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1 Einleitung

1.1 Immunologische Grundlagen

Der Ausgangspunkt fiir die Bildung der Zellen des Immunsystems sind die pluripoten-
ten hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks. Aus diesen entstehen zum
einen gemeinsame lymphatische Vorlduferzellen, die sich zu B- und T-Lymphozyten
und Natiirlichen Killerzellen (NK) weiterentwickeln (Abbildung[L.1)). Zum anderen
entstehen gemeinsame myeloische Vorlduferzellen, aus denen sich Granulozyten, Mo-
nozyten und dendritische Zellen sowie Thrombozyten und Erythrozyten entwickeln.

Die B- und T-Lymphozyten unterscheiden sich zum einen durch ihre Oberflichen-
rezeptoren, zum anderen durch den Ort, an dem sie heranreifen. Die Bildung der
Lymphozyten findet in den priméren oder auch zentralen lymphatischen Organen
(Knochenmark und Thymus) statt, ihre Aktivierung in den peripheren lymphatischen
Organen, auch sekundére lymphatische Organe genannt (Lymphknoten, Milz, muko-
saassoziierte lymphatische Gewebe, bronchienassoziierte lymphatische Gewebe). Die
reifen Lymphozyten zirkulieren zwischen peripherem Blut und lymphatischen Orga-
nen. T-Lymphozyten reifen im Thymus heran. Nach Antigenkontakt differenzieren
sich die T-Zellen zu T-Effektorzellen. Der T-Zell-Antigenrezeptor erkennt spezifisch
korperfremde Antigene. B-Lymphozyten reifen bereits im Knochenmark heran, sie
differenzieren sich nach Antigenkontakt zu Plasmazellen, die Antikérper sezernieren.
Der B-Zell-Antigenrezeptor ist ein membrangebundener Antikorper, den die B-Zelle
nach Aktivierung zur Plasmazelle sezerniert. B- und T-Zellen gerhéren zum erworbe-
nen Immunsystem, die NK-Zellen dagegen gehéren zum angeborenen Immunsystem,
sie besitzen keine antigenspezifischen Rezeptoren.

1.2 IL-7

Interleukin-7 (IL-7) wurde erstmals 1988 isoliert [Namen et al., [1988alb; (Goodwin
et al.l [1989; [Jiang et al., |2005]. Die Rolle, die IL-7 als Zytokin insbesondere bei
der Lymphozyten-Homdoostase einnimmt, wurde bisher nicht vollstindig aufgeklirt.
Grundsétzlich wirkt es sowohl auf B-Zellen als auch auf T-Zellen [Chantry et al., |1989;
Morrissey et al., [1989]. Durch Experimente mit IL-7-/~ MAusen wird angenommen,
dass IL-7 ein nicht-redundantes Zytokin fiir die murine B- und T-Zell-Lymphopoese
ist [Peschon et al., [1994; von Freeden-Jeffry et al. 1995]. Fiir die menschliche T-
Zell-Entwicklung ist IL-7 ebenfalls unverzichtbar. Patienten mit einem schweren
kombinierten Immundefekt (severe combined immunodeficiency, SCID), bei denen eine
Mutation in der a-Kette des IL-7-Rezeptors vorliegt, haben keine T-Lymphozyten,
wohl aber B-Lymphozyten. Damit unterscheidet sich die Funktion von IL-7 bei der
Lymphozytenentwicklung beim Menschen von der bei Mausen, bei denen ein IL-7-
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Abbildung 1.1: Die Leukozyten stammen wie die Erythrozyten und Thrombozyten von denselben
Vorlauferzellen ab, den hiamatopoetischen pluripotenten Stammzellen im Knochen-
mark. Die Bildung findet hauptséichlich im Knochenmark statt, ab einer bestimmten
Ausreifungsstufe findet die Abgabe in das periphere Blut statt (grau hinterlegt).

Defekt auch eine Reduktion der B-Zellen bedingt [Puel et al., |1998; |Jiang et al.,
2005].

1.2.1 Gen und Struktur

Das humane IL-7 Gen, lokalisiert auf Chromosom 8q12-13 [Lupton et al., 1990], besteht
aus sechs Exonen iiber 33kb (IL7-cDNA: 534 Nukleotide kodieren fiir ein Protein mit
177 Aminoséuren). Das murine IL-7-Gen, lokalisiert auf Chromosom 3, enthélt nur
fiinf Exone, ihm fehlen die 19 Aminosduren des fiinften Exons des humanen Gens. Als
Zytokin gehort es zur Familie der Himatopoetine (25-kDa), der auch die Zytokine
1L-2, IL-3, IL-4, IL-5, 1L-9, IL-13, IL-15, GM-CSF, M-CSF und SCF angehoren.
Menschliches IL-7 kann auch in der Maus wirken, murines IL-7 hingegen hat im
Menschen keine Lymphozyten stimulierende Wirkung [Namen et al., 1988a].

1.2.2 IL-7 produzierende Zellen

IL-7 wird hauptséchlich von Zellen des Immunsystems, aber auch von nicht zum
Immunsystem gehorenden Zellen gebildet. In immunhistochemischen Untersuchungen
an lymphatischem Gewebe konnte gezeigt werden, dass zahlreiche Stromazellen, ins-
besondere Makrophagen und dendritische Zellen, IL-7 produzieren. Die Produktion
findet vor allem im Knochenmark und Thymus, aber auch im intestinalen Epithel
und anderen Zelltypen (Keratinozyten, fetaler und adulter Leber und dendritischen
Zellen) statt [Sakata et al., [1990; Madrigal-Estebas et al., [1997; Heufler et al., |[1993;
Gutierrez-Ramos et al., [1992; |Golden-Mason et al., [2001; |[de Saint-Vis et al., [1998;
Sorg et al., [1998]. Lymphozyten selbst kénnen kein IL-7 produzieren |Benjamin et al.
1994} Fry and Mackall, 2005].
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1.2.3 Der IL-7 Rezeptor

Der IL-7 Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, der gemeinsamen gamma-Kette,
~e-chain (IL-7Rry), die auch als Rezeptor fiir die Interleukine IL-2, I1-4, IL-9, II-15 und
IL-21 fungiert |Ziegler et al., |1995; Kondo et al. [1994; [Milne et al.l 2004a; |Leonard,
2005] und der alpha-Kette, IL-TRa (CD127), die neben IL-7 ein weiteres Zytokin,
nidmlich TSLP (Thymic Stromal Derived Lymphopoietin) bindet. Ist der Rezeptor
defekt, sind B- und T-Zell-Differenzierung schwer beeintréichtigt. Eine Blockierung von
IL-7 oder des IL-7 Rezeptors iiber Antikérper wirkt sich als signifikante Reduktion
von Zellzahlen der lymphozytéiren Vorstufen und peripheren Lymphozyten in den
murinen B- und T-Zell-Linien aus. Dieser Effekt wird besonders mit zunehmendem
Alter deutlich |Carvalho et al., 2001].

Ein Defekt der IL-7R~-Kette bei Menschen fiihrt zu einem X-gebundenen schweren
kombinierten Immundefekt (XSCID) [Fry et al.l 2001} Buckley et al.,[1997; Kittipatarin
and Khaled| 2007|. Bei den betroffenen Patienten fehlen T- und NK-Zellen, B-Zellen
sind jedoch vorhanden (T~BTNK™). Betrifft der Defekt die IL-7TRa-Kette, so werden
keine T-Zellen gebildet, aber NK-Zellen sind vorhanden (T~ BTNK™).

1.2.4 Phinotyp von IL-77/~

Bedeutend fiir das aktuelle Wissen iiber IL-7 und die nihere Charakterisierung war die
Inaktivierung des IL-7-Gens durch gentechnische Manipulation des murinen Genoms
und Ziichtung von IL-7 =/~ M#usen durch von Freeden et al. [von Freeden-Jeffry et al.l
1995). Sowohl im peripheren Blut, als auch in den lymphatischen Organen ist die
Anzahl der Lymphozyten bei IL-7-/~ MéAusen reduziert. So ist beispielsweise die
Gesamtlymphozytenzahl in der Milz auf ein Zehntel reduziert. Splenozyten sind nicht
nur in ihrer Anzahl reduziert, es gibt auch eine Population unreifer B-Zellen, die man
vom Wildtyp nicht kennt. Die Lymphozyten zeigen jedoch eine normale Antwort auf
Mitogen-Stimulation.

Bei normaler CD4" /CD8"-Ratio (2:1 bis 3:1) ist die Anzahl der T-Zellen im Thy-
mus auf ein Zwanzigstel im Vergleich zum Wildtyp vermindert |[von Freeden-Jefiry
et al., [1995]. Die Entwicklung von TCRaf8" und TCR~4" T-Zell-Linien héngt in
unterschiedlicher Weise vom IL-7 Rezeptor ab. Das Fehlen von IL-7 manifestiert sich
als schwere Reduktion der a3-T-Zellen und kompletter Verlust der TCR~y6™ T-Zellen.

1.2.5 Funktion von IL-7

Urspriinglich wurde IL-7 als Wachstumsfaktor der murinen B-Zelllinie beschrieben. IL-7
fordert dariiber hinaus einerseits die thymische und extrathymische Differenzierung
von T-Zellen, andererseits stimuliert IL-7 die periphere Expansion von T-Zellen.
Die Arbeitsgruppe von Mackall [Mackall et al., |2001] zeigte, dass sich die absolute
Zahl an CD3" T-Zellen umgekehrt proportional zum Serumspiegel von IL-7 verhélt.
Ebenso zeigt sich diese Beziehung bei CD4" und CD8' T-Zellen. So folgte einem
Anstieg der CD4" T-Zellen infolge hochaktiver antiretroviraler Therapie (HAART)
bei HIV-Patienten, die longitudinal beobachtet werden konnten, eine Abnahme des
IL-7-Spiegels im Serum. Daher wird vermutet, dass IL-7 eine zentrale Rolle bei der
Regulierung der T-Zellhomoostase einnimmt und zukiinftig auch therapeutisch in
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diesem Sinne eingesetzt werden kénnte [Fry et al., 2001; Kittipatarin and Khaled,
2007].

1.2.6 Effekte auf das Immunsystem

Im Gegensatz zu anderen Zytokinen, deren Fehlen keinen Einfluss auf die Entwicklung
oder Funktion von T- und B-Zellen hat, wie zum Beispiel IL-2 oder IL-4, nimmt IL-7
eine besondere Stellung ein; es ist redundant fiir die Lymphopoese. Es dient als wich-
tiger Wachstumsfaktor sowie als Faktor fiir die Differenzierung und die Entwicklung
der TCR~d" T-Zellen inner- und auBerhalb des Thymus. Weiterhin férdert es die
Immunfunktion in T-Lymphozyten, NK-Zellen und Monozyten/Makrophagen.

1.2.7 IL-7 bei Erkrankungen

IL-7 scheint fiir die meisten der immunologischen Defekte verantwortlich, die im
Mausmodell des X-SCID mit einem Defekt der gemeinsamen y-Kette assoziiert sind
[Trinder and Markus|, 2004]. Das Fehlen des IL-7Ra oder der IL-7R~-Kette fithrt zum
schweren kombinierten Immundefekt |[Roifman et al., [2000]. Die Common Variable
Immaunodeficiency (CVID) ist charakterisiert durch niedrige Immunglobulinspiegel, in
deren Folge die Betroffenen hiufig an Infekten erkranken. Auch die T-Zell-Funktion
ist oft beeintréchtigt. Mutationen im IL-7-Gen fiihren zu schweren Beeintréchtigungen
des Immunsystems. Bei CVID-Patienten konnten erhdhte Plasmaspiegel von IL-7
gemessen werden [Holm et al., 2005]. Die erhohten IL-7-Spiegel wirken sich in Form
erhohter Anzahl von CD8" T-Zellen mit reduzierter Apoptoserate aus. Ebenso sind
hohe Spiegel von IL-7 mit einer niedrigen Anzahl von CD4™" Zellen verkniipft, wie man
es zum Beispiel bei HIV-Patienten findet. Der erhchte IL-7-Spiegel ist die Antwort des
Immunsystems zur Erhaltung der T-Zell-Homdostase bei erniedrigter CD41-Zellzahl
[Ery et al., 2001].

1.2.8 Einfluss auf B-Zellen

Die B-Zell-Entwicklung kann anhand von unterschiedlichen Oberflichenmolekiilen
in verschiedene Phasen unterteilt werden. IL-7 ist zuerst als ein Faktor identifiziert
worden, der das Wachstum der unreifen B-Zellen beeinflusst [Hardy et al., [1991].
Die erste Phase der B-Zell-Entwicklung ist abhéngig von Gewebezytokinen, I1.-11,
Mastzell-Wachstumsfaktor und IL-7 [Milne et al., [2004b|. Die Notwendigkeit von IL-7
fiir die B-Zell-Entwicklung in der Maus unterstiitzten Experimente mit monoklonalen
blockierenden Antikérpern sowie die Entwicklung von IL-7/~- und IL-7Ra~/~-
Miusen [von Freeden-Jeffry et all, [1995; Peschon et al., [1994]. In der IL-7—/~ Maus
stoppt die B-Zell-Entstehung von der Entwicklung der pro-B-Zelle zur pra-B-Zelle
[von Freeden-Jeffry et al., |1995]. In der IL-7Ra~/~ Maus ist der Stopp frither, im
Stadium der pra-pro-B-Zelle beschrieben [Peschon et al., |1994; Hofmeister et al.
1999]. Dies belegt die Anwesenheit eines weiteren Molekiils, das den IL-7Ra nutzt
und die B-Zell-Entwicklung im pré-pro B-Zell-Stadium steuert. IL-7 scheint auch
schon zu einem fritheren Zeitpunkt in der B-Zell-Entwicklung Einfluss zu nehmen. In
Abwesenheit von IL-7 ist die Anzahl der B-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-M&usen,
sowie die Expression des frithen B-Zell Faktors deutlich erniedrigt [Dias et al., [2005],
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so dass davon ausgegangen wird, dass IL-7 schon auf die lymphoide Vorlauferzelle
Einfluss nimmt. Auf reife B-Zellen nimmt IL-7 hingegen keinen Einfluss |Carvalho et al.,
2001]. In der IL-7-/~ Maus gelang der Nachweis von reifen B-Lymphozyten trotz des
Entwicklungsstopps von der pro zur pra-B-Zelle. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich
um B-Zellen der Marginalzonen, die sich durch periphere Expansion erhalten kénnen.
Die Verabreichung von exogenem IL-7 an Wildtyp-Méuse fithrt zu einem signifikanten
Anstieg der pria-B und reifen B-Zellen in normalen und lymphopenischen M#usen
[Morrissey et al.l [1991]. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass fiir die IL-7 induzierte
Entwicklung der pra-pro-B-Zelle ein Kontakt mit Stromazellen notwenig ist, ohne
den es zu einem Reifungsstopp in der B-Zellentwicklung kommt [Hardy et al., 1991}
Hayashi et al., |1990].

HSZ pra-pro pro frithe pr4 spéte prd  neue reife
B220 B220 B220 B220 B220 B220
CD43  CD43 CD43
CD19 CD19 CD19 CD19 CD19
CD25 IgM  IgM
IgD

Tabelle 1.1: Murine B-Zell-Entwicklung, modifiziert nach Hardy und Hayakawa [Hardy et al., |1991|

1.2.9 Einfluss auf T-Zellen

Die Entwicklung der T-Zellen durchlduft im Thymus verschiedene Stadien. Die erste
Stufe wird von den Dreifach-Negativen Thymozyten (TN), CD3~CD4~CD8™, re-
prisentiert, gefolgt von Doppelt-Positiven (DP) Zellen, CD4*CDS8™, und schliefllich
Einfach-Positive (single positive, SP), CD4" oder CD8*'. Den groBten Anteil am
T-Zell-Pool haben die DP mit etwa 80%, die SP repriisentieren etwa 15% und die
Dreifach-Positiven (TP) etwa 5% aller T-Zellen.

HSZ proTy proTs proTs proTy DP SP
CD44 CD44
CD25 CD25
TCRB TCRB TCRp TCRS
CD4 CD4 oder CD8
CD8

Tabelle 1.2: Murine T-Zell-Entwicklung

Die meisten (ca. 98%) aller T-Zellen gehen durch negative Selektion wéhrend der
Entwicklung verloren. TN Thymozyten wandern in den Thymus bzw. die subkapsuldre
Zone ein. Wiahrend der Reifung durchwandern sie den Kortex Richtung Mark und
verlassen den Thymus als reife SP T-Zellen. Die T-Zell-Reifung ist unter anderem auch
von Epithelzellen, Dendritischen Zellen, Fibroblasten sowie einigen weiteren Zellarten
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abhéingig. Schon in 13 Tage alten murinen Embryonen gelang der Nachweis von I1-7,
parallel zur ersten Expansion von Thymozyten [Wiles et al., 1992]. Bald nachdem IL-7
als Wachstumsfaktor fiir B-Zellen identifiziert wurde, erkannte man den Einfluss von
IL-7 auf das Uberleben und die Proliferation unreifer Thymozyten. In IL-7~/~ M&usen
ist die Zellzahl im Thymus 20-fach geringer. Insbesondere wurde eine Anhdufung
TN-Thymozyten beobachtet. Die Verabreichung monoklonaler anti-IL-7- Antikorper
fithrte zu einer mehr als 99%-igen Reduktion der Zellularitit im Thymus und einem
Reifungsstopp vor der CD441 /CD25™ Stufe.

Die Effekte von IL-7 auf die Entwicklung von T-Zellen sind vielfach. Friithere
Experimente zeigen, dass IL-7 die Uberlebensfihigkeit von Thymozyten unabhingig
von der Proliferation erhoht ist [Watson et al. [1989; Suda and Zlotnik, 1991]. Ein
in IL-7~/~ Méusen deutlich erniedrigtes bcl-2, ein Apoptoseinhibitor, resultiert in
einer erhohten Apoptoserate der Thymozyten. Bcl-2 transgene Expression fiithrt
zu einer deutlichen Zunahme der Anzahl der peripheren T-Zellen. Auch bax, ein
proapoptotischer Faktor, ist am antiapoptotischen Effekt von IL-7 beteiligt [von
Freeden-Jeffry et al., 1997 Kim et al. 1998]. Deshalb wird angenommen, dass eine
der Funktionen von IL-7 innerhalb des Thymus die Apoptosemodulation ist. IL-7
spielt eine wichtige Rolle im Stadium der TN-Zellen fiir das Uberleben der T-Zellen.
Zusammen mit anderen Wachstumsfaktoren (wie SCF), tréigt IL-7 zur Vermehrung
der IL-7-Vorlduferzellen bei. So unterliegt eine geniigende Anzahl an T-Zell-Vorstufen
der TCR Umordnung, bevor es im Rahmen der positiven und negativen Selektion
zum Untergang einer groflen Anzahl von T-Zellen durch Apoptose kommt.

Neben dem Effekt auf die Entwicklung von B- und T-Zellen hat IL-7 auch Einfluss
auf die Funktion von T-Lymphozyten. Es wirkt als zusétzlicher Stimulus bei der
Aktivierung reifer T-Zellen iiber Forderung der Proliferation und Zytokinbildung.
IL-7 scheint die Typl-Immunantwort zu induzieren, denn es steigert die INF-v- und
1L-2-Produktion. Ebenso steigert es die Expression des Chemokinrezeptors CXCRA4,
der auf einem Teil der CD4" Ged#chtnis-T-Zellen exprimiert wird [Jourdan et al.,
2000] und aufgrund seiner Bindung mit SDF-1 (CXCl 12) wichtig beim Homing der
T-Zellen in lymphatischem Gewebe ist. IL-7 hemmt den programmierten Zelltod der
reifen T-Zellen, deshalb besteht bei IL-7-/~ eine T-Lymphopenie, das Uberleben von
T-Zellen in Langzeitkulturen ist durch Zugabe von IL-7 moglich |Lynch and Miller,
1994]. Weiterhin erhsht IL-7 die lytische Aktivitit von CD8TCD3™ zytotoxischen
T-Lymphozyten (CTCs), lytischen NK-Zellen, NKT-Zellen und CD4~CD8 TCR~§ ™
T-Zellen.

1.2.10 Weiterer Einfluss von IL-7

IL-7 scheint keinen oder nicht alleine Einfluss auf die Entwicklung von NK-Zellen zu
haben, denn sowohl IL-77/~- als auch IL-7TR~/~ Miuse haben eine normale Anzahl
von NK-Zellen. Deren Entwicklung unterliegt vorwiegend dem Einfluss von IL-15
[Vicari et al. [1996]. Fiir die Entwicklung von TCR~d* T-Zellen scheint IL-7 bzw. der
IL-7Rev unentbehrlich zu sein. So konnten in verschiedenen IL-7Ra~/~ Mausstimmen
keine TCRyd™ T-Zellen gefunden werden [He and Malek, 1996; Maki et al., 1996]. Die
T-Zell-Entwicklung findet hauptséchlich im Thymus statt, es gibt jedoch Hinweise, dass
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auch auflerhalb des Thymus eine T-Zell-Entwicklung stattfindet, meist genannt ist hier
das Intestinum [Lefranqgois and Puddington, [1995]. Durch Expression von transgenem
IL-7 erfolgte eine Wiederaufnahme der extrathymischen T-Zell-Entwicklung. Somit
nimmt IL-7 eine entscheidende Rolle bei der Bildung und Aufrechterhaltung aus dem
Thymus stammender TCR~d" T-Zellen, und der TCR~§" T-Zellen, die aulerhalb
des Thymus gebildet werden, ein [Laky et al. 2000]. Auch die Entwicklung und
Proliferation dendritischer und myeloischer Populationen wird durch IL-7 beeinflusst
|[Emile et al., [1997].
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2 Fragestellung

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, den Einfluss von IL-7 auf die murine Lymphopoese
weiter zu charakterisieren. Es ist bekannt, dass IL-7 sowohl die B- als auch die T-
Lymphopoese beeinflusst (s.o0.). Die Synthese von IL-7 findet in Stromazellen, aber
auch dendritischen Zellen und Makrophagen statt. Als Bildungsorte sind insbesondere
Knochenmark und Thymus zu nennen, aber auch das intestinale Epithel, Keratinozyten
der Haut und dendritische Zellen der fetalen und adulten Leber.

Bisherige Untersuchungen, die die Funktionen von IL-7 weiter aufklédren sollten,
haben sich hauptséchlich auf einzelne Organe konzentriert. In den Arbeiten mit
IL-7-/~ Miusen hat man so auch die jeweiligen Unterschiede des Phénotyps der
IL-7-/~ Maus zur Wildtyp-Maus dargestellt. In der vorliegenden Arbeit werden fiinf
primére und sekundéire lymphatische Organe bei IL-7-/~ und IL-7"/* Méusen auf
ihre Lymphozytenpopulationen hin untersucht. Die Untersuchung einzelner Organe
soll weitere Informationen iiber IL-7 liefern, insbesondere ob eine Abhéngigkeit der
Auswirkung des Fehlens bzw. Vorhandensein von IL-7 erkennbar ist und ob IL-7 die
Verteilung der Lymphozyten innerhalb der Organe und die Organe selbst beeinflusst.

Ein Fehlen von IL-7 konnte sich also vor allem in den Organen, in denen IL-7
gebildet wird, wie Knochenmark, Darm und Leber, auf die Anzahl der Lymphozyten
im Organ und auf die Verteilung der Lymphozytensubpopulationen auswirken. Da
IL-7 auf einige Subpopulationen mehr als auf andere Einfluss nimmt und zum Beispiel
die NK-Zell-Entwicklung und -Homd&ostase unabhéngig von IL-7 zu sein scheinen, soll
die Verteilung der Subpopulationen bei IL-7t/* und IL-7~/~ beschrieben werden.
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3 Versuchstiere, Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Wir untersuchen Miuse der Mauslinie C57BL/9: Maus Inzuchtstamm (IL-7/% Wild-
typ) und der Mauslinie C57BL/9 ; 129'™-7_ Die Transgene Mauslinie ist z. Z. die
neunte Riickkreuzungsgeneration C57BL/9 x SV129'™-7 Ergiinzend zum genehmigten
Tierveruchsantrag (AZ.: 23.05.230-3-12/00) erfolgte die Anzeige einer Organentnahme
am getoteten Tier (Organentnahmeanzeige/Anzeige Nr. 101 von 1996).

Die IL-7~/~ Méuse sind auch unter konventioneller Haltung nicht infektanfilliger.
Allerdings weisen sie eine verkiirzte Lebensspanne auf (ca. 1 Jahr gegeniiber ca. 3
Jahren bei Wildtypen). Auffillig ist eine verringerte Fertilitdt , d.h. sie haben insgesamt
weniger Wiirfe mit zusétzlich abnehmender Wurfgrofe.

3.2 Materialien

3.2.1 Monoklonale, fluoreszenzmarkierte Antikorper fiir die
Durchflusszytometrie

Alle aufgefiihrten Antikérper werden von der Fa. BD PharMingen (Heidelberg) bezo-
gen.

¢ (R-PE)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD4 (L3T4) Monoclonal Antibody;
Clone: RM4-5

(PerCP)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD4 (L3T4) Monoclonal Antibody;
Clone: RM4-5

(PerCP)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD8a (Ly-2) Monoclonal Antibody;
Clone: 53-6.7

(R-PE)-Conjugated Hamster Anti-Mouse CD3e (CD3 e chain) Monoclonal
Antibody; Clone: 145-2C11

e (FITC)-conjugated Rat Anti-Mouse CD19 Monoclonal Antibody;
Clone: 1D3

(R-PE)-Conjugated Mouse Anti-Mouse NK-1.1 (NKR-P1B and NKR-P1C)
Monoclonal Antibody; Clone: PK136

(FITC)-Conjugated Mouse Anti-Mouse NK-1.1 (NKR-P1B and NKR-P1C)
Monoclonal Antibody; Clone: PK136
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(FITC)-Conjugated Hamster Anti-Mouse TCR /8 chain Monoclonal Antibody;
Clone: H57-597

(R-PE)-Conjugated Hamster Anti-Mouse 7J T-Cell Receptor Monoclonal Anti-
body; Clone: GL3

(FITC)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD45RB Monoclonal Antibody;
Clone: 16A (also known as C363.16A)

(R-PE)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD43 (Ly-48, Leukosialin) Monoclonal
Antibody; Clone: S7

(PerCP)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD45R/B220 Monoclonal Antibody;
Clone: RA3-6B2

(FITC)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD25 (IL-2 Receptor a chain, p55) Mono-
clonal Antibody; Clone: 7D4

(R-PE)-Conjugated Rat Anti-Mouse CD43 (Ly-48, Leukosialin) Monoclonal
Antibody; Clone: S7

(R-PE)-Conjugated Rat Anti-Mouse IgM Monoclonal Antibody;
Clone: R6-60.2

(FITC)-Conjugated Rat Anti-Mouse IgD Monoclonal Antibody;
Clone: 11-26¢.2a

FITC = Fluoreszein-Isothiocyanath (griin)

PE

= Phycoerythrin (hellrot)

PerCP= Peridinin Chlorophyll-a Protein (dunkelrot)

3.2.2 Antikorper fiir die Immunhistochemie

Die Antikorper werden von BD PharMingen bzw. Santa Cruz bezogen.

Purified Hamster Anti-Mouse CD3e Antibody For THC;
Clone: 145-2C11

Purified Rat Anti-Mouse CD4 (L3T4) Monoclonal Antibody For IHC;
Clone: H129.19

Purified Rat Anti-Mouse CD8a (Ly-2) Monoclonal Antibody For THC;
Clone: 53-6.7

Purified Rat Anti-Mouse CD19 Monoclonal Antibody For IHC;
Clone: 1D3

Purified Mouse Anti-Mouse NK1.1 (NKR-P1B and NKR-P1C) Monoclonal
Antibody; Clone: PK136
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Purified Hamster Anti-Mouse TCR/ Chain Monoclonal Antibodys;
Clone: H57-597

Purified Hamster Anti-Mouse TCR~§ T-Cell Receptor Monoclonal Antibodys;
Clone: GL3

Purified Hamster IgG1,  Isotype Control For IHC;
Clone: A19-3

Purified Hamster IgG2, Al Isotype Control For THC;
Clone: Ha4/8

Purified Rat IgG2a Immunglobulin Isotype Control For THC
Purified mouse IgG2ax Immunglobulin Isotype Control For IHC
VECTASTAIN Peroxidase Rat IgG (Pk 4001)

VECTASTAIN Peroxidase Mouse IgG (Pk 4002)

goat anti-armenian-hamster IgG-AP, Santa Cruz

Biotinylated Mouse Anti-Hamster Cocktail For THC;
Clone: G70-204, G94-56
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3.2.3 Sonstiges

Scalpel (# 21)

Pinzette

Petrischale (10 cm)
Cell-Stainer (Zellsieb) (70 pul)

Feather (Japan)

Roth (Karlsruhe)
Falcon (BD, Heidelberg)
Falcon (BD, Heidelberg)

Safe-Lock-Tubes 0,5 ml, Eppendorf tubes

20 ml Einmalspritzen (Omnifix)
Kaniilen 26G (Microlance)
FACS Lysing Solution
Mikrohomogenisatoren, konisch
FACS tubes

konisches Rohrchen 50 ml
Cellstar tubes 15ml

Braun (Melsungen)

BD (Becton Dickinson, Heidelberg)
BD (Becton Dickinson, Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

Falcon (BD, Heidelberg)

Falcon (BD, Heidelberg)

greiner

PBS DULBECCQ'’S Phosphate Buffered Saline 1x PAA Laboratories

Tissue Tek

HSS-HRP

PBS

Aqueous/Dry Mounting Medium
Cryogengefifl (2,0 ml)

Mikrohomogenisator

(SAKURA)
R&D

Gibco
Crystal/Mount

Corning

Roth (Karlsruhe)
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3.3 Methoden

3.3.1 Versuchstierhaltung

Futtermittel: Maus-/Nacktmausfutter, ssniff Nacktmausfutter (Spezialdiiten GmbH,
Soest) (Rohnéhrstoffe: Rohprotein 25,0 %, Rohfett 5,8 %, Rohasche 6,7 %, Rohfaser
3,7 % Spurenelemente: Kupfer (5,0 mg/kg) Vitamine: A (18.000 png/kg), D3 (1.200

ng/kg), E (120 ng/ke)).

3.3.2 Organentnahme

Die Organentnahme erfolgt im Alter von drei bzw. 12 Monaten. Die Versuchstiere
werden dazu in mit CO4 vorbegaste Gefifle gesetzt, wodurch der Erstickungstod bereits
nach 30 Sekunden eintritt. Es erfolgt die Entnahme der Organe Darm, Leber, Milz
und Lunge sowie die Entnahme eines Femurs. Die Organe fiir die Durchflusszytometrie
werden in je ein Falcon-Réhrchen, das mit PBS gefiillt ist und auf Eis steht, gegeben.
So gekiihlt werden die Organe transportiert und sofort weiter verarbeitet (3.3.3).
Die Organe zur immunhistochemischen Untersuchung werden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert.

3.3.3 Herstellung der Einzelzellsuspensionen
3.3.3.1 Isolierung von Splenozyten

Unter Zuhilfenahme eines Mikrohomogenisators (Fa. Roth) werden die Milzen in einem
Eppendorf-Gefafl homogenisiert. Die so gewonnene Zellsuspension wird mit 10 ml PBS
aufgenommen und iiber einen 70 pm-Nylonfilter in ein 50 ml-Falcon-Tube filtriert. Das
Transport-PBS (5ml) wird ebenfalls filtriert (modifiziert nach [Schwarzkopff, |2001;
Eulenburg, [2007]).

3.3.3.2 Isolierung von Lymphozyten aus Diinndarm

Ein 4 cm langes Stiick Diinndarm wird in einer Petri-Schale der Linge nach mit einer
Mikroschere eroffnet und von Kotresten gesdubert. Zur weiteren Sduberung wird der
Darm dann in einem mit PBS gefiillten Falcon-Tube geschwenkt. Die gesduberten
Darmstiicke werden in einem 50 ml-Falcon-Tube, gefiillt mit 15 ml PBS, 60 Sekunden
lang gevortext. Die so gewonnene Zellsuspension wird iiber einen 70 pm-Nylonfilter
filtriert. Weitere Lymphozyten werden anschliefend durch Homogenisierung der
Darmstiicke mittels eines Mikrohomogenisators in einem Eppendorfzylinder gewonnen.
Die Zellsuspension wird mit 5 ml PBS aufgenommen und iiber einen 70 pm-Nylonfilter
in ein 50 ml-Falcon-Tube filtriert (modifiziert nach |[Eulenburg, 2007]).

3.3.3.3 Isolierung hepatischer Lymphozyten

Die beiden entnommenen Leberlappen werden zunéchst in ein Falcon-Tube mit
frischem PBS umgefiillt. Dann werden sie in je einen Eppendorfzylinder gegeben
und mit einem Mikrohomogenisator zerstoflen. Das Leber-Homogenat wird mit 15 ml
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PBS aufgenommen und iiber einen 70 pm-Nylonfilter in ein 50 ml-Falcon-Tube filtriert
(modifiziert nach [Schwarzkopft, [2001]).

3.3.3.4 Isolierung von Lymphozyten aus der Lunge

Die Lunge wird in einer Petri-Schale in frischem PBS zunéchst mit einem Skalpell in
kleinere Segmente zerteilt, die Stiicke werden anschlieflend in einen Eppendorfzylinder
gegeben und mit einem Mikrohomogenisator verarbeitet. In 15ml PBS wird die
Zellmasse aufgenommen und iiber einen 70 pm-Nylonfilter in ein 50 ml Falcon-Tube
filtriert (modifiziert nach [Schwarzkopff, 2001]).

3.3.3.5 Isolierung von Lymphozyten aus dem Knochenmark

Die entnommenen Femurknochen werden in eine Petrischale mit PBS gegeben. Die
Epiphysen der Knochen werden in einer trockenen Petrischale abgetrennt. Mit einer
16G Kaniile wird 10ml PBS durch den Knochen in eine Petrischale mit 5ml PBS
gespiilt, um das Knochenmark herauszulésen. Die so gewonnene Zellsuspension wird
tiber einen 70 pm-Nylonfilter in ein 50 ml Falcon-Tube filtriert ([Feyen, [2004]).

3.3.3.6 Bestimmung der Zellzahl und Aufbereitung der Einzelzellsuspensionen

In den wie oben beschrieben erhaltenen Einzelzellsuspensionen wird nun die Zellzahl
bestimmt. Hierzu wird je 40 pl Zellsuspension und 20 pl Lysin-Losung in 10 ml Celloton
gegeben. Die Messung erfolgt an einem elektrischen Zellcounter. Je nach enthaltener
Zellzahl ergibt sich das Volumen an PBS, mit dem die Zellen im folgenden Schritt
aufgenommen werden, um eine Konzentration zwischen 100.000/ml und 2.000.000/ml
fiir die anschliefende FACS-Analyse zu erhalten.

Die Einzelzellsuspensionen werden nun zur Reinigung fiir 5 Minuten bei 4 °C und
einer Geschwindigkeit von 1.700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und das bodensténdige Pellet in einem von der zuvor bestimmten Zellkonzentration
abhéngigen Volumen PBS aufgenommen.

3.3.4 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers konnen verschiedene Parameter einer Zelle er-
fasst werden. So kénnen neben der Erfassung von Zellgréfie und Granularitat auch
Zellen anhand ihrer Oberflichenmolekiile nach Anfirbung mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern identifiziert werden. Fiir die Messung werden die mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markierten Zellen durch eine Kapillare gefiihrt, so dass die Zellen einzeln an
einem Argon-Laser vorbeigeleitet werden. Nach Anregung bei 488 nm kénnen von
verschiedenen Detektoren unterschiedliche Lichtemissionen jeder einzelnen Zelle erfasst
werden: Das Vorwirtsstreulicht (forward light scatter, FSC), das Seitwértsstreulicht
(sideward light scatter, SSC) und die Emission der Fluoreszenzfarbstoffe im griinen
(525 nm; FL1-Detektor), roten (578 nm; FL2-Detektor) oder dunkelroten Wellenléngen-
bereich (680 nm; FL3-Detektor). In dieser Arbeit werden griin bzw. rot fluoreszierende
Farbstoffe (Kapitel 3.2.1) einzeln oder als Antikérperkonjugate verwendet.
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FSC ist ein Ma$ fiir die Grofle der Zelle, SSC beschreibt die intrazellulare Gra-
nularitdt. Durch eine Dot-Plot-Darstellung von FSC gegen SSC kénnen tote Zellen
oder Partikel aufgrund ihrer geringen Grofie und Granularitdt von lebenden Zellen
unterschieden und so von der Analyse ausgeschlossen werden.

3.3.4.1 Antikorper-Farbung und gewidhlte Kombinationen

Pro Farbungsansatz werden 100 jl Zellsuspension in einem FACS-Rohrchen aufge-
nommen. Zur Anfirbung der gewiinschten Oberflichenmolekiile wird ein FITC-, PE-
oder PerCP-markierter Antikorper gegen das nachzuweisende Molekiil in der vom
Hersteller empfohlenen Konzentration eingesetzt. Bei der Zugabe des Antikorpers
zur Zellsuspension muss darauf geachtet werden, dass der Ansatz griindlich aber
vorsichtig gemischt wird. Dann wird der Farbungsansatz 10 Minuten bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. Anschlieflend erfolgt die Erythrozyten-Lyse (BD-Lyse, Becton
Dickinson). Pro Ansatz wird 1ml BD-Lyse dazugegeben. Es schliefit sich eine Inkubati-
on fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln an. Danach wird ein Waschschritt
durchgefiihrt, die Proben werden fiir 5 Minuten bei 4 °C und 1.600 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wird dekantiert und je Probe wird 2ml PBS zugegeben. Nach einem
weiteren Waschschritt, in dem die Proben wie zuvor zentrifugiert werden und der
Uberstand anschlieBend dekantiert wird, werden die Zellen in 100 bzw. 200 ul PBS
resuspendiert, in einer abgedunkelten Aufbewahrungsdose aus Styropor auf Eis gestellt
und anschliefend gemessen.

Fir die durchflusszytometrischen Analysen der Einzelzellsuspensionen wurden
die folgend aufgefithrten zehn kombinierten Antikérper-Farbungen standardisiert
eingesetzt. Der erstgenannte Antikorper ist an FITC, der zweite an PE, und der dritte
an PerCP konjugiert:

1. Isotypkontrolle (Hamster bzw. Ratte Anti Maus Immunglobuline)
2. CD3*" / CD19™"

3. CD45RB* / CD4*" / CD8"

4. TCRBT / TCRy6™

5. TCRAT / NK1.1T / CD4" und CD8™

6. IgD* / IgM™* / B220"

7. CD19% / B220*

8. NK1.1* / CD43% / B220™"

9. CD25" / CD44% / CD4" und CD8"

10. CD45RB™ / CD44*" / CD4" und CD8™

Mit diesen Antikorperfirbungen werden folgende Zellpopulationen erfasst:
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Lymphozyten Phénotyp

Reife T-Zellen TCRaB™ oder TCRy6™
Reife T-Helferzellen TCRaB"/CD4*

Naive T-Helferzellen CD4% /CD45RBh et
Gediichtnis T-Helferzellen CD4% /CD45RB""
Reife Zytotoxische T-Zellen TCRaB"T/CDS*

Naive Zytotoxische T-Zellen CD8*/CD45RB#b
Zytotoxische Gedéchtnis T-Zellen ~CD8*/CD45RB™™
Doppeltnegative T-Zellen TCRaB"/CD4~ /CD8™
Reife B-Zellen CD19"

Reife NK-Zellen NK1.1"/TCRaS~—
NK-like T-Zellen NK1.1" /TCRap™
B-Vorlauferzellen CD19~ /RB220*

Neue B-Zellen IgM* /IgD™

Tabelle 3.1: Zusammenstellung der in der Durchflusszytometrie untersuchten Zell-Populationen.
CD45RB"&" entspricht dabei naiven, CD45RB"" Gedéchtniszellen.

3.3.4.2 Durchflusszytometrie-Messung

Zur durchflusszytometrischen Analyse werden die mit Antikdrpern markierten Zellen
von Lunge und Knochenmark in je 100 pl, die von Milz, Leber und Darm in je
200 pl PBS aufgenommen. Die Messungen erfolgen mit einem FACSCalibur (Becton
Dickinson, Heidelberg). Pro Messung werden mindestens 10.000 Partikel pro Ansatz
aufgenommen. Die Auswertung wird an einem Apple Power Macintosh G3 mit der
Software CellQuest (Becton Dickinson) durchgefiihrt.

3.3.5 Immunhistochemie

In der Immunhistochemie (IHC) nutzt man die Spezifitit von Antikérpern, um die
Verteilung von bestimmten Antigenen am histologischen Schnitt sichtbar zu machen.

3.3.5.1 Gefrierschnitte

Gefrierschnitte (Kryostatschnitte) bieten in der Immunhistochemie eine bessere Er-
haltung der Antigene (bzw. ihrer Antigenitéit) als Paraffinschnitte. Die morphologi-
schen Details sind bei Gefrierschnitten jedoch oft deutlich schlechter erhalten als bei
paraffineingebetteten Gewebeschnitten. Viele Antigene, wie Oberflichenmarker von
Leukozyten, iiberstehen weder Fixationsschritte noch die Prozedur der Paraffinein-
bettung. Zum Nachweis dieser Antigene wird daher mit Alkohol oder Aceton fixiert.
Der durch Aceton erzeugte Fixierungseffekt ist nicht vollstéindig. Gefrierschnitte, die
mit langeren immunzytochemischen Protokollen gefirbt werden, zeigen oft storende
morphologische Verdnderungen, wie Auflosung des Zellkerns und sichtbaren Verlust
von Membranen. Solche Artefakte konnen jedoch durch diinne Gewebeschnitte und
léingeres Trocknen weitgehend verhindert werden.

20



KAPITEL 3. VERSUCHSTIERE, MATERIAL UND METHODEN

&

Abbildung 3.1: Indirekte immunhistochemische Farbemethode mit konjugiertem Sekundérantikorper.
(Antigen: blau, unkonjugierter Primérantikorper: griin, Sekundérantikorper: gelb,
enzymmarkiert: rot)

3.3.5.2 Antikorper-Farbung und gewidhlte Kombinationen

Anfertigen der Gefrierschnitte (Kryostatschnitte) Die entnommenen Organe wer-
den in fliissigem Stickstoff schockgefroren und dann bei —80 °C gelagert. Der gefrorene
Gewebeblock wird in Tissue Tec einbettet und im Kryostat bei ca. —30 °C auf den
Objekttrager gefroren. Es werden 8-10 um dicke Schnitte angefertigt und auf saubere
Objekttriger aufgezogen. Die aufgezogenen Gefrierschnitte werden bei —80 °C gela-
gert. Die endgiiltige Fixierung in Aceton wird dann erst unmittelbar vor der Farbung
durchgefiihrt.

Zwei-Schritt Indirekte Methode Bei dieser Methode (Abbildung[3.1)) bindet zuerst
ein unkonjugierter Primérantikorper an das Antigen bevor ein zweiter enzymmarkier-
ter Sekundéarantikérper aufgetragen wird, der gegen den Primérantikorper gerichtet ist.
Danach folgt die Substrat-Chromogenreaktion. Es kénnen mehrere Primérantikorper
aus einer Spezies mit dem gleichen konjugierten Sekundarantikorper kombiniert werden.
Die indirekte (oder 2-Schritt-) Methode ist sehr sensitiv. Es kann zu unerwiinschten
Reaktionen kommen, wenn der Sekundérantikérper mit endogenen Immunglobulinen
in der Gewebeprobe kreuzreagiert. Diese Kreuzreaktivitdt versucht man durch Ver-
wendung priabsorbierter Antiseren (Seren, die mit Immunglobulinen aus derjenigen
Spezies absorbiert wurden, aus der die Probe stammt) zu unterbinden [Thomas|, 2001}
JM and S, [1987].

Doppelfarbung Die zu firbenden Gefrierschnitte miissen zunéchst ca. 20 Minuten
an der Luft trocknen bevor sie fiir fiinf Minuten in Aceton fixiert werden. Anschlie-
Bend folgt wiederum eine Lufttrocknung der Gefrierschnitte. Es sind jeweils zwei
Gewebeschnitte pro Objekttriager aufgetragen. Um ein Vermischen der Antikérper auf
dem Objekttréger zu verhindern, werden die Préparate mit einem Fettstift umkreist.
Die folgenden Schritte dienen dazu, gewebseigene Enzyme, die zu unerwiinschter
Hintergrundfirbung fithren kénnen, zu blockieren. Zunéchst erfolgt ein Peroxidase-
Block, dann die Avidin-Blockade und zuletzt die Biotin-Blockade fiir jeweils zehn
Minuten. Zwischen den Blockungsschritten werden die Préparate mit PBS gewaschen.
Dann kénnen die priméren Antikorper in der jeweils benttigten und vorher getesteten
Konzentration und Menge gemischt und aufgetragen werden. Parallel hierzu werden
die Isotypkontrollen in gleicher Konzentration aufgetragen und die Priaparate damit
fiir 75 Minuten in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Es schlief3t
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sich ein Waschschritt, dreimal drei Minuten in PBS, an. Die sekundiren Antikorper
werden nun, wiederum in der bené6tigten und empfohlenen Konzentration, gemischt
und anschliefend aufgetropft. Die Inkubation der sekundéren Antikdrper, ebenfalls
bei Raumtemperatur, dauert 45 Minuten. Auch hieran schliefit sich ein Waschschritt,
dreimal drei Minuten in PBS, an, um iiberschiissige, nicht gebundene Antikorper
zu entfernen. Die fiir die anschlielende Farbreaktion benétigten Enzyme, ABC-Kit
und HSS, werden nun gemischt und auf die Praparate getropft, auch hier erfolgt
eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir 45 Minuten. Nun folgen die eigentlichen
Farbeschritte; Zunéchst der rote Farbstoff mit dem AEC-Komplex, der eine Ein-
wirkzeit von wenigen Minuten benotigt. Die Reaktion wird unter dem Mikroskop
beobachtet, um sie rechtzeitig, bei geniigender Farbung, zu stoppen. Dann folgt die
blaue Farbung mit dem AP-Komplex, der eine lingere Einwirkzeit benotigt. Dies
wird auch beobachtet, um bei entsprechend starker Farbung die Reaktion zu stoppen.
An den Stellen, an denen der primére und somit auch der sekundire Antikérper und
der AEC-Komplex bzw. AP-Komplex gebunden waren, wurde das Substrat zu einem
roten bzw. blauen Farbniederschlag umgesetzt. Abschlieend werden die Praparate mit
Mountain Medium eingedeckelt und zum Trocknen in den Ofen gestellt (modifiziert
nach [Schwarzkopfl, 2001; |Thomas, 2001]).

Einfachfarbung Bei einfacher Fiarbung entféllt der zweite Férbeschritt mit dem AP-
Komplex. Es erfolgt eine Gegenfarbung der Organschnitte mit Hamatoxylin, wodurch
auch die Gewebestruktur der Organe besser zur Dartsellung kommt.

Fiir die immunhistochemischen Analysen der lymphatischen Organe wurden die
folgend aufgefiihrten Antikorper-Farbungen standardisiert eingesetzt. Der erstgenannte
AK wird jeweils mit rotem Farbstoff und AEC-Komplex angefirbt, der zweite mit
blauem Farbstoff, der mit dem AP-Komplex reagiert:

1. CD4" und CD8*' / TCRB™
2. CD4* / TCRB*

3. CD8* / TCRB*

4. CD19*" / CD3*

5. NK1.1T / TCRy6™*

Mit diesen Antikorperfirbungen werden folgende Zellpopulationen erfasst:

Lymphozyten Phénotyp
Doppeltnegative T-Zellen TCRaB"/CD4™ /CD8™
Reife T-Helferzellen TCRapt/CD4t

Reife Zytotoxische T-Zellen TCRaf*/CD8*

B- oder T-Lymphozyten CD19% oder CD3™

NK-Zellen oder v6T-Zellen ~ NK1.17 oder ~§*

Tabelle 3.2: Zusammenstellung der mittels IHC mit Doppelfdrbung untersuchten Zell-Populationen.
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Zusétzlich zu den Doppelfarbungen wurden auch Einzelfirbungen mit den folgenden
Antikorpern angefertigt:

Lymphozyten Antikoérper
Reife T-Helferzellen CDh4™

Reife Zytotoxische T-Zellen ~CD8"

B- Lymphozyten CD19"
T-Lymphozyten CD3*
NK-Zellen NK1.1+
~0T-Zellen TCRyd+
afT-Zellen TCRA™

Tabelle 3.3: Zusammenstellung der mittels IHC mit Einzelfarbung untersuchten Zell-Populationen.

3.4 Statistik

Zum Vergleich der Mittelwerte zweier unabhéngiger Stichproben wurde der t-Test
nach Student angewandt. Die mit Hilfe des t-Tests ermittelten p-Werte beziehen sich
auf die Mittelwerte der Absolutwerte. Es wird ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt,
das heifit Werte mit p > 0,05 werden als nicht signifikant, Werte mit p < 0,05 als
signifikant bezeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Gewicht der Mause sowie ihre relativen und absoluten
Lymphozytenzahlen

Im Alter von drei Monaten unterscheiden sich die Wildtyp und IL-7-/~ Méuse
beziiglich ihres Gewichts nicht voneinander. Die IL-7/* MAuse wiegen durchschnittlich
23.8 g, die IL-7-/~ M&use 23,6 g. Mit zunehmendem Alter jedoch, hier im Alter von
12 Monaten, wiegen die IL-7-/~ Méuse deutlich weniger als die Wildtyp-M&use. Die
IL-7t/* M#use haben ein durchschnittliches Gewicht von 35,3 g, die IL-7~/~ Méiuse
ein Gewicht von 26,2 g (Tabelle [4.1]).

Alter 3 Monate 12 Monate

Genotyp IL-7H/+ IL-77/~ IL-7+/+ IL-77/~
25,0g (w) 18,7¢g (w) 44,3g (w) 3l,1g (w)
26,3 g (m) 19,7g (m) 25,0g (m) 30,9g (m)
24,1g (m) 25,0g (m) 41,8¢g (m) 22,3 ¢ (m)
20,4¢g (w) 21,0g (w) 41,1g (w) 24,4g (w)
234¢g (w) 234¢g (w) 245¢g (w) 22,3g (w)

MW + SA 238g+2,2 23,6g+3,5 35,3g+9,7 26,2g+4,5

Signifikanz p=0,8843 p=0,0929

Tabelle 4.1: Gewichtsvergleich jeweils drei Monate alter und einjéahriger IL-7/%- und IL-7"/~ Méuse

Auch bei der makroskopischen Betrachtung der entnommenen Organe ist dieser
Unterschied der beiden Phéanotypen vorhanden. Die Organe der IL-7~/~ Méuse sind
kleiner als die der IL-7+/* MAuse, und der Groflenunterschied nimmt mit dem Alte-
rungsprozess zu. Nach Herstellung der Einzelzellsuspensionen der Organe und Messung
der Lymphozytenzahlen zeigt sich bei den IL-7/~ Mésusen iiberwiegend eine Redukti-
on der Lymphozytenzahl, sowohl relativ, als auch absolut. Bei den drei Monate alten
IL-7~/~ Mé&usen ist der relative Anteil der Lymphozyten in Darm, Knochenmark und
Milz geringer als bei IL-7+/+ Méusen, signifikant ist der Unterschied nur in der Milz.
Entgegen der Erwartungen ist der Anteil der Lymphozyten in Leber und Lunge in
Abwesenheit von IL-7 hoher. Im Alter von 12 Monaten ist die Anzahl der Lymphozyten
bei TL-77/~ Méusen signifikant niedriger in KM, Milz und Lunge, im Darm etwa
gleich wie bei IL-7*/% Méusen. Eine hohere Lymphozytenanzahl im Vergleich zum
Wildtyp wird in der Leber der IL-77/~ Miuse gemessen. Im Altersverlauf zeigt sich
beim Wildtyp eine gleichbleibende bzw. wenig zunehmende Anzahl, bei IL-7-/~ cine
sinkende Zahl der Lymphozyten in Knochenmark, Lunge und Milz, eine Zunahme
hingegen in Darm und Leber im Alter von 12 Monaten (Tabelle 4.2)).
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3 Monate 12 Monate
IL-7H/+ IL-7-/~ p IL-7+H/+ IL-7-/= p
Dap 190 5,7 129 46,3 0,5979 15,8 49,2 153 +£5,0  0,9109
(14,8) (9,4) (18,7) (17,3)
KM 31,5 £7,0 26,6 £3,6 0,2014 28,0 +2,8 222 45,9  0,0483*
(33,8) (27,2) (30,3) (20,4)
Leber 138 %88 170450  0,4996 18,9 48,3 20,4 +6,3 0,7626
(8,7 (14,1) (14,6) (18,0)
Lunge 329 £9.5 38,7 £10,7  0,3977 498 £2,7 15,6 £16,0 0,0015*
B @337) (40,9) (48,7) (8,0)
M, 046 %55 413433 0,00004* 63,5 £10,4 33,0 £5,2  0,0004*
(65,3) (40,0) (67,8) (31,8)

Tabelle 4.2: Vergleich der relativen Anzahl der Lymphozyten in % aus Einzelzellsuspension in den
Organen. Die Zahlen wurden mit einem Zellcounter ermittelt. Dargestellt ist der Mittelwert
mit Standardabweichung, in Klammern ist der Median angegeben. Mit Hilfe des Student
t-Tests ermittelte p-Werte beziehen sich auf die angegebenen Mittelwerte. Signifikant ist
ein p-Wert < 0,05. Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet.

Weiterhin sieht man im Vergleich der absoluten Zellzahlen der Organe im Alter von
drei Monaten lediglich in der Milz eine deutlich geringere Zellzahl bei IL-7/~ Méusen.
Im Alter von 12 Monaten zeigt sich eine gleiche Zellzahl bei IL-7-/~ und IL-7/*
Méusen in der Lunge, und in den iibrigen Organen (Darm, Knochenmark, Leber und
Milz) eine geringere Lymphozytenzahl. Im Altersvergleich ist bei den IL-7/% M&usen
eine Vermehrung des Lymphozytenpools zu beobachten, bei den IL-7-/~ Méusen sind
die Zahlen im Alter von drei und 12 Monaten in etwa gleichbleibend.

3 Monate 12 Monate
IL-7H/+ IL-7-/- p IL-7+/% IL-7-/- p
Darmn 1314+1158 241643006 0,4662 320942309 441442707  0,4705
(996) (1128) (2382) (3633)
KM 460241701 228741498 0,0518  5460+1346 532042992  0,9265
(4993) (2151) (4848) (24332)
Leber 534046906 547843702 0,9695 1637048098  7513+4286  0,0626
(1907) (5289) (13056) (5688)
o 703-+£562 639+£558 0,602 203841399 253842356  0,6936
& (532) (472) (1413) (6630)
iy 94252448120 803044862  0,0040%  66978+£20430 1048341682  0,0003*
(81900) (6715) (65088) (10461)
Lymphozyten 106211 16725 94055 30268
gesamt

Tabelle 4.3: Vergleich der absoluten Anzahl der Lymphozyten (x10%/ul) der Organe. Dargestellt ist
der Mittelwert mit Standardabweichung, in Klammern ist der Median angegeben. Mit
Hilfe des Student t-Tests ermittelte Signifikanzen beziehen sich auf die angegebenen
Mittelwerte.
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4.2 Verteilung der Lymphozytensubpopulationen in den
einzelnen Organen

Im Folgenden wird die Zusammensetzung der Lymphozytenpopulationen bei IL-7 ++

und IL-77/~ in Darm, Leber, Knochenmark, Lunge und Milz zum Zeitpunkt des
Lebensalters von drei und 12 Monaten untersucht. Von je n = 5 Mé&usen wurden die
jeweiligen Organe entnommen und eine Einzelzellsuspension hergestellt (Kap. .

Nach Farbung der Zellen mit fluoreszierenden Antikdrpern wurden diese durch-
flusszytometrisch untersucht. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der absoluten
Zahlen mit seiner Standardabweichung sowie der jeweils zugehorige relative Anteil der
Population an der Gesamtzahl der Lymphozyten im jeweiligen Organ.

4.2.1 Lymphozyten im Knochenmark drei Monate alter Mause

. absolut [x10% /ul] relativ [%]
Zellen im Knochenmark L7 +/+ L7/~ » o7t/ L7/~ »
TCRafg™ 800+ 516 259 £+ 145 0,0539 17,3 11,5 0,1513
TCRA6™ 239 £+ 155 61440 0,0382x% 5,4 2,6 0,0566
Reife CD4 321 +92 1044+ 71 0,0031% 7,7 4,1  0,0663
naive 130 £ 46 29 + 28 0,0029x% 2,9 1,0  0,0012x%
Gedéchtnis 190 £ 88 75+ 48 0,0331x% 4,7 3,1 10,3470
Reife CD8 198 £191 53 +43 0,0119% 4,6 2,1 0,0485x%
naive 143 £ 31 21+13 0,00004x* 3,5 0,8 0,0031x%
Gedéchtnis 56 £ 63 32429 0,4739 1,1 1,3 0,7989
DN-T-Zellen 344 +192 127+ 76 0,0460% 7,5 6,3 0,4923
B-Vorlauferzellen 627 £218 230+ 162 0,0114x% 15,4 10,1  0,2474
neue B-Zellen 356 +213 42 £27 0,0113x% 7,8 1,9 0,0786
reife B-Zellen 1992 + 1791 20+ 17 0,0005% 43,0 0,8 2,0-1078«
NK-like T-Zellen 126 +45 51445 0,0278x% 3,0 3,0 10,9925
Reife NK-Zellen 3144+74 171 £109 0,0420% 7,5 8,3 0,3310
Lymphozyten 4602 2287 0,0518 31,5 26,6 0,2014

Tabelle 4.4: Lymphozytensubpopulationen im Knochenmark drei Monate alter Mause bei IL-7/%
und IL-77/~.

Im Knochenmark der IL-7~/~ Muse fillt eine Lymphopenie auf, die sich im Alter von
drei Monaten fiir fast alle untersuchten Subpopulationen zeigt. Man misst signifikant
niedrigere Anteile an reifen TCRa 8" T-Zellen, reifen-, naiven- und Gedichtnis-CD4
Zellen, reifen- und naiven CD8 Zellen, DN-T Zellen, B-Vorlaufer- und reifen B-Zellen.
Die niedrigere Anzahl der CD8" Zellen ist durch das Fehlen der naiven CD8" Zellen
bedingt. Auch die Anzahl der NK-T- und reifen NK-Zellen ist bei IL-7~/~ Miusen
signifikant niedriger. Insbesondere der relative Anteil an der Gesamtlymphozytenzahl
der reifen B-Zellen und naiven B-Zellen ist bei ko-Mé&usen signifikant niedriger als bei
IL-7+/% Msusen (reife B-Zellen: p = 0,00000002). Die Anzahl der TCR~6t T-Zellen
ist in Abwesenheit von IL-7 signifikant niedriger (p = 0,0382) (Abbildungen 4.1, 4.2).
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(a) CD19+-Zellen im KM 3m alter WT-Méiuse (b) CD19+-Zellen im KM 3m alter ko-Miuse

Abbildung 4.1: Reprisentative durchflusszytometrische Analyse des Knochenmarks im Alter von drei
Monaten von CD3T-T-Zellen und CD197-B-Zellen. Der rechte untere Quadrant zeigt
die CD19"-B-Zellen.
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(a) TCRydt-Zellen im KM 3m alter WT-Miuse  (b) TCRy§"-Zellen im KM 3m alter ko-Miuse

Abbildung 4.2: Représentative durchflusszytometrische Analyse des KM im Alter von 3 Monaten
bzgl. TCR~4. Der linke obere Quadrant zeigt die TCRy6" T-Zellen.
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4.2.2 Lymphozyten im Knochenmark einjdhriger Mause

. absolut [x10% /pl] relativ [%)]
Zellen im Knochenmark L7t/ + L7/~ » Lot/ + L7/ »
TCRapB" 922 + 460 1063 £ 525 0,6645 16,8 21,3 10,3474
TCR~s* 283 £69 266 + 229 0,8784 5,3 4,5 0,5306
Reife CD4 400 + 84 1154 £948 0,1148 7,5 19,3  0,0216x
naive 129 £ 62 909+£887  0,0854 2,6 14 0,0164x
Gedéchtnis 275+ 101 294+217  0,86532 5 6,4 0,4776
Reife CD8 203 £ 54 265+ 175 0,4708 3,8 5,2 0,4335
naive 142+ 26 145+120 0,9530 2,8 3 0,8208
Gedéchtnis 61 +48 191 4+135 0,0768 1,1 3,5 0,0683
DN-T-Zellen 426 £+ 355 381+123 0,7952 7,6 8,4 10,7680
Naive B-Zellen 251+149 85+51 0,0468x 4,4 1,8 0,1040
Reife B-Zellen 1505 £ 449 1224133 0,0002x 27,6 2,1 0,0391x
NK-like T-Zellen 164+ 74 166 £ 95 0,9634 3,0 3,5 0,5915
Reife NK-Zellen 415+ 216 339+167  0,5500 7,5 7 0,7832
Lymphozyten 5460 5320 0,9265 28,9 22,2 0,0483x%

Tabelle 4.5: Lymphozyten im Knochenmark einjahriger Mause bei IL-7/% und IL-77/~.

Die Gesamtlymphozytenzahl von IL-7~/~ und IL-7*/* im Knochenmark 12 Monate
alter M&use ist fast identisch. Im Knochenmark der 12 Monate alten Mause findet
sich, wie im Alter von 3 Monaten, eine signifikante Reduktion der Anzahl der reifen
B-Zellen und deren relativen Anteils (Tabelle .5, Abbildungen [4.3(a)] [4.3(b)). Im
Altersvergleich ist im Alter von 12 Monaten eine Zunahme der Lymphozyten insgesamt
erfolgt, besonders CD4" und in geringem MaBe auch CD8' Zellen sowohl beim
Wildtyp, als auch beim IL-7~/~ Typ. Die Anzahl und auch der relative Anteil der
CD4- und CD8-Populationen ist bei IL-7-/~ hoher als beim Wildtyp. Es ist eine
Zunahme der B-Vorliufer-Zellen im Knochenmark der 12 Monate alten IL-7—/~ Miuse
im Vergleich zum Alter von drei Monaten zu beobachten, sowie auch der reifen B-
Zellen. Die Anzahl der NK-T- und reifen NK-Zellen ist bei IL-77/* und IL-7/~
gleich.
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Abbildung 4.3: Reprasentative durchflusszytometrische Analyse des KM im Alter von 12 Monaten
bzgl. CD19. Der rechte untere Quadrant zeigt die CD19" B-Zellen.
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Abbildung 4.4: Représentative durchflusszytometrische Analyse des KM im Alter von 12 Monaten
bzgl. TCR~4. Der linke obere Quadrant zeigt die TCRy$™ T-Zellen.
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Abbildung 4.5: Altersabhiingige signifikante Zunahme der Anzahl der Geddchtnis CD4" und nai-
ven CD8' Lymphozyten im Knochenmark bei IL-77/~ Méusen (PGedichinis CD4+ =
0,0328; P, .ive cpst+ = 0,0500).

4.2.3 Lymphozyten in der Leber drei Monate alter Mause

. absolut [x10% /pl] relativ [%)]
Zellen in der Leber L7/ + L7/~ » L7t/ + L7/~ .
TCRag*t 367043730 4285£3370 0,7013 83,3 72,8 0,2778
TCRyst 7T£6 0+0 0,0416x 0,2 0 0,0013x
Reife CD4 129 £ 80 56 £41 0,1069 4,8 1,0  0,0189«
naive 33+£32 10£6 0,1588 0,9 0,2 0,0050%
Gedéchtnis 96 £+ 49 45+ 37 0,1009 3,8 0,8 0,0251x
Reife CD8 60 & 46 87+ 62 0,4553 2,0 1,5 0,4191
naive 49+ 39 59+ 50 0,7330 1,6 0,9 0,1825
Gedéchtnis 10+7 278 £ 14 0,0424x 0,4 0,6 0,1387
DN-T-Zellen 1635£1796 4013+3248 0,1899 65,4 67,4 09138
Reife B-Zellen 167 £+ 126 14+16 0,0273x 6,4 0,3 0,0383x
NK-like T-Zellen 58 +21 88 £42 0,0081% 2,5 0,3 10,3468
Reife NK-Zellen 95+ 61 103+ 60 0,8406 3,4 2,3 0,8590
Lymphozyten 5339 5478 0,9695 13,8 17,0  0,4996

Tabelle 4.6: Lymphozytensubpopulationen in der Leber drei Monate alter Miuse bei IL-7/+ und
IL-77/.

In der Leber zeigt sich eine geringe Zunahme der Gesamtlymphozytenzahl, der
TCRaBT T-Zellen, Gedéichtnis-CDS8-, B-Vorldufer-, NK-like und reifen NK-Zellen
beim IL-7-/~ Typ. Das Verhiltnis CD41 /CD8* verschiebt sich zugunsten der CD8-
Zellpopulation von etwa 2:1 zu 1:1,5. Bei Betrachtung der T-Zellpopulationen in der
Leber zeigt sich sowohl eine Reduktion der Anzahl der reifen CD4"-Zellen als auch der
Anzahl der naiven und Gedichtnis-CD4™" Zellen in Abwesenheit von IL-7. Hingegen
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beobachtet man eine Zunahme der reifen CD8'-Zellen und auch eine Zunahme der
naiven und Gedichtnis-CD8"-Zellen. Nicht nur fiir die Leber sondern auch fiir Milz
und Lunge gilt, dass bei IL-7~/~ Miusen keine TCR~6"T T-Zellen gemessen werden
konnen. Exemplarisch haben wir eine Abbildung der untersuchten Lymphozyten aus

der Leber dargestellt (Abbildung . Auch die Anzahl der reifen CD19% B Zellen ist
signifikant niedriger.
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Abbildung 4.6: Représentative durchflusszytometrische Analyse der Leber im Alter von 3 Monaten
von TCRaB" T-Zellen und TCRv§" T-Zellen. Der linke obere Quadrant zeigt die
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Abbildung 4.7: Représentative durchflusszytometrische Analyse des Leber im Alter von drei Monaten.
Der rechte untere Quadrant zeigt die CD19" B-Zellen. Im Vergleich zum Wildtyp
werden bei IL-77/~ keine CD3% T-Zellen gemessen.
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4.2.4 Lymphozyten in der Leber einjahriger Mause

3 .
Zellen in der Leber IL_7a+b/s+(—)1ut [x10 Ifjl;_ /- » IL_7_r~_31_f_ltlvl[Ii/f}7_ /- »
TCRag*t 12924 4+ 6923 7136 4301  0,1509 77,6 94,1 0,0019%
TCRy§™ 44 £ 32 0£0 0,0148% 0,4 0,0 0,0439x
Reife CD4 378 +234 203 £ 76 0,1494 2,6 3,1 0,5319
Reife CD8 300 £ 152 817+£871 0,2278 2,1 12,8 0,2070
DN-T-Zellen 11944 £ 6412 6249 +£4037  0,1314 71,8 81,1 0,3283
Reife B-Zellen 766 + 465 58 £35 0,0094 6,9 0,8 0,0537
NK-like T-Zellen 2124179 218 £180 0,9598 1,2 2,9 0,1220
Reife NK-Zellen 296 £ 250 204 £ 156 0,5055 1,8 2,6 0,1657
Lymphozyten 16370 7513 0,0626 18,9 20,4 0,7626

Tabelle 4.7: Lymphozytensubpopulationen in der Leber einjdhriger Mause bei IL-7t/% und IL-77/~.

In der Leber der 12 Monate alten M&use findet sich eine Reduktion der Gesamtlym-
phozytenzahl bei IL-7/~ im Vergleich zu IL-7t/*. Eine signifikante Reduktion der
reifen B-Zellen (Abbildungen [4.8(a)] , ebenso eine Reduktion der reifen T-Zellen
und B-Vorliuferzellen ist bei den IL-7~/~ Miusen zu sehen. TCR~y§t T-Zellen werden
bei IL-7~/~ M&usen nicht gefunden. Bei den T-Zellen fillt neben der Reduktion der
reifen T-Zellen auch eine kleinere Population der reifen CD41-Zellen auf, aber die
Anzahl der reifen CD8™ Zellen ist hoher als beim Wildtyp. In den CD4" und CD8
Subpopulationen bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und
ko-Mé&usen.
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Abbildung 4.8: Reprisentative durchflusszytometrische Analyse der Leber im Alter von 12 Monaten
bzgl. CD19. Der rechte untere Quadrant zeigt die reifen B-Zellen (CD197).
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4.2.4.1 Alterseffekte der Lymphozytensubpopulationen in der Leber bei IL-7+/+
und IL-77/~

In Abbildungen und sind die Lymphozytensubpopulationen in der Leber

dargestellt, deren Anzahl bei einjdhrigen M#usen signifikant hoher ist als bei denen im

Alter von drei Monaten. Sowohl bei den Wildtyp, als auch bei den ko-M#usen nimmt
die Anzahl der Lymphozyten insgesamt im Alter von 12 Monaten im Vergleich zum

Alter von drei Monaten zu (Tabellen [14.7).
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3m  12m 3m  12m 3m  12m
(a) reife CD8" -Zellen (b) naive CD8"-Zellen (c) TCRy6"-Zellen

Abbildung 4.9: Dargestellt sind die Anzahl der Lymphozyten im Vergleich zwischen drei und 12 Mo-
naten reifer CD8", TCR~§" und naiver CD8" Lymphozyten der Leber bei IL-7H/+
Méusen. Es findet eine signifikante altersabhéngige Expansion der Lymphozytensubpo-
pulationen der Leber statt. (p,.;;, cpg+ = 0,0096; PrcRryst = 0,03505 Ppaive cDs+ =
0,0155)
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Abbildung 4.10: Dargestellt sind im Vergleich die signifikanten altersabhingigen Unterschiede der
Anzahl DN- (p = 0,0085) und reifer af-T-Lymphozyten der Leber bei IL-7H/+
Méusen. (ppx = 0,0085; pas = 0,0373)
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Abbildung 4.11: Dargestellt sind im Vergleich die Anzahl der altersabhingigen signifikanten Unter-
schiede der CD4-Subpopulationen in der Leber bei IL-7~/~ MAusen. (Proite oDt =
07 00517 Phaive cDat = 07 02527 PGedichtnis cDat = O’ 0084)
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4.2.5 Lymphozyten in der Milz drei Monate alter Mause

. . absolut [x10% /ul] relativ [%]
Zellen in der Milz L7+ + 7/~ » L7t/ L7/~ »
TCRaB" 33723 £19910 2049 +1103 0,0075% 35,0 26,0  0,0031x%
TCR~6™ 1841+ 677 18+ 16 0,0004x 3,1 0,2  0,0297%
Reife CD4 19411 +10598 999 £+ 577 0,0047x 21,0 12,6  0,0157x
naive 4563 £ 3175 209 £ 140 0,0155% 4,8 2,5 0,0474x
Gedéchtnis 14847 + 7546 789 £+ 440 0,0032x 16,2 10,0 0,0122x
Reife CD8 11389 4 6862 696 £ 400 0,0083* 12,2 8,8 0,0846
naive 10284 + 7015 353 £202 0,0133x% 11,1 4,4 0,0240%
Gedéchtnis 1169 £ 1217 346 + 221 0,1747 1,2 4,2 0,0020x%
DN-T-Zellen 1614 £ 783 612 4389 0,0336x 1,7 7,7 0,0015%
B-Vorlauferzellen 5038 £ 8145 1133+ 361 0,3154 4,2 15,9  0,0044x%
Naive B-Zellen 2653 £ 891 567+ 373 0,0013* 3,1 7,1 0,0279x
Reife B-Zellen 45970 £ 23066 1617 £ 1351 0,0026x 49,0 17,6 0,00002%
NK-like T-Zellen 668 £ 290 46 +41 0,0036x 0,8 1,9 0,0898
Reife NK-Zellen 4340 + 2347 1494 £ 567 0,0299x 4,6 21 0,0010%
Lymphozyten 94252 8030 0,0040x% 64,6 41,3 0,00004x

Tabelle 4.8: Lymphozyten in der Milz drei Monate alter M&use bei IL-7t/% und IL-77/~.

Die Anzahl der Lymphozyten in der Milz ist bei IL-7-/~ Mésusen im Vergleich zu
IL-71/* Méusen auf etwa ein Zehntel reduziert. Ebenso signifikant reduziert ist jeweils
die Anzahl der Lymphozyten aller untersuchten Subpopulationen.

5 3
3% 1% 0% 2%
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(a) TCRyd*-Zellen der Milz 3m alter WT-Mzuse (b) TCR~y§"-Zellen der Milz 3m alter ko-Mzuse

Abbildung 4.12: Représentative durchflusszytometrische Analyse der Milz im Alter von 3 Monaten.
Der linke obere Quadrant zeigt die TCR~yd 1T T-Zellen, der rechte untere Quadrant
die TCRaB+T-Zellen.
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4.2.6 Lymphozyten in der Milz einjahriger Mause

. . absolut [x10% /] relativ [%]
Zellen in der Milz L7+ + M7/~ » L7t/ L7/~ »
TCRag*t 20781 + 4472 344141089  0,00003% 31,9 33,6 0,7710
TCR~6T 1636 & 804 3+6 0,0085% 2,5 2 0,7730
Reife CD4 11599 + 2485 1260 4376 0,00002% 17,8 12,4 0,0375%
naive 2229 +1057 564 4242 0,0089% 3,5 5,3 0,1486
Gedéchtnis 9363 + 2018 696 £ 327 0,00001 14,3 7,1 0,0049x
Reife CD8 7221+ 2108 1705 4865 0,0006x% 11,1 16,2 0,2137
naive 6494 + 2472 5494247  0,0007% 9,8 51 0,0118%
Gedéchtnis 737 £475 1111 £822 0,4033 1,3 10,7 0,0312x
DN-T-Zellen 1982 £ 661 1143 £ 739 0,0951 3,3 10,6  0,0204x
B-Vorliuferzellen 1501 + 717 14134264  0,8036 2,4 13,9 0,0002%
Naive B-Zellen 1589 4493 779 4 486 0,0309+ 2,6 9,4 0,4116
Reife B-Zellen 39185+16115  2260+1440  0,0009% 56,9 21,1 0,0004x
NK-like T-Zellen 712 £151 373 +419 0,1272 1,2 3,3 0,1785
Reife NK-Zellen 22214429 1283 900 0,0686 3,6 11,8 0,0290x
Lymphozyten 66878 10483 0,0003x 63,5 33,0 0,0004x

Tabelle 4.9: Lymphozyten in der Milz einjéhriger M&use bei IL-7t/% und IL-77/~.
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Abbildung 4.13: Darstellung der Anzahl der reifen B-Zellen (CD19%) bei WT- und ko-M#usen im
Alter von drei und 12 Monaten. Im Knochenmark, in der Leber und in der Milz ist
die Anzahl der reifen B-Zellen bei IL-7~/~ M#usen sowohl im Alter von drei, als
auch im Alter von 12 Monaten signifikant erniedrigt.

Im Vergleich zum Alter von drei Monaten hat im Alter von 12 Monaten die Zahl
der Lymphozyten bei IL-7/* und bei IL-7-/~ Miusen abgenommen. Auch im Alter
von 12 Monaten findet man eine signifikante Lymphopenie mit einer Reduktion
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der Lymphzyten auf ein Drittel bei IL-7~/~ Miusen im Vergleich zum Wildtyp. Im
weiteren fillt eine signifikant niedrigere Zellzahl der reifen TCRa3T T-Zellen, TCR~y6™
T-Zellen (p = 0,0085), naiven und reifen B-Zellen, reifen, naiven und Gedéichtnis-CD4™
und reifen- und naiven-CD8™ Zellen auf (Abbildung 4.16 bis Abbildung 4.19).

Jﬁ |ﬁ lﬁ

3mo 12mo 3mo 12mo
CD3* apt

50000 +

B wT
[] ko

'
o
o
o
o
4

30000

20000 -

Anzahl der Zellen [x10%/pl]

10000 +

Abbildung 4.14: Darstellung der Anzahl der CD3" und a8" Lymphozyten in der Milz bei Wildtyp-
und ko-M#usen im Alter von drei und 12 Monaten. Die Anzahl der CD3 und af8
T-Zellen ist in der Milz der IL-77/~ Méuse signifikant erniedrigt.
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(a) TCRydt-Zellen der Milz 12m alter WT-M#use (b) TCRv§"-Zellen der Milz 12m alter ko-Méuse

Abbildung 4.15: Représentative durchflusszytometrische Analyse der Milz im Alter von 12 Monaten
bzgl. af und 6. Der linke obere Quadrant zeigt dieTCR~§ ' T-Zellen.
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Abbildung 4.16: Représentative durchflusszytometrische Analyse der Milz im Alter von 12 Monaten

bzgl. CD4™ und CD8" Lymphozyten. Der rechte untere Quadrant zeigt die CD4™-
T-Zellen.
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(a) CD19%-Zellen der Milz 12m alter WT-Miuse (b) CD19"-Zellen der Milz 12m alter ko-M#use

Abbildung 4.17: Représentative durchflusszytometrische Analyse der Milz im Alter von 12 Monaten
bzgl. CD19. Der rechte untere Quadrant zeigt die reifen B-Zellen (CD197).
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(a) unreife B-Zellen Milz der Milz einjéhriger (b) unreife B-Zellen Milz der Milz einjdhriger
IL-7*/% 12 Monate Miuse IL-7~/~ 12 Monate Méuse

Abbildung 4.18: Reprisentative durchflusszytometrische Analyse der Milz im Alter von 12 Mona-
ten bzgl. CD19 und B220. Der linke obere Quadrant zeigt die unreifen B-Zellen
(B220" /CD197).

4.2.7 Lymphozyten in der Lunge drei Monate alter Mause

Die Gesamtlymphozytenpopulationen in der Lunge drei Monate alter Tiere sind bei
IL-7t/% und IL-7-/~ Méusen gleich grof}. Die Anzahl der reifen B-Zellen ist bei
Fehlen von IL-7 vermindert, TCR~yd+ T-Zellen kénnen gar nicht gemessen werden.
NK-Zellen und DN-T-Zellen sind in etwa gleicher Zahl zu messen. Eine Zunahme
gegeniiber dem Wildtyp beobachtet man in der Population der unreifen B-Zellen.
Signifikante Unterschiede der Lymphozytensubpopulationen in der Lunge im Alter
von drei Monaten zwischen Wildtyp und IL-7-/~ MéAusen bestehen nicht.

4.2.8 Lymphozyten in der Lunge einjdhriger Mause

In der Lunge zeigt sich bei einjdhrigen IL-7-/~ Miusen ein Fehlen von TCRy6™
T-Zellen, sowie eine Reduktion der unreifen und reifen B-Zellen. Die Anzahl der DN
T-Zellen ist bei IL-7~/~ hoher als beim Wildtyp-Méusen, ebenso wie die Zahl der
reifen NK-Zellen. Bei den reifen CD4%1 Zellen lisst sich kein Unterschied zwischen
IL-7t/* und IL-7-/~ Méusen feststellen. Signifikante Unterschiede der Lymphozy-
tensubpopulationen zwischen einjéhrigen Wildtyp- und IL-7-/~ Mé#usen bestehen
nicht.

4.2.9 Lymphozyten im Darm drei Monate alter Mause

Auffallend im Darm ist die sehr stark variierende Anzahl Lymphozyten, was sowohl
IL-7*/% als auch IL-7~/~ M:use betrifft (Abbildung .

Im Darm der drei Monate alten Population zeigt sich eine Zunahme der Anzahl
sowohl der Lymphozyten insgesamt, als auch der a8 T-Zellen, zytotoxischen T-Zellen
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. absolut [x10% /pl] relativ [%)]

Zellen im Darm IL-7+/+ L7/~ p ILTHE I/ p
TCRag* 243+135 189142328 0,1527 28,0 78,8 0,0016x
TCRAS* 1384122 3+4  0,0371x 10,9 0,1 0,0363
Reife B-Zellen 5614900 28424 0,2217 30,7 1,6 0,0448+
B-Vorliuferzellen 120475 1994341 0,6284 17,5 56 03216
NK T-Zellen 41463 106+119 09246 3,3 1,0 02116
Reife NK-Zellen 48470 53+£71  0,9150 3,3 1,0 04175
Lymphozyten 1314 2416 0,4662 15,0 129 0,5979

Tabelle 4.10: Lymphozyten im Darm drei Monate alter Mause bei IL-7/% und IL-77/~.

und DN T-Zellen. Auch die Anzahl der reifen B-Zellen ist erhoht gegeniiber den
WT-Ma&usen. Eine signifikante Abnahme der Zellzahl bei IL-7~/~ Méusen ist in der
Population der vdT-Zellen zu beobachten (p = 0,0371). Wihrend sowohl die Anzahl
der naiven CD4% als auch der naiven und Gedichtnis CD8' Lymphozyten zunimmt,
sinkt die Anzahl der Gedsichtnis CD4" Lymphozyten. Vergleicht man die relativen
Anteile der Lymphozytensubpopulationen von IL-7 +/* und IL-7-/~ M&usen im Darm,
so ist festzuhalten, dass in Abwesenheit von IL-7 die Anteile der reifen und naiven
CD4™" Zellen, TCR~§+ T-Zellen und reifen B-Zellen signifikant erniedrigt, die der
reifen und naiven CD8' Zellen und TCRaB" T-Zellen dagegen signifikant erhoht
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(b) Variation der Anzahl der Lymphozyten
im Darm der drei Monate alten IL-77/~
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Abbildung 4.20: Reprisentative durchflusszytometrische Analyse des Darms im Lebensalter drei
Monate bei IL-7t/% und IL-77/~. Der linke obere Quadrant zeigt die TCR~&™"
T-Zellen. Diese sind bei IL-7~/~ M:usen signifikant erniedrigt. Der rechte untere
Quadrant zeigt a8-T-Zellen, diese sind bei IL-7~/~ Méusen expandiert.

4.2.10 Lymphozyten im Darm einjdhriger Mause

Im Darm der 12 Monate alten M&ause findet sich eine geringe Zunahme der Anzahl
der Lymphozyten insgesamt in Abwesenheit von IL-7. Wie schon im Alter von drei
Monaten variiert die Anzahl der aus dem Darm gewonnen Lymphozyten untereinander
erheblich (Abbildung 4.22). Signifikant reduziert ist die Anzahl der TCR~d ™ und reifen
CD19" B-Zellen (Abbildungen 4.22(a)l [4.22(b)| [4.23(a)}, 4.23(b)). Unreife B-Zellen,
naive B-Zellen, TCRa3" T-Zellen, CD8" Zellen, DN T-Zellen und NK Zellen sind in
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Abbildung 4.21
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. absolut [x10% /pl] relativ [%)]
Zell D
et im arm IL-7+/+ -7/~ P -7+ L7/~ D

TCRaS* 10724844 306342113  0,0861 326 704 0,0011%
TCRA&* 623 + 480 16419  0,0222+ 18,6 0,3 0,0000%
Reife B-Zellen 810+ 528 31429  0,0109% 273 0,6  0,0013%
B-Vorliuferzellen 2504235 10274842  0,0821 7.2 338 0,0884
NK-like T-Zellen 1448 63+91  0,2670 0,6 1,2 0,3128
Reife NK-Zellen 31+ 14 73487 0,3272 0,6 1,2 0,5670
Lymphozyten 3209 4414 0,4705 15,8 15,3 0,9109

Tabelle 4.11: Lymphozyten im Darm einjéhriger Miuse bei IL-77/% und IL-77/~.
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(a) TCRy6"-Zellen im Darm 12m alter WT-Mzuse (b) TCRydt-Zellen im Darm 12m alter ko-M#use

Abbildung 4.22: Reprisentative durchflusszytometrische Analyse des Darms einjihriger Méuse. Der
linke obere Quadrant zeigt die TCRyd+ T-Zellen.

grofferer Anzahl als in Anwesenheit von IL-7 vorhanden.
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Abbildung 4.23: Reprisentative durchflusszytometrische Analyse des Darms einjihriger M#use auf
CD3 und CD19. Der rechte untere Quadrant zeigt die reifen B-Zellen.

4.2.11 Ubersicht: Signifikante Unterschiede der
Lymphozytensubpopulationen bei 3m und 12m alten IL-7-/~
Mausen

Lokalisation KM Leber Milz Darm Lunge
Alter 3 12 3 12 12 3 12 3 12

aff T-Zellen
v T-Zellen

Reife CD4
naive
Gedéchtnis

Reife CD8
naive

Gedéchtnis J J
DN-T-Zellen

R B n =y P
R R e R
B R I

«—
+—
+—

B-Vorlauferzellen
naive B-Zellen
reife B-Zellen

reife NK-Zellen
NK-like T-Zellen

— <+
— <+

=
|

!

Tabelle 4.12: Ubersicht der signifikant unterschiedlichen Absolutwerte
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Lokalisation
Alter

3

KM
12

Leber

3

12

Milz
12

Darm Lunge

12 3 12

aff T-Zellen
6 T-Zellen

reife CD4
naive
Gedéchtnis

R R~

<+

reife CD8
naive
Gedéchtnis

| [ | w

R R~

DN T-Zellen

B-Vorlauferzellen

naive B-Zellen
reife B-Zellen

TR

4

reife NK Zellen

NK-like T-Zellen

1

Tabelle 4.13: Ubersicht der signifikant unterschiedlichen prozentualen Anteile
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4.3 Immunhistochemie

Nach Abschluss der durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden immunhisto-
chemische Farbungen an Gewebeschnitten kryokonservierter Organe durchgefiihrt.
Zunéchst sollte anhand von Doppelfiarbungen das Verhéltnis von verschiedenen Lym-
phozytenpopulationen, z.B. T- und B-Zellen, TCRa5 sowie TCR~é T-Zellen, TCRaf
und CD4 und TCRafB und CD8 zusétzlich zu den in der Durchflusszytometrie ge-
messenen Zahlen dargestellt werden. Hier ergab sich jedoch das Problem, dass sich
die Gewebe unspezifisch anfarbten und die Doppelfarbungen nicht gut auswertbar
waren. Somit wurden Einzelfarbungen durchgefiihrt, bei denen weniger unspezifische
Reaktionen mit dem Gewebe auftraten.

4.3.1 Einzelfarbungen

Im weiteren wurden Einzelfirbungen an den Gewebeschnitten der kryokonservierten
Organe durchgefiihrt. Die Kryokonservierung hat den Nachteil, dass oft die Gewebe-
struktur durch die Technik des Farbens und teilweise auch schon bei der Herstellung
der Gewebeschnitte leidet. Diese Methode wurde dennoch gewéhlt, da mehr Ober-
flichenmarker markiert werden und somit die Lymphozytensubpopulationen, die in der
Durchflusszytometrie gemessen worden sind, in den Mausorganen dargestellt werden
konnten. Hierbei wurden ausschliellich Antikérper verwendet, die nach Herstelleran-
gaben fiir diese Methode geeignet waren. Eine Farbreaktion erfolgte mit dem roten
Farbstoff AEC. Um auch das Gewebe darzustellen bzw. einen Farbkontrast zu erlangen,
wurde anschlieffend eine Gegenfirbung mit dem blauem Farbstoff Himatoxylin durch-
gefithrt. An den jeweiligen Lymphozyten haben dann der priméire Antikorper und
danach der AEC-Komplex gebunden. Durch einen Umsatz des Farbstoffkonzentrats
durch den AEC-Komplex hat sich an diesen Zellen ein roter Niederschlag gebildet.
Die tibrigen Zellen sind durch die Gegenfarbung mit Hamatoxilin blau eingefarbt.

Zwar zeigt sich bei der durchflusszytometrischen Untersuchung der Lymphozyten
aus dem Darm keine deutliche Reduktion der Gesamtlymhozytenzahl, im Gegenteil
ist deren Anzahl sogar hoher, jedoch ist nicht nur relativ, sondern auch absolut die
Zahl der TCR~6" T-Zellen im Darm von IL-7-/~ Mé&usen signifikant niedriger. In
beiden immunhistochemischen Praparaten des Darms, der Wildtyp- und ko-Maus,
lassen sich TCR~d* T-Zellen darstellen. In der Literatur ist eine immunhistochemische
Untersuchung der TCR~yd " T-Zellen bisher nicht beschrieben. Auf den Aufnahmen
ist unter anderem zu erkennen, dass die Gewebe das Schneiden auf dem Kryotom
nicht immer ohne Schaden iiberstanden haben und auch die Methodik der Farbung
dem Gewebe teilweise geschadet hat. Sowohl in der Wildtyp- als auch in der ko-Maus
kommen im Diinndarm CD19" Lymphozyten zur Darstellung, hier lisst sich das in
etwa gleiche Verhiltnis erkennen (Abbildungen .

Schwieriger als der Darm war noch die Préparation der Leber, da sie ein eher
weiches parenchymatoses Organ ist (Abbildungen . In den dargestellten
Schnitten sind neben vielen zerstoérten Zellen auch wenige CD19" Zellen dargestellt,
die allerdings nicht eindeutig als dem Gewebe zugehorige Lymphozyten bezeichnet
werden koénnen.

Die Milz hingegen hat sich besser fiir die verwendete Technik geeignet. Hier zeigte
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sich der typische Phénotyp der IL-7-/~ Maus und der Unterschied zum Wildtyp
am deutlichsten. So lief} sich schon durchflusszytometrisch eine signifikant niedrigere
Anzahl reifer TCRaST T-Zellen messen, und auch in der Immunhistochemie lassen
sich sichtbar weniger TCRa 8™ T-Zellen in der Milz der drei Monate alten ko-Miuse
darstellen (Abbildungen . Die Farbung der TCR~d " T-Zellen in der Milz
zeigte deutlich bessere Ergebnisse. In den Abbildung[4.32] [£.33werden die Lymphozyten
der Milz einer Wildtyp- und einer ko-Maus miteinander verglichen, wobei im Gewebe
der ko-Maus keine TCR~d™ Zellen zu finden sind. Leider lisst sich immunhistochemisch
anhand der ausgewihlten Bereiche nicht der signifikante Unterschied der CD19" Zellen
in der Milz zwischen Wildtyp und IL-7-/~ Maus erkennen, der durchflusszytometrisch
gezeigt wurde (s.0.). CD19T Zellen kommen in der Milz der IL-7~/~ Maus und IL-7+/*
Maus zur Darstellung (Abbildungen .

Bei einjahrigen Wildtyp-Méusen hat im Darm sowohl die Gesamtlymphozytenzahl
als auch die Anzahl der TCR~4+ Zellen zugenommen. Bei IL-7~/~ Méusen hingegen
ist keine Dynamik im Altersverlauf zu sehen. Die Zahl der TCRy§" T-Zellen ist
stark reduziert im Vergleich zum Wildtyp. Im Alter von 3 Monaten sah man noch
keinen Unterschied zwischen IL-7~/~ und IL-7t/* was die CD19" Zellen im Darm
betrifft. Bei einjihrigen Miusen hat die Zahl der CD19™" Zellen im Darm beim Wildtyp
zugenommen, bei IL-77/~ ist die Anzahl gegeniiber im Alter von 3 Monaten und auch
im Vergleich mit IL-71/+ signifikant niedriger.

Wie schon im Alter von drei Monaten lassen sich auch im Alter von einem Jahr in der
Leber der IL-7-/~ Miuse keine TCR~y6T T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmen.
Die Gesamtlymphozyten und die TCRydt T-Zellen haben sich im Altersverlauf
vermehrt. Die Gesamtlymphozytenzahl bei IL-7/~ ist im Alter von drei Monaten
bzw. einem Jahr fast gleich. Der gesehene Trend setzt sich bei Betrachtung der CD19%
Zellen der Leber fort. Durchflusszytometrisch konnte schon gezeigt werden, dass die
reifen B-Zellen in geringerer Anzahl bei IL-7~/~ vorkommen. In Abbildungen m
und sind die reifen CD19" B-Zellen rot gefirbt.

Wie schon im Alter von drei Monaten ist auch im Alter von einem Jahr die Anzahl
der reifen CD19" B-Zellen in der Milz der IL-7~/~ signifikant niedriger als bei IL-71/%.
Wiihrend sich bei IL-77/~ M&usen die B-Zell-Population nicht weiter vergrofiert, ist
bei der IL-77/F ein Zuwachs der Population der CD19" Zellen um ca. ein Drittel zu
sehen (Abbildungen . Die immunhistochemischen Farbungen bestétigen also
die schon bereits durchflusszytometrisch gesehenen Unterschiede (Abbildung .
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Abbildung 4.24: Gefrierschnitt des Diinndarms einer 3 Monate alten IL-77/* Maus. Einfachfirbung
der TCRdt-Zellen (Pfeil) im Diinndarm, VergroBerung 250-fach

Abbildung 4.25: Gefrierschnitt des Diinndarms einer 3 Monate alten IL-7~/~ Maus. Einfachfirbung
der TCRdt-Zellen (Pfeil) im Diinndarm, VergréBerung 100-fach
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Abbildung 4.26: Gefrierschnitt des Diinndarms einer 3 Monate alten IL-77/* Maus. Einfachfirbung
der CD19%-Zellen im Darm, VergroBerung 250-fach

Abbildung 4.27: Gefrierschnitt des Diinndarms einer 3 Monate alten IL-7~/~ Maus. Einfachfirbung
der CD19%-Zellen im Darm, Vergréferung 250-fach
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Abbildung 4.28: Gefrierschnitt der Leber einer 3 Monate alten IL-7+/* Maus. Einfachfirbung der
TCR~d1-Zellen in der Leber, Vergroferung 250-fach

Abbildung 4.29: Gefrierschnitt der Leber einer 3 Monate alten IL-7~/~ Maus. Einfachfirbung der
TCR~6T-Zellen in der Leber, Vergrofierung 250-fach
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Abbildung 4.30: Gefrierschnitt der Milz einer 3 Monate alten IL-71/* Maus. Einfachfirbung der
TCRaB"-Zellen in der Milz, VergréBerung 250-fach

Abbildung 4.31: Gefrierschnitt der Milz einer 3 Monate alten IL-7~/~ Maus. Einfachfirbung der
TCRaB"-Zellen in der Milz, VergréBerung 250-fach
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Abbildung 4.32: Gefrierschnitt der Milz einer 3 Monate alten IL-77/* Maus. Einfachfirbung der
TCRdt-Zellen (Pfeil) in der Milz, Vergréferung 250-fach

Abbildung 4.33: Gefrierschnitt der Milz einer 3 Monate alten IL-7~/~ Maus. Einfachfirbung der
TCR~1-Zellen (Pfeil) in der Milz, VergréBerung 250-fach
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Abbildung 4.34: Gefrierschnitt der Milz einer 3 Monate alten IL-77/ Maus. Einfachfirbung der
CD19"-Zellen in der Milz, VergréBerung 250-fach

Abbildung 4.35: Gefrierschnitt der Milz einer 3 Monate alten IL-7/~ Maus. Einfachfirbung der
CD19"-Zellen in der Milz, VergréBerung 250-fach
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Abbildung 4.36: Gefrierschnitt des Diinndarms einer einjéihrigen IL-7t/* Maus. Einfachfarbung der
TCRyd+-Zellen im Diinndarm, VergréBerung 250-fach

Abbildung 4.37: Gefrierschnitt des Diinndarms einer einjihrigen IL-77/~ Maus. Einfachfirbung der
TCRy6T-Zellen im Diinndarm, VergréBerung 250-fach
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Abbildung 4.38: Gefrierschnitt des Diinndarms einer einjéihrigen IL-7t/* Maus. Einfachfarbung der
CD19%-Zellen (Pfeile) im Diinndarm, VergréBerung 250-fach

Abbildung 4.39: Gefrierschnitt des Diinndarms einer einjihrigen IL-77/~ Maus. Einfachfirbung der
CD19%-Zellen im Diinndarm, VergréSerung 250-fach
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Abbildung 4.40: Gefrierschnitt der Leber einer einjéhrigen IL-7/* Maus. Einfachfirbung der CD197-
Zellen der Leber, Vergroferung 250-fach

Abbildung 4.41: Gefrierschnitt der Leber einer einjihrigen IL-7~/~ Maus. Einfachfirbung der CD19%-
Zellen der Leber, Vergroflerung 250-fach
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Abbildung 4.42: Gefrierschnitt der Milz einer einjéhrigen IL-7/* Maus. Einfachfirbung der CD19%-
Zellen der Milz, Vergroflerung 250-fach

Abbildung 4.43: Gefrierschnitt der Milz einer einjihrigen IL-7~/~ Maus. Einfachfirbung der CD19%-
Zellen der Milz, Vergroflerung 250-fach
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5 Diskussion

Primér wurde IL-7 als Wachstumsfaktor von préi-B-Zellen beschrieben, der von Stro-
mazellen des Knochenmarks produziert wird [Namen et al., [1988b} |(Goodwin et al.,
1989; |Sudo et al. [1989]. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass IL-7 bei der
Maus ebenso ein Wachstumsfaktor fiir Thymozyten, nicht jedoch fiir Granulozyten
und Monozyten, ist [Okazaki et al., [1989; Chantry et al., [1989; |Morrissey et al., [1989).
Bei fehlendem IL-7 oder IL-7TRa ist der Thymus deutlich kleiner [von Freeden-Jeffry
et al., [1995; Peschon et al., |1994], und T-Zellen sind in ihrer Anzahl stark reduziert
[Sudo et al., 1993} |Grabstein et al., (1993]. In einer fritheren Arbeit mit IL-7~/~ M&usen
wurden reduzierte Zellzahlen im peripheren Blut, in der Milz und im Thymus und
eine im Vergleich zum Wildtyp normale Zellzahl im Knochenmark gemessen [von
Freeden-Jeffry et al., [1995], Leber, Lunge und Darm wurden allerdings nicht unter-
sucht, obwohl dort ein wesentlicher Teil der Lymphozyten residiert. In der vorliegenden
Arbeit werden organbezogen Lymphozytensubpopulationen bei IL-7 ~/= MAusen im
Vergleich zu WT-M&usen beschrieben.

Die GroBe der Milz der IL-7~/~ Miuse war kleiner als die der Wildtyp-Mé&use und
Peyers Patches waren nicht vorhanden, dies wurde schon in einer vorherigen Arbeit
beschrieben, und auch fiir den Thymus wurde eine geringere Organgréfie beschrieben
[von Freeden-Jefiry et al. [1995]. In unseren Untersuchungen waren die Grofle von
Leber und Lunge der IL-7~/~ Maus kleiner als beim Wildtyp, dies ist bisher noch
nicht beschrieben worden. Insgesamt ist das Wachstum der IL-7-/~ Maus vermindert
(Tabelle . Eine Abnahme der Lymphozytenzahl in den Organen aufgrund vermin-
derter Lymphozytenbildung kénnte ein Grund fiir die geringere Gréfle der Organe
sein. Die Uberlegung, dass hierfiir moglicherweise der Immundefekt im Sinne von
rezidivierenden oder chronischen Infektionen urséichlich ist, ist eher zu vernachléssigen,
denn unter konventioneller Haltung wurde keine hohere Infektanfilligkeit der IL-7/~
Mé&use beobachtet. Es ist wahrscheinlich auch keine Folge der Transgenitit, denn dann
miissten Grofle und Gewicht der Organe und das Korpergewicht auch bei anderen
transgenen Méusen verringert sein, dies ist jedoch nicht durchweg der Fall (personliche
Mitteilung von K. Tenbrock, A. Schippers). Allerdings weisen die IL-7-/~ Méuse eine
verkiirzte Lebensspanne auf (ca. 1 Jahr gegeniiber ca. 3 Jahren bei Wildtypen) und
zeichnen sich durch eine verringerte Fertilitéit aus, d.h. sie haben insgesamt weniger
Wiirfe mit zusétzlich abnehmender Wurfgrofie. Eine mogliche Erklarung hierfiir wire
eine frithzeitige oder schnellere Alterung der IL-7-/~ Méuse.

Auch bei Fehlen der IL-2R~y-Kette ist eine Lymphopenie im peripheren Blut des
Menschen beschrieben |[DiSanto et al., |1994]. Eine weniger ausgeprigte Lymphozy-
topenie besteht in der Maus, wenn nur IL-2 und/oder IL-4 inaktiviert sind |Schorle
et al., 1991} [Kiihn et al., 1991} |Sadlack et al.l [1994], so dass wahrscheinlich ein anderes
Zytokin die schwere Lymphopenie bedingt. Am ehesten kommt hier IL-7 in Betracht,
da IL-7 bei Mé&usen auch an die y-Kette des IL-2R bindet.
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In Vorarbeiten wurde eine genaue Phénotypisierung des peripheren Blutes und eine
weniger genaue Phénotypisierung des Knochenmarks durchgefiihrt, ebenso wurden
bereits verschiedene murine Organe hinsichtlich ihrer Lymphozytenanteile mit Hilfe
verschiedener Methoden untersucht [von Freeden-Jeffry et al. 1995 Carvalho et al.,
2001} [Peschon et al., [1994]. In den meisten dieser Arbeiten wurden Tiere einer groflen
Altersspanne (z.B. 5-11 Monate) und nicht zu einem definierten Zeitpunkt untersucht,
so dass mogliche altersabhéngige Effekte nicht erkannt wurden. In der vorliegenden
Arbeit erfolgte erstmals die gezielte Untersuchung einer Gruppe junger Mause im
Alter von drei Lebensmonaten und einer adulten Mausgruppe im Alter von einem
Jahr, wobei sich eine unterschiedliche Verteilung der Lymphozytensubpopulationen
u.a. auch in Abhéngigkeit vom Alter der M&duse zeigte.

5.1 Der IL-7~/~-Phinotyp

Im Vergleich der IL-7/% und IL-7~/~ M&use im Alter von drei Monaten zeigte sich
beziiglich des Gewichts der Tiere kein Unterschied, wohingegen bei den Mausen im Alter
von einem Jahr schon bei der Betrachtung auffiel, dass die IL-7-/~ Miuse schméchtiger
waren als die IL-77/% M#use. Der Gewichtsunterschied von durchschnittlich zehn
Gramm (Tabelle war allerdings nicht signifikant. Da der Gewichtsunterschied mit
zunehmendem Alter zunimmt, kdnnte dies wiederum ein Hinweis auf eine schnellere
Alterung der IL-7"/~ Méuse sein. Festzuhalten ist, dass sich die typische Organstruktur
nicht unterschied, wie mit den immunhistochemischen Praparaten gezeigt werden
konnte (Kapitel [4.3). Es war somit kein direkter Einfluss auf die Organogenese
erkennbar.

5.2 Verteilung der Lymphozyten auf die Organe

In Untersuchungen des peripheren Blutes der IL-7~/~ Méuse durch von Freeden-Jeffry
et al. hinsichtlich der weiflen Blutzellen hatte sich eine signifikante Reduktion der
Leukozytenanzahl gezeigt, wihrend die iibrigen Parameter des Blutbildes unverédnderte
Werte hatten. Die Leukozytopenie war vor allem durch eine Lymphozytopenie bedingt.
Weitere Untersuchungen des Knochenmarks, des Thymus und der Milz auf ihren
Lymphozytengehalt zeigten ebenfalls reduzierte Lymphozytenzahlen fiir Thymus und
Milz und eine normale Zellularitéit des Knochenmarks [von Freeden-Jeffry et al., [1995].
In unseren Untersuchungen zeigte sich im Gegensatz zu den anderen untersuchten
Organen in Diinndarm und Lunge eine normale Zellularitéit (Tabelle [4.3). Dies deutet
darauf hin, dass die Auswirkungen durch das Fehlen von IL-7 in den lymphatischen
Organen stérker sind.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir eine schwere Lymphopenie der Milz im
Alter von 3 und 12 Monaten feststellen (Tabelle [4.8). Ein Einfluss von IL-7 scheint
vor allem im Knochenmark und in der Milz im Vordergrund zu stehen. Im Darm
und im Knochenmark schien der Einfluss im Alter von einem Jahr geringer zu sein.
Hingegen war in Leber und Lunge der Effekt von IL-7 geringer, in der Leber war erst
mit zunehmendem Alter ein Einfluss bei dann auftretender Lymphopenie zu erkennen,
bei deutlich geringerer Anzahl der Lymphozyten in IL-7-/~ Miusen im Vergleich zu
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einjéhrigen Wildtyp-Mé#usen (Tabellen . Aufgrund des Fehlens von IL-7 kommt
es zu einer schweren Lymphopenie sowohl der B- als auch der T-Lymphozyten in den
peripheren Organen und im peripheren Blut [Carvalho et al., 2001]. Es kann vermutet
werden, dass IL-7 insbesondere von Stromazellen der Milz und des Knochenmarks
gebildet wird, so dass bei Fehlen dieses Zytokins primér in diesen Organen ein Unter-
schied zur Wildtyp-Maus ersichtlich ist. Teilweise finden sich héhere relative Anteile
der Lymphozyten bei IL-77/~ Miusen, z.B. in der Leber der 12 Monate alten Tiere
und der Lunge der 3 Monate alten Tiere, wobei die absolute Anzahl der Lymphozyten
in den Organen gegeniiber dem Wildtyp jeweils vermindert ist. Der niedrigere relative
Anteil im Darm bei hoherer absoluter Lymphozytenzahl ldsst eine Umverteilung der
Lymphozyten aus den lymphatischen in die nicht-lymphatischen Organe vermuten
(Tabelle . Die gemessenen Lymphozytenzahlen von Darm und Lunge wiesen je-
doch eine hohe Streuung auf. Eine Beurteilung bzw. Einordnung der Messwerte der
Lymphozyten aus Leber und Lunge ist schwierig, da auch von Wildtyp-Mé&usen keine
Referenzwerte vorliegen. In Arbeiten mit IL-7-transgenen M&usen wurden auch un-
terschiedliche Phéanotypen des Thymus mit stark unterschiedlicher Zellularitdt unter
gleichen Bedingungen beschrieben [Fry and Mackall, [2005].

Mit Hilfe der Immunhistochemie als einer zweiten Methode konnten wir den Nachweis
erbringen, dass die in den Suspensionen per FACS gemessenen Lymphozytensubpopu-
lationen auch tatsichlich im Gewebe vorhanden waren. Die Regionen, in denen die
Lymphozyten gesehen wurden, unterschieden sich jedoch nicht von denen beim Wild-
typ. Somit scheint 11.-7 keinen Einfluss auf die Verteilung der Lymphozyten innnerhalb
des jeweiligen Organs zu haben, sondern fiir die Verteilung der Lymphozyten innerhalb
eines Organs sind anscheinend auch oder ausschliefllich andere Zytokine verantwortlich.
Wichtiger fiir die Organverteilung als die Zytokin-Zytokinrezeptor-Interaktionen sind
die Interaktionen zwischen Adhésionsmolekiilen und ihren Liganden. Hier kommen
insbesondere VCAM-1 und MAd-CAM-1, sogenannte Adhésionsmolekiile, in Frage.
In einem Knochenmarktransplantationsmodell wurde deren Expression sowie der
Einfluss einer Blockade von ay4f7-Integrin auf das Homing in Knochenmark und Milz
mittels elektronischer Immuno-Mikroskopie untersucht. Direkt nach der KMT war
die Expression von VCAM-1 und MAd-CAM-1 reduziert, nach 12-24 Stunden kam
es zu einer Erholung. Die Anzahl der Homing-Zellen im Knochenmark und in der
Milz war, abhéingig von der Menge der eingesetzten Antikorper gegen ayf7-Integrin,
reduziert |Tada et al., [2008]. Interessant wire eine Untersuchung der Expression von
VCAM-1 und MAd-CAM-1 in Abwesenheit von IL-7 mit der Frage, ob es dann zu

einer vermehrten Expression kommt.

5.3 T-Lymphozyten

5.3.1 T-Lymphozyten im Thymus

Untersuchungen an IL-7-/~ Méusen zeigen den Phénotyp einer stark reduzierten
Zellularitéit des Thymus [von Freeden-Jeffry et al., |1995]. Bei der Untersuchung dieser
Thymozyten zeigt sich ein normales Verhiltnis der Oberflichenmarker CD3, CD4 und

99



KAPITEL 5. DISKUSSION

CD8, was darauf schlielen ldsst, dass Interleukin-7 insbesondere auf die Bildung der
Thymozyten Einfluss nimmt. Der Block in der T-Lymphopoese ist auf dem Niveau
der TN-Thymozyten vor der Stufe der CD44" /CD25"-T-Zellen. Zudem kommt es
zu einer deutlichen Erniedrigung des bcl-2, was in einer erhohten Apoptoserate von
Thymozyten resultiert [von Freeden-Jeffry et al. |1997; Kim et al., 1998].

5.3.2 TCRaB' T-Lymphozyten in den Organen

Beziiglich der TCRaS™ T-Lymphozyten konnten wir die Ergebnisse vorheriger Unter-
suchungen fiir die Milz vollkommen bestétigen, fiir das Knochenmark allerdings nur
teilweise. Wir sahen im Knochenmark eine #hnliche Anzahl TCRa8" T-Lymphozyten
im Vergleich zum Wildtyp, jedoch nur im Alter von 12 Monaten, wiahrend im Alter
von 3 Monaten eine Reduktion auffiallt. Moglicherweise wird das Fehlen von IL-7
hier zum Teil kompensiert und das ,,Defizit* an TCRaS" T-Lymphozyten im Laufe
der Entwicklung ausgeglichen. Auch in anderen Organen scheint das Fehlen von IL-7
kompensiert zu werden, bei IL-7-/~ Méusen sahen wir in der Leber sogar eine hohere
Zellzahl der TCRa3" Zellen im Alter von 12 Monaten, im Diinndarm sowohl im Alter
von 3 als auch im Alter von 12 Monaten im Vergleich zum Wildtyp.

5.3.3 CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten in den Organen

Die Untersuchungen zeigten, dass die Anzahl reifer CD4" und CD8' Zellen im
Knochenmark der drei Monate alten IL-7-/~ Méuse signifikant niedriger war als bei
IL-71/* MAusen, es fehlten vor allem naive CD4" und CD8* Zellen. Bei einjéhrigen
Mé&usen bestand kein signifikanter Unterschied mehr, im Gegenteil, die Anzahl der
naiven CD4™ und memory CD8" Lymphozyten war erhéht im Vergleich zu 3 Monate
alten IL-7~/~ und 12 Monate alten Wildtypen. In Diinndarm, Leber und Lunge
konnten wir keinen Unterschied der Anzahl der CD4" Zellen zwischen IL-7t/* und
IL-7-/~ M#usen messen, auch die Anzahl der CD8" Zellen im Diinndarm und Lunge
zeigte keinen Unterschied. Wihrend zwischen der Anzahl der CD8* Zellen der Leber
von IL-7t/% und IL-7~/~ MAusen im Alter von drei Monaten kein Unterschied bestand,
war deren Anzahl bei IL-7~/~ M&usen im Alter von 12 Monaten gegeniiber den
Wildtyp-Miusen signifikant erniedrigt, die der Gedichtnis CD8" Zellen erhoht. Eine
signifikante Reduktion der Anzahl der reifen CD4" und CD8" Zellen war in der Milz
im Alter von drei und 12 Monaten vorhanden. Die Anzahl der naiven und Gedéchtnis
CD4% und naiven CD8" Zellen der Milz der IL-7~/~ Miuse war signifikant niedriger
als bei IL-7t/* M&usen, nur bei Gediichtnis CD8' Zellen war kein Unterschied zu
messen, so dass deren Entwicklung tatséchlich nicht nur abhéngig von IL-7 ist, wie
zuvor bereits gezeigt wurde, sondern wahrscheinlich auch IL-15 die Homd&ostase der
CD8*' Lymphozyten wesentlich reguliert [Tan et al., [2002; |Guimond et al., [2005].

5.3.4 TCRy§" T-Zellen

Im Diinndarm zeigten die Untersuchungen bei IL-7-/~ M&usen eine signifikante
Reduktion der TCR~d" T-Zellen gegeniiber IL-7t/* MAusen sowohl im Alter von
3 als auch 12 Monaten, dies korrespondiert zu Daten vorhergehender Arbeiten, die
dies fiir das periphere Blut und Knochenmark zeigen. Auch fiir den Diinndarm ist
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eine TCRyd" T-Zell-Reduktion vorbeschrieben [Moore et al., [1996]. Wie schon aus
fritheren Untersuchungen des Knochenmarks bekannt ist, hat das Fehlen von IL-7
weniger Einfluss auf die TCR~yd ™ T-Zellen des Knochenmarks. In der hier vorliegenden
Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass im Knochenmark drei Monate alter M&use
die Anzahl an TCR~§' Lymphozyten signifikant gegeniiber dem Wildtyp reduziert
war, bei einjahrigen Méausen bestand dann aber interessanterweise beziiglich der
TCR~' T-Zellen kein Unterschied mehr zwischen IL-7t/* und IL-7-/~ Méusen. In
Leber, Lunge und Milz konnten weder im Alter von drei noch im Alter von zwolf
Monaten TCRvy§* T-Zellen gemessen werden. Diese Beobachtungen bestiitigen die
Vermutung, dass IL-7 direkten Einfluss auf die Bildung der TCR~d™ T-Zellen hat. Im
Knochenmark kann das Fehlen von IL-7 anscheinend kompensiert werden. Hier werden
die lymphatischen Vorstufen gebildet, die Ausreifung der Subpopulationen erfolgt
u.a. im Knochenmark, Thymus und Diinndarm [Moore et al., |[1996]. Moglicherweise
kommt es in Abwesenheit von IL-7 zur vermehrten Produktion anderer Zytokine im
Knochenmark, die die Funktion von IL-7 teilweise kompensieren kénnen, eventuell
kommt TSLP in Betracht, da TSLP auch iiber den IL7TR« bindet, oder aber IL-15,
das auch eine wichtige Rolle in der TCR~vyd§+ T-Zell-Homdostase einnimmt [French
et al., 2005).

5.3.5 DN-T-Lymphozyten im Blut

In den IL-7~/~ M#usen kommt es zu einer signifikanten Zunahme der DN T-Zellen im
peripheren Blut gegeniiber der Wildtypmaus |Feyen et al., 2006], es werden signifikant
héhere Zahlen an DN T-Zellen gegeniiber der IL-77/* Maus gemessen. Deshalb haben
die DN T-Zellen fiir das Uberleben von IL-7~/~ Miusen moglicherweise eine wichtige
Bedeutung. Beschrieben ist eine verminderte Expression des TCRaS auf diesen Zellen,
was auf eine T-Zell-Selektion auflerhalb des Thymus hindeuten kénnte [Fritsch et al.,
1998; [Feyen et al., [2006]. Auch im peripheren Blut des Menschen wird diese T-Zell-
Population beschrieben |[Niehues et al., 1994} 1999; Zhang et al., 2001]. Die exakte
Funktion dieser Zellpopulation ist noch unbekannt. Moéglicherweise sind DN T-Zellen
an der Regulation von Autoimmunprozessen und Transplantationsfolgen, im Sinne
der Verhinderung einer Transplantatabstolung, beteiligt. Vielleicht stellen sie auch
eine Art ,immunkompensatorische* Subpopulation dar, so sind sie bei Mausen und
Menschen mit Apoptosedefekt und Autoimmunitét (CD95-Mutation, ALPS) deutlich
expandiert.

5.3.6 DN-T-Lymphozyten in den Organen

Es fiel eine Zunahme der Anzahl der DN T-Zellen der Lunge auf fast das Doppelte im
Alter von zwolf Monaten bei IL-7~/~ gegeniiber dem Wildtyp auf. Auch im Diinndarm
der TL-77/~ Miuse war die Anzahl der DN T-Zellen im Alter von drei und zwolf
Monaten gegeniiber den IL-7t/* Miusen hoher, dies kénnte eine extrathymische
Selektion der T-Lymphozyten vermuten lassen. Diesbeziiglich sind jedoch weitere
Untersuchungen notwendig, um z.B. die Lunge als Ort extrathymischer Lymphopoese
zu bestétigen oder auszuschlieBen. Eine diesbeziigliche Fragestellung kénnte in einem
nude/IL-7"/~ Maus-Modell beantwortet werden. Auch in der Leber von IL-77/~
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Méiusen konnten wir einen grofleren Anteil DN T-Zellen im Alter von 12 Monaten als
im Alter von 3 Monaten messen. Im Knochenmark wurde im Alter von 12 Monaten kein
Unterschied bzgl. der DN T-Zellen zwischen Wildtyp- und IL-7-/~ Méusen gemessen,
nachdem im Alter von drei Monaten eine signifikant geringere Anzahl gemessen wurde,
so dass wiederum im Knochenmark das Fehlen von IL-7 mit zunehmendem Alter
kompensiert werden kann. Ein ebenfalls signifikant hoherer Anteil der DN T-Zellen, bei
allerdings im Vergleich zum Wildtyp geringeren aboluten Werten, wurde in der Milz im
Alter von drei und zwolf Monaten gemessen. Da die Absolutwerte niedriger sind, ist dies
eher im Rahmen einer unterschiedlichen Zusammensetzung des Lymphozytenpools
zu interpretieren und nicht im Sinne eines zusétzlichen Entstehungsortes der T-
Lymphozyten in der Milz.

5.4 NK- und NK-like T-Zellen

Ein Unterschied der Anzahl der NK- und NK-like T-Zellen zwischen IL-7t/* und
IL-7-/~ M#usen wurde nicht gemessen. Allerdings wurde zuvor schon gezeigt, dass
NK-like T-Zellen (TCRaf/NK1.1T) in IL-77/~ Msiusen funktionell defekt sind
[Vicari et al., 1996]. Es wird postuliert, dass TCR~yd" T-Zellen eine Vorstufe der
NK-like T-Zellen sind [Fritsch et al., 1998]. Diese Vermutung konnten wir aufgrund
der signifikant niedrigeren Anzahl bzw. des Fehlens von TCR~yd" T-Zellen in den
IL-7~/~ Méusen bei gleichzeitigem Vorhandensein von NK- und NK-like T-Zellen
nicht bestétigen.

5.5 B-Lymphozyten

In IL-7-/~ M&usen werden héhere Immunglobulinspiegel als bei Wildtypen gemessen,
der auslosende Pathomechanismus ist jedoch nicht vollsténdig geklért [Carvalho et al.)
2001} [von Freeden-Jeffry et all[1995]. Ein Grund kénnte eine Dysregulation infolge der
T-Zell-Lymphopenie sein. Dagegen spricht allerdings, dass rein T-Zell-lymphopenische
MHuse keine erhohten Immunglobulinspiegel haben. Carvalho et al. konnten zeigen,
dass es zu einer Proliferation von aktivierten B1-Zellen der Marginalzone, die wiahrend
der frithen Entwicklung gebildet werden, kommt.

Im Knochenmark zeigte sich bei fehlendem IL-7 eine signifikante Reduktion der
B-Zellen, die auch schon in vorherigen Arbeiten gezeigt werden konnte [Carvalho et al.,
2001]. Wenn auch die Zahl der B-Lymphozyten im Alter gegeniiber dem Wildtyp
deutlich reduziert ist, ergibt sich die Frage, ob die B-Lymphopoese bzw. -Homdoosta-
se erhalten bleibt. In Untersuchungen des Knochenmarks wird bis zu einem Alter
der M#use von 7 Wochen eine zunehmende Reduktion der B220" /CD19"-Zellen
beschrieben [Carvalho et al., 2001]. Die Oberflichenmarker B220 und CD19 werden
von den B-Zellen von der pro-B-Zelle bis zur reifen B-Zelle exprimiert. In einer
fritheren Arbeit wurde eine Reduktion der Zahl der B220t /CD19%-Zellen bei IL-77/~
Méusen im Alter von drei Monaten beobachtet, im Alter von einem Jahr waren sie
fast komplett abwesend. Der Stopp in der Entwicklung scheint also schon vor dem
Ubergang von der pro- zur pri-B-Zelle stattzufinden [Carvalho et al., 2001]. Bei unseren
Untersuchungen der B-Lymphozyten des Diinndarms und der Leber ergab sich, dass
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die Anzahl der CD19" B-Zellen sowohl bei drei Monate alten als auch bei einjihrigen
IL-7~/~ Méusen im Vergleich zu IL-7t/* Msusen reduziert war, kein Unterschied
hingegen bestand bei den B-Vorlduferzellen (CD19~/B220"). Im Knochenmark war
die Anzahl der B-Vorlaufer, naiven B-Zellen und reifen B-Zellen bei den ko-M&usen im
Alter von drei Monaten gegeniiber dem Wildtyp niedriger. Bei der Untersuchung der
B-Lymphozytenpopulationen der Lunge zeigten sich zwischen IL-7/% und IL-7/~
Mé4usen keine signifikanten Unterschiede. Ist kein IL-7 vorhanden, so ist die B-Zell-
Entwicklung auf der Stufe der pro-B-Zelle unterbrochen, die schon B220 exprimiert.
Unsere Untersuchungen zeigten eine Reduktion der reifen B-Zellen der Milz im Alter
von drei Monaten auf ein Zehntel. Die Anzahl der B-Zellen war auch im Alter von
einem Jahr signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe. Bei Betrachtung der
B220" /CD19" Zellen der Milz sah man im Alter von drei Monaten eine Reduktion auf
ein Zehntel bei IL-7-/~, die auch bei adulten Méusen gemessen wird. Die Anzahl der
B2201/CD19" Zellen im Wildtyp nimmt mit dem Alter zu, die der IL-7-/~ Méuse
bleibt auf dem urspriinglichen Niveau. Dies ist konsistent mit einer fritheren Arbeit,
in der untersucht wurde, ob die Lymphopenie der B-Zellen mit zunehmendem Alter
fortbesteht [Carvalho et all [2001]. Im Vergleich mit einer Kontrollgruppe wurden
B220" B-Lymphozyten von der Geburt bis zum Alter von sieben Monaten bestimmt.
Zu jedem Zeitpunkt war die Zahl der B-Lymphozyten der Milz der IL-7-/~ Méuse
etwa auf ein Zehntel der Kontrollgruppe reduziert [Carvalho et al., 2001]. In unseren
Untersuchungen fiithrt das Fehlen von IL-7 insbesondere in Knochenmark, Diinndarm
und Milz zur signifikanten Reduktion der B-Zell-Populationen in jedem Alter, so
dass wir folgern, dass IL-7 besonders in diesen Organen Einfluss auf die B-Zell-
Lymphopoese nimmt und hier auch nicht ersetzt werden kann. Hier zeigt sich ein
wesentlicher Unterschied zu den T-Zellen, die sich im Alter von einem Jahr nicht
wesentlich zwischen Wildtyp- und IL-7-/~ Méusen unterscheiden. Dies bestérkt die
fiir die B-Zell-Lymphopoese und -Homdostase wichtige und nicht-redundante Funktion
von IL-7.

5.6 Einfluss des Alterungseffektes auf
Lymphozytensubpopulationen bei IL-71/T und IL-77/~
Mausen

Ob der Alterungseffekt bei WT- und ko-M&usen eine dhnliche Rolle spielt oder ob
es Unterschiede gibt, wird im folgenden betrachtet: Die Gesamtlymphozytenzahl der
einzelnen Organe nimmt sowohl bei WT-, als auch bei ko-M#usen zu, eine Ausnahme
ist die WT-Milz, in der es zu einer Abnahme der Lymphozytengesamtzahl kommt.
Die in unseren Messungen erhobenen Werte fanden Ubereinstimmung mit bereits
verdffentlichten Daten anderer Arbeitsgruppen, z.B. beziiglich der Lymphozytenzahl
und Anzahl der TCRaB" Zellen der Milz, des Knochenmarks und Daten zu TCR~6™
T-Zellen [von Freeden-Jefiry et al.,|1995]. Beziiglich der Subpopulationen der einzelnen
Organe stellen wir fest, dass die Zellularitdt des Knochenmarks der IL-7/~ Miuse im
Alter von 3 Monaten gegeniiber WT-M#usen reduziert war, im Alter von 12 Monaten
war die Zellularitdt nicht mehr unterschiedlich. Wir sahen eine Zunahme der Anzahl der
TCRaft T-Zellen, reifer CD4" Zellen und naiver B-Zellen mit zunehmendem Alter.
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Die Anzahl der reifen B-Zellen und NK-like T-Zellen war allenfalls leicht reduziert,
ebenso die Gedichtnis-CD4" Zellen. Bei den IL-7~/~ M&usen ist eine Zunahme
der Zellzahl fast aller Subpopulationen zu messen. Besonders zu erwihnen sind die
TCRaBt T-Zellen der IL-7~/~ Méuse, deren Anzahl mit 12 Monaten deutlich héher
ist als im Alter von 3 Monaten. Wéhrend wir im Alter von 3 Monaten eine signifikante
Reduktion der TCR~6 " T-Zellen bei IL-7~/~ Méusen im Knochenmark messen, nimmt
deren Anzahl im Alter zu, so dass zum W' kein signifikanter Unterschied mehr besteht.
Hieraus kénnen wir schliefen, dass die yd+ T-Zell-Entwicklung nicht nur durch IL-7,
sondern auch durch andere Zytokine erfolgt. Zu nennen ist hier IL-15, das eine wichtige
Rolle in der v6+ T-Zell-Homoostase einnimmt [French et al., 2005]. AuBerdem besteht
eine deutliche Expansion der naiven CD4" Lymphozyten bei IL-77/~ im Vergleich
zum Alter von 3 Monaten und im Vergleich zum WT, sowie eine Expansion der
Anzahl der Gediichtnis CD4", naiven CD8' und Gedsichtnis CD8" Zellen bis zum
Alter von 12 Monaten. Diese beschriebenen altersabhéingigen Verinderungen sind
IL-7 spezifisch. Die eigentliche Funktion von IL-7 kann méglicherweise im Laufe der
Entwicklung entweder direkt im Knochenmark durch andere Zytokine, wie z.B. im
Falle von CD4 durch TSLP oder im Falle von CD8 durch IL-15, kompensiert werden,
oder die Lymphozyten wandern von peripher ins Knochenmark ein [Al-Shami et al.,
2004]. Bereits vermutet wurde, dass bei Depletion der CD4-Zellen IL-7 vermehrt fiir
CD8-Zellen zur Verfiigung steht [Schluns et al., [2005]. In Abwesenheit von IL-7 ist ein
dhnlicher Mechanismus vorstellbar, so dass ohne CD4-Zellen andere Zytokine dann
moglicherweise ausschliellich auf CD8-Zellen wirken kénnen.

Die Lymphozytensubpopulationen der Leber sind bei IL-7-/~ Méusen reduziert im
Vergleich zum Wildtyp. Es wurde eine Zunahme aller Subpopulationen in der Leber
sowohl bei WT-, als auch bei IL-7~/~ Mé&usen mit dem Alter gemessen. Besonders
fillt die Expansion der CD4" und CD8" Lymphozyten bei IL-7-/~ im Vergleich zum
WT auf. Im Alter von 3 Monaten ist die Anzahl der DN T-Zellen bei IL-7~/~ M&usen
grofler als als beim WT, im Alter von 12 Monaten hat sich das Verh&ltnis umgekehrt.
Moglicherweise haben DN T-Zellen die Rolle sogenannter filler cells. Alternativ kénnte
es auch zu einer Expansion dieser Zellen aufgrund einer Infektion kommen, jedoch
wurden in Abwesenheit von IL-7 keine vermehrten Infektionen gegeniiber dem WT
beobachtet. In der Milz der WT-Mé&use nimmt mit zunehmendem Alter nicht nur die
Gesamtlymphozytenzahl, sondern auch die Anzahl der Lymphozyten der Subpopula-
tionen ab, eine Ausnahme bilden die DN T-Zellen und NK-like T-Zellen, deren Anzahl
zunimmt.

Bei den IL-7~/~ Miusen wurde im Alter von 12 Monaten iiberraschenderweise
eine Zunahme der Lymphozyten fast aller Subpopulationen gemessen, nur die Anzahl
der CD4" Gedichtniszellen blieb reduziert. Es stellt sich die Frage, wie es hierzu im
IL-7-/~ Modell kommt. Eine mégliche Erklirung konnte der Einfluss eines oder meh-
rerer anderer Zytokine sein, so wie z.B. die Homo6ostase der CD8' Gedichtniszellen
unter dem Einfluss von IL-15 steht [Baccala et al., |2005]. Im Alter von 3 Monaten
bestand in der Milz der IL-7~/~ Maus eine Reduktion der Lymphozyten auf ca. ein
Zehntel im Vergleich zum W'T, auch die Subpopulationen sind fast alle signifikant
gegeniiber dem WT reduziert. Im Alter von 12 Monaten war die Anzahl der Lympho-
zyten der Subpopulationen, mit Ausnahme der CD8" Gedichtniszellen, immer noch
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reduziert im Vergleich zum WT, im Gegensatz zu den anderen untersuchten Organen.

Vergleicht man die Lymphozytensubpopulationen der Lunge, nimmt die Anzahl
der DN T-Zellen im Alter von 12 Monaten deutlich im Vergleich zum WT und im
Vergleich zu den jiingeren Méusen zu (Abschnitt , moglicherweise auch im
Sinne von filler cells.

Die im Diinndarm erhobenen Daten zeigten eine Zunahme der Lymphozyten der
einzelnen Subpopulationen der TCRa S, TCR~J, reifen B-Zellen und B-Vorlduferzellen
beim Wildtyp. In beiden Altersgruppen fiel eine deutliche Zunahme der TCRa3"
T-Zellen in Abwesenheit von IL-7 im Vergleich zum WT auf (Tabellen [4.11),
was aufgrund der Funktion, die IL-7 in der T-Zell-Differenzierung und -Homdéostase
einnimmt, erstaunt und auch hier den Einfluss anderer Zytokine (z.B. IL-15, TSLP)
in Abwesenheit von IL-7 vermuten lisst.

Wir koénnen die These, dass IL-7 ein nicht-redundantes Zytokin fiir die murine
Lymphopoese ist, fiir die B-Lymphozyten aber nicht fiir T-Lymphozyten bestétigen.
Mit zunehmendem Alter gibt es beziiglich der T-Zellen keine Unterschiede mehr
zwischen Wildtyp- und IL-7~/~ Méusen. Eine Sonderstellung nehmen die NK- und
NK-like T-Zellen ein, die keine Abhéngigkeit von IL-7 zeigen. Die erhohte Anzahl DN
T-Zellen in der Lunge und in der Leber gibt Anlass zu weiteren Untersuchungen, ob das
bronchial assoziierte lymphatische Gewebe (BALT) und das gastrointestinal assoziierte
lymphatische Gewebe (GALT) dieser Organe moglicherweise weitere Bildungsorte
fiir DN T-Lymphozyten neben dem Thymus sind. Um dies zu kléren, sind weitere
Untersuchungen insbesondere der Lunge noétig, hierfiir gibt es bisher keine Daten.

TCR~d' T-Zellen sind in Abwesenheit von IL-7 in Leber, Lunge und Milz nicht vor-
handen, im Darm der jungen und alten Méuse signifikant reduziert, im Knochenmark
bei 3 Monate alten IL-7~/~ Méusen ebenfalls signifikant reduziert, aber im Alter von
12 Monaten ist im Knochenmark im Vergleich zum Wildtyp kein Unterschied mehr
erkennbar. Diese TCRvdt T-Zell-Population des Knochenmarks sollte hinsichtlich
ihres genauen Rezeptoraufbaus untersucht werden. Es ist zu vermuten, dass dies um
eine Untergruppe der TCR~d T T-Zellen handelt, wie es z.B auch schon fiir TCR~§*
T-Zellen in der Haut (V~3), der Zunge (V44), in Lymphknoten, Milz und peripherem
Blut (V4142) bekannt ist. Aus dem Diinndarm isolierte TCRyd™ T-Zellen sind durch
V~s charakterisiert [Baccala et al., 2005].

Die Funktion von IL-7 in Bezug auf die B-Lymphopoese scheint zumindest teilwei-
se von anderen Zytokinen kompensiert zu werden, denn es kénnen unter anderem
reife B-Zellen in allen untersuchten Organen gemessen werden. Deren Anzahl ist in
Diinndarm, Leber und Milz im Alter von 3 und 12 Monaten, im Knochenmark nur
bei 3 Monate alten IL-7~/~ M&usen stark reduziert, in der Lunge jedoch unverédndert
im Vergleich zum Wildtyp. Moglicherweise kommt hierfiir TSLP in Betracht, da es
iitber den IL-7R bindet. Im Knochenmark detektierte reife B-Zellen konnten aus der
Peripherie wieder eingewanderte Bl-Zellen der Marginalzone sein. Vermutet wird,
dass diese aus B1-Zellen, die peritoneal im Fo6tus gebildet werden, entstehen [Carvalho
et al., |2001]. Um diese Hypothese zu priifen, sind weitere Untersuchungen notwendig,
z.B. die Untersuchung von Einzelzellsuspensionen des Knochenmarks auf spezifische
Oberflachenmarker von B1-Zellen bzw. Isolierung von Bl-Zellen aus dem Knochen-
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mark.

Es kann spekuliert werden, ob die Zytokine wie TSLP, die an Untereinheiten des
IL-7 Rezeptors binden, Teilfunktionen von IL-7 kompensieren. Um zu kléren, wie die
Lymphozytenhomdostase der Organe beeinflusst wird, wenn IL-7 nicht zur Verfiigung
steht, sind weitere Untersuchungen notwendig. Moglicherweise hilfreich wére die
Erstellung eines organbezogenen Zytokinprofils und Zytokinrezeptorprofils in IL-7-/~
Méusen im Vergleich zum Wildtyp. Es gibt einige offene Fragen: Wie verédndert
sich die Expression von IL-7Ra und IL-7R~? Wie verindert sich die Expression der
Rezeptoren der anderen Lymphopoetine, insbesondere TSLP und IL-157 Um eine
mogliche frithzeitige Alterung zu untersuchen, sollten die Daten der 12 Monate alten
IL-7~/~ Miuse mit Daten von ca. 3 Jahre alten Wildtypmé&usen verglichen werden,
dann befinden sich die M#use jeweils im gleichen Altersabschnitt, denn IL-7~/~ Mzuse
werden ca. 1 Jahr, Wildtypméuse ca. 3 Jahre alt.
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6 Zusammenfassung

IL-7 ist ein essentielles Zytokin fiir die Lymphopoese. Seine bedeutende Rolle zeigt
sich in der IL-77/~ Maus in einer deutlichen Reduktion der T- und B-Zellen im
peripheren Blut. Es wurde eine Reduktion der TCRa8™ T-Zellen und ein Fehlen der
TCR~6 Zellen im peripheren Blut und Knochenmark beschrieben. Aus Diinndarme-
pithel von IL-7 ~/= MAusen konnten jedoch TCR~4&" Zellen isoliert werden. Bisher
nicht beschrieben war die Verteilung der Lymphozyten in Abhéngigkeit von IL-7 in
anderen Organen, wie Lunge und Leber, sowie die Verteilung der Lymphozytensub-
populationen in Abhéngigkeit vom Alter. In dieser Arbeit wurden aus Diinndarm,
Knochenmark, Lunge, Leber und Milz der IL-7 +/+ und IL-7-/~ Méuse im Alter von 3
und 12 Monaten Einzelzellsuspensionen gewonnen und durchflusszytometrisch auf den
Lymphozytengehalt untersucht. Nach Kryokonservierung der Organe, mit Ausnahme
des Knochenmarks, erfolgten immunhistochemische Féarbungen.

Die IL-7~/~ Méuse und ihre Organe waren deutlich untergewichtiger. Innerhalb der
Organe unterschied sich die Verteilung der Lymphozyten nicht vom Wildtyp, wie die
immunhistochemischen Féarbungen zeigten. Die Verteilung auf die einzelnen Organe
bzw. die Lymphozytensubpopulationen differierten hingegen deutlich. In fast allen
Organen bestand eine Lymphopenie, jedoch nicht in der Leber und Lunge drei Monate
alter Miuse und der Lunge einjihriger Miuse. Die CD41 und CD8™ Zellen waren in
der Milz und im Knochenmark reduziert. Im Knochenmark nahm allerdings deren
Anzahl, vor allem die der Gedéchtniszellen, mit dem Alter bei den ko-M&usen stérker
zu als bei den Wildtypen, so dass in Abwesenheit von IL-7 auch andere Zytokine, z.B.
TSLP oder IL-15, zu wirken scheinen. Auch in der Leber kommt es zu einem Zuwachs
der CD4- und CD8-Subpopulationen. Die unveréinderte Lymphoytenzahl in der Lunge
wird durch die stark erhohte Anzahl der DN-T Zellen erreicht, auch im Diinndarm
kommt es zu einer Expansion. In der Milz, die sich im Vergleich zum W'T durch eine
Zytopenie auszeichnet, expandieren die DN- und NK-like T-Zellen mit dem Alter
vermutlich reaktiv im Sinne sogenannter filler cells. Aufgrund einer verminderten
Expression des TCRa8 auf DN-T-Zellen wird eine extrathymische Selektion vermutet,
der genaue Mechanismus ist noch zu kldren. Ein weiteres Merkmal der IL-7-/~-Maus
ist das Fehlen von TCR~d" T-Zellen. Dies konnten wir auch fiir Leber, Milz und
Lunge zeigen. Im Knochenmark und im Diinndarm ist deren Anzahl stark reduziert,
im Knochenmark der einjdhrigen Tiere jedoch auf gleichem Niveau wie beim Wildtyp.
Um zu iiberpriifen, ob in Abwesenheit von IL-7 andere Zytokine vermehrt produziert
werden oder die Lymphopoese férdern, kénnte die Bestimmung eines Zytokinprofils
sinnvoll sein. In Ubereinstimmung mit fritheren Arbeiten sahen wir eine von IL-7
unabhéngige Verteilung und Entwicklung der NK- und NK-like T-Zellen. Die Anzahl
der reifen B-Zellen ist in allen Organen reduziert. Eine nicht-redundante Abhéngigkeit
der Lymphopoese von IL-7 haben wir fiir alle untersuchten Organe, jedoch in ganz
unterschiedlichem Ausmaf, bestéitigen konnen. Unsere Daten zeigen, dass insbesondere
die B- und teilweise die T-Lymphopoese abhéngig von IL-7 sind, und IL-7 fiir reife
B-Zellen weitgehend nicht-redundant ist.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

AEC 3-Amino-9-ethylcarbazole

AK Antikorper

AP Alkaline Phosphatase

AS Aminoséure(n)

BALT bronchus associated lymphoid tissue
CD Cluster of Differentiation

CVID common variable immunodeficiency
DN Doppelt-Negativ

DP Doppelt-Positiv

FACS Fluorescence Activated Cell sorting
GALT gut associated lymphoid tissue
HAART Hochaktive antiretrovirale Therapie

HSZ Héamatopoetische Stammzelle

Ig Immunglobulin

IHC Immunohistochemistry

1L Interleukin

KM Knochenmark

KMT Knochenmarktransplantation

ko knockout

m ménnlich

MFI main fluorescens intensity (Hauptfluoreszenzintensitit)
MNC mononuclear cell (Mononukleiire Zellen)
MW Mittelwert

NK Natiirliche Killerzelle

NKT Natiirliche Killer T-Zellen

PB Peripheres Blut

RT Raumtemperatur

SA Standardabweichung

SCID severe combined immunodeficiency
Syn. Synonym

SZT Stammzelltransplantation

TCR T-Zellrezeptor

TN Tripel-Negativ

TSLP thymic stromal derived lymphopoietin
w weiblich
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