11 1570 TACTGTGCCTTT ACCGG ACTGGGGGAT TTTA TGACAGCACAA
v 1569 TACTGTGCCTTT T TTeC cr TGGGGGATACG c GACAGCACAA
13 1363 TACTGTGC GTCGGC CCTT ACTGG TGGGGG GGATG CTTTGACAGCACAA
14 1575 TACTGTGCCTTT TTACATGACCG TAC T ACTGGGGGATAC AGAAAG GCACAA
14 1359 TACTGTGCCTT — CCACA TCCT CTGGGGGATAC TGCCAT  CTTTGACAGCACAA
15 1368 TACTGTGCCTTT GGGCCCCCCCA CTT TT " ACTGGGGGAT GGTCGG GACAGCACAA
DI3
07 1352 TACTGTGCC G G CTCCTGGGACACCC
10 1347 TACTGTGCCTTT TCT GGGGATA CCTGGGACACCC
b 1577 TACTGTGCC CTCGT ACTGG TATCGGCCCC ACACCC
* 1571 TACTGTG TCC Jelelelee] TGG CACCCTCGG TGGGACACCC
12 1568 TACTGTGCCTT Gr ACTGGGGGATACG CTCCTGGGACACCC
13 1360 TACTGTGCCTT AG CTGGGGGATACG GGAG CTCCTGGGACACCC
13 1348 TACTGTGCCTTT A TCC eT TGGGGGATA AG  CTCCTGGGACACCC
* 1350 TACTGTGCCT  CTGCT ACTGGGGGA CGCTAG  CTCCTGGGACACCC
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Tabelle 8 [A] - [C] fal3t die Nukleotidsequenzen der CDR3-Regionen von DV1-, DV2-
und DV3-Transkripten zusammen, welche wir in Dinndarmbiopsien eines Neugebo-
renen analysierten, wobei die Darstellung der Resultate analog zur Tab.4 [A] - [C] ist.
Sowohl die abgebildeten DV1-, DV2- und DV3-Transkripte des Neugeborenen als
auch die Sequenzdaten des 6 Wochen alten Sauglings sind Uber die Datenbanken
EMBL/GenBank/DDBJ unter den accession numbers U91126 - U91222 beziehungs-
weise U91223 - U91302 einzusehen. Generell wiesen die intestinalen DV1-, DV2-
und DV3-Transkripte des Neugeborenen komplexe Gensegmentibergénge auf, die
zahlreiche Additionen von ,N“-Nukleotiden enthielten. Im Gegensatz zum limitierten o
TCR-Repertoire Erwachsener (46; 47) war das neonatale 6 TCR-Repertoire hoch-
divers, wobei sich innerhalb korrespondierender Mukosabiopsien keine Uberlappun-
gen identischer 6-Kettentranskripte nachweisen lieBen (vgl. hierzu den rechten Teil
der Tab.8). In Analogie zu adulten Individuen (47) waren die Gensegmentibergange
der DV2-Transkripte weniger komplex als diejenigen der DV1-Transkripte, was zu-
mindest teilweise auf der reduzierten Expressionsrate des DD2-Segmentes beruhte.
Die DV1-, DV2- und DV3-Repertoires des 6 Wochen alten Sauglings (vgl. Tab.9)
ahnelten insofern denen des Neugeborenen, als dal? deren CDR3-Regionen eben-
falls sehr komplex waren und sich innerhalb korrespondierender Gewebeproben
keine identischen &-Transkripte nachweisen lieRen. Sowohl das Neugeborene als
auch der Saugling verfugten tber einige wenige TCRDV2-Transkripte, welche keine
.N“-Regionen enthielten und vollkommene ldentitat zu fetalen 8 TCR-Sequenzen auf-
wiesen weshalb spekuliert wurde, dal3 es sich hierbei um ein Relikt der pranatalen
Entwicklungsphase handeln kdnnte. Bezlglich der Expression von DJ-Segmenten
ahnelte das 6 TCR-Repertoire des Neugeborenen dem fetalen Rezeptor Repertoire
(vgl. Abb.25). Demgegeniber war die Verwendung des DJ1-Segmentes bei DV1-
und DV3-Transkripten des 6 Wochen alten Sauglings mit den Expressionsraten
Erwachsener vergleichbar.
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Tab.9:

A

Nukleotidsequenzen der CDR3-Doménen von TCRDV1- (A), DV2- (B) und
DV3-Transkripten (C) aus dem Intestinum eines 6 Wochen alten Sauglings

CDR3 - N/P DD2 N/P N/P DJ1l: ACACCGATAAACTC
Lénge Klon GCTCTTGGGGAACT CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG DJ2: CTTTGACAGCACAA I II
DJ:
09 D1_1 9 GCTCTTGGGGAACT TTCCT TGAGCC CCGATAAACTC 1/22
11 D1_1 1 GCTCTTGGG ATGGCCCCCC CCTAC ACTTAGAGG GATARACTC 1/22
11 D1_1 18 GCTCTTGGGGAACT CGGC CTGGGGGATACG AAG GATARACTC 1/22
11 D1_2_10 GCTCTTGGGGAA TGCCG CTGGGGG TATCGCT CCGATAAACTC 1/8
12 D1_1_7 GCTCTTGGGGA CCGC T ACTGGGGGATA AACGGGC CCGATAAACTC 1/22
12 D1_2_7 GCTCTTGG CGGGCC GT ACTGGGGGATACG GG ACACCGATAAACTC 1/8
12 D1:1:4 GCTCTTGGGGAACT AGA TGGGGG CTACCGRAG CACCGATAAACTC 1/22
12 D1_1_13 GCTCTTGGG AACCAACCG TTC GGT T ACTGGGGGATACG G BAACTC 1/22
13* D1_2 9 GCTCTTGGGGA TCCCCCATCA TAC CGGTTTT CACCGATAAACTC 1/8
13 D1_1_10 GCTCTTGGG AACCC CCTTC GATTG GGGGGATACG GGG CCGATAAACTC 1/22
13 D1_1_24 GCTCTTGGGGAA ARA TTCC GGGC ACTGGG TAT CACCGATAAACTC 1/22
13 D1_1_27 GCTCTTGGGGA c CcCcT GGTAA TGGGGG GAGTCT CACCGATAAACTC 1/22
14 D1:1:26 GCTCTTGGGGAACT AGAGGGGA CcCcT CGT ACTGGG ACACCGATARACTC 1/22
15 D1_1 22 GCTCT GGCTTC G CCTTC TTCCAGT ACTGGGGG GATACGT ACACCGATAAACTC 1/22
15 D1_1 8 GCTCTTGGGGA TACCC cCcT ACTGGGGGATACG GATGTT CACCGATAAACTC 1/22
15 D1_1_5 GCTCTTGGGGAACT CATTTTG ccT ACTGGGGGA CCTT ACACCGATAAACTC 1/22
15 D1_2_6 GCTCTTGGGGA TCAAGGGGCA TTC GC ACTGGGGGA AA ACACCGATAAACTC 1/8
17 D1_2_12 GCTCTTGGGG CCCCCAGAATGGCCATAGG CTT GAGGTGG TGGGGGAT TC ATAAACTC 1/8
17 D1:1:25 GCTCTTGGGGAAC ACCT CTTC GCAT T ACTGGGGGAT GTATTTACCT CGATAAACTC 1/22
17 D1_2_8 GCTCTTGGGGAAC GATGTATACCNAACAGGGAGGA GGGGG CC ACACCGATAAACTC 1/8
18 D1_1 12 GCTCTTGGGG CCTT TTCCTAC CTTACCTACT T ACTGGGGGATA TTATCC CCGATAAACTC 1/22
18 D1_1_20 GCTGTTGG AGACCCCC CCTTCCT CAT ACTGGGGGATAC TGTGGGGGC CACCGATAAACTC 1/22
19 D1_1_6 GCTCTTGGGGAACT ACCGCG CTAC GTACGTCGGG ACTGGGGGA GCAAGT ACACCGATAAACTC 1/22
20 D1_1_14 GCTCTTGGG TCGAATTTAGGGAGAT CTT TG T ACTGGGGGATACG GCCGTGT ACACCGATAAACTC 1/22
22 D1~ 1 16 GCTCTTGGGGA GCCGAGCCCCT TTCCTAC CCGTT T ACTGGGGGAT GGCTTAACCGCGT ACACCGATAAACTC 1/22
14 D1_2_5 GCTCTTGGGGRAC CCA CTT GGTA T ACTGGGG AGCcC ACAGCACAA 1/8
15 D1_1_15 GCTCTTGGGGAACT CCATCTGGTAT ACTGGGGGA GC TTGACAGCACAA 1/22
15* D1_2_1 GCTCTTGGGGA TCCCA cCcT CTGGTA T ACTGGGGGA GC TTGACAGCACAA 1/8
19 Dl:l:ll GCTCTTGGGGAA A TTC GGG CTGGG CTTCCTATCGTACTGTGCCTTA CTTTGACAGCACAA 1/22
20 D1_1 19 GCTCTTGGGGA CCGTGGCCTCTACCGG CCTTCCTC GATAGGA GGGAT TTTTTC GACAGCACRA 1/22
DJl: ACACCGATAAACTC
CDR3- N/P DD2 N/P N/P DJ2: CTTTGACAGCACAA
Lénge Klon GCCTGTGACACC CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG DJ3: CTCCTGGGACACCC I II
08 D2_2_14 GCCTGTGAC GCGA TAC ACACCGATAAACTC 1/24
09 D2_1 3 GCCTGTGACA T ACTGGGGGAT ACCGATARACTC 1/6
09 D2_2_9 GCCTGTG TC GT ACTGGGGG T CACCGATAAACTC 1/24
10 D2_2_17 GCCTGT AR TGGGGGATA TCGACAGG CCGATAAACTC 1/24
12 D2_2_22 GCCTG GRAATTG CTGGGGGGGAC CTTGT ACACCGATAAACTC 1/24
DJ2
08 D2_2_8 GCCTGTGACACC TGGGG GACAGCACAA 1/24
09 D2_2_19 GCCTGTGACACC G TGGGGG CT ACAGCACAA 1/24
11* D2_2_7 GCCTGTGACACC GT ACTGGG TCAAG GACAGCACAA 1/24
11 D2_2_20 GCCTGTGAC GCCT T ACTGGGGGA TTTGACAGCACAA 1/24
11 D2:275 GCCTGTGAC GT ACTGGGGGATA CTTTGACAGCACAA 1/24
DJ3
08 D2_2_10 GCCTGTGAC TCCTGGGACACCC 1/24
11 D2_2_13 GCCTGTGACACC CTGAGCC CCTGGGACACCC 1/24
12 D2_2_21 GCCTGTGACAC TGGGGGATA CTCCTGGGACACCC 1/24
12 D2:2:24 GCCTGTGACACC GT ACTGGGGGA A TGGGACACCC 1/24
12 D2_1_2 GCCTGTGACACC G CTGGGGGA TCCTGGGACACCC 1/6
12 D2_1 11 GCCTGTGACAC T ACTGGGGGATA N TGGGACACCC 1/6
13* D2_1_10 GCCTGTGAC CcG ACTGGGGG CCGGC CCTGGGACACCC 1/6
13 D2_1_13 GCCTGTGAC CTCA T ACTGGGGGAT GTT TGGGACACCC 1/6
13 D2_2_18 GCCTGTGACAC TGGGGGATAC AG CTCCTGGGACACCC 1/24
13 D2:2:15 GCCTGTGACACC GCC GGGGGATACG ACC GGGACACCC 1/24
13 D2_2_16 GCCTGTGACACC G CTGGGGGATA CTCCTGGGACACCC 1/24
13 D2_2_1 GCCTGTGAC GCG ACTGGGGGA AC CTCCTGGGACACCC 1/24
13 D2_1_9 GCCTGTGACACC GGGGGATACG CG TCCTGGGACACCC 1/6
13 D2_2_12 GCCTGTGACAC TGGGGGATAC CGA TCCTGGGACACCC 1/24
13 D2_2_6 GCCTGTGACACC GG CTGGGGGA G CTCCTGGGACACCC 1/24
13 D2:2:4 GCCTGTGAC GT ACTGGGGGA GAG CTCCTGGGACACCC 1/24
14 D2_2_2 GCCTGTGACACC GGA TTC A GGTACCG CTCCTGGGACACCC 1/24
14 D2_2_3 GCCTGTGACACC GT ACTGGGGGATA G CTCCTGGGACACCC 1/24
14 D2_2_11 GCCTGTGACACC GTG TGGGGGATACG CTCCTGGGACACCC 1/24
15 D2_2_23 GCCTGTGACAC T ACTGGGGGAT CCTCTAG CTCCTGGGACACCC 1/24
CDR3- DV3 N/P DD2 N/P DD3 N/P DJ1l: ACACCGATAAACTC
Lange Klon TACTGTGCCTTT CCTTCCTAC ACTGGGGGATACG DJ2: CTTTGACAGCACAA I II
DJ1
06 D3_1_9 TACTGTGCCTT AGT ACTG CCTT CCGATAAACTC 1/15
07 D3_2_9 TACTGTGCCTT G TGGGG ATTG ACCGATAAACTC 2/12
07 D3_2_6 TACTGTGCC GCe GAT TCCT ACACCGATAAACTC 1/12
09 D3:1:7 TACTGTGCCTT CTCGTTACGGATTT GT ACTGG C BAACTC 6/15
09 D3_2_10 TACTGTGCC CTCG CTGGGGGAT CGT ACACCGATAAACTC 1/12
10 D3_1 6 TACTGTGCCTTT ATCGCCC GGGG CGCATGTC CCGATAAACTC 1/15
10 D3_1_1 TACTGTGCCTTT CTTA CCTTCC ACTTGT ACACCGATAAACTC 1/15
10 D3_2_7 TACTGTGCCTTT AAATC GGGGATACG GAG CACCGATAAACTC 1/12
11 D3_2_11 TACTGTGCCTT G TTC GGGC GGGGG TCTTTCT ACACCGATAAACTC 1/12
11 DB:I:B TACTGTGCCTTT ATGTCCC GGGG CCCGACTAAT ACCGATARACTC 2/15
11 D3_1_10 TACTGTGCCTTT AAA TCC GTGCGCGCC GGGG CG ACCGATARACTC 1/15
12 D3_1 12 TACTGTGCC 'CCA CTT GCCC CTGGGGGATACG GT ACACCGATARACTC 1/15
12 D3_2_1 TACTGTGCCTTT GATTCTTGCTGTA CCTT TCCT T ACACCGATAAACTC 1/12
13 D3_2_3 TACTGTGCCTTT TCCCGGC CCTT TC GGGGGAT CGT ACACCGATAAACTC 1/12
14* D3_1_2 TACTGTGCCTTT CACGG T TGTTTTTAGTTGGCCTCCT ACACCGATAAACTC 1/15
14 D3:2:2 TACTGTGCCGT ccc CCTTCCTAC TG CTGGGGGAT GGGGCCTGGG CGATAAACTC 1/12
14 D3_2_8 TACTGTGCCTT ACCA TTCCT GAC ACTGGGGGATAC CTTGT ACACCGATAAACTC 1/12
14 D3_2_12 TACTGTGCCT ACACTAGG AGT ACTGGGGGAT CAGGGTGGT ACACCGATAAACTC 1/12
19 D3_1_18 TACTGTGCCTTT ARAGTTTTGGCATATAAAG TCCTAC ATT TGGGG TGGCGGTGGTGCATT GATARACTC 1/15
DJ2
12 D3_2_4 TACTGTGCCTTT AGGC CTGGGGG GCCGCAATG TTTGACAGCACAA 1/12

Entwicklungsabhéngige Einschrdnkung der Diversitat humaner &

TCR-Repertoires

Da sich die oligoklonalen CDR3-Profile Erwachsener (46; 47) grundlegend von den

polyklonalen Verteilungsmustern bei Feten und Neugeborenen unterschieden nah-
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men wir an, dal} das humane & TCR-Repertoire des Intestinaltraktes einer sukzessi-
ven Einschrankung seiner Rezeptorvielfalt unterliegt. Um den Zeitpunkt der einset-
zenden Limitierung exakter zu bestimmen, fuhrten wir CDR3-Langenanalysen der &
TCR-Transkripte aus dem Dinndarm eines Neugeborenen, mehrerer Kinder und
Jugendlicher sowie eines jungen Erwachsenen durch, der ein Lebensalter von 26

Jahren erreicht hatte.

Abb.26: Entwicklungsabhéngige Veranderungen des intestinalen 6 TCR-Repertoires
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Die Abbildung 26 dokumentiert anhand von CDR3-Lé&ngenanalysen der TCRDV1-
Transkripte von 7 Patienten, dal3 klonale Expansionen des intestinalen 6 TCR-Reper-
toires bereits im Alter von 14 - 17 Jahren deutlich ausgepragt waren, was durch
DNA-Sequenzanalysen bestatigt werden konnte. Im Vergleich hierzu erwiesen sich
die 6 TCR-Repertoires der Individuen im Alter von 1.5, 3.5 sowie 6.5 Jahren als
hochdivers und ahnelten der CDR3-Langenverteilung des Neugeborenen (vgl. Abb.
24). Im Fall des 17- bzw. des 26jahrigen Patienten betrug die Distanz zwischen den
parallel entnommenen Biopsien zirka 10 cm. Entsprechende Untersuchungen der
intestinalen TCRDV2- und DV3-Transkripte erbrachten analoge Resultate (Daten

nicht gezeigt).
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5.3 Das § Rezeptor Repertoire kutaner v/§° T-Lymphozyten gesunder

Personen

Abgesehen von Ahnlichkeiten ihrer anatomischen Struktur verfiigt die Haut - analog
zum Darmtrakt - Gber eine gro3e Oberflache, weshalb sie gleichermalien eine poten-
tielle Eintrittspforte fur pathogene Mikroorganismen darstellt. Da die Immunsysteme
beider Organsysteme vor &hnliche Anforderungen gestellt werden und sich deshalb
vermutlich vergleichbarer Abwehrstrategien bedienen, bildeten Analysen kutaner y/&*

T-Zellen einen weiteren Teilaspekt unserer molekularbiologischen Untersuchungen.

Zu Beginn unserer Studien existierten nur wenige experimentelle Daten, die detail-

lierte Einblicke in das Rezeptor Repertoire kutaner y/d T-Lymphozyten gestatteten.
Aufgrund von DNA-Sequenzanalysen, welche unter Verwendung weniger y/d T-Zell-
klone durchgefiihrt worden waren wurde vermutet, daf® kutane y/d T-Lymphozyten di-
verse Rezeptor Repertoires aufweisen (120; 123). Allerdings konnte im Rahmen die-
ser Untersuchungen keine klare Abgrenzung vom peripheren v/ TCR-Repertoire
vorgenommen werden (124). Somit bestand der initiale Ansatzpunkt unserer Expe-
rimente in einer differenzierenden Charakterisierung des kutanen 3-Kettenrepertoires
gesunder Kontrollpersonen. Konkret wurde die Diversitat kutaner /6 T-Lymphozyten
anhand von Gewebestanzen aus der Epidermis sowie der Dermis mittels ,CDR3-
Spectratyping” analysiert und mit dem peripheren 6 Rezeptor Repertoire der entspre-
chenden Probanden verglichen. Dieser experimentelle Ansatz erméglichte eine klare
Unterscheidung zwischen dem Rezeptor Repertoire der seltenen kutanen y/d T-Lym-
phozyten und demjenigen der peripheren /& T-Zellen, welche mit intradermalen
Kapillargefal3en assoziiert sind. Um sicher zu stellen, daf3 der befundete Klonalitats-
grad keine Folge einzelner aktivierter T-Lymphozyten darstellte, welche definierte
Rezeptortranskripte mit hoher Rate exprimieren, wurde auch die chromosomale DNA

analysiert.
Tab.10: Patientenkollektiv ,gesunde Haut” (H1 - H7)

Patient | Geburts- | Geschlecht Diagnose UICC- | Entfernung der PE | Lokalisation
datum Stadium | vom Tumorrand der PE Haut
H1 1958 w SSM, LI, Ib/pT2 55¢cm re. Flanke
@d=11mm + 2 x PBL
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H2 1925 m SSM, LIV, Ib/pT2 4,5cm Abdomen
@ =0,85 mm + 2 x PBL
H3 1936 w SSM, LI, Ib/pT2 5,0cm rechter
@ =0,86 mm Unterschenkel
+2 x PBL
H4 1961 w - - - li. Schulter
+ 2 x PBL
H5 1937 m - - - li. Hand
+2 x PBL
H6 1970 w malignes Ib/pT2 5,0cm re. Oberarm
Melanom +2 x PBL
klein, keine
Metastasen
H7 1944 w Basaliom - 4,0cm re. Oberarm
4x7cm + 2 x PBL

Die an sieben Kontrollpatienten im Alter zwischen 37 und 73 Jahren vorgenomme-

nen chirurgischen Eingriffe erfolgten entweder aus kosmetischen Griinden (Diagnose

) oder wurden zwecks Exzision nichtmetastasierender, maligner Melanome durch-

gefuhrt, deren Gewebepenetration < 1,1 mm betrug (Stadium Ib/pT2). Da die Haut-

biopsien im Abstand von ~ 5 cm zum Neoplasma entnommen wurden und die betref-

fenden Patienten selbst nach 2jahrigem, postoperativem Intervall keine Tumorneubil-

dungen zeigten, konnten krankheitsbedingte Beeinflussungen des kutanen 6 TCR-

Repertoires weitgehend ausgeschlossen werden. Um der potentiell bestehenden

Gefahr PCR-generierter Artefakte zu begegnen, wurden samtliche Untersuchungen

in Doppelbestimmung vorgenommen, was auch fur die Analyse peripherer mono-

nuklearer Zellen galt.
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Die TCRDV1- und TCRDV2-Transkripte kutaner sowie peripherer /6 T-Lymphozyten
der funf Patienten H1 - H5 wurden parallel auf einem denaturierenden Polyacryl-
amidgel aufgetrennt. Es ist deutlich erkennbar, dal3 die CDR3-Profile oligoklonale
Verteilungsmuster aufwiesen und dartber hinaus streng kompartimentspezifisch wa-
ren. Definierte Banden, die é-Kettentranskripte enthielten, wurden aus der Gelmatrix
isoliert, reamplifiziert und nachfolgend direkt sequenziert (vgl. die jeweils ermittelten
CDR3-Langen). Demgegenuber erbrachten in vitro Amplifikationen kutaner TCRDV3-
Transkripte Uberwiegend sehr niedrige PCR-Produktausbeuten bzw. kein Amplifikat
(Daten nicht gezeigt). Hieraus kann geschlossen werden, daR TCRDV3 exprimieren-
de T-Lymphozyten in der Haut gesunder Personen extrem unterreprasentiert sind.
Da korrespondierende Hautproben, welche im Abstand von 2 - 10 cm voneinander
isoliert wurden sehr ahnliche CDR3-Profile sowie identische dominante Banden auf-
wiesen lag nahe, daR kutane /8" T-Zellen nicht nur lokal expandieren, sondern weit-
reichende Hautareale umfassen konnen. Diese Annahme lie3 sich durch DNA-
Sequenzanalysen dominanter Banden bestatigen, die zur Identifizierung zahlreicher
identischer o-Kettenrearrangements innerhalb parallel entnommener Hautbiopsien
fuhrten (vgl. Tab.11, S.103).

5.3.2 Kutane und periphere v/6 T-Lymphozyten weisen signifikant
voneinander verschiedene Rezeptor Repertoires auf und stellen

distinkte Zellpopulationen dar

Unser experimenteller Ansatz ermdglichte eine Differenzierung zwischen dem o
TCR-Repertoire lokaler, kutaner T-Zellen und demjenigen peripherer y/d T-Lympho-
zyten, welche innerhalb der Kapillargefal3e der Haut lokalisiert waren. Da y/d T-Zellen
beim Menschen lediglich 1 - 8% der intradermalen, CD3-positiven Lymphozyten aus-
machen (117) bestand prinzipiell die Mdglichkeit, dal die analysierten & TCR-
Repertoires auch & TCR peripherer T-Lymphozyten reprasentierten, welche mit den
MikrogefalRen der Haut assoziiert sind und ebenfalls tber ein oligoklonales § TCR-
Repertoire verfugen (47; 110; 231; 232). Um der Gefahr von Fehlinterpretationen zu
begegnen, analysierten wir analog zu den Repertoires kutaner y/d T-Lymphozyten

jeweils auch das & TCR-Repertoire von Blutproben, welche den Probanden zeitgleich
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mit den kutanen Probeexzisionen entnommen wurden. Wie aus Abb.27 hervorgeht,
waren die CDR3-Langenprofile peripherer y/d T-Lymphozyten ihrer Diversitat nach in
den meisten Fallen ebenfalls limitiert, unterschieden sich jedoch signifikant vom
jeweiligen kutanen 6 TCR-Repertoire. Unter der Annahme, daf? sich die dominanten
v/d T-Lymphozyten der Haut vom peripheren Zellpool herleiten, sollte man innerhalb
beider Populationen jedoch identische klonale Expansionen erwarten. In einigen
Ausnahmefallen fanden sich tatsachlich Belege fir derartige, kompartimentiber-
greifende Expansionen: So zeigten die TCRDV1-Transkripte des Patienten H2 ein
CDR3-Profil, welches sowohl in der Haut als auch bei PBMC nachgewiesen werden
konnte (Abb.27, DV1, CDR3-Langen 19 und 16), wobei DNA-Sequenzanalysen die
Existenz identischer 8 TCR-Rearrangements innerhalb beider Kompartimente besta-
tigten (vgl. Tab.11). Dartber hinaus wies das kutane & TCR-Repertoire jedoch auch
dominante Banden auf (Abb.27, Patient H2, DV1, CDR3-Lange 15), welche nicht in
den entsprechenden CDR3-Profilen peripherer /8" PBMC identifiziert werden konn-
ten und von daher vermuten liel3en, dal} sie Rezeptoren von T-Zellen darstellten,
welche ausschlief3lich in der Haut lokalisiert waren.
5.3.3 Die oligoklonalen Rezeptor Repertoires kutaner /8" T-Zellen
beruhen nicht auf gesteigerten Genexpressionsraten aktivierter

T-Lymphozyten

Der grofite systematische Fehler, mit dem CDR3-Langenanalysen prinzipiell behaftet
sein kdnnen besteht im Vorhandensein aktivierter Lymphozytenklone, welche be-
stimmte Transkripte mit hoher Rate exprimieren und hierdurch eine Verschiebung
des tatsachlichen Rezeptor Repertoires verursachen konnen. Um auszuschliel3en,
dal3 der ermittelte Klonalitatsgrad des 6 TCR-Repertoires auf erhéhten Transkrip-
tionsraten aktivierter T-Zellklone beruhte, untersuchten wir parallel zur cDNA die
DNA aus Hautproben sowie PBMC zweier weiterer gesunder Patientinnen (H6 bzw.
H7). Hierbei wurden die DV2-Arrangements 6 Ketten kodierender Gensegmente auf
chromosomaler Ebene analysiert, wobei TCRDV2- sowie intronspezifische ,anti-
sense“-Oligonukleotide fir TCRDJ1 bzw. TCRDJ3 in den Polymerase-Kettenreak-

tionen zum Einsatz kamen:

Abb.28: CDR3-Langenanalysen kutaner und peripherer d-Kettenrearrangements, die
in vitro unter Verwendung chromosomaler Matrizen-DNA amplifiziert wurden



A.Hennemann Ergebnisse 101

H6é H7

Haut PBMC Haut PBMC
|

[ TR
(& CDR3-Lange

oo
| i in AA
Z [
: ; :
L 3

Da die DJ-Intronsequenz im Rahmen des posttranskriptionellen ,Splicings® eliminiert

DV2/DJ1

DV2/DJ3

= |
- 1
"L
TR

wird, schliel3t die Verwendung intronspezifischer DJ-,Primer* eine simultane Amplifi-
kation von & TCR-Transkripten aus. Die DV2-Region wurde deshalb als Zielsequenz
ausgewahlt, weil sie von humanen kutanen y/d T-Zellen weitaus am haufigsten expri-
miert wird (120; 123; 124). Wie bereits fir TCRDV2-Transkripte beschrieben (vgl.
Abb.27), lieRen auch die Amplifikationen chromosomaler TCRDV2-Rearrangements
oligoklonale CDR3-Profile erkennen, wobei korrespondierende Hautbiopsien nahezu
identische klonale Expansionen aufwiesen und sich signifikant vom peripheren o
Rezeptor Repertoire unterschieden, was zudem durch die DNA-Sequenzanalyse von
0 TCR-Banden bestatigt werden konnte (vgl. Tab.11). Somit erbrachten die Unter-
suchungen, bei denen cDNA und chromosomale DNA als alternative Matrizen fur
Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzt wurden im ,,CDR3-Spectratyping“ tUberein-

stimmende Resultate.

5.3.4 DNA-Sequenzanalysen dominanter 6 TCR-Transkripte kutaner v/8
T-Zellklone
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Um definitiv sicherzustellen, dal3 korrespondierende dominante Banden in zeitgleich
entnommenen Hautbiopsien (vgl. Abb.27 bzw. 28) tatsachlich identische &-Transkrip-
te reprasentierten, wurden diese nach vorangegangener Isolierung sowie in vitro
Reamplifikation direkt sequenziert. Insgesamt konnten wir mittels der DNA-Sequenz-
analyse 23 Paare identischer dominanter TCRDV1- bzw. TCRDV2-Rearrangements
innerhalb korrespondierender Hautbiopsien identifizieren. Tabelle 11 zeigt, daf3 die o
TCR-Transkripte (A) und die chromosomalen o-Kettenrearrangements (B) parallel
gewonnener Hautbiopsien identische Nukleotidsequenzen aufwiesen was darauf hin-
deutete, dalR kutane y/d T-Lymphozyten nicht nur lokal expandieren, sondern homo-
gene Verteilungen klonal expandierter Zellpopulationen aufweisen. In denjenigen
Fallen, wo sich Sequenzuberlappungen zwischen kutanen und peripheren §-Ketten-
transkripten nachweisen lieBen bestand die Mdglichkeit, dal’ dies auf peripheren v/6
T-Lymphozyten beruhte, die mit kutanen Mikrogefal3en assoziiert waren. Lediglich in
einem einzigen Fall (Patient H2, TCRDV2, CDR3-L&nge 11) erbrachte die Feinstruk-

turanalyse korrespondierender DNA-Banden divergente & TCR-Transkripte.

Tab.11:  Nukleotidsequenzen der Gensegment-Ubergangsregionen kutaner und peri-
pherer d-Kettentranskripte
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Der Vergleich dominanter Banden kutaner und peripherer & TCR-Transkripte Uber-
einstimmender CDR3-Lange lieR in 4 Fallen gleichartige 3-Kettenarrangements, in

weiteren 3 Fallen hingegen abweichende Nukleotidsequenzen erkennen. Die CDR3-

Regionen kutaner und peripherer 3-Rezeptoruntereinheiten waren in jedem Fall kom-
plex strukturiert. Ferner lieRen sich niemals Uberlappungen zwischen den y/d TCR-

Repertoires verschiedener Personen nachweisen.

5.4 Die Rolle von y/6 T-Zellen bei chronisch entzindlichen Darm-

erkrankungen (CED)

5.4.1 Ausgangssituation

Obwohl zahlreiche Hinweise darauf vorliegen, dal3 y/d T-Lymphozyten eine entschei-
dende Rolle bei der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen spie-
len (vgl. 2.1.13) erbrachten die immunhistochemischen Untersuchungen der mukosa-

len y/6 T-Zellen von CED-Patienten widersprichliche Resultate. So liel3en einige Stu-
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dien erkennen, daf3 sowohl die Verteilung als auch die absolute Anzahl der /6 T-Zel-
len innerhalb lasionaler Darmareale derjenigen phanotypisch unauffalliger Mukosa-
abschnitte gleicht (233 - 236). Demgegeniber stehen die Ergebnisse von Untersu-
chungen, die erhohte Titer y/8" T-Zellen in entziindlichen Darmarealen dokumentie-
rten (161). Mittels durchflul3zytometrischer Methoden sowie PCR (161) liel3 sich
zeigen, dal bei intestinalen /6 T-Zellen in jedem Fall DV1/DJ1-Arrangements domi-
nieren wobei es offensichtlich keine Rolle spielt, ob die betreffenden T-Lymphozyten
von M.Crohn-, C.ulcerosa- oder Divertikulitis-Patienten stammen. Innerhalb der
T-Zellareale lymphoider Follikel sowie in der Peripherie der Granulome von M.
Crohn-Patienten konnten erhdhte y/d T-Zelltiter nachgewiesen werden (160). v/6 T-
Zellen stellen bekanntermaf3en eine bedeutende Quelle des proinflammatorischen
Zytokins IFN-y dar, womit ein weiterer Hinweis auf eine Beteiligung an der Granulom-
entstehung bei M.Crohn-Patienten gegeben ist. Analysen des TCRDV1- sowie des
TCRDV3-Repertoires von T-Lymphozyten, die aus der entziindeten Mukosa von M.
Crohn-Patienten stammten, lie3en klonale Expansionen sowie eine erhdhte Expres-
sionsrate des DJ3-Gensegmentes erkennen (237). Demgegentber war unbekannt,
ob derartige Expansionen auch in nichtinvolvierten Mukosaarealen existieren. Im
Vergleich zu gesunden Personen, welche innerhalb des peripheren Blutes vorwie-
gend Vo2-positive T-Zellen aufweisen (101), konnte im Blut von M.Crohn-Patienten
ein erhohter Prozentsatz Vol-positiver T-Lymphozyten ermittelt werden (103; 174;
233), was auf eine Beteiligung systemischer v/ T-Zellen an der Pathogenese des

M.Crohn schlieRen laft.

Aus dem derzeitigen Erkenntnisstand kann abgeleitet werden, dal3 antigenspezifi-

sche /6 T-Zellen in der intestinalen Mukosa akkumulieren und dort vermutlich inflam-

matorische Prozesse induzieren. Vor dem Hintergrund, dafd oligoklonale Expansio-

nen fur intestinale /6 T-Zellen erwachsener Personen charakteristisch sind (46 - 48)

war fur uns von Interesse, inwieweit die innerhalb lasionaler Mukosaareale vermehr-

ten y/8" IEL mit spezifischen, moglicherweise bakteriellen Antigenen interagieren und

durch diese aktiviert werden. Da solche Wechselwirkungen prinzipiell zu krankheits-

assoziierten Verschiebungen des 6 Rezeptor Repertoires fihren kénnen, analysier-
ten und verglichen wir die CDR3-Langenprofile der y/d T-Lymphozyten aus lasionalen

sowie benachbarten, phénotypisch unauffalligen Darmarealen von Morbus Crohn-
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Colitis ulcerosa- sowie Divertikulitis-Patienten. Um die Moglichkeit einer Beeinflus-
sung systemischer y/6 T-Lymphozyten durch die jeweilige Erkrankung zu untersu-
chen, bestimmten wir dartiber hinaus das periphere & TCR-Repertoire der betreffen-

den Probanden.

542 Patientenkollektiv CED

Das Patientenkollektiv bestand aus M.Crohn-Patienten [MC1 - MCS, vgl. Tab.12 (c),
S. 107], die in der Gastroenterologischen Ambulanz der Medizinischen Klinik 11 im
Zentrum der Inneren Medizin (ZIM) der JWG-Universitat Frankfurt am Main betreut
wurden. Daruber hinaus bestand eine Kooperation mit Herrn Prof. R. DUCHMANN von
der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz (derzeit Universitdt des Saarlandes,
Homburg/Saar). Im Rahmen dieser Zusammenarbeit konnten Mukosabiopsien bzw.
chirurgisches Resektionsmaterial in die Studie einbezogen werden, das von Colitis
ulcerosa- [CUL und CU2, Tab.12 (b)] sowie Divertikulitis-Patienten stammte. Im Fall
der Divertikulitis-Patienten waren keine ndheren Angaben zur Person erhéltlich; die
entsprechenden Biopsien aus dem Sigmoid tragen die Bezeichnungen ,D1" bzw.
.D2".

Tab.12 (a):  Kontrollkollektiv ,gesundes Kolon* (G1 - G10)

Patient | Geburts- | Geschlecht | Diagnose Biopsien
datum
G1 1924 m Durchfalle unklarer Kolon | = Caecum
Genese Kolon Il = K. transversum

(Distanz = 1 m)

+ 2 x 10 ml vendses Blut (Heparin)
G2 1916 w Zustand nach Zervix-CA, |Kolon | =K. transversum
NPL-Ausschluf Kolon Il = Sigmoid
(Distanz = 1 m)

+ 3 x 10 ml vendses Blut
G3 1939 w chronische Obstipation Kolon | =K. transversum
Kolon Il = Sigmoid
(Distanz = 1 m)

+ 2 x 10 ml venéses Blut
G4 1950 w Blutungsausschluf3 Kolon | = Rektum

Kolon Il = Rektum
(Distanz = 0,1 m)

+ 2 x 10 ml venéses Blut

G5 1952 m chronische Obstipation Kolon | = Rektum
Kolon Il = Caecum
+ 2 x 10 ml vendses Blut
G6 1959 w abdominale Kolon | =K. ascendens
Beschwerden Kolon Il = K. descendens
Kolon Ill = K. transversum

+ 2 x 10 ml vendses Blut
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G7 1923 m chronische Obstipation Kolon | =K. transversum
Kolon Il = Sigmoid
+ 2 x 10 ml vendses Blut
G8 1934 m chronische Obstipation Kolon | = Rektum
Kolon Il = Rektum
+ 2 x 10 ml vendses Blut
G9 1930 m chronische Obstipation Kolon | =K. descendens
Kolon Il = K. transversum
+ 2 x 10 ml vendses Blut
G10 1938 m abdominale Kolon | = Rektum
Beschwerden Kolon Il = Rektum
unklarer Genese + 2 x 10 ml venéses Blut
Tab.12 (b):  Colitis ulcerosa - Patienten (CU1 + CU2)
Patient | Geburts- | Geschlecht | Diagnose Biopsien
datum
Ccul 1952 w Colitis ulcerosa Rektum:
ED: 1979 entziindetes Areal (+)
Rektum:
nichtentzindliches Areal (-)
(Distanz ~ 10 cm)
Ccuz2 1972 m Colitis ulcerosa Sigmoid (20 cm):
ED: 1992 hochfloride (+)
Sigmoid (35 cm):
mafig floride (+/-)
Sigmoid (40 cm):
nicht floride (-)
Tab.12 (c):  Morbus Crohn - Patienten (MC1 - MC8)
Patient | Geburts- | Geschlecht | Diagnose Biopsien
datum
MC1 1962 m ausgepragt floride lleocaecalklappe (kolonseitig):
chron. lleocolitis floride Entziindung (+)
ED: 1990
Morbus Bechterew Kolon transversum:
ED: 1989 nicht entziindet (-)
MC2 1966 w apht. lleitis, Anastomose, | Kolon:
gering floride lleocolitis diskret floride Entziindung (+)
ED: 1994
Anastomositis Kolon transversum:
ED: 1993 nicht entziindet (-)
MC3 1965 m geringe Entziindung an | Kolon (nahe lleocoecalklappe):
lleocaecalklappe und gering floride (+)
Kolon, gering florider
M.Crohn Kolon transversum:
ED: 1992 nicht entziindet (-)
MC4 1979 m ulcerose Colitis und Sigma:
perianale Fistelung hochfloride (+)
floride Colitis,
aktiver M.Crohn Sigma:
ED: 1997 nicht/gering (?) entzindet (-)
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MC5 1960 m lleocolitis, Sigmoid:
aktiver M.Crohn entziindet (+)
ED: 1988
Sigmoid:
nicht entziindet (-)
MC6-1 1956 w kein Anhalt fir Rezidiv im | Kolon:
Kolon (01/1997) nicht entziindet, Remission (-)
MC6-2 aktiver M.Crohn, kleine Kolon:
Ulcera im Sigma (06/197) | entziindet (+)
MC7 1972 w florider Morbus Crohn Sigmoid (15 cm-Resektat):
ED: 1994 6 Biopsien im Abstand von 5 cm,
EM: 1992 patholog. verédnd. Bereich (+)
lleum:
2 Biopsien im Abstand von 3 cm,
~ 1 cm vom Resektionsrand (-)
MC8 1951 w aktiver M.Crohn Caecum:
ED: 1974 entziindet (+)
Kolon ascendens:
nicht entzindet (-)
5.4.3 CDR3-Langenanalysen intestinaler und peripherer 8 TCR-Transkripte
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In vereinzelten Fallen lie3en sich bei den Kontrollpatienten klonal expandierte T-Zell-
klone erkennen, welche nicht in der korrespondierenden Kolonbiopsie nachgewiesen
werden konnten. Somit wies das Kolon unter physiologischen Normalbedingungen
eine gewisse Variationsbreite seines CDR3-Profils innerhalb verschiedener Abschnit-
te auf. Unsere jungsten Resultate stellten insofern eine Erweiterung der bislang
publizierten Daten (46 - 48) dar, als dal3 in den friheren Studien vergleichsweise
wenige Personen eingeschlossen wurden. Mdglicherweise hatten die anhand kleine-
rer Kollektive erhaltenen Ergebnisse jedoch nicht ausgereicht, um subtile Abwei-
chungen des 6 TCR-Repertoires bei CED-Patienten identifizieren zu kbnnen. Zudem
wurde das Repertoire von y/d T-Zellen im Rahmen der frGheren Untersuchungen
zumeist nur mittels in toto Klonierung sowie darauffolgender Sequenzierung der
PCR-Produkte untersucht. Demgegeniuber gestattete das ,CDR3-Spectratyping”
wesentlich detailliertere Aussagen bezuglich des jeweils exprimierten Rezeptor
Repertoires. Dariber hinaus schlossen unsere neueren Untersuchen generell Analy-
sen des peripheren 6 TCR-Repertoires ein.

5.4.4 Das & TCR-Repertoire innerhalb entzindeter Areale unterscheidet
sich nicht von demjenigen benachbarter, makroskopisch unauf-

falliger Darmabschnitte

Abbildung 30 stellt die CDR3-Langenprofile der TCRDV1- DV2- und DV3-Transkripte
aus entzindeten (+) und nicht entziindeten (-) Mukosaarealen sowie PBMC der 5
M.Crohn-Patienten MC1 - MC5 einander gegentber. Unsere Daten lassen klar er-
kennen, dafld kein signifikanter Unterschied zwischen den CDRS3-Profilen der invol-
vierten sowie der nichtinvolvierten Darmabschnitte bestand; vielmehr bewegten sich
die beobachteten Abweichungen im Rahmen der zuvor an gesunden Patienten doku-
mentierten Schwankungsbreite (vgl. Abb.29 und 30). AuRBerdem blieb die anhand
gesunder Personen dokumentierte Kompartiment- und Individuenspezifitat des o
TCR-Repertoires in jedem Fall bestehen. Wie aus Tabelle 13 (S. 115) hervorgeht,
erbrachten unsere Feinstrukturanalysen korrespondierender dominanter CDRS3-
Banden aus entzindlichen und nichtentziindlichen Biopsien identische Nukleotid-
sequenzen. Lediglich bei den Patienten MC1 und MC4 zeigten die aus lasionalen
und nichtinvolvierten Arealen isolierten Gewebeproben Abweichungen ihrer TCR

DV3-Profile. Da die DV3-spezifischen Polymerase-Kettenreaktionen jedoch in beiden
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Fallen sehr niedrige Produktausbeuten erbrachten und sich die in der PAGE
eingesetzten DNA-Mengen im Bereich der unteren Nachweisgrenze bewegten,
kdonnten die Verschiebung der CDR3-Léngenprofile auf einer Limitierung des ,CDR3-
Spectratypings” beruhen. Analog zu den gesunden Kontrollpersonen wiesen die o
TCR-Transkripte der PBMC von M.Crohn-Patienten ebenfalls eingeschrankte CDR3-
Profile auf, welche sich signifikant vom intestinalen 6 TCR-Repertoire unterschieden.

Abb.30: CDRS3-Langenanalysen der TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte von M.Crohn-
Patienten

MC1 MC2 MC3 MC4 MC5

Kolon PBMC Kolon PBMC Kolon PBMC Kolon PBMC Kolon PBMC
-+ -+ -+ -+

T T Tt
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5.4.5 Vermutlich verfigen M.Crohn-Patienten Uber ein polyklonales
TCRDV1-Repertoire

Abbildung 31 dokumentiert, dal3 zwei der von uns untersuchten M.Crohn-Patienten
polyklonale Verteilungsmuster ihrer mukosalen TCRDV1-Transkripte aufwiesen. Bei
der Patientin MC6 konnten wir Gewebebiopsien aus dem Kolon sowie PBMC wéh-
rend einer Remissionsphase der Erkrankung (MC6-1) sowie zu Beginn eines akuten
Schubes (MC6-2) isolieren. Dennoch ergaben sich keine signifikanten Differenzen
zwischen den wahrend der jeweiligen Erkrankungsstadien exprimierten CDR3-Pro-
filen. Vielmehr blieb das & TCR-Repertoire Uber den betreffenden Zeitraum von 5
Monaten hinweg stabil. Da der Patient MC7 ebenfalls tber ein polyklonales CDR3-
Profil verflgte lag ein Hinweis darauf vor, dal3 das intestinale DV1-Repertoire von
M.Crohn-Patienten in Ausnahmefallen hochdivers ist.

Abb.31:  Polyklonale CDR3-Profile bei M.Crohn-Patienten

MC6-1 MC6-2 MC7
Remission aktiver M.Crohn aktiver M.Crohn
01/1997 06/1997
Kolon PBMC Kolon PBMC Kolon PBMC

- - -+ -+
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5.4.6 CDR3-Langenanalyse der TCRDV-Transkripte zweier von aktiver

Colitis ulcerosa betroffenen Patienten

Bei einem der untersuchten C.ulcerosa-Patienten (CU1) konnten wir keine Unter-
schiede zwischen den CDRS3-Profilen der entziindeten sowie der nicht entziindeten
Mukosa nachweisen. Wie aus der Abbildung 32 (S. 113) zu ersehen ist, zeigte sich
bei den TCRDV1- und DV2-Transkripten ein polyklonales, im Fall der TCRDV3-
Transkripte hingegen ein oligoklonales CDR3-Profil. Beim zweiten Colitis ulcerosa-
Patienten (CU2) lieBen sich hingegen betréchtliche Differenzen zwischen involvierten
und nichtinvolvierten Darmabschnitten nachweisen: Wahrend die CDR3-Profile der
aus entziindlichen Arealen isolierten Biopsien polyklonal waren, wiesen die & TCR-
Repertoires der nicht oder nur leicht entziindeten Gewebeproben lbereinstimmende,
oligoklonale Expressionsmuster auf. Somit war ein Hinweis darauf gegeben, daf3 ent-
zindliche Prozesse moglicherweise eine Diversifizierung des & TCR-Repertoires
induzieren. Die CDR3-Profile der periphereren TCRDV1- und DV2-Transkripte waren
polyklonal und gaben Anlal3 zu Spekulationen, wonach zirkulierende /6 T-Lympho-
zyten in die entzindliche Mukosa einwandern und dort Verschiebungen des 6 TCR-
Repertoires verursachen konnten. Allerdings zeigte das periphere TCRDV3-Reper-
toire ein oligoklonales Verteilungsmuster, welches sich sowohl vom polyklonalen
CDR3-Profil der stark entziindlichen als auch vom oligoklonalen Repertoire der leicht
entziindeten Darmabschnitte unterschied. Dieser Befund sprach eindeutig gegen die
vermutete Infiltration peripherer y/d T-Zellen, da man in diesem Fall die Existenz

identischer klonaler Expansionen wie in den entziindeten Arealen annehmen sollte.

5.4.7 Die intestinalen CDR3-Profile von Divertikulitis-Patienten lassen
keine Unterschiede zwischen lasionalen und nichtinvolvierten

Mukosaarealen erkennen

Analog zu den genannten CED-Patienten untersuchten wir die TCRDV1-Profile von
Personen, welche Divertikulitis aufwiesen. Da es sich hierbei um eine entztindliche
Darmerkrankung handelt, welche im Gegensatz zum M.Crohn oder der Colitis ulce-
rosa nicht immunologisch assoziiert ist, dienten uns diese Patienten quasi als ,in-

flammatorisches Kontrollkollektiv*.
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Abb.32: CDR3-Langenanalysen der TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte von Colitis
ulcerosa-Patienten
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Vergleichbar der fur M.Crohn beschriebenen Situation lie3en sich jedoch auch bei
den Divertikulitis-Patienten keine signifikanten Unterschiede zwischen den CDRS3-

Profilen erkennen, welche aus involvierten und nichtinvolvierten Darmarealen
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stammten. Weiterhin existierten deutliche Unterschiede zwischen dem peripheren

sowie dem intestinalen 8 TCR-Repertoire:

Abb.33: CDR3-Langenanalysen der TCRDV1-Transkripte von Divertikulitis-Patienten

D1 D2
Kolon PBMC Kolon PBMC
-+ -+
8
TCRDV1 5 B
-

5.4.8 Charakteristika der TCR 6-Transkripte

Mittels der CDR3-Langenanalyse konnten keine krankheitsassoziierten Expansionen
definierter /6 T-Zellklone innerhalb lasionaler Darmareale identifiziert werden. Viel-
mehr zeigte sich, dal? das Ausmald der Oligoklonalitat bei M.Crohn-Patienten dem
der Kontrollpersonen vergleichbar war, wobei weder der Aktivitatsindex noch die
Dauer der Erkrankung einen mal3geblichen Einflu3 auf die Auspragung des intesti-
nalen 6 TCR-Repertoires besal3. Um zu Uberprufen, ob die fur den jeweiligen Patien-
ten typischen CDR3-Langenprofile tatsachlich identische 6 TCR-Transkripte enthiel-
ten, wurden korrespondierende dominante DNA-Banden aus lasionalen sowie nicht-
lasionalen Mukosaarealen isoliert und nach Reamplifikation direkt sequenziert (vgl.
Tab.13). Die DNA-Sequenzanalysen belegten, dal3 die aus entzindlichen und
morphologisch unauffalligen Arealen stammenden & TCR-Transkripte nicht nur tber-
einstimmende CDR3-La&ngen aufwiesen, sondern dald sie tatsachlich identische T-
Zell Rezeptoren determinierten. Somit lieRen sich krankheitsspezifische /6 T-Zellen
im Fall von CED nicht anhand ihrer antigenspezifischen Rezeptordoméane identifi-

zieren.
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Nukleotidsequenzen der TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte von M.Crohn-,

C.ulcerosa- und Divertikulitis-Patienten

Tab.13:
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5.5 Analyse intestinaler und peripherer Vy-Repertoires humaner IgA und

IgM exprimierender B-Lymphozyten

Da Immunglobulin sezernierende LPL - ahnlich wie IEL - eine erste Verteidigungs-
linie der Darmmukosa bilden stellte sich die Frage, ob die zuvor flr intestinale /6
T-Zellen beschriebene Einschrankung der Rezeptordiversitat eventuell auch ein Cha-
rakteristikum der Repertoires intestinaler IgA- und IgM- B-Lymphozyten darstellen
konnte. Zu diesem Zweck analysierten wir 2 - 3 mm im & messende Biopsien aus
der Kolonmukosa sowie die peripheren mononukledren Zellen der vier gesunden
Kontrollpatienten G1 - G4 im Alter zwischen 46 und 80 Jahren [vgl. hierzu Tab.12 (a),
S. 106].

551 Subgruppen des intestinalen IgA-Schwerkettenrepertoires zeigen

klonale Expansionen

Abb.34 (S. 117) verdeutlicht, dal3 unsere CDR3-La&ngenanalysen von V6- und Vy7-
Rearrangements intestinaler IgA-Transkripte die Existenz von Expansionen einzelner
B-Zellklone nahelegen. So fanden sich innerhalb korrespondierender Kolonbiopsien,
deren Abstand voneinander bis zu 1 Meter betrug sehr ahnliche oligoklonale CDR3-
Langenprofile sowie identische dominante Schwerkettentranskripte. In dieser Hin-
sicht bestanden deutliche Parallelen zu den TCRDV1-Repertoires der entsprechen-
den Patienten (vgl. Abb.29). Im Gegensatz hierzu fielen die Rezeptor Repertoires der
Vul - Vy5-Familien IgA exprimierender B-Lymphozyten des Kolons deutlich diverser
aus (vgl. Abb.34). Dieses Phdnomen war besonders im Fall der grol3en, 22 Mitglie-
der (204; 206) umfassenden Vu3-Subgruppe ausgepragt, welche sowohl innerhalb
des Intestinums als auch im peripheren Blut die dominierende Vy-Familie darstellt
(176; 219; 238). Die CDR3-Profile der Vyl-, Vu2-, Vu4- sowie der Vy5-Familie wiesen
zwar ebenfalls klonale Expansionen auf; diese wurden jedoch zumeist vom poly-
klonalen Hintergrund Uberlagert und lieRen sich oft erst nach vorangegangener

Klonierung der Vy-Transkripte identifizieren.
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Abb.34: ,CDRS3-Spectratyping” intestinaler und peripherer V41 - V7-Transkripte IgA
exprimierender B-Lymphozyten gesunder Kontrollpatienten

G1 G2 G3 G4
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5.5.2 Klonal expandierte IgA B-Lymphozyten sind innerhalb des Kolons

weit verbreitet

Alle in der Abbildung 34 mit Nummern bezeichneten DNA-Banden wurden aus der
Gelmatrix isoliert, in vitro reamplifiziert und direkt sequenziert. Da dieser Ansatz im
Fall der Vuy4 - Vy7-Familien lesbare Nukleotidsequenzen erbrachte, wurde unsere
Vermutung bestéatigt, wonach innerhalb rdumlich weit voneinander entfernter Muko-
saareale identische IgA Vy-Rearrangements existieren. Demgegeniber fanden sich
nur in wenigen Fallen voneinander abweichende Resultate (Patient G1, V4, CDR3-
Lange = 3; vgl. Tabelle 14). Da die direkte Sequenzierung diskreter CDR3-Banden
bei den diversen Vy-Familien in den wenigsten Fallen lesbare Nukleotidsequenzen
erbrachte, wurden die Amplifikate der mit ,** gekennzeichneten Vyl1-, Vy2-, V13- und
Vy4-Transkripte aus den Kolonbiopsien | bzw. Il vor ihrer Sequenzierung zunachst
kloniert. Wie im folgenden dargestellt wird, lie3en sich mittels dieses Ansatzes auch
bei diversen Vy-Familien zahlreiche identische sowie klonal verwandte Rezeptorrear-
rangements in verschiedenen Darmabschnitten nachweisen. Die Sequenzanalysen

erbrachten zudem, daR

a) intestinale Schwerkettentranskripte in hohem Maf3e somatischen Mutationen

unterlagen

b) die Ubergangsbereiche der Untereinheiten-kodierenden Gensegmente komplex

strukturiert waren und ausnahmslos ,N“-Nukleotidadditionen aufwiesen.

Tabelle 14 fal3t die Daten zusammen, welche wir durch Sequenzierung der in Abb.34
markierten dominanten Transkripte des intestinalen und peripheren IgA-Schwerket-
ten Repertoires erhielten. Identische CDR3-Rearrangements in korrespondierenden
Kolonbiopsien oder PBMC-Fraktionen sind dadurch gekennzeichnet, daf3 beide Spal-
ten im rechten Teil der Tabelle ein ,x* aufweisen. Klonal verwandte Nukleotidsequen-
zen tragen ein ,*“. Es lie3en sich keine Transkripte identifizieren, die nicht im korrek-
ten Leseraster vorlagen. Samtliche IgA-Sequenzdaten sind Uber EMBL/GenBank/
DDBJ unter den accession numbers AF267756 - AF267808 einzusehen.
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5.5.3 Das IgA Vy-Repertoire des peripheren Blutes ist ebenfalls oligo-
klonal, jedoch von dem des Kolons verschieden

Unsere CDR3-Langenanalysen peripherer IgA-Transkripte lieRen unabhangig von
der untersuchten Vy-Familie bei nahezu samtlichen untersuchten Blutproben zahlrei-
che klonale Expansionen erkennen (vgl. Abb.34). Daruber hinaus erbrachten die an-
hand korrespondierender Proben in Doppelbestimmung durchgefiihrten Analysen je-
weils sehr ahnliche CDR3-Profile beziehungsweise identische Schwerkettenrearran-
gements peripherer, IgA exprimierender B-Lymphozyten (vgl. Tab.14: PBL | bzw. II).
Indessen unterschieden sich die CDR3-Profile peripherer IgA B-Lymphozyten in den
meisten Fallen grundlegend von denen des Kolons. Die vereinzelte Existenz domi-
nanter Banden identischer CDR3-Lange innerhalb des Kolons und der Peripherie
lieR vermuten, daR zumindest partiell Uberlappungen der Rezeptor Repertoires bei-
der Kompartimente bzw. identische Vy-Rearrangements bestehen kénnten. Aller-
dings erbrachten DNA-Sequenzanalysen korrespondierender dominanter Transkripte
unterschiedlicher Kompartimente den Beweis daftir, dal’ dies nur vereinzelt der Fall
war (vgl. Tab.14/15):

Tab.15: IgA-Transkripte, welche sowohl innerhalb des Kolons als auch im peripheren Blut
nachgewiesen werden konnten

Patient Vy-Familie CDR3-Lénge Sequenz
G2 V6 11 IgA5630
G3 V6 10 IgA5016
554 Der ermittelte Klonalitatsgrad von Vy-Repertoires hangt innerhalb

weiter Grenzen nicht von der Gesamtzahl analysierter B-Zellen ab

Lediglich 2 - 7% der zirkulierenden B-Lymphozyten exprimieren Oberflachenrezepto-
ren des Isotyps IgA (239). In Anbetracht dieser Tatsache mufite ausgeschlossen
werden, daf durch die Analyse zu kleiner, d.h. nicht reprasentativer Zellzahlen Re-
sultate generiert wurden, welche falschlicherweise auf eine Existenz eingeschrankter
Vy-Repertoires schlief3en lieRen. Um den Einflu dieser mdglichen systematischen
Fehlerquelle zu quantifizieren, wurden zunachst B-Lymphozyten aus dem Blut zweier

weiterer gesunder Kontrollpersonen (K1 und K2, vgl. 3.2.1.) selektiv angereichert. Da
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der Differenzierungs,marker* CD19 fur pra- B-Zellen, gereifte aktivierte sowie ,Ge-
dachtnis* B-Lymphozyten charakteristisch ist, liel3en sich diese Subtypen unter Ein-
satz entsprechender Antikdrperkonjugate rasch und zudem hochspezifisch (99,9%)
von CDA45-positiven T-Lymphozyten separieren (vgl. unter 3.2, S. 53 f.f.). Aus der
angereicherten B-Zellfraktion wurde Gesamt-RNA isoliert und diese in semiquantita-
tiven RT-Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzt, wobei die aus Gesamt-PBMC
gewonnene cDNA als Referenz diente. Die quantitative Beziehung zwischen den in
Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten Volumina an cDNA und der hiermit korre-

lierenden Anzahl von B- bzw. T-Lymphozyten ist im Abschnitt 3.2.2 erlautert.

Wie Abb.35 dokumentiert, erbrachten die aus PBMC sowie der CD19-Fraktion syn-
thetisierten cDNA-Praparationen in Vy6-spezifischen Polymerase-Kettenreaktionen
identische CDR3-Profile, obwohl die CD19-Fraktionen der Personen K1 und K2 etwa
10-fach hdhere Konzentrationen an B-Lymphozyten (~ 3,3 x 10°) aufwiesen als die
entsprechenden PBMC-Fraktionen. Durch serielle Verdiinnung der cDNA-Matrizen
aus PBMC von K1 und K2 lief3 sich zeigen, dal3 die CDR3-Profile Gber einen sehr
grof3en Konzentrationsbereich hinweg stabil blieben und sich keine qualitativen Ver-
anderungen des jeweiligen Vy6-Repertoires zeigten. Diese Konzentrationsunabhan-
gigkeit konnte ferner durch Amplifikation der Vy2-Transkripte peripherer B-Lympho-
zyten bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Im Falle der Patienten G1, G2, G3 und
G4 lagen die in RT-Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten B-Zellzahlen etwa um
den Faktor 10 niedriger als in den CD19-Fraktionen der Kontrollpersonen K1 bzw.
K2. Da die analysierten Kolonbiopsien aul3erordentlich geringe Dimensionen aufwie-
sen, war eine unmittelbare Quantifizierung der in ihnen enthaltenen B-Lymphozyten
nicht moglich. Jedoch erbrachten Vy6-spezifische Kontrollreaktionen, bei denen die
cDNA aus dem Kolon des Patienten G1 stufenweise bis zu 10*fach verdiinnt wurde
im ,CDR3-Spectratyping“ ebenfalls identische Vy-Profile (vgl. Abb.35).
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Abb.35: Der Klonalitatsgrad des IgA-Schwerkettenrepertoires ist nicht abhangig von der
Anzahl untersuchter B-Lymphozyten
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Vy6-spezifische PCR-Produkte der Kontrollpersonen K1 und K2 sind im linken Teil
der Abbildung 35 dargestellt, wobei die Fraktionen CD19-positiver Zellen zirka 10-
fach hohere B-Zelltiter als die entsprechenden PBMC-Fraktionen (= 1x) enthielten.
Die stufenweise Verdunnung (40- bzw. 400-fach) der aus PBMC isolierten und in
Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten Matrizen-cDNA erbrachte in der denatu-
rierenden PAGE identische CDR3-Profile. Auch im Fall der cDNA, welche aus dem
Kolon des Patienten G1 synthetisiert wurde, liel3 sich durch 100-fache Verdinnung

der PCR-Matrize keine qualitative Verschiebung des V46 CDR3-Profils erzielen.

5.5.5 Das Rezeptor Repertoire IgM exprimierender B-Zellen ist innerhalb
des Kolons eingeschrankt, im Fall peripherer B-Lymphozyten hin-

gegen polyklonal

Unsere CDR3-Langenanalysen erbrachten, dal3 die Schwerkettenrepertoires IgM ex-
primierender B-Lymphozyten innerhalb des Kolons in dhnlichem Mal3e eingeschrankt
waren, wie dies fur intestinale IgA B-Zellen gezeigt wurde. Analog hierzu wiesen die
Vertreter der Vu3-Familie auch bei den IgM exprimierenden B-Lymphozyten das
grofdte Ausmald an Diversitat auf (vgl. Abb.36, S. 124). Im Gegensatz zu peripheren
IgA B-Zellen waren die Vy-Profile zirkulierender IgM B-Lymphozyten polyklonal, so
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dalR die CDR3-Langenanalysen zumeist typische Normalverteilungskurven erbrach-

ten. Dennoch fanden sich Ausnahmen von der Regel:

a) Die Analyse peripherer IgM Vyl1-Transkripte des Patienten G2 liel3 ein anna-
hernd monoklonales CDR3-Profil erkennen (CDR3-Lange 11).

b) Das IgM V7-Repertoire peripherer B-Lymphozyten war haufig limitiert.

Darlber hinaus zeigte sich, daf3 die CDR3-Profile peripherer und intestinaler IgM
Vy7-Transkripte einer Person vielfach nicht Gbereinstimmten. Da Vy7-spezifische
Polymerase-Kettenreaktionen zumeist sehr niedrige Produktausbeuten erbrachten
wurde vermutet, dal’ diese Vy-Familie nur mit geringer Rate exprimiert wird. Analog
zur oben beschriebenen Vorgehensweise wurden alle in Abbildung 36 mit Nummern
bezeichneten dominanten DNA-Banden des intestinalen und peripheren IgM Schwer-
kettenrepertoires aus der Gelmatrix isoliert und direkt sequenziert. Vergleichbar mit
IgA B-Zellen lie3en sich innerhalb von Kolonbiopsien, welche aus raumlich weit von-
einander entfernten Mukosaarealen stammten zumeist Ubereinstimmende CDR3-
Profile identifizieren. Durch direkte Sequenzierung dominanter Banden nahezu samt-
licher Vy-Familien gelang der Nachweis, dal3 in korrespondierenden Gewebeproben
identische sowie klonal verwandte Transkripte rearrangierter, IgM Vy-Ketten kodie-
render Gensegmente existierten, welche zumeist extensive somatische Mutationen
aufwiesen. Analog zur Tab.14 sind identische CDR3-Rearrangements korrespondie-
render Kolonbiopsien oder PBMC-Fraktionen in Tab.16 dadurch gekennzeichnet,
dalR beide Spalten im rechten Teil der Tabelle ein ,x* aufweisen. Samtliche IgM-
Sequenzdaten sind Uber EMBL/GenBank/DDBJ unter den accession numbers
AF267809 - AF267847 erhaltlich.
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Abb.36: ,CDRS3-Spectratyping” intestinaler und peripherer V41 - Vy7-Transkripte IgM
exprimierender B-Lymphozyten der gesunden Kontrollpatienten G1 - G4
Gl G2 G3 G4
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5.5.6 Innerhalb des Kolons lassen sich vereinzelt B-Lymphozyten nach-

weisen, die einen Klassenwechsel vollzogen haben

Die CDR3-Langenprofile intestinaler IgA- und IgM-Repertoires unterschieden sich
signifikant voneinander, wobei dominante IgM-Banden mehrheitlich andere CDRS3-
Langen aufwiesen als dominante IgA Vy-Transkripte (vgl. Abb.34/36). Abbildung 37
demonstriert anhand einer Kolonbiopsie des Patienten G3, dald sich innerhalb der
Vud-, Vy5- und Vy6-Familie dennoch vereinzelt dominante IgA- und IgM-Banden

identifizieren lieRen, welche identische CDR3-Lé&ngen besalRen:

Abb.37: Intestinale IgM B-Lymphozyten, die einen Isotypwechsel vollzogen haben,
konnen mittels ,CDR3-Spectratyping” identifiziert werden

A\ ViS5 V6
IgM IgA IgM  IgA IgM IgA
CDR3- - ™
Lange
-
- 07 i
" e 12 2
!ll' kloniert ‘
——
o -
CDR3 Se-
Lange quenz V,~Region N/D-Region Jy-Region
VH4 11 IgM5529 GCCOGTGTATTACTGTGCGACAG CAUTACGTGGTGACCCGAGAGG CTTTGACTACTGG
11* IgA5748-10 GCCETGTATTACTGTGCGACAG CQETACAGTGGTGACCCGAIGAGG CTTTGACTACTGG
IgA5748-13 GCCATGTATTACTGTGCGACAG COQETACAGTGGTGACCCGAPAGG CTTTGACTACTGG
IgA5749-11 GCCQTGTATTACTGTGCGACAG COQTACRGTGGTGACCCGAGAGG CTTTGACTACTGG
VHS 12 IgM5021 GCCATATATTATTGTGCGAGA  GGTTCGAAGTCCGGTGGTTTCTTGCCAT ACTATGACTACTGG
12 1IgA5487 GCCATGTATTACTGTGCGAGA  AGATACGTCCCGTCCGGTGGTATGATTATC TTTGATATCTGG
VH6 07 1IgM5519 GCTATATATTATTGTGCAAGAG GTATTAACC ATGCTTTTGATGTGTGG
07 1IgA5017 GCTATATATTATTGTGCAAGAG GTATTAACC ATGCTTTTGATGTGTGG

. . E Nukleotidsubstitutionen
[A] Somatische Mutationen A klonal verwandter Transkripte
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Im oberen Teil der Abbildung 37 sind die CDR3-Profile intestinaler IgM- und IgA-
Transkripte aus den V4 - Vy7-Familien des Patienten G3 dargestellt, die wir parallel
mittels denaturierender PAGE analysierten. Dominante DNA-Banden Ubereinstim-
mender Lange, welche potentiell identische CDR3-Domanen reprasentierten, wurden
aus der Gelmatrix isoliert und direkt oder - wie im Fall von IgA Vu4 (,11*) - nach
vorangegangener Klonierung sequenziert. Unsere DNA-Sequenzanalysen korres-
pondierender dominanter IgM-/IgA-Banden ubereinstimmender CDR3-Lange (untere
Teilabbildung) fuhrten zur Identifizierung zweier identischer V6- sowie eines Paares
klonal verwandter Vy4-Transkripte. Da sich innerhalb inrer CDR3-Domanen Uberein-
stimmungen bezlglich zahlreicher Nukleotidsubstitutionen nachweisen lie3en war
anzunehmen, dald die entsprechenden IgA-Transkripte durch Klassenwechsel eines
IgM exprimierenden B-Zellklons entstanden, der zuvor im Rahmen einer antigenver-
mittelten Affinitatsreifung somatische Mutationen akkumuliert hatte. Dieser Befund
besal’ jedoch eindeutig Ausnahmecharakter, da sich bei keinem weiteren diesbeztig-
lich untersuchten Patienten vergleichbare Uberlappungen der Gensegmentiiber-
gangsbereiche nachweisen lieRen. So erbrachte z.B. die Sequenzanalyse der
korrespondierenden Vy5-Transkripte IgM5021 und IgA5487 abweichende CDR3-
Domanen (vgl. Tab.17). Im Fall des Patienten G1 wurde eine singulare DNA-Bande
des polyklonalen IgA Vyl-Repertoires subkloniert (CDR3-Lénge 15, Kolon | + II, vgl.
Abb.34). Von den innerhalb dieser Bande identifizierten 9 verschiedenen Vyl-
Transkripten (vgl. Tab.19, S. 129) stimmte indessen keine einzige mit den dominie-

renden IgM-Transkripten der aquivalenten CDR3-Lange lberein.

Tab.17:  Vergleich der CDR3-Doméanen korrespondierender dominanter IgM-/IgA-Trans-
kripte im Hinblick auf einen durchlaufenen Isotypwechsel

Patient | Vy-Familie | CDR3-Lange IgM-/IgA-Transkripte Vergleich der
Nukleotidsequenzen
G1 V5 08 IgM5611 / IgA5415 divergente Transkripte
G2 Vyd 11 IgM5529 / IgA5748-10*, klonal verwandte Transkripte
IgA5748-13*, IgA5749-11*
“ V5 12 IgM5021 / IgA5487 divergente Transkripte
“ V6 07 IgM5519 / IgA5019 identische Transkripte
G3 V5 12 IgM5021 / IgA5487 divergente Transkripte
G4 Vyd 18 IgM5523 / IgA5135 divergente Transkripte
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5.5.7 Klonal expandierte B-Zellpopulationen beschranken sich nicht auf

kleine Vy-Familien

Im Gegensatz zu kleinen Vy-Familien war bei den diversen IgVy-Familien eine direk-
te Sequenzierung dominanter DNA-Banden oftmals nicht méglich. In zirka 50% aller
Falle wurde aufgrund der Tatsache, dald innerhalb einer dominanten DNA-Bande
zahlreiche Transkripte konstanter CDR3-Lange, aber divergenter Zusammensetzung
vorlagen keine eindeutige Nukleotidsequenz erhalten. Um Schwierigkeiten bei der
Bestimmung von Basenabfolgen zu umgehen, die aus Uberlagerungen multipler
Transkripte resultierten, wurden acht individuelle CDR3-Banden der Vyl - Vy4-Fami-
lien aus je 2 Kolonbiopsien, die in Abb.34 mit ,** gekennzeichnet sind aus der Gel-
matrix isoliert und die PCR-generierten Amplikons nach vorangegangener Subklonie-
rung sequenziert. Tabelle 19 fal3t die Resultate dieser Versuchsreihe zusammen.
Potentielle Dy-Segmente wurden unterstrichen, somatische Mutationen innerhalb der
V- sowie der Jy-Regionen grau unterlegt. Divergente Nukleotide in klonal verwand-
ten Sequenzen sind leingerahmi. Die Ziffern im rechten Teil der Tab.19 beziehen sich
auf den Anteil der jeweiligen Sequenz an der Gesamtpopulation. Es zeigte sich, dal3
identische oder klonal verwandte Vyl-, Vy2-, Vi3- und Vyd-Transkripte in parallel
entnommenen Mukosabiopsien mit hohen Frequenzen auftraten. Insgesamt flhrten
die Sequenzanalysen klonierter V3-Transkripte der CDR3-Lange 11 aus dem Kolon
des Patienten G3 zur Identifizierung von 36 Nukleotidsequenzen, von denen 14
(39%) entweder repetitiv oder klonal verwandt waren. Dartber hinaus konnten mittels
dieser Technik auch klonal verwandte IgA-Transkripte innerhalb dominanter Banden
der Vyl-, der Vy2- sowie der Vy4-Familie nachgewiesen werden. Nur in wenigen
Fallen erbrachten die Analysen dominanter Banden tbereinstimmender CDR3-Lange

abweichende Vy-Rearrangements:

Tab.18:  Abweichende IgVy-Transkripte innerhalb korrespondierender CDR3-Banden

Patient | Transkript | Vy-Familie CDR3-Lénge |abweichende
Sequenzen
G1 IgA A 03 IgA5505
IgA5503
G2 IgM Vi3 11 IgM5570
IgM5569
“ “ V5 09 IgM5599
IgM5598
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Abgesehen von den in Tab.18 dargestellten Ausnahmen lieRen die DNA-Sequenz-
analysen korrespondierender dominanter Vy-Transkripte erkennen, dal3 klonal ver-
wandte Vy-Rearrangements in nahezu samtlichen parallel entnommenen Kolonbiop-
sien eines gegebenen Individuums existierten. Auch die DNA-Sequenzanalysen
dominanter IgA-Transkripte zeitgleich isolierter PBMC erbrachten identische CDR3-
Sequenzen; jedoch lieRen sich kaum Hinweise auf klonale Beziehungen zu intes-
tinalen IgA-Repertoires finden. Alle abgebildeten Nukleotidsequenzen sind uber
EMBL/Gen Bank/DDBJ unter den accession numbers AF267068 - AF267114 sowie
AF280061 - AF280064 (IgA-Vy2) erhaltlich.

55.8 Ein hoher Prozentsatz aller somatischen Basensubstitutionen stellt
stille Mutationen dar oder fuhrt zum Ersatz durch Aminoséuren, die

vergleichbare physikochemische Eigenschaften besitzen

Durch direkte Sequenzierung sowie Subklonierung definierter CDR3-Langen aus kor-
respondierenden Kolonbiopsien lie3en sich insgesamt 12 Gruppen intestinaler IgA-
bzw. IgM-Transkripte unterscheiden, deren Mitglieder untereinander klonal verwandt
waren. EDV-gestitzte Translationen der identifizierten Nukleotidsequenzen ergaben,
dalR 51% aller Basensubstitutionen (n = 76) stille Mutationen darstellten, wahrend
weitere 20% zum Ersatz durch Aminosauren fihrten, die geman einer entsprechen-

den Konvention (29) tber &hnliche physikochemische Eigenschaften verfligen:

Tab.20: Physikochemische Klassifizierung der Aminosauren

hydrophob polar sauer basisch

AS | LLILFEM,V,A | Q,NTS,C D, E R, K, H

Y und H weisen vergleichbare hydrophobe Eigenschaften auf. Q besitzt funktionelle
Ahnlichkeiten mit E bzw. K und R; diese sind einander ambivalent (87). Hingegen
zeigen W, C und F hydrophoben Charakter.
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Peptidsequenzen, die anhand der Nukleotidsequenzen klonal verwandter IgA-
bzw. IgM-Transkripte aus parallel enthommenen Biopsien abgeleitet wurden

Tab.21:
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Tabelle 21 stellt die Peptidsequenzen klonal verwandter, intestinaler IgA- und IgM-
Transkripte zusammen, welche aus den Tabellen 14 und 19 (IgA) bzw. 16 (IgM) zu
ersehen sind. Anhand des Patienten G3 liel3 sich zeigen, dal3 die 3 klonal verwand-
ten Vy3-Transkripte A5740-13, A5741-1 und A5741-26, welche sich in 10 Basen von-
einander unterschieden (vgl. Tab.19) auf Peptidebene lediglich Differenzen beziglich
zweier Aminosaurereste aufwiesen, welche zudem vergleichbare Eigenschaften
besal3en. Insgesamt waren somit 5 von 11 identifizierten nichtkonservierten Substitu-

tionen funktionell konserviert.

5.5.9 Intestinale und periphere IgM B-Lymphozyten weisen d&hnliche
Praferenzen bei der Verwendung von Jy-Segmenten auf, unter-
scheiden sich in dieser Hinsicht jedoch signifikant von den

korrespondierenden IgA-Repertoires

Die Mehrzahl der von uns analysierten intestinalen IgA-Schwerkettentranskripte wies
entweder das Ju4- (57%) oder das Jy3-Segment (23%) auf. Hingegen dominierte bei
den peripheren IgA-Transkripten in 36% aller Falle das Allel J,6, wobei die Berech-
nungen auf den in den Tabellen 14 bzw. 19 dargestellten Nukleotidsequenzen
basierten.

Abb.38: Expression einzelner Jy-Regionen bei intestinalen und peripheren IgA-
Transkripten
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Demgegenuber fand sich das Ju6-Segment nur bei 9% der intestinalen IgA Vy-Trans-
kripte. Innerhalb des fetalen sowie des Nabelschnurblutes kann dieses Allel sogar bis
zu 30% vertreten sein (240). Bei intestinalen IgM-Schwerkettentranskripten stellte
Jud mit einem Anteil von 57% die bevorzugt exprimierte ,Joining“-Region dar; Jy6
wurde in 18% aller Falle nachgewiesen. Die von uns fiur die Verwendung von Jy-
Regionen ermittelten Prozentsatze stehen in Einklang mit Daten anderer Arbeits-
gruppen [50% Ju4 bzw. 20% Ju6 im Fall peripherer IgM Vy Transkripte, (241)]. Zwi-
schen intestinalen und zirkulierenden B-Lymphozyten konnten keine signifikanten

Differenzen beziglich der Expression einzelner Jy-Regionen festgestellt werden.
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6. Diskussion

6.1 Das 6 TCR-Repertoire gesunder Personen

Die vorliegende Arbeit basiert auf vorangegangenen Studien (46; 47) in denen
gezeigt wurde, dafd y/d T-Zellen im Intestinum erwachsener Individuen ein oligoklona-
les y/d TCR-Repertoire exprimieren. Dieses Phanomen lie3 sich sowohl anhand
identischer dominierender als auch weniger prominenter d-Kettentranskripte nach-
weisen, die Uber das gesamte Kolon hinweg jeweils uniforme, homogene Verteilun-
gen zeigten, wobei zwischen den /6 TCR-Repertoires einzelner Personen gravieren-
de Unterschiede bestanden. Daruber hinaus konnte mit Hilfe der inversen PCR
gezeigt werden, dal3 neben Vol und Vo2, welche die dominanten Voé-Familien im
Darm darstellen, auch V&3 sowie /6 T-Lymphozyten existieren, die Vo-Genseg-
mente exprimieren. Analysen des intestinalen 6 TCR-Repertoires (46; 47), welche
Differenzen zwischen dem CDR3-Profil des Kolons sowie des Duodenums aufzeig-
ten, lieBen auf die Existenz charakteristischer, autologer oder exogener Antigene
schlie3en, die offenbar innerhalb beider Darmabschnitte unterschiedlich sind. Zudem
lieferte die zeitliche Konstanz intestinaler 8 TCR-Repertoires einen Hinweis auf die
Stabilitéat der aquivalenten Liganden. Auch fiir y/d-positive PBMC konnte unabhangig
von der untersuchten DV-Familie ein individuen- und kompartimentspezifisches
oligoklonales 3-Ketten Repertoire nachgewiesen werden, welches Uber mindestens

15 Monate hinweg keine Veranderungen des jeweiligen CDR3-Profils erkennen liel3.

6.1.1 Entwicklungsabhéangige Veranderungen humaner intestinaler 6-

Ketten Repertoires

Von dem genannten Kenntnisstand ausgehend untersuchten wir die Frage, ob das
humane 6 TCR-Repertoire bereits von Geburt an oligoklonale Expansionen einzelner
Rezeptorspezifitdten aufweist oder ob es entwicklungsabhangigen Verdnderungen
unterliegt. Unsere experimentellen Daten belegen, daf3 sich im Verlauf der Entwick-
lung vom Fetus zum erwachsenen Individuum fundamentale Anderungen des intesti-
nalen 8 TCR-Repertoires ergeben. Wir konnten zeigen, dal’ Individuen wahrend der

frGhen postnatalen Phase Uber ein polyklonales & TCR-Repertoire verfligen, welches
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sich im Verlauf der ersten beiden Lebensdekaden betrachtlich einschrankt. Somit un-
terstiitzen unsere Resultate ein Modell welches postuliert, da y/d T-Lymphozyten
eingeschrankte Antigenspektren erkennen. Als adaquate Liganden kommen neben
invarianten korpereigenen Antigenen auch konservierte Oberflachenstrukturen sym-
biontischer Mikroorganismen in Frage. Es liel3 sich nhachweisen, dald die intestinale
Bakterienflora sehr individuenspezifisch ist und normalerweise tber langere zeitliche
Intervalle hinweg keinen Veradnderungen unterliegt (242; 243). Bislang ist allerdings
ungeklart, ob klonale Expansionen einzelner Rezeptorspezifitdten Uber langere Zeit-
raume als das von uns beobachtete eineinhalbjahrige Intervall stabil bleiben.

6.1.2 Die Limitierung des fetalen 6 TCR-Repertoires beruht auf der
fehlenden TdT-Expression sowie homologieabhdngigen Rekom-

binationsereignissen

Die Langenanalysen der intestinalen o-Kettentranskripte 20 Wochen alter Feten
erbrachten CDR3-Profile, welche zunéchst auf die Existenz polyklonaler Rezeptor
Repertoires schlielRen lieRen. Allerdings konnten wir mit Hilfe der DNA-Sequenz-
analyse zeigen, dal3 die CDR3-Doméanen fetaler & TCR-Transkripte betrachtliche
Limitierungen ihrer Vielfaltigkeit aufweisen. Diese Tatsache beruht teilweise darauf,
dalR die Gensegmentiibergédnge der DV2-Transkripte Uber sehr wenige ,N“-Nukleo-
tide verfigen. Dieser Befund steht mit Studien in Einklang, denen zufolge die
Terminale Nukleotidyltransferase (TdT), welche die Insertion matrizenunabhangiger
Basen katalysiert, im humanen Thymus nicht vor Vollendung der 20. SSW exprimiert
wird (244; 245). Andererseits lieBen sich bei fetalen & TCR-Transkripten sowohl
Additionen matrizenabhangiger ,P“-Nukleotide als auch modifizierte Gensegment-
termini nachweisen. Weiterhin beruht die Einschrankung des fetalen 3-Ketten Reper-
toires darauf, dafd im Bereich der Gensegmentibergange keine statistische Ver-
teilung von VDJ-Rearrangements vorliegt, sondern einige d-Transkripte quantitativ
Uberreprasentiert sind, wobei kurze, partiell homologe DNA-Abschnitte offensichtlich
entscheidenden Einflu3 auf die Rekombination zwischen DV-, DD- und DJ-Segmen-
ten besitzen. Derartige Mechanismen einer homologievermittelten Rekombination
sind bereits im Fall der Igy- sowie der y/d6 TCR-Transkripte von Mausen gezeigt
worden (228 - 230), wobei das entsprechende Modell vorsieht, dal? Rearrangements

zwischen den Exons der Rezeptor-Untereinheiten kodierenden Gensegmente
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bevorzugt innerhalb partieller DNA-Sequenziuberlappungen stattfinden (228 - 230;
246). Diese ,einfachen“ CDR3-Regionen sind vermutlich dafir verantwortlich, daf3
wir Uberlappungen zwischen den § TCR-Repertoires verschiedener Feten nachwei-
sen konnten und daf3 solche Fetus-typischen DV2-Rezeptoren noch bis mindestens
6 Wochen nach der Geburt exprimiert werden kénnen. Vergleiche zwischen unseren
(48) und den von anderen Arbeitsgruppen publizierten DNA-Sequenzdaten (111,
225) erbrachten teilweise Uberlappungen der CDR3-Domanen intestinaler §-Ketten
sowie der 6 TCR-Transkripte, welche innerhalb der fetalen Leber (224) sowie des
fetalen Thymus' identifiziert wurden. Somit scheint das fetale 8 TCR-Repertoire nicht
kompartimentiert zu sein. Dieser Befund steht in deutlichem Kontrast zu den anhand
adulter DV2-Transkripte gewonnenen Resultaten, welche generell streng individuen-
spezifisch sind und Uber zahlreiche ,N“-Nukleotidadditonen verfigen (47). Die
Existenz identischer, individuen- und kompartimentiibergreifender 6 TCR-Transkripte
ist in der Vergangenheit bereits bei Mausen beschrieben worden (226; 227; 247).
Wahrend sich das fetale 6 TCR-Repertoire bei Mausen jedoch vorwiegend aus
wenigen dominierenden kanonischen Transkripten konstituiert, sind entsprechende

Dominanzen im Fall des Menschen nicht nachzuweisen.

6.1.3 Ist das fetale 6 TCR-Repertoire vorprogrammiert oder unterliegt es

einer antigenvermittelten Selektion ?

Gegenwartig ist ungeklart, in welchem Ausmal3 gerichtete Rekombinationsereignisse
sowie intrauterine Selektionsprozesse Einflul auf den Umfang des fetalen 6 TCR-
Repertoires besitzen. So kdnnen nicht samtliche Sequenziberlappungen zwischen
verschiedenen Feten auf das Fehlen der TdT-Aktivitdt bzw. homologieabhangige
Rekombinationsereignisse zuriickgefuhrt werden. Sowohl unsere als auch die Resul-
tate anderer Arbeitsgruppen, welche & TCR-Transkripte innerhalb der fetalen Leber
analysierten (248) dokumentieren die Existenz hochkonservierter DV2/DJ1-Segment-
Ubergédnge, welche jeweils hydrophobe, nicht durch die Keimbahn kodierte Amino-
sauren determinieren. Somit liegt ein Hinweis darauf vor, dal’3 selektive Prozesse
eventuell bereits wahrend der fetalen Entwicklungsphase Einflul3 auf die Auspragung
des & TCR-Repertoires besitzen. Moglicherweise handelt es sich hierbei um koérper-

eigene Antigene (vgl. hierzu 6.1.10).
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6.1.4 Die Bedeutung des polyklonalen 6 TCR-Repertoires wahrend der neo-

natalen Phase

Im Gegensatz zu den oligoklonalen & TCR-Repertoires Erwachsener (46; 47) erwei-
sen sich die CDR3-Profile Neugeborener durchweg als polyklonal; dieses Charakte-
ristikum bleibt Uber die ersten Lebensjahre hinweg bestehen. Dartber hinaus besit-
zen die intestinalen d-Kettentranskripte Neugeborener einen hohen Komplexitats-
grad, welcher in etwa demjenigen erwachsener Personen entspricht (46; 47). In
dieser Hinsicht unterscheiden sich die intestinalen y/d T-Zell Rezeptoren Neugebore-
ner signifikant von denjenigen postnataler Mause, bei welchen die Ubergangsberei-
che zwischen einzelnen §-Gensegmenten zum Zeitpunkt der Geburt einen niedrigen
Komplexitatsgrad aufweisen. So finden sich innerhalb der CDR3-Doménen neugebo-
rener Mause beispielsweise keine ,N“-Nukleotidadditionen; diese treten erst ab dem
3. bis 5. postnatalen Lebenstag auf, wobei eine Korrelation mit der zeitgleich ein-
setzenden TdT-Expression besteht (249).

6.1.5 Das genetische Potential zur Generierung von Rezeptorspezifitaten

ist zum Zeitpunkt der Geburt ausgeschopft

Bis zum Zeitpunkt der Geburt ist das intestinale Immunsystem vermutlich weitgehend
von pragenden Einflissen korperfremder Antigenstrukturen abgeschirmt. Die Tatsa-
che, dal’ neonatale /6 T-Lymphozyten ihr genetisches Potential zur Generierung von
Rezeptorspezifitaten in starkem Mal3e ausschopfen, erméglicht Selektionsprozesse
auf die unterschiedlichsten Antigene. Allerdings muf3 in diesem Zusammenhang da-
rauf hingewiesen werden, dal unsere Daten keinerlei Aufschluld dariber geben, ob
die polyklonalen 6 TCR-Repertoires Neugeborener nicht urséachlich auf yd T-Lym-
phozyten zurtickzufihren sind, welche sich priméar innerhalb des Thymus' oder der
fetalen Leber (224) differenzieren und sekundar in den neonatalen Intestinaltrakt
einwandern. Im Gegensatz zur fetalen Leber besteht ndmlich noch weitgehende
Unklarheit dartiber, ob auch der Darm einen Ort der extrathymischen T-Zellentwick-
lung darstellt (250).
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6.1.6 Die Bedeutung der zunehmenden Einschrankung des 6 TCR-

Repertoires wahrend der postnatalen Entwicklungsphase

Bei den von uns untersuchten 14 bis 17jahrigen Kontrollpersonen waren oligoklonale
0 TCR-Repertoires weit verbreitet; dartiber hinaus fanden sich auch bei einigen der
jungeren Individuen Hinweise auf beginnende Einschrankungen des intestinalen o
TCR-Repertoires. Diese Befunde korrelieren mit den Resultaten der genannten Vor-
arbeiten (46; 47) sowie Studien anderer Arbeitsgruppen (110; 231), denen zufolge
das Rezeptor Repertoire zirkulierender y/6 T-Lymphozyten gesunder Personen eben-
falls oligoklonal ist, wobei entsprechende Einschrankungen teilweise schon im Alter
von 3 Jahren nachweisbar sind (110; 231). Analog hierzu la3t auch das Rezeptor
Repertoire peripherer, CD8" o/p T-Lymphozyten gesunder Personen zwischen dem
10. und 14. Lebensjahr klonale Expansionen erkennen (251). Somit findet die Ein-
schrankung des humanen 6 TCR-Repertoires bereits vor Beginn der Thymusinvolu-
tion statt wobei ungeklart ist, inwieweit dieses primare lymphoide Organ Uber das 3.
Lebensjahr hinaus zur Generation bzw. zum Export von y/6 T-Lymphozyten befahigt

ist.

Bei Mausen sind dominante y/d T-Zellklone innerhalb der Haut, den mukosalen Ober-
flachen des Reproduktionstraktes sowie des Zungenepithels nachweisbar (114; 115;
252). Die o-Kettentranskripte dieser Lymphozytenpopulationen zeichnen sich da-
durch aus, daf die Ubergangsregionen zwischen den Gensegmenten unmodifizierte,
in Keimbahnkonfiguration vorliegende Exons enthalten und nur minimale Insertionen
matrizenunabhangiger ,N“-Nukleotide aufweisen (114; 115; 228; 252; 253). Deshalb
nimmt man an, dal3 die beobachteten Einschrankungen des Rezeptor Repertoires
auf festgelegten, bzw. vorprogrammierten Rekombinationsereignissen zwischen den
beteiligten Gensegmenten beruhen, welche moglicherweise innerhalb des Thymus'
stattfinden (228; 253). Im Gegensatz hierzu weist der im Rahmen unserer Arbeiten
(46; 47; 48) ermittelte hohe Komplexitatsgrad intestinaler &-Kettentranskripte bei
Neugeborenen und Erwachsenen darauf hin, dal3 vorprogrammierte Rekombina-
tionsereignisse bei der Entwicklung humaner Rezeptor Repertoires nur untergeord-

nete oder gar keine Rolle spielen.
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6.1.7 Die homogene Verteilung des 6 TCR-Repertoires weist auf eine

Rezirkulation dominanter T-Zellklone hin

Unsere experimentellen Daten unterstitzen die Hypothese, wonach homogene Ver-
teilungen einiger weniger Rezeptorspezifitdten das Resultat populationsdynamischer
Ereignisse darstellen. Es ist anzunehmen, dafl3 definierte y/6 T-Zellklone, die auf-
grund permanenter Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen selektiert und zur Prolifera-
tion angeregt wurden permanent rezirkulieren und schlie3lich umfangreiche Areale
eines funktionellen Darmabschnittes besiedeln. In Anbetracht des hohen Komplexi-
tatsgrades der CDR3-Doménen Erwachsener ist die Moglichkeit, dal3 die sukzessive
Limitierung der RepertoiregrofRe auf kontinuierlichen, in situ erfolgenden Rekombina-
tionsprozessen zwischen DV-, DD- und DJ- Gensegmenten beruhen kbénnte, aus sta-
tistischen Grunden sehr unwahrscheinlich. In diesen Fall waren aufgrund des riesi-
gen genetischen Potentials zur Generierung von Rezeptorspezifitaten prinzipiell poly-
klonale Verteilungsmuster zu erwarten. Aul3erdem laf3t die Uber bedeutende raumli-
che Distanzen sowie mittelfristige zeitliche Intervalle hinweg bestehende Konstanz
des humanen & TCR-Repertoires vermuten, daf3 diejenigen y/d T-Zellklone, welche
im Intestinum vorherrschen, bereits zu Beginn ihrer rAumlichen Expansion positiven
Selektionsprozessen unterlagen. Vermutlich existieren in jedem funktionellen Kom-
partiment des Organismus' definierte immunogene Strukturen, welche mit den anti-
genbindenden Rezeptordoméanen ortsansassiger /6 T-Lymphozyten interagieren und
somit letztendlich deren Topologie pragen. Auch die individuellen dominanten 6 TCR-
Transkripte peripherer y/6 T-Zellen, deren Existenz bereits in der Vergangenheit von
anderen Arbeitsgruppen bestatigt werden konnte (110), legen dies nahe. Die homo-
gene Verteilung intestinaler CDR3-Langenprofile liefert einen wichtigen Hinweis da-
rauf, dal3 die Rezirkulation antigenselektierter Klone bedeutenden EinfluR auf die
Auspragung adulter 8 TCR-Repertoires besitzt. Wirden aktivierte y/d T-Zellen ledig-
lich lokal expandieren und nicht rezirkulieren, so sollte man in raumlich weit vonein-
ander entfernten Arealen eines funktionellen Kompartimentes divergente T-Zellpopu-

lationen erwarten.
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6.1.8 Analyse des & TCR-Repertoires hinsichtlich konservierter Sequenz-

motive

Aufgrund der signifikanten Einschrankungen humaner 6 TCR-Repertoires analysier-
ten wir unsere Datensatze peripherer und mukosaler §-Kettentranskripte nach voran-
gegangener EDV-gestutzter Translation hinsichtlich der Frage, ob mdoglicherweise
auf Peptidebene konservierte Motive existieren. Entsprechende Studien anderer Ar-
beitsgruppen zeigten, dald das erste Basentriplett innerhalb der CDR3-Domane bei
Uber 90% aller analysierten peripheren DV1/DJ1-Transkripte fur hydrophobe Amino-
saurereste wie V, L oder | kodiert (254; 255). Da die genannten Aminoséurereste
vorwiegend von matrizenunabhéngigen ,N”-Nukleotiden und nicht von Gensegmen-
ten in Keimbahnkonfiguration determiniert werden, nimmt man eine ligandenvermit-
telte positive Selektion von T-Zellen an. Dal} solche antigenabhangigen Selektions-
mechanismen grofRen Einflul auf die Ausprdgung von TCR-Repertoires nehmen
kdnnen, wurde bereits anhand der B-Kettentranskripte von Mausen gezeigt, welche
zuvor mit Zytochrom C immunisiert worden waren (256). Obwohl unsere Resultate
nicht im Widerspruch zu diesen Befunden standen, lie3en sich mittels der EDV-
gestiutzten Vergleiche zwischen den translatierten Nukleotidsequenzen humaner 6-

Kettentranskripte keine weiteren konservierten Aminosauremotive nachweisen.

Weiterhin wurden die Langen und die Variabilitdt der translatierten CDR3-Doménen
von & TCR-Transkripten miteinander verglichen, welche unterschiedlichen DV-Subfa-
milien angehdrten. Im Rahmen dieser Untersuchungen liel3 sich zeigen, dal3 die anti-
genbindende Doméane von DV2/DJ1-Arrangements betrachtlich kirzer als diejenige
der DV1/DJ1-Transkripte ausfallt (47). Da die beobachteten Differenzen jedoch un-
abhangig davon sind, ob die analysierten T-Lymphozyten aus mukosalen Oberfla-
chen oder dem peripheren Blut stammen, reprasentieren sie vermutlich die Tat-
sache, dal sich das TCRDD2-Segment nur mit niedriger Frequenz unter V62/J51-
Rezeptoren findet. Da die beobachteten Langenunterschiede zudem unabh&ngig
davon sind, ob funktionelle oder nichtfunktionelle T-Zell Rezeptoren analysiert wer-
den, beruhen sie mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf selektiven Einflissen.
Dariiber hinaus wurde deutlich, daf intestinale und periphere 6 TCR-Transkripte Uber

keine bevorzugte CDR3-Lange verfiigen.



A.Hennemann Diskussion 141

6.1.9 Fetale und neonatale &§-Kettentranskripte unterscheiden sich vom
adulten v/6 TCR-Repertoire beziglich der Verwendung von DJ-

Gensegmenten

Sowohl die & TCR-Transkripte von Feten als auch neugeborener Individuen expri-
mieren das DJ2- sowie das DJ3-Segment mit deutlich hdherer Frequenz als die /6
Rezeptoren erwachsener Personen (46; 47). Da das DJ2- bzw. das DJ3-Segment
zwischen ein bis drei Aminosauren mehr als das DJ1-Segment kodiert (91), ermég-
licht die Verwendung unterschiedlich langer DJ-Segmente theoretisch auch in
Abwesenheit von ,N“-Nukleotiden eine hohe Variabilitat der CDR3-Region. Eventuell
ist die Lange der CDR3-Region wahrend der fetalen Entwicklungsphase von ent-
scheidender Bedeutung; in diesem Fall lieRe sich die erhbhte Expressionsrate des

DJ3-Segmentes als kompensatorischer Effekt interpretieren.

6.1.10 Moglichkeit einer Selektion gegen bisher unbekannte (Eigen-)

Antigene

Da sich bereits im Alter von 14 - 17 Jahren weitreichende Einschrankungen des in-
testinalen CDR3-Profils zeigen und kaum qualitative Unterschiede zu den Repertoi-
res 70 - 80jahriger Personen bestehen ist anzunehmen, dal3 die zugrundeliegenden
Faktoren primar wahrend der ersten beiden Lebensdekaden wirksam werden. Bis-
lang ist jedoch nicht bekannt, welches Ligandenspektrum von /6 T-Zellen in vivo
wéahrend der fetalen oder der adulten Lebensphase erkannt wird und fur die beob-
achteten Repertoireeinschréankungen verantwortlich sein kénnte. Somit kann nicht
ausgeschlossen werden, dal3 die umfangreichen Veranderungen des humanen &
TCR-Repertoires entwicklungsabhangige strukturelle Anderungen korpereigener
Liganden reprasentieren. Als potentielle Eigenantigene fir Vdl-positive intestinale
T-Lymphozyten werden derzeit die MHC Ib-Klasse verwandten Oberflachenantigene
MICA und MICB diskutiert (43; 45), deren Expression unter der Kontrolle HSP70
ahnlicher Promotoren steht (44) und in Strel3situationen wie bakteriellen Infektionen
oder entzindlichen Prozessen hochreguliert wird (44). Vermutlich selektiert jedes
Individuum aus dem ihm zur Verflgung stehenden Repertoire diejenigen Rezep-
toren, welche die hochste Affinitdt zum gegebenen Epitop besitzen. Aufgrund der

gewaltigen Rekombinationsmdglichkeiten von y/6 T-Zellen, welche die gesamte Zahl
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aller T-Lymphozyten bei weitem uberschreiten ist denkbar, dafl} verschiedene

Individuen die gleichen antigenen Determinanten mittels ihrer dominanten y/d TCR

.sehen, hierfur jedoch unterschiedliche Rezeptoren verwenden.

Sowohl die absolute Lange als auch die Variabilitat innerhalb der CDR3-Domaéane von
v/d T-Lymphozyten Ubersteigt diejenige von o/ T-Zellen betrachtlich und zeigt daru-
ber hinaus groRe strukturelle Ahnlichkeiten zu den antigenbindenden Rezeptorunter-
einheiten von Immunglobulin-Schwerkettentranskripten (Igy). Deshalb wird diskutiert,
daf y/d T-Lymphozyten Gber @hnliche Mechanismen der Antigenerkennung verfligen
wie Immunglobuline; moéglicherweise erstrecken sich die Gemeinsamkeiten sogar auf

die chemische Substanzklasse der erkennbaren Strukturen (59).

6.2 Das Rezeptor Repertoire kutaner y/6 T-Lymphozyten

Da sowohl der Intestinaltrakt als auch die Haut quantitativ bedeutende Grenzflachen
des Organismus' darstellen, welche kontinuierlich mit einer gewaltigen Anzahl ver-
schiedenartigster Antigene konfrontiert werden, kommt den immunologischen Ab-
wehrmechanismen beider Organsysteme eine besondere Bedeutung zu (257). Im
Rahmen unserer Studien lie3 sich zeigen, dafd intradermal lokalisierte y/& T-Lympho-
zyten bei gesunden erwachsenen Personen ein oligoklonales, stark limitiertes 6 TCR-
Repertoire aufweisen. Die beobachtete Einschréankung der Repertoiregréf3e ist ver-
mutlich darauf zurtickzufuhren, daf3 sich die intradermalen /6 Lymphozyten eben-
falls auf die Erkennung charakteristischer, moglicherweise strel3induzierbarer Eigen-
antigene spezialisiert haben. In diesem Fall miRten sie theoretisch dazu in der Lage
sein zwar indirekt, aber rasch und effizient auf grof3e Spektren pathogener Faktoren
zu reagieren, ohne dal’ hierzu die Expression vielfaltiger Rezeptorspezifitdten notig
ware. Diese Annahme steht mit neueren Publikationen in Einklang, wonach humane
intestinale DV1-positive T-Lymphozyten nicht durch exogene Strukturen, sondern
von koérpereigenen, MHC I-Klasse ahnlichen Oberflachenantigenen aktiviert werden
(43; 45). Von daher implizieren oligoklonale /6 TCR-Repertoires nicht notwendiger-
weise die Existenz maligner Transformationen oder infektioser Prozesse, sondern
reprasentieren den physiologischen Normalzustand. Die Resultate unserer Unter-
suchungen stehen im Widerspruch zu Studien anderer Arbeitsgruppen, welche

polyklonale Repertoires kutaner /& T-Lymphozyten im Fall gesunder Personen
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beschrieben und Akkumulationen klonal expandierter y/6 T-Zellen bei Patienten
dokumentierten, welche granulomatése Erkrankungen der Haut aufwiesen (119 -
121). Allerdings wurden im Rahmen der genannten Untersuchungen entweder nur
wenige (120) oder Uberhaupt keine (119) gesunden Personen als Referenz (Kontroll-
gruppe) in die Studien einbezogen. Die von uns bevorzuge Methodik der CDR3-
Langenanalyse liefert prinzipiell ein umfassendes Bild des jeweils exprimierten ()
TCR-Repertoires (vgl. 5.1.1). Demgegeniber birgt die von anderen Arbeitsgruppen
verfolgte, alternative Strategie einer mehr oder weniger statistischen Auswahl be-
grenzter Zahlen von Rezeptortranskripten zu Analysezwecken die mdgliche Gefahr
nichtrepréasentativer Probenkollektive.

Die von uns analysierten o-Kettenrepertoires humaner kutaner y/6 T-Lymphozyten
unterscheiden sich signifikant von entsprechenden & TCR-Transkripten bei Mausen,
welche annahernd monospezifisch sind, zahlreiche Sequenzrepetitionen aufweisen
und zudem keine Additionen von ,N“-Nukleotiden erkennen lassen (114; 115). Sol-
che, anhand transgener Mause gewonnenen Resultate lassen den Schluf3 zu, daf3
deren dendritische, epidermale T-Zellen (DETC) mdglicherweise tber vorprogram-
mierte T-Zell Rezeptoren verfligen, was den zahlreichen kanonischen Repetitionen
entsprache (253; 258). Ferner konnte an transgenen Mausen gezeigt werden, dafl3
sich DETC unabhangig vom jeweils exprimierten /6 T-Zell Rezeptor innerhalb der
Haut ansiedeln (253; 258). Demgegenuber stellen die oligoklonalen & TCR-Repertoi-
res der humanen, intradermalen y/6 T-Lymphozyten vermutlich das Resultat langer-
fristiger Selektions- und Expansionsprozesse dar. Indessen schlieRen diese Befunde
nicht aus, daf3 kutane y/d T-Lymphozyten bei Menschen und Mausen vergleichbare
Aufgaben erfiillen bzw. der Erhalt dieser Zellpopulation von &hnlichen oder gar identi-

schen Strukturen abhangt.

Da sowohl intradermale als auch periphere y/d T-Zellen bevorzugt das TCRDV2-
Gensegment exprimieren wurde angenommen, daf3 die humanen kutanen y/d T-Lym-
phozyten mdglicherweise keine diskrete Subpopulation darstellen, sondern sich vom
zirkulierenden T-Zellpool herleiten. Hiervon abgesehen, fihrten an beiden T-Zellpo-
pulationen durchgefiihrte Untersuchungen zur ldentifizierung identischer konservier-
ter Aminosaurereste innerhalb der antigenbindenden CDR3-Doméne (101; 120; 123;

124). Unsere Feinstrukturanalysen intradermaler und peripherer & TCR-Repertoires
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lieBen indessen distinkte Genarrangements erkennen, deren Vorkommen sich aus-
schlieRlich auf kutane y/d T-Lymphozyten beschréankte. Dennoch ist wahrscheinlich,
dal3 die Haut und das Blut geringe Anteile identischer, klonal expandierter T-Lympho-
zyten beherbergen, da einige der zirkulierenden PBMC mittels entsprechender
histospezifischer Adressine innerhalb kutaner Mikrogefdl3e anséssig werden (257).
Weil die Anzahl kutaner y/d T-Lymphozyten generell sehr niedrig liegt, ist zudem eine
Beeinflussung der Resultate durch y8" PBMC maglich, die in den kutanen GefaRen
zirkulieren. Aufgrund der Tatsache, dafl} einige der dominanten CDR3-Banden
exklusiv in Hautbiopsien, hingegen nicht bei der PBMC-Fraktion vorlagen kann als
gesichert gelten, dal? die Haut unter physiologischen Normalbedingungen ebenfalls
Uber eine kompartimentspezifische Subpopulation y/3-positiver T-Lymphozyten ver-

fugt.

Es besteht die Moglichkeit, da3 kutane y/6 T-Lymphozyten Gedéachtniszellen repra-
sentieren, wobei die Frage nach den relevanten Antigenen, die ihre Expansion indu-
zierten, offen bleibt. In diesem Zusammenhang werden sowohl ubiquitdre exogene,
histotypische, d.h. auf das kutane Kompartiment begrenzte sowie die oben genann-
ten, HSP verwandten Strukturen (43) diskutiert. So induziert die irreversible Sché-
digung von Keratinozyten, die im Verlauf entztindlicher Prozesse oder neoplastischer
Entdifferenzierungen stattfindet méglicherweise die Expression typischer Strel3anti-
gene, welche eine Aktivierung intradermal angesiedelter y/6 T-Lymphozyten auslost.
Demzufolge koénnte die signifikante Zunahme von y/6 T-Lymphozyten, welche fir
einige entzindliche Hauterkrankungen charakteristisch ist (119 - 121) nicht auf der
Rekrutierung peripherer, sondern einer klonalen Expansion lokaler T-Zellen beruhen.
Da mittels Subklonierungen sowie PCR-gestiitzer Analysen nur wenige Uberlappun-
gen zwischen dominanten & Rezeptoren peripherer und kutaner T-Lymphozyten
gefunden wurden, kann die Kompartimentierung des humanen /6 TCR-Repertoires

als gesichert gelten.

Zusammenfassend |aRt sich feststellen, dald s&dmtliche von uns untersuchten Kom-
partimente (d.h. der Intestinaltrakt, das periphere Blut sowie die Haut) gesunder er-
wachsener Personen uber individuelle /& T-Zellpopulationen verflgten, welche be-
deutende Einschrankungen ihrer Rezeptorvielfalt aufwiesen. Es kann davon ausge-
gangen werden, dal} das beobachtete Phdnomen auch im Fall anderer Organsys-
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teme zutrifft. Diese Aussage wird zudem dadurch gestitzt, dal3 unsere derzeitig
durchgefiihrten Untersuchungen von & TCR-Repertoires des Hausschweins (Sus
scrofa) ebenfalls kompartimentspezifische Verteilungsmuster respektive oligoklonale

Expansionen innerhalb der Lunge sowie des Intestinums erkennen lassen.

6.3 Die Rolle von y/6 T-Zellen bei chronisch entzindlichen Darm-
erkrankungen (CED)

Basierend auf der Tatsache, daR sich im Fall der o/ T-Lymphozyten signifikante
Repertoireverschiebungen zwischen entziindlichen sowie nichtentziindlichen Darm-
arealen von M.Crohn-Patienten nachweisen lieRen (162; 163) bestand ein ange-
strebtes Ziel unserer Experimente darin, tber moglicherweise existierende Verschie-
bungen von & TCR-Repertoires Rickschlisse auf die fragliche Beteiligung von /0
T-Zellen am Krankheitsgeschehen, vielleicht sogar auf die krankheitsauslésenden

Faktoren selbst ziehen zu kdnnen.

Indessen belegen unsere Daten, dal sich das 6 TCR-Repertoire von CED-Patienten
in der Mehrzahl nicht signifikant gegentber dem Normalzustand unterscheidet. Auch
im Fall der nicht immunologisch assoziierten Divertikulitis lie3en sich keine signifikan-
ten Veranderungen des CDR3-Profils diagnostizieren. Von daher verursachen ent-
zundliche Prozesse vermutlich generell keine grundlegende Beeinflussung des
mukosalen 8 TCR-Repertoires. Dariiber hinaus zeigen unsere Resultate, da sich
das CDR3-Profil y/&" PBMC deutlich von dem der entziindlichen Mukosa unterschei-
det und die urspringlich anhand gesunder Personen entdeckte Kompartimentierung
des & TCR-Repertoires unabhéangig von der Erkrankung bestehen bleibt. Dennoch
kann aus den erhaltenen Resultaten nicht abgeleitet werden, daf? y/6 T-Lymphozyten
generell nicht an der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen betei-
ligt sind bzw. keine destruktiven Aktivitdten zeigen. Da mehrere Arbeitsgruppen un-
abhangig voneinander einen signifikanten Anstieg Vd1l-positiver T-Lymphozyten im
peripheren Blut von CED-Patienten nachweisen konnten wird angenommen, dafi3
sich diese aus dem Darmtrakt herleiten (103; 174), zumal intestinale y/6 T-Zellen

bevorzugt das TCRDV1-Gensegment exprimieren (33; 84).
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Es existieren mehrere Erklarungsansatze dafiir, weshalb Aktivierungen und Expan-
sionen TCRDV1 exprimierender y/d T-Lymphozyten (160; 161) stattfinden kénnen,
ohne daf} dies einen nachweisbaren Einflu3 auf das jeweilige CDR3-Profil besitzen

muf3:

Zunachst besteht die Moglichkeit, daR lokale mukosale DV1" T-Zellpopulationen,
welche den Darmtrakt bereits unter physiologischen Normalbedingungen dominieren
(33; 47; 84) von korpereigenen, strel3induzierbaren Eigenantigenen aktiviert und zur
Proliferation angeregt werden. Beispielsweise konnte anhand intestinaler DV1*
T-Lymphozyten gesunder Personen gezeigt werden, dald sich diese spezifisch von
den nichtklassischen, MHC I-Klasse verwandten Oberflachenantigene MICA und
MICB aktivieren lassen, welche von gestressten oder geschadigten Epithelzellen
exprimiert werden. Weiterhin koénnten /& T-Lymphozyten im Rahmen einer
~bystander-Funktion“ unspezifisch an der Entstehung und Aufrechterhaltung entztind-
licher Prozesse beteiligt sein, wobei ihre Aktivierung mdglicherweise Uber CD3-
unabhangige Mechanismen induziert wird oder Uber inflammatorische Chemokine
erfolgt, die von anderen immunkompetenten Zellen, beispielsweise o/f T-Lympho-
zyten, sezerniert werden. Ferner ist denkbar, dal3 innerhalb der entziindeten Muko-
saareale nur wenige krankheitsspezifische y/6 T-Zellen existieren, welche sich zwar
quantitativ in der Minoritdt befinden, jedoch dazu befahigt sind, benachbarte /o
T-Lymphozyten unspezifisch zu aktivieren. So liel3 sich zeigen, dafl3 wenige autoreak-
tive Zellen innerhalb eines autoimmunen Infiltrates die Kontrolle Gber die Mehrheit
der unspezifischen Zellen austben kdnnen (259). Vermutlich sind derart kleine Popu-
lationen spezifischer T-Lymphozyten jedoch mittels unseres experimentellen Ansat-
zes nicht nachweisbar. AuRerdem laf3t sich die Bedeutung von y/6 T-Lymphozyten im
Rahmen der Induktion einer oralen Toleranz nachweisen (260) welche auf der Hypo-
reaktivitdt mukosaler T-Zellen gegeniber ubiquitaren Antigenstrukturen basiert (142;
261). Von daher durften y/d T-Zellen sekundéar durch entziindliche Prozesse aktiviert
werden und eventuell sogar einen positiven Einflu3 auf die Pathogenese von CED
bzw. den Heilungsprozel3 austben. Diese Hypothese wird durch zahlreiche Studien
bestatigt in denen gezeigt wurde, dal? y/0 T-Lymphozyten Zytokine sezernieren,
welche die Proliferation sowie die Differenzierung von Epithelzellen unterstitzen
(135; 262).
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Schlief3lich ist die Mdglichkeit in Betracht zu ziehen, dald das gesamte Intestinum der
CED-Patienten von homogenen Verteilungen aktivierter y/d T-Zellklone dominiert
wird, welche sich sowohl innerhalb lasionaler als auch morphologisch unauffalliger
Darmareale befinden und von daher die Identifizierung krankheitsassoziierter Expan-
sionen ausschlieBen. Wie unsere Untersuchungen von CED-Patienten zeigten, ist
prinzipiell die Mdglichkeit gegeben, dafl} Entziindungen des Gastrointestinaltraktes zu
Veranderungen des & TCR-Repertoires fiihren. So konnten wir im Fall eines C.ulce-
rosa-Patienten dokumentieren, das sich dessen 6 TCR-Repertoire, welches in der
nichtinvolvierten Mukosa oligoklonal war, innerhalb der entziindlichen Areale zu ei-
nem polyklonalen CDR3-Profil wandelte. In einigen Fallen lie3 sich die beobachtete
Verschiebung durch mégliche Akkumulationen peripherer y/& T-Lymphozyten inner-
halb des entziindeten Gewebes erklaren, da diese ebenfalls ein oligoklonales 6 TCR-
Repertoire aufwiesen. Mdglicherweise reprasentierten diese Patienten jedoch eine
Subgruppe, welche eine spezielle Pathophysiologie der Erkrankung zeigte. Es exis-
tiert die Auffassung, wonach M.Crohn und C.ulcerosa nicht nur distinkte Erkrankun-
gen darstellen, sondern dafl3 es sich hierbei jeweils um einen Komplex mehrerer ver-
schiedener pathologischer Erscheinungsformen handelt, welche letztendlich alle zur
Entzindung des Gastrointestinaltraktes beitragen (152). Diese Annahme wird durch
entsprechende Tiermodelle gestitzt, bei denen verschiedenartigste Beeinflussungen
des Immunsystems zu sehr &hnlichen Auspréagungen entzindlicher Darmerkrankun-
gen fuhrten. Ubereinstimmend hiermit wurde die Existenz krankheitsspezifischer
Expansionen von /6 T-Lymphozyten innerhalb der entziindeten Mukosa von Morbus
Crohn-Patienten postuliert und zudem eine vermehrte Verwendung des DJ3-Seg-
mentes beschrieben (237). Doch obwohl die Mehrzahl aller von uns analysierten
M.Crohn-Patienten Uber oligoklonale 6 TCR-Repertoires verfugte, konnten wir keine
gegenuber gesunden Personen gesteigerte Expressionsrate des DJ3-Segmentes

nachweisen.
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6.4 Das Immunglobulin-Schwerketten Repertoire gesunder Personen

6.4.1 Die intestinalen Rezeptor Repertoires gesunder Erwachsener weisen

umfangreiche Expansionen einzelner Vy-Transkripte auf

Intestinale Plasmazellen und intraepitheliale T-Lymphozyten stellen vermutlich syner-
gistisch interagierende Komponenten einer ,ersten Verteidigungslinie® dar, welche
darauf ausgerichtet ist, die riesige resorptive Oberflache des Darmlumens vor invasi-
ven, pathogenen Mikroorganismen zu schitzen (17). Sowohl die Funktionen der
Lamina propria Plasmazellen als auch diejenigen der IEL sind untrennbar mit ihrer
Lokalisation innerhalb der Mukosa verknUpft (263), weshalb beide Zellpopulationen
denselben umgebungsabhéngigen Einflissen unterliegen diirften. Da sich y/d T-Lym-
phozyten wahrscheinlich auf die Erkennung spezieller Eigenantigene spezialisiert
haben (43; 264) und sekretorische Immunglobuline vorwiegend mit luminalen Anti-
genen interagieren (265) wird die terminale Reifung beider Lymphozytenpopulatio-
nen vermutlich durch divergente Strukturen gepragt. Dennoch ist vorstellbar, dafl3
sich die humoralen und zellularen Komponenten der mukosalen Immunabwehr ver-
gleichbarer mechanistischer Abwehrstrategien bedienen, zumal die Antigenerken-

nung durch v/ T-Lymphozyten derjenigen von Immunglobulinen vergleichbar ist (59).

Unsere Repertoireanalysen humaner Igy-Transkripte bauten auf vorangegangenen
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen auf, welche chromosomale DNA aus Mikro-
biopsien der Lamina propria oder den Peyer'schen Plaques analysierten (178; 266).
Im Rahmen dieser Experimente lieRen sich vereinzelt klonal verwandte IgVu4.21-
(V4-34), Vy5- und Vu6- B-Zellen im Intestinum eines Individuums sowie den
Keimzentren der Lamina propria identifizieren (178; 179; 266; 267). Da PCR-gestlitz-
te Untersuchungen chromosomaler Allelenkonfigurationen generell die Verwendung
von Oligonukleotiden ausschlieRen, welche mit konstanten Gensegmenten hybridi-
sieren, konnte zunéchst keine Korrelation zwischen den analysierten Vu/Dy/Ju-
Arrangements und den hiermit assoziierten konstanten Domé&nen hergestellt werden.
Andererseits war dieser experimentelle Ansatz weitgehend insensitiv gegenuiber Ein-
flissen aktivierter B-Lymphozyten, welche bestimmte Rezeptorarrangements mit
hoher Rate transkribieren und hierdurch falschlicherweise die Existenz oligoklonaler

Rezeptor Repertoires vortduschen koénnen. Aufgrund ihres vereinzelten Auftretens
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blieb zunachst unklar, ob es sich bei den verwandten Vy-Transkripten um Abkémm-
linge lokaler, aktivierter Lymphozyten oder aber um Mitglieder eines weitrdumig
expandierten B-Zellklons handelte. Diese Problematik wird insbesondere anhand der
von DUNN-WALTERS et al. durchgefihrten Studien deutlich (266), bei denen initial
Polymerase-Kettenreaktionen unter Verwendung eines Vy5-spezifischen ,Primers”
sowie eines Jy-Region-spezifischen Oligonukleotids durchgefuhrt wurden. Die Se-
guenzierung der erhaltenen PCR-Produkte fuhrte zur Identifizierung klonaler
Expansionen zweier definierter Vy-Transkripte innerhalb eines Darmabschnittes. Um
das Ausmald dieser Expansionen detaillierter zu analysieren, wurden Polymerase-
Kettenreaktionen durchgefihrt, in denen neben dem Vy5-spezifischen ,Primer” Oligo-
nukleotide zum Einsatz kamen, welche gegen die CDR3-Domé&nen der beiden
expandierten Igy-Transkripte gerichtet waren. Die Untersuchung von 8 Biopsien aus
dem Duodenum sowie dem Kolon des betreffenden Patienten fiihrten jedoch nur bei
2 Biopsien zum Nachweis des ersten expandierten Transkriptes. Entsprechende
Analysen von 11 weiteren Biopsien beziiglich der Existenz des zweiten expandierten
Transkriptes erbrachten lediglich bei 4 Biopsien positive Resultate. Generell liel3en
die Analysen chromosomaler Rearrangements innerhalb der Vu4-, Vy5- und V46-
Familien nur ein geringes Ausmal’ sowie heterogene Verteilungen expandierter Klo-
ne entlang des Kolons bzw. des Duodenums erkennen (266). Mdglicherweise beruh-
te dieser Befund jedoch auf Mutationen innerhalb der CDR3-Doméne, welche dazu
fuhrten, dald die zu Analysezwecken eingesetzten Oligonukleotide nicht mehr mit der

Zielsequenz hybridisierten.

Demgegenuber belegen unsere Studien, die wir anhand der Transkripte samtlicher
Vy-Untergruppen durchfiihrten, dafd rdumlich expandierte B-Lymphozytenklone offen-
sichtlich wesentlich weiter verbreitet sind, als bislang angenommen wurde. Allerdings
mul in Betracht gezogen werden, dal die beobachteten Differenzen lediglich eine
Folge der unterschiedlichen experimentellen Strategien darstellen kénnten. Da die
antigenbindende Rezeptordoméne zahlreichen somatischen Mutationen unterliegt
besteht prinzipiell die Mdglichkeit, da’® die Verwendung eines Oligonukleotids, wel-
ches gegen eine definierte CDR3-Doméne gerichtet ist, nicht zur ldentifizierung
samtlicher verwandter Vy-Sequenzen fuhrt. Diese Annahme l&f3t sich aus den Resul-
taten unserer Untersuchungen ableiten, welche innerhalb der CDR3-Regionen klonal

verwandter Vy-Transkripte bis zu 8 Basensubstitutionen erkennen lieRen. Eine weite-
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re Studie, in deren Rahmen singulare, IgA oder IgM sekretierende Plasmazellen aus
Mikroresektaten des Dinndarmes isoliert und analysiert wurden, erbrachte sogar kei-
nerlei Hinweise auf klonal expandierte B-Lymphozyten (176). Auch in diesem Fall
beruhten die Abweichungen gegeniuber den Ergebnissen unserer Untersuchungen
eventuell auf den unterschiedlichen experimentellen Strategien. Im Gegensatz zu der
von uns favorisierten CDR3-Langenanalyse, welche prinzipiell ein umfassendes Bild
des vorliegenden Vy-Repertoires liefert, erlaubt die Analyse einer begrenzten Zell-
zahl namlich keine Aussagen bezuglich der Verteilung spezieller Klone innerhalb der

Gesamtpopulation.

6.4.2 Dominante Vy-Familien verfugen Uber klonale Expansionen einzelner

Schwerkettentranskripte

Die CDR3-Langenanalysen intestinaler IgA- und IgM-Schwerkettentranskripte lie3en
erkennen, dal3 das Ausmal’ der Rezeptordiversitat betrachtlich zwischen einzelnen
Vy-Familien variiert. So wiesen die CDR3-Profile der grol3en, 22 Mitglieder umfas-
senden Vy3-Familie, welche vorwiegend von intestinalen B-Lymphozyten exprimiert
wird (176; 238) generell eine grol3ere Diversitat auf als die der bedeutend kleineren
Vu5-, Vu6- und Vy7-Familien. Indessen konnten wir durch Subklonierung einzelner
IgA Vul-, Vu3- und Vy4-Transkripte definierter CDR3-Lénge zeigen, dal3 multiple
DNA-Sequenzen, die in raumlich weit voneinander entfernt isolierten Mukosa-
biopsien gefunden wurden entweder Repetitionen darstellten oder klonal verwandt
waren. Folglich beschrankt sich die Existenz klonal expandierter B-Lymphozyten
nicht auf solche B-Zellpopulationen, welche kleineren, anteilsmafiig unterreprasen-

tierten Vy-Familien angehoren.

Um auszuschlie3en, daf} es sich bei den beobachteten Redundanzen um Klonie-
rungs- oder PCR-generierte Artefakte handelte, wurden samtliche Untersuchungen in
Doppelbestimmung durchgefuhrt. Au3erdem ist in diesem Zusammenhang die Tat-
sache von Bedeutung, dal3 niemals Sequenziuberlappungen zwischen verschiedenen
Individuen identifiziert werden konnten. Die Diskrepanzen zwischen den Resultaten
der CDR3-Langenanalysen und den nach Subklonierung diskreter Banden erhalte-
nen DNA-Sequenzdaten beruhten vermutlich auf einer methodischen Limitierung

bzw. dem begrenzten Auflésungsvermégen des ,,CDR3-Spectratyping“. Da prinzipiell
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alle 22 existierenden Vu3-Allele in einer einzigen Polymerase-Kettenreaktion als
Matrize dienen konnten bestand die Moglichkeit, dal3 s&dmtliche klonalen Expansio-
nen innerhalb der Vy3-Familie simultan vervielféltigt wurden und die CDR3-La&ngen-
analyse infolge der Uberlagerung multipler Transkripte notwendigerweise pseudo-
polyklonale Verteilungsmuster erbringen mufte. Im geschilderten Fall waren klonale
Expansionen definierter Rezeptortranskripte ausschlief3lich mittels der Sequenzana-
lyse identifizierbar.

Unsere Befunde, wonach auch innerhalb dominierender Vy-Familien umfangreiche
Einschrankungen des Rezeptor Repertoires auf DNA-Ebene existieren, lie3en sich
zudem durch weitergehende Untersuchungen auf Peptidebene bestatigen. EDV-
gestlitzte Translationen der DNA-Sequenzen klonal verwandter Vy-Transkripte zeig-
ten, dafld annédhernd drei Viertel (72%) aller Nukleotidsubstitutionen entweder stille
Mutationen darstellten oder zum Ersatz durch Aminoséuren fuhrten, welche ver-
gleichbare physikochemische Eigenschaften besalien. Auch andere Arbeitsgruppen
konnten nachweisen, dal3 innerhalb der Vy-Rearragements, die aus der Mukosa des
humanen Duodenums isoliert wurden eine Dominanz stiller Basensubstitutionen
existiert (268). Dies indiziert, dal3 das lgy-Repertoire intestinaler B-Lymphozyten
offensichtlich einem starken antigenvermittelten Selektionsdruck unterliegt, welcher
das CDR3-Profil samtlicher Vy-Familien unabhangig vom jeweils exprimierten Isotyp

malf3geblich beeinfluf3t.

6.4.3 Stellen Vy5 - Vy7 Transkripte Residuen des fetalen Igy-Repertoires

dar ?

Da die Vu5-, V46- und Vy7-Gensegmente entwicklungsgeschichtlich konserviert sind
und bevorzugt von humanen Feten exprimiert werden besitzen sie mdglicherweise
entscheidende, auf das prdimmune Repertoire begrenzte Funktionen (215 - 217).
Aufgrund der von uns ermittelten oligoklonalen Verteilungsmuster intestinaler Vy5-,
Vu6- und Vy7-Repertoires IgA und IgM exprimierender B-Lymphozyten besteht ein
Hinweis darauf, dal3 solche Fetus &hnlichen Rearrangements (fehlende ,N“-Regio-
nen) bis ins Erwachsenenalter hinein bestehen bleiben. In Ubereinstimmung mit
dieser Annahme konnten bei adulten Mausen oligoklonale B-1 Lymphozyten identifi-

ziert werden, deren Ursprungsort innerhalb des Peritonealraumes liegt.
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B-1 Lymphozyten bilden bei M&usen einen bedeutenden Prozentsatz aller Lamina
propria B-Zellen; diese produzieren niederspezifische, moglicherweise polyreaktive
Antikorper, welche sowohl zum Erhalt der normalen intestinalen Flora (269) als auch
einer ,ersten Verteidigungslinie® gegen gewdhnliche bakterielle Antigene beitragen
kénnten (201; 270). Die Rezeptoren der B-1 Linie verfigen tUber sehr eingeschrank-
te, Fetus ahnliche Repertoires, die umfangreiche Redundanzen aufweisen und sich
zudem durch die Abwesenheit matrizenunabhéangiger ,N“-Nukleotide auszeichnen
(200). Es wurde postuliert, dalR Mause mdglicherweise Uber ein dualistisch aufgebau-
tes Immunsystem verfiigen, welches sowohl oligoklonale B-1 Zellen als auch divers
strukturierte ,B-2“ Lymphozyten beinhaltet (200). Demzufolge aktivieren invasive,
pathogene Mikroorganismen, welche die Darmmukosa Uber M-Zellen der Peyer
schen Plaques infizieren (271) ,konventionelle* B-2 Lymphozyten, die hierauf zu
Plasmazellen heranreifen und grof3e Mengen hochaffiner Immunglobuline sezer-

nieren.

Im humanen Intestinum exprimieren ungefahr 50% aller Lamina propria B-Lymphozy-
ten den Oberflachenrezeptor CD5, weshalb sie formal der B-1 Population von Mau-
sen homolog sein kdnnten (272). Allerdings lassen unsere DNA-Sequenzanalysen
dominanter IgA- und IgM-Transkripte der V45-, V46- und Vy7-Familie keinerlei Ahn-
lichkeiten mit fetalen Rezeptorarrangements oder den B-1 Zellen von Méausen (200;
269) erkennen. Da die Gensegment-Ubergangsregionen samtlicher untersuchter
Patienten infolge zahlreicher ,N“-Nukleotidadditionen sowie somatischer Mutationen
Uberaus komplex strukturiert waren, konnte die Existenz einer der B-1 Population
homologen Zellinie bzw. einer entsprechenden funktionellen Zweiteilung des sekre-
torischen IgAs auf molekularer Ebene nicht bestatigt werden. Indessen bietet das
Vorkommen der IgA;- sowie der IgA,-Subklasse, die strukturelle und funktionelle
Besonderheiten aufweisen durchaus Anlal3 zu entsprechenden Spekulationen. So
bestehen kontroverse Ansichten dariiber, inwieweit die proteaseunempfindlichen
IgA2-Antikdrper, welche vorwiegend innerhalb des dichtbesiedelten distalen Intesti-
naltraktes produziert werden und Spezifitdten fur ubiquitdre bakterielle Antigene wie
Lipo- und Polysaccharide aufweisen, den Produkten der murinen B-1 Zellpopulation
analog sind (198; 273; 274). Auch der Speichel sowie das Kolostrum gesunder
Menschen enthélt polyreaktive IgA-Antikorper, die eine Vielzahl autologer und bak-

terieller Antigene erkennen (275). Obwohl diese vergleichsweise niedrige Affinitaten
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aufweisen durften, besitzen sie aufgrund ihrer Multivalenz dennoch hohe funktionelle
Aviditat. Schlief3lich bleibt anzumerken, dald auch von anderen Arbeitsgruppen klonal
expandierte IgA-Transkripte der Vu6-Subfamilie aus der humanen Milz isoliert

werden konnten (276).

6.4.4 Untersuchung der Frequenz von Isotypwechseln bei intestinalen
B-Zellen

Unseren Untersuchungen zufolge sind die IgM- und IgA-Schwerkettenrepertoires des
Kolons in vergleichbarem Maflie eingeschrankt und weisen &ahnlich hohe Anteile
somatisch substituierter Nukleotide auf. Dieser Befund entspricht neueren Erkennt-
nissen, wonach auch IgM sezernierende Plasmazellen - analog zu IgA oder IgG
exprimierenden B-Lymphozyten - direkt zu Gedéachtniszellen ausdifferenzieren und
mit zunehmendem Alter sukzessive somatische Mutationen anreichern konnen (277).
Innerhalb raumlich getrennter Kolonabschnitte gelang uns die Identifizierung zweier
korrespondierender, klonal verwandter IgA- und IgM-Transkripte der Vu4- bzw. der
Vy6-Familie, welche jeweils Uber identische CDR3-Domanen verfigten. Auch andere
Arbeitsgruppen konnten innerhalb des Duodenums die Existenz von Vy5-Transkrip-
ten nachweisen, die Ubereinstimmende Basensubstitutionen aufwiesen (268). Von
daher kann als gesichert gelten, dal3 die intestinale Mukosa IgM und IgA exprimie-
rende Plasmazellen beherbergt, welche dieselbe Antigenspezifitdt besitzen. Auf-
grund vieler Ubereinstimmender Basensubstitutionen liegt die Vermutung nahe, dal
die entsprechenden IgA-Plasmazellen durch den Klassenwechsel eines IgM expri-
mierenden B-Zellklons entstanden, der bereits das Stadium einer Gedachtniszelle er-
reicht und infolge der antigenabhangigen Affinitatsreifung zahlreiche somatische

Mutationen akkumuliert hatte.

Indessen zeigte die Mehrzahl aller IgA Vy-Repertoires signifikante Unterschiede ge-
genuber den IgM Vy-Repertoires; dieser Befund wurde zudem durch unsere Fein-
strukturanalysen bestétigt, die stark voneinander abweichende Rearrangements in-
nerhalb der antigenbindenden Domanen erkennen liel3en. Von daher kann angenom-
men werden, dafl} sich die meisten klonal expandierten intestinalen IgM- und IgA-
Plasmazellen aus divergenten Zellinien differenzieren. Méglicherweise sind die be-

obachteten Differenzen darauf zurlckzufiihren, dalR die Schwerketten Repertoires
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der IgM- und IgA-Gedachtniszellen von unterschiedlichen Antigenstrukturen gepragt
werden. Unsere Studien lassen nicht erkennen, innerhalb welcher funktioneller Ein-
heiten der Prozel3 des Isotypwechsels sowie die antigenspezifische Affinitatsreifung
der B-Zell Rezeptoren stattfindet. Somit bleibt fraglich, inwieweit IgA- und IgM-
B-Lymphozyten unterschiedliche Antigentypen erkennen und ob der Prozel3 des
Klassenwechsels lokal, d.h. innerhalb des Intestinaltraktes erfolgen kann. Da die
Keimzentren der Peyer'schen Plaques zwischen 75% und 80% IgA exprimierende
B-Zellen enthalten besteht ein Anhaltspunkt dafiir, da3 diese Mikroumgebung eine
direkte Induktion und Selektion von Isotypwechseln erméglicht (278). Weiterhin favo-
risiert die homogene Verteilung klonal verwandter B-Lymphozyten ein Modell, wo-
nach expandierte Gedachtnis B-Zellen - @hnlich wie y/6 T-Lymphozyten - im Rahmen
einer kontinuierlichen Rezirkulation wiederholt die Keimzentren sekundarer lymphoi-
der Strukturen durchlaufen und nach entsprechender Affinitatsreifung entlang der in-

testinalen Lamina propria ansassig werden.

6.4.5 Das Schwerketten Repertoire peripherer, IgA exprimierender
B-Lymphozyten

Im menschlichen Organismus bildet das plasmatische IgA mit 6 - 15% einen signifi-
kanten Bestandteil des Serumglobulins, welches eine - gegeniber IgG - vergleichs-
weise kurze biologische Halbwertszeit von 4 bis 6 Tagen besitzt (187). Als Quelle
des monomeren Serum-lgAs werden Plasmozyten angenommen, welche im Kno-
chenmark lokalisiert sind (188). Innerhalb des peripheren Blutes machen IgA expri-
mierende B-Lymphozyten nur ~ 2% aller B-Zellen aus (239), deren physiologische
Funktion weitgehend unbekannt ist.

Gegenwartig sind kaum experimentelle Daten von Untersuchungen verflugbar, wel-
che sich mit der Diversitat des peripheren humanen IgA B-Zell Rezeptor Repertoires
befassen. Bisher durchgefihrte Studien weisen jedoch darauf hin, dal3 das Schwer-
ketten Repertoire peripherer IgA B-Lymphozyten eine limitierte Diversitat aufweist. In
Ubereinstimmung hiermit belegen die Resultate unserer Untersuchungen, daR das
Rezeptor Repertoire peripherer IgA B-Lymphozyten im Gegensatz zum polyklonalen
CDR3-Profil IgM exprimierender B-Zellen durch klonale Expansionen einzelner Vy-

Transkripte gekennzeichnet ist. Dartber hinaus zeigte sich, dal3 das Vy-Repertoire
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zirkulierender IgA B-Lymphozyten im Vergleich zum intestinalen IgA-Repertoire noch
wesentlich starkeren Einschrdnkungen unterliegt. In diesem Zusammenhang ist von
Bedeutung, dal3 wir mit Hilfe aussagekraftiger Kontrollexperimente nachweisen
konnten, dal3 die erhaltenen Resultate keine PCR-generierten Artefakte darstellten,
welche aus einer zu niedrigen Anzahl eingesetzter B-Lymphozyten resultierten. Mog-
licherweise erkennen periphere IgA B-Lymphozyten nur eine sehr begrenzte Zahl
von Antigenen, welche sich qualitativ von denen unterscheiden, die mit intestinalen
B-Zellen interagieren. Da wir anstelle des IgA-Serumproteins die Vy-Transkripte peri-
pherer B-Lymphozyten analysierten bleibt fraglich, inwieweit unsere Daten mit dem
tatsachlich auf Proteinebene bestehenden Rezeptor Repertoire Gbereinstimmen. Der
in vitro Nachweis von mRNA bzw. der aquivalenten cDNA mittels PCR stellt namlich
keinen absoluten Beweis dafir dar, daf3 das entsprechende Protein in vivo tatsach-

lich exprimiert wird.

Insgesamt fanden sich nur sehr wenige Uberlappungen zwischen dem peripheren
und dem intestinalen IgA Vy-Repertoire, was unter anderem dadurch zum Ausdruck
kam, dal3 die Jy6-Region haufiger von zirkulierenden als von mukosalen B-Lympho-
zyten exprimiert wurde. Die Annahme zweier divergenter Lymphozytenpopulationen
wird auch dadurch gestutzt, dal? 90% des plasmatischen IgAs aus IgA; bestehen,
wahrend die IgA,-Modifikation mit einem Anteil von 60% innerhalb des Intestinaltrak-
tes dominiert (2; 189). Da Vergleiche zwischen einzelnen intestinalen und peripheren
IgA B-Lymphozyten prinzipiell als problematisch anzusehen sind, lassen sich die
Differenzen zwischen den entsprechenden Vy-Repertoires am schlissigsten durch
die individuellen Zusammensetzungen beider Zellpopulationen erklaren. Innerhalb
des peripheren Blutes existieren vorwiegend IgA exprimierende Gedachtnis B-Lym-
phozyten sowie kleinere Populationen stimulierter Immunozyten, welche teilweise
einen Isotypwechsel vollzogen haben und sich auf der Passage in bestimmte Organ-
systeme befinden. Demgegentiber dominieren im humanen Kolon terminal differen-
zierte, Immunglobulin sezernierende Plasmazellen. Die signifikanten Unterschiede
zwischen intestinalen und peripheren IgA Vy-Repertoires deuten zudem darauf hin,
dald sich zirkulierende IgA B-Lymphozyten nur ausnahmsweise im Intestinaltrakt an-
siedeln. Vermutlich befinden sich im Blut eines jeden Individuums standig einige I1gA;
B-Lymphozyten intestinalen Ursprunges, welche jedoch aufgrund ihrer niedrigen

Frequenz bzw. Uberlagerungen nicht mittels der CDR3-Langenanalyse detektiert



156 Diskussion A.Hennemann

werden konnen. Zudem hybridisierte der von uns in Polymerase-Kettenreaktionen
eingesetzte Ca-,Konsensusprimer® sowohl innerhalb der Col- als auch der Coz2-
Region (221), weshalb unter den resultierenden PCR-Produkten keine Unterschel-

dung zwischen IgA;- und IgA,-Transkripten getroffen werden konnte.

6.4.6 Das Schwerketten Repertoire peripherer, IgM exprimierender

B-Lymphozyten

Im Vergleich zum peripheren IgA Rezeptor Repertoire erwies sich das Vy-Repertoire
plasmatischer, IgM exprimierender B-Lymphozyten als wesentlich vielféaltiger. Unsere
Beobachtungen stimmen mit denen anderer Arbeitsgruppen tberein, welche polyklo-
nale IgM-Schwerketten Repertoires sowohl im Blut gesunder junger als auch alter
Personen beschrieben (241). Diese Befunde stehen mit der Annahme in Einklang,
wonach es sich bei der tiberwiegenden Mehrheit aller zirkulierenden IgM* B-Zellen
um unreife Lymphozyten handelt. Dennoch fanden wir einige klonale Expansionen in
verschiedenen Vy-Familien, welche eventuell auf aktuellen oder kurz zuvor erfolgten
Aktivierungen des Immunsystems beruhten. Aul3erdem besteht die Moglichkeit, daf3
einige der beobachteten starken Repertoireeinschrankungen Symptome einer beste-
henden monoklonalen Gammopathie darstellten. Hierbei handelt es sich um ein Pha-
nomen, das bereits vor Gber 35 Jahren anhand gesunder Personen beschrieben wur-
de (202). Prinzipiell kommen hierfir jedoch auch klonal expandierte, langlebige
Gedachtnis B-Zellen, die durch Fremd- oder Eigenantigene selektiert wurden als

Erklarung in Betracht.

In Ubereinstimmung mit der Annahme positiver Selektionsprozesse von B-Lympho-
zyten ahneln die von uns nachgewiesenen Expansionen des humanen Schwerket-
ten Repertoires innerhalb einzelner Vy-Familien dem Ausmal3 an Klonalitéat, welches
zuvor fir o/B* und y8" T-Lymphozyten gezeigt wurde (46 - 50). Unsere experimen-
tellen Daten unterstiitzen ein hypothetisches Modell, wonach die humorale Immun-
antwort der Darmmukosa durch zahlreiche klonal expandierte, IgA und IgM sezernie-
rende Lamina propria B-Zellen vermittelt wird, welche weitraumig innerhalb des
Kolons verbreitet sind. Die Existenz hochgradig verwandter, fingerabdruck&hnlicher
CDR3-Profile sowie identischer oder klonal verwandter Immunglobulinschwerketten

innerhalb verschiedener mukosaler Loci lalRt sich am schlissigsten unter der
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Annahme antigenabhangiger Selektionsprozesse erklaren. Die signifikanten Ein-
schradnkungen von Rezeptor Repertoires beruhen vermutlich auf permanenten Wech-
selwirkungen zwischen den CDR3-Doménen und invarianten Liganden, welche
bestimmte Rezeptorspezifitdten beglnstigen. Wahrscheinlich passieren Gedéachtnis
B-Lymphozyten, welche im Verlauf der Zeit selektiert wurden kontinuierlich die Keim-
zentren lymphoider Follikel oder der ilealen Peyer'schen Plaques, wo sie durch rele-
vante Antigene restimuliert werden. Als adaquate Antigene kommen primar die
immunogenen Oberflachenstrukturen symbiontischer Mikroorganismen in Betracht,
welche grof3e Areale des humanen Intestinaltraktes besiedeln. So legten Studien an
keimfrei aufgezogenen Mausen, die einen Mangel an Lamina propria Immunozyten
aufwiesen nahe, dal3 die naturliche mikrobielle Flora des Intestinums den Haupt-

stimulus fur die Proliferation der Plasmazellen liefert (265).

6.5 Hypothese

Die Bedeutung eingeschrankter B- und T-Zell Rezeptor Repertoires

Nach dem derzeit anerkannten Dogma beruht die Effizienz der Immunsysteme hdhe-
rer Vertebraten primar auf deren Fahigkeit, mittels somatischer Rekombinationen
zwischen multiplen genetischen Elementen Milliarden verschiedenster Rezeptorspe-
zifitdten auszubilden. Tatsachlich gestattet die CDR3-Domane der d-Rezeptorunter-
einheit humaner y/6 TCR theoretisch die Ausbildung einer nahezu uneingeschrankten
molekularen Diversitat (279), was prinzipiell die Moglichkeit eroffnet, fur jede erdenk-
liche immunogene Struktur einen hierzu komplementaren, absolut spezifischen
Rezeptor zu generieren. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage nach dem bio-
logischen Sinn der von uns bei 18" IEL (46 - 48) und Igs-Transkripten sowie anderen
Arbeitsgruppen (49; 50; 280; 281) anhand von o/B" IEL beobachteten Repertoire-

einschrankungen.

Trotz aller Vorteile, die sich vordergriindig aus der Fahigkeit zur Synthese einer un-
begrenzten Rezeptorvielfalt ableiten lassen stiel3e die Strategie einer konsequenten,
auf perfekte Antigenspezifitat hin ausgerichteten Immunabwehr aus mehreren Grin-
den bald an limitierende Grenzen: Wie entsprechende Berechnungen zeigen, waren
ideal polyklonal aufgebaute Rezeptor Repertoires allein aufgrund der begrenzten
Zahl immunkompetenter Zellen vermutlich gar nicht funktionell (282; 283). Da bereits
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die Anzahl der Rekombinationsmdglichkeiten zwischen & TCR kodierenden Genseg-
menten diejenige der gesamten T-Zellpopulation eines Individuums um mehrere
GroéfRenordnungen Ubersteigt, laf3t sich das gewaltige systemimmanente Potential auf
zellularer Ebene nicht anndhernd realisieren. Abgesehen von dem erheblichen in-
struktiven Aufwand, den hochgradig diverse, polyklonale Rezeptor Repertoires erfor-
dern besteht das prinzipielle Problem fir groRenlimitierte Systeme primar darin, daf3
die absolute Zahl von Lymphozyten einer gegebenen Spezifitat der jeweiligen Reper-
toiregroRe reziprok ist. Da biologische Systeme notwendigerweise begrenzte Zell-
zahlen aufweisen bedeutet dies, dal} ideal polyklonale Rezeptor Repertoires alsbald
GroRRenordnungen erreichen wirden, flr welche die statistische Wahrscheinlichkeit,
einen Lymphozyten definierter Spezifitat innerhalb der Gesamtpopulation anzutref-
fen, < 1 lage. Doch selbst Immunsysteme, welche Uber jeweils einen Lymphozyten
der bendétigten Antigenspezifitat verfigen laufen Gefahr, dafld dessen Aktivierung und
klonale Expansion im Bedarfsfall nicht rasch genug erfolgt, um den Organismus
wirksam vor Infektionen mit schnell replizierenden prokaryontischen Pathogenen
schitzen zu kénnen, da zumindest die Effizienz der humoralen Immunabwehr ent-
scheidend vom Serumspiegel des antigenbindenden Molekiils abhangt. Die ange-
sprochene Problematik wird in der Praxis dadurch abgemildert, daR? die Effektormole-
kile immunkompetenter Zellen ihr aquivalentes Antigen nicht in toto erkennen,
sondern mit rdumlich begrenzten Arealen seiner Oberflachenstrukturen interagieren.
Im Fall der Immunglobuline umfassen die antigenen Determinanten lediglich 10 - 12
Aminosaurereste, was eine erhebliche Reduzierung der benétigten Rezeptordiversi-
tat bzw. der hieraus resultierenden Repertoiregrof3en erlaubt. Die Beschrankung auf
eine Erkennung kleiner, definierter topologischer Einheiten bedingt zudem ein gewis-
ses Mald an Kreuzreaktivitat, welche die Effizienz der Immunglobulin vermittelten
Agglutination von Antigenen betrachtlich steigert. Allerdings laf3t sich die GroRRe sol-
cher Epitope nicht beliebig verkleinern, da unterhalb bestimmter Dimensionen keine
Unterscheidung mehr zwischen endo- und exogenen Strukturen getroffen werden
kann, was jedoch eines der vorrangigsten Kriterien der Antigenerkennung darstellt
(285). Neben den offenkundigen Vorteilen, die sich aus kontinuierlichen Rekombina-
tionsereignissen zwischen Rezeptor-Untereinheiten kodierenden Gensegmenten er-
geben, erfordert dieses Prinzip die Existenz wirksamer Kontrollmechanismen, um die
quantitative Produktion autoreaktiver Immunzellen auf dem Wege einer stringenten

negativen Selektion zu inhibieren. Andernfalls wirden die statistisch erfolgenden
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Genarrangements bereits nach kurzer Zeit zur Entstehung von Autoimmunerkran-
kungen fihren. Die Eliminierung samtlicher Lymphozyten, welche gegen korper-
eigene Strukturen gerichtet sind bedingt notwendigerweise eine Limitierung der
Rezeptorvielfalt und liefert eine weitere Erklarung dafir, warum die Existenz uneinge-

schréankter Rezeptor Repertoires in vivo prinzipiell ausgeschlossen ist.

Offenbar beruht die Effizienz des Immunsystems gar nicht auf der absoluten Anzahl
verfugbarer Lymphozyten und der hiermit verbundenen Kapazitat zur Ausbildung
einer entsprechenen Zahl von Rezeptorspezifitaten. Andernfalls sollten die Immun-
systeme kleiner Individuen wie z.B. Mausen denjenigen bedeutend grélierer Spezies
(Mensch, Elephant) qualitativ unterlegen sein. Indessen lehrt die Erfahrung, daf} dies
keineswegs der Fall ist ! Von der genannten Voraussetzung ausgehend postulierte
der Immunologe MELVIN COHN, dal3 die Rezeptor Repertoires immunkompetenter
Zellen notwendigerweise Repetitionen, d.h. Einschrdnkungen aufweisen und daf3
jedes Individuum Uber diskrete funktionelle Einheiten (sog. ,Protectons®) verfiigen
misse, von denen jede einzelne umfassenden immunologischen Schutz gewéabhrleis-
tet (284). Demzufolge ermdglicht die organisatorische Zweiteilung des Immunsys-
tems eine bedeutende Reduzierung der Repertoiregro3e unter Aufrechterhaltung
einer umfassenden immunologischen Kompetenz. Die ,Protecton“-Theorie basiert im
wesentlichen auf der Annahme, daf3 innerhalb der hypothetischen funktionellen Ein-
heiten Kooperationen zwischen kleinen ,LCN“-Populationen (low copy number: ~10°
Spezifitaten in singularer Kopie) hoher Spezifitat sowie vergleichsweise grof3en
,HCN“-Lymphozytenfamilien (high copy number: ~10* Spezifititen in 10°-facher
Kopienzahl) bestehen, welche breitere Antigenspektren erkennen (282; 284; 285).
Die Lymphozyten der HCN-Subpopulation muf3ten tUber eingeschrankte Rezeptor
Repertoires verfigen und sich auf die Erkennung weniger, eventuell kdrpereigener
Schlusselantigene spezialisiert haben, welche Gefahrensituationen unabhéngig von
ihrer Ursache signalisieren. Im Gegensatz zu den Vertretern des polyklonalen LCN-
,Pools* sollten diese simultan aktivierbar sein und somit eine rasche und quantitativ
hinreichende Primé&rantwort ermdglichen. Auch andere Autoren stellten die Hypothe-
se auf, wonach die Gesamtheit des Rezeptor Repertoires von Immunzellen insofern
zweigeteilt sein musse, als dald diverse und restringierte Unterfamilien koexistieren
(200; 286).
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Da fur mukosale IEL und intraintestinal lokalisierte B-Lymphozyten eine Beteiligung
an priméaren Immunreaktionen angenommen wird, stellen deren antigenbindende
Rezeptordoménen pradestinierte Untersuchungsobjekte dar, um die ,Protecton®-
Theorie mittels ,CDR3-Spectratyping” zu verifizieren. Aufgrund der Tatsache, daf3
sowohl o/B* (49; 50; 280; 281) als auch /8" IEL (46; 47) ihr genetisches Potential in
vivo nicht anndhernd ausschépfen und betrachtliche Limitierungen ihrer Rezeptor-
diversitat aufweisen ist ein entscheidender Hinweis darauf gegeben, dal3 die postu-
lierte Abwehrstrategie tatsachlich verfolgt wird. Im Falle IgA exprimierender B-Lym-
phozyten ist anzunehmen, dal3 grof3e Anteile der Population aus klonal expandierten
Plasmazellen bestehen, welche konservierte Antigene erkennen und eine Adsorbtion
luminaler Pathogene verhindern, wéahrend der polyklonale B-Zell,pool* vermutlich die
Fahigkeit zur primaren Immunantwort gegeniber unbekannten immunogenen Struk-
turen aufrechterhalt. Die Hypothese, wonach die Begrenzung von Repertoiregrof3en
ein allgemeines, weitverbreitetes Charakteristikum der Lymphozyten darstellt wird
zudem durch jungste Feinstrukturanalysen unserer Arbeitsgruppe gestitzt, die be-
deutende Einschrankungen des 6 TCR-Repertoires beim Hausschwein (Sus scrofa)
innerhalb verschiedener mukosaler Oberflachen erkennen lassen. Somit stehen
unsere experimentellen Daten humaner d-Kettentranskripte sowie der Igy-Repertoi-
res intestinaler IgA- und IgM- B-Lymphozyten prinzipiell mit der ,Protecton®-Theorie
in Einklang. Dabei dirfte sowohl die Kompartimentierung als auch die beobachteten
Einschrankungen des B- und T-Zell Rezeptor Repertoires die Spezialisierungen
reprasentieren, die sich aus den individuellen, lokalen Anforderungen der jeweiligen

Organe ergeben.
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8.3

A

o4p7
oER7
AA
Amp
APC
APS
ATP

B-Gal

bp
BSA

C

CD

CD1
CD19
CD2
CD25
CD28
CD3
CDh4
CD45RA
CD45R0O
CD5
CD69
CD8
CD95
cDNA
CDR3
CED
CFU

D

DC
ddNTP
DEPC
DETC
DHD
DNA
DNase
dNTP
dsDNA
DTT

Abkilrzungsverzeichnis

mukosales Adressin, Ligand von MAdCAM-1
mukosales Adressin (HML-1), Ligand von E-Cadherin
amino acid

Ampicillin (D-o-Aminobenzylpenicillin)

antigen presenting cell

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

B-Galaktosidase
base pair
bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)

cluster of differentiation

MHC I-Klasse ahnliches, Enterozyten spezifisches Antigen

B-Zell spezifisches Oberflachenantigen

pan T-Zell,marker" (LFA-2); bindet spezifisch an SRBC

o-Kette des IL-2 Rezeptors (spezifisch fur aktivierte T-Lymphozyten)
Rezeptor des kostimulatorischen Liganden B7

pan T-Zell Oberflachenantigen

Korezeptor o/p* T-Helferzellen (Th)

Oberflachenantigen, welches spezifisch fur unstimulierte T-Zellen ist
Oberflachenantigen, das von ,Gedachtnis* T-Zellen exprimiert wird
pan T-Zell-Oberflachenantigen

Oberflachenantigen, welches aktivierte T-Zellen auszeichnet
Korezeptor zytotoxischer oder ,Suppressor* o/f3* T-Zellen (Ts)

fas (Apoptose induzierender Rezeptor)

complementary DNA

third complementarity determining region (antigenbindende Rezeptordomane)

chronisch entziindliche Darmerkrankungen (M.Crohn, C.ulcerosa)
colony forming units (koloniebildende Einheiten)

dendritic cells
2',3-Didesoxynukleosid-Triphosphat
Diethylpyrocarbonat

dendritic epidermal T-cells

Dermatitis Herpetiformis Duhring
Desoxyribonucleic acid

Desoxyribonuklease
3'-Desoxynukleosid-Triphosphat

double stranded DNA (doppelstrangige DNA)
Dithiothreitol
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E

E. coli Escherichia coli

EC enzyme commission

ED Erstdiagnose

EDTA Ethylendiamintetraacetat-Natriumsalz (= Titriplex® Il

EM Erstmanifestation (einer Erkrankung)

EtBr Ethidiumbromid

F

FasL fas-Ligand (CD95 spezifisches 40 kD-Homotrimer)

FCS fetal calf serum (fetales Kalberserum)

FDC follicular dendritic cells (follikulare dendritische Zellen)

G

g gravidity (relative Erdbeschleunigung)

GALT gut-associated lymphoid tissue

GM-CSF granulocyte/macrophage colony stimulating factor

GvHR graft-versus-host reaction (Allotransplantat-Reaktion gegen Empfénger)
H

Hepes N-(2-Hydroxyethyl) Piperazin-N'-2-Ethansulfonsaure

HEV high endothelial venules (postkapillare Venolen lymphoider Organe)
HLA human lymphocyte associated antigen

HPLC high performance liquid chromatography

HSP Hitzeschockprotein(e)

I

IEL intraepitheliale Lymphozyten

IFN-y Gamma-Interferon (Typ ll-Interferon)

IL-2 Interleukin-2

IL-4 Interleukin-4

IPTG Isopropyl-B-(D)-Thiogalaktopyranosid

K

kb Kilobasen

kD Kilodalton

KGF keratinocyte growth factor (Keratinozyten-Wachstumsfaktor)
L

LB Luria-Bertani Agar

LCL latent cutaneous leishmaniosis (amerikanische kutane Leishmaniose)
LP Lamina propria

LPL Lamina propria Lymphozyten
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M

MAdCAM-1  mucosal addressin cell adhesion molecule 1 (mukosales Adressin)
MBP major basic protein

mcs multiple cloning site (multiple Klonierungsregion)

MHC major histokompatibility complex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
MLN mesenterial lymph nodes (mesenteriale Lymphknoten)

MMLV murine-moloney leukemia virus

MOPS Morpholinopropansulfonsaure

MRNA messenger-ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsaure)

MS Multiple Sclerose

MW molecular weight

N

NAD* Nikotinamidadenindinukleotid (oxidiert)

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

ng Nanogramm (1 ng = 10 ug)

nm Nanometer (10° m)

dNTP desoxy-Nukleosid-Triphosphat

@)

ODyg0 Optische Dichte bei der Wellenlange A = 260 nm

P

PBL peripheral blood lymphocytes (zirkulierende Lymphozyten)
PBMC peripheral blood mononuclear cells (periphere mononukleére Zellen)
PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Saline, py = 7,2)
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

PE Probeexzision

PEG Polyethylenglykol

P; phosphat inorganic (anorganisches Phosphat)

PP Peyer’'sche Plaques

ppi Pyrophosphat

ppm parts per million

PTFE Poly-Tetrafluorethylen (Teflon®)

puC plasmid from University of California

R

RA Rheumatoide Arthritis

RCF relative centrifugal force [RCF = 1,12 ryax X (rpm/1000)?]

RNA ribo nucleic acid (Ribonukleinsaure)

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RPMI-1640° Zellkulturmedium (GiBco BRL)

RT Raumtemperatur
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S

SAP shrimp alkaline phosphatase (Alkalische Phosphatase)

SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat)

SRBC sheep red blood cells (Schafserythrozyten)

ssDNA single stranded DNA

SSW Schwangerschaftswoche

T

TBE Tris/Borat/EDTA (Elektrophoresepuffer, py = 8,3)

TCR T-cell receptor

TdT terminale Desoxynukleotidyl-Transferase

TEMED N,N,N,'N* - Tetramethyl-Ethylendiamin

Thl T-Helfer Lymphokinprofil (1): IL-2, IFN-y, TNF-o/§ = DTH-Antwort
Th2 Lymphokinprofil (2): IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 = allergische Reaktion
TIFF tagged image file format (Bilddateiformat fir PC)

Tm-Wert Temperatur bei 50%iger ,Primer‘bindung an die Matrizen-DNA
TNF-o Tumor-Nekrose-Faktor alpha (sekretorische Form = 17,5 kDa)
Tris Tris (hydroxymethyl-) aminomethan

X

X-Gal 5-Brom-, 4-chlor-, 3-indolyl-B-(D)-Galaktopyranosid
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