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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Altern geht mit einer tiefgreifenden Verdnderung der Immunfunktionen einher. Ein steigendes Risiko
fiir Krebserkrankungen und schwere Krankheitsverldufe bei Infektionen machen deutlich, welche
dramatischen Auswirkungen eine Beeintrachtigung des Immunsystems auf die Lebensqualitit und die
Mortalitdt im Alter haben kann. Zytotoxische CD8" T-Zellen besitzen die Fahigkeit zur Ausbildung eines
immunologischen Gedéchtnisses und spielen als Teil der adaptiven Immunantwort eine Schliisselrolle bei
der Erkennung und Abt6tung virusinfizierter und entarteter Zellen. CD8" T-Zellen nutzen fiir die
Eliminierung ihrer Zielzellen zwei  wesentliche Zytotoxizititsmechanismen: Die  iiber
Liganden-Rezeptor-Interaktion induzierte Apoptose und die Exozytose-vermittelte Freisetzung lytischer
Granula. In der Vergangenheit wurden bereits eine Vielzahl von quantitativen und funktionalen
Verdnderungen von CD8* T-Zellen im Alter identifiziert, die zu einer verminderten Immunantwort
gegeniiber neuen Erregern und Tumorzellen beitragen. Dennoch sind die zugrunde liegenden
Mechanismen bis heute nur unvollstindig verstanden. Insbesondere die Abgrenzung zelleigener
Alterationen vom Einfluss der alternden Mikroumgebung bleibt eine Herausforderung, ist fiir die
Optimierung immuntherapeutischer Ansétze jedoch von zentraler Bedeutung. Trotzt der mehrfach
beschriebenen Beeintriachtigungen der CD8* T-Zell-Immunitit im Alter, ist iiber Alterationen in der
zytotoxischen Effektorfunktion der Zellen bemerkenswert wenig bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht welchen Einfluss zelleigene Verianderungen auf die
Zytotoxizitdit ~von  murinen CD8" T-Zellen im  Alter nehmen. Fluoreszenzbasierte
Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays auf Populations- und Einzelzellebene lieferten ein iiberraschendes Ergebnis:
CD8" T-Zellen aus gealterten C57BL/6J Wildtyp-Mé&usen zeigen nach polyklonaler in vitro Stimulation
eine  signifikant schnellere Kinetik der Zielzelllyse. Dies gilt nicht nur fiir die
Gesamt-CD8" T-Zellpopulation, sondern trifft ebenfalls auf die zytotoxische Aktivitdt zentraler
Gedichtnis- und Effektor-Gedichtnis-T-Zellen zu. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es im Alter zu
einem verdnderten Phidnotyp beider CD8" Gedéchtnis-Populationen kommt, der mit einer erhéhten
zytotoxischen Effizienz der Zellen einhergeht. Die weitere Analyse der zugrundeliegenden
Zytotoxizititsmechanismen verdeutlichte, dass die schnelle Zielzelllyse durch CD8" T-Zellen im Alter
weniger auf Alterationen in Rezeptor-vermittelten Signalwegen, sondern vielmehr auf eine verénderte
Granula-Exozytose-vermittelte Zytotoxizitét zuriickzufithren ist. Wéhrend durch die Beurteilung des
Degranulationsverhaltens mittels Durchflusszytometrie und TIRF-Mikroskopie keine altersbedingte
Veranderung in der Exozytose lytischer Granula nachgewiesen werden konnte, zeigte die Quantifizierung
der in den lytischen Vesikeln enthaltenen Effektormolekiile eine im Alter signifikant erhohte Expression
von Perforin und Granzym B. Die Ergebnisse mit in vitro stimulierten murinen CD8" T-Zellen lieferten

somit erstmals deutliche Hinweise darauf, dass die altersbedingt unzureichende Eliminierung von
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Erregern und Tumorzellen in vivo, nicht durch zelleigene Alterationen in der zytotoxischen Funktion von
CD8" T-Zellen bedingt ist.

Im Gegensatz zu der hier durchgefiihrten Antikdrper-basierten polyklonalen Stimulation der
CD8" T-Zellen, erfolgt die Aktivierung des T-Zell-Rezeptors unter physiologischen Bedingungen
antigenspezifisch. Die Bestdtigung der aus den Wildtyp-Mausen gewonnenen Erkenntnisse erforderte
daher die Untersuchung der zytotoxischen Funktion nach antigenspezifischer in vitro Aktivierung.
OT-I Méuse exprimieren T-Zell-Rezeptoren auf CD8" T-Zellen die spezifisch das iiber den MHC-I
Komplex prisentierte Peptid OV Ass7.064 des Modellantigens Ovalbumin erkennen und zdhlen zu den am
hiufigsten verwendeten transgenen Mausmodellen fiir die Untersuchung der antigenspezifischen
CD8" T-Zell-Immunitdt. Der per se immundefiziente Phanotyp der Méause hat jedoch eine deutliche
Reduktion der Lebenserwartung zur Folge, wodurch die {iblicherweise eingesetzte homozygote OT-I Linie
fiir Alterungsstudien weitestgehend ungeeignet ist. Um diese Limitation zu iiberwinden, wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine heterozygote OT-I Linie etabliert, was den Gesundheitsstatus der Miuse
deutlich verbesserte und erstmals die Charakterisierung der Effektorfunktionen antigenspezifischer OT-I
CD8" T-Zellen im Alter erméglichte.

Die kinetische Analyse der Zielzelllyse im antigenspezifischen in vitro Modell bestitigte die hohe
zytotoxische Effizienz von CD8" T-Zellen im Alter. Eine erhohte Expression von Perforin und Granzym
in CD8" T-Zellen aus alten OT-I M&usen unterstiitzt die Annahme, dass die gesteigerte Zytotoxizitit der
Zellen durch zellintrinsische Alterationen in der Expression lytischer Effektormolekiile bedingt ist. Die
Generierung einer OVA-exprimierenden Tumorzellline mit stabiler Expression des Apoptose-Reporters
pCasper ermoglichte eine detailliertere Analyse des Zielzelltodes. Dabei zeigte sich, dass
antigenspezifische CD8" T-Zellen aus alten OT-I Méusen bereits wenige Minuten nach Zielzellkontakt
einen nekrotischen Zelltod verursachen. Offenbar fiihren die hohen Perforin-Konzentrationen im Alter zu
einer erheblichen Schidigung der Membranintegritit von Zielzellen, wodurch die Granzym-vermittelte
Apoptose durch eine schnelle Induktion von Nekrosen ersetzt wird.

Die in dieser Arbeit aufgezeigten zelleigenen Verdnderungen der zytotoxischen Effektorfunktion von
CD8" T-Zellen im Alter konnten sich fiir den alternden Organismus als vorteilhaft oder nachteilig
erweisen und sollten im Rahmen immunmodulatorischer Ansétze nicht unberiicksichtigt bleiben. Die
Moglichkeit heterozygote OT-I Maiuse bis ins hohe Alter zu halten und die Entwicklung typischer
altersbedingter Veranderungen ihrer CD8" T-Zellen, macht sie zu einem attraktiven Modell mit breitem

Anwendungsfeld flir zukiinftige in vitro und in vivo Alterungsstudien.



Summary

Summary

Aging is accompanied by pronounced changes in immune cell functions. Higher incidences of cancer and
a higher risk for severe infectious diseases underline the dramatic impact of impaired immunity on the life
quality and mortality of elderly individuals. As part of the adaptive immune response, cytotoxic
CDS8" T cells are key players in recognizing and killing virus-infected and tumor cells. Target cell
elimination by cytotoxic CD8" T cell can be induced by two major pathways: Induction of apoptosis by
ligand-receptor interactions or exocytosis-mediated release of lytic granules. Various quantitative and
functional alterations of CD8" T cells have been identified that contribute to the impaired immune
response to novel pathogens and cancer cells during aging. Nevertheless, the underlying mechanisms are
still incompletely understood. In particular, separating cell-intrinsic alterations from the aged
environments‘ influence remains challenging but is crucial for optimizing immunotherapeutic approaches.
Despite the commonly described defects in CD8" T cells® immunity in old age, remarkably little is known
about alterations in the cytotoxic behavior itself.

Therefore, this work addressed the impact of cell-intrinsic alterations on the cytotoxic effector function of
murine CD8" T cells during aging. Fluorescence-based real-time cytotoxicity assays at population and
single-cell level revealed a surprising result: CD8" T cells from elderly C57BL/6J wild-type mice exhibit
significantly faster kinetics of target cell lysis after polyclonal in vitro stimulation. This is true for the total
CD8" T cell population and applies to the cytotoxic activity of central memory and effector memory
T cells. These findings suggest a yet undescribed altered phenotype of both CD8" memory populations,
associated with an increased cytotoxic capacity with age. Further analysis of the underlying cytotoxic
mechanisms revealed that alterations in the granule exocytosis pathway decisively contribute to increased
cytotoxicity during aging. While evaluation of degranulation ability by flow cytometry and TIRF
microscopy did not show any age-related changes in the exocytosis of lytic granules, quantification of the
lytic granules’ effector molecules revealed significantly increased expression of perforin and granzyme B
in CD8" T cells from elderly mice. Together, these findings provide evidence that the age-related
inadequate elimination of pathogens and tumor cells in vivo is not caused by cell-intrinsic alterations in
CD8" T cells’ cytotoxic effector function.

In contrast to antibody-based polyclonal in vitro stimulation as used for CD8" T cells from wild-type
mice, physiological activation of T cell receptors requires the recognition of a specific antigen. Thus,
investigating the cytotoxic behavior of aged CD8" T cells after antigen-specific in vitro stimulation was
necessary to confirm the recent findings in a more physiological context. OT-I mice express T cell
receptors on CD8" T cells specific for the OVAjs7.264 peptide and are among the most widely used

transgenic mouse models to study antigen-specific CD8" T cell immunity.



Summary

Unfortunately, using a homozygous OT-I model in aging research is challenging due to increased
mortality and general health issues of these per se immunodeficient mice.

Within the scope of this work, a heterozygous OT-I model was established, which improved the health
status of the mice and enabled the characterization of antigen-specific CD8" T cells even in old age.
Kinetic analysis of antigen-directed target cell lysis confirmed the high cytotoxic efficiency of
CD8" T cells with age. Increased expression of perforin and granzyme B in CD8" T cells from elderly
OT-I mice supports the notion that increased cytotoxicity is caused by cell-intrinsic alterations in the
expression of lytic effector molecules. Generating an OVA-expressing tumor cell line that stably
expresses the apoptosis reporter pCasper allowed a more detailed analysis of target cell death, uncovering
that antigen-specific CD8" T cells from elderly OT-I mice induce necrotic cell death within minutes after
target cell contact. Age-related high perforin concentrations substantially disrupt the targets cells'
membrane integrity, replacing granzyme-mediated apoptosis by rapid necrosis induction.

The cell-intrinsic alterations of CD8" T cells uncovered within the present work might prove to be
beneficial or detrimental for the aging organism and are worth considering in immunomodulatory
approaches. The possibility of keeping heterozygous OT-I mice into old age and the development of
typical age-related changes of their CD8" T cells opens a widely applicable tool for future in vitro and

in vivo aging studies.



Einleitung

1 Einleitung

Der demographische Wandel fiihrt zu einer stetig wachsenden Anzahl alterer Menschen in unserer
Gesellschaft und stellt das Gesundheitssystem und die Wissenschaft vor neue Herausforderungen. Dabei
geht es nicht allein um die Verldngerung der Lebenserwartung bei Krankheit, sondern vielmehr um den
Erhalt der Gesundheit und der Lebensqualitit im Alter. Verinderungen des Immunsystems tragen
wesentlich zur Erhohung der Morbiditit in dieser Bevolkerungsgruppe bei. Eine effiziente Immunantwort
setzt ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Abwehrmechanismen voraus. Stérungen in diesen
Interaktionen konnen Tumorerkrankungen, schwere Verldufe bei Infektionskrankheiten aber auch
chronische Entziindungsreaktionen und Autoimmunitét zur Folge haben. Ein umfassendes Verstéindnis der
zugrundeliegenden Prozesse ist fiir die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Strategien von

essenzieller Bedeutung.

1.1 Angeborene und adaptive Immunitiit

Grundsétzlich lésst sich die kdrpereigene Immunantwort in die angeborene und die adaptive (erworbene)
Immunitét unterteilen. Das angeborene Immunsystem stellt die erste Abwehr von Krankheitserregern dar
und umfasst physikalische Barrieren wie Haut und Mukosa, humorale Komponenten wie antimikrobielle
Peptide und eine Zell-vermittelte Immunantwort durch natiirliche Killer-Zellen, Granulozyten,
dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen (Clark & Kupper, 2005; Riera Romo et al., 2016).
Zellen des angeborenen Immunsystems reagieren innerhalb weniger Minuten bis Stunden, die
Pathogen-Erkennung erfolgt unspezifisch anhand charakteristischer —Strukturmotive (PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns). Die Aktivierung {iber entsprechende Rezeptoren
(PRRs, pattern recognition receptors) fihrt abhingig vom Zelltyp, zur sofortigen Eliminierung infizierter
Zellen, zur Phagozytose und anschlieBender Antigen-Prisentation und/oder zur Ausschiittung
inflammatorischer Zytokine (Riera Romo et al., 2016; Smith et al., 2019).

Die adaptive Immunitit besteht ebenfalls aus einer zelluldren und einer humoralen Immunantwort,
vermittelt durch B- und T-Zellen. Die Etablierung der adaptiven Immunantwort dauert 1-2 Wochen (Netea
et al., 2019; Pennock et al., 2013), ist antigenspezifisch und ermdglicht durch die Ausbildung eines
immunologischen Gedichtnisses eine langanhaltende Immunitdt durch schnelle Reaktion bei erneutem
Antigen-Kontakt. Anders als PRPs auf Zellen des angeborenen Immunsystems, entstehen B- und
T-Zell-Rezeptoren durch somatische V(D)J-Rekombination von verschiedenen Gensegmenten. Dies fiihrt
zu einer enormen Vielfalt unterschiedlicher Rezeptoren mit einzigartiger Antigen-Spezifitét (Bonilla &
Oettgen, 2010; Clark & Kupper, 2005).

B-Zell-Rezeptoren bestehen aus membrangebundenen Immunglobulinen, nach entsprechendem

Antigen-Kontakt differenzieren die B-Zellen zu Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen aus.
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T-Zell-Rezeptoren (TZR) binden hingegen nicht direkt an Antigene, sondern an prozessierte
Peptidfragmente des Antigens die von MHC-Molekiilen (major histocompatibility complex) auf der
Zelloberflache prédsentiert werden. Trotzt vergleichbarer Mechanismen der TZR-Aktivierung, konnen
T-Zellen je nach Subtyp sehr unterschiedliche Effektorfunktionen erfiillen. Diese reichen von direkter
zytotoxischer Aktivitdt, durch die infizierte oder entartete Zellen eigenstindig eliminiert werden konnen,
bis hin zur Regulation von Immunantworten durch Ausschiittung pro- oder anti-inflammatorischer
Zytokine (Bonilla & Oettgen, 2010). Obwohl hdufig als getrennte Systeme betrachtet, verdeutlicht das
zunehmende Verstdndnis immunregulatorischer Mechanismen das synergistische Zusammenspiel der
angeborenen und adaptiven Immunitit. Antigenprdsentierende Zellen (APCs) des angeborenen
Immunsystems initiieren nicht nur die Aktivierung und Expansion von B- und T-Zellen, die Ausschiittung
von Chemokinen ermdglicht zudem die Rekrutierung weiterer Immunzellen (Chang & Beatty, 2020; Clark
& Kupper, 2005). Die Sekretion von Zytokinen durch APCs, NK-, B- und T-Zellen fiihrt zur
wechselseitigen Modulation von Immunantworten und ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der

Immunhomdostase (Belardelli & Ferrantini, 2002; Wu et al., 2014; Zingoni et al., 2005).

1.2 Zytotoxische CD8* T-Zellen

T-Zellen werden anhand funktionaler Unterschiede und der Expression immunphénotypischer
Oberflichenmarker (CD, Cluster of Differentiation) in zytotoxische T-Zellen, T-Helfer-Zellen und
regulatorische T-Zellen unterteilt. Alle T-Zellen exprimieren den TZR-Co-Rezeptor CD3, zytotoxische
T-Zellen exprimieren zudem den Co-Rezeptor CD8, T-Helfer-Zellen zeichnen sich durch die Expression
von CD4 aus. T-Zellen reifen im Thymus heran und durchlaufen wéhrend ihrer Entwicklung verschiedene
Differenzierungsstadien. Die aus dem Knochenmark hidmatogen in den Thymus eingewanderten
multipotenten CD34" hamatopoetischen Stammzellen, exprimieren als frithe, doppelt-negative
Thymozyten weder T-Zell-Rezeptoren noch die Oberflachenmarker CD3, CD4 und CDS8 (Anderson et al.,
1996; Schmitt et al., 1995). Wihrend der weiteren Differenzierung erfolgt die T-Zell-Spezifizierung
einschlieBlich des Gen-Rearangements fiir die a- und B-Ketten des TZR und der gleichzeitigen Expression
von CD4 und CDS8 (doppelt-positive Thymozyten). In diesem Stadium findet die positive Selektion der
Thymozyten nach Bindungsaffinitit des T-Zell-Rezeptors an den MHC-Komplex statt. Zellen, die eine
ausreichend stabile TZR-MHC-Bindung aufweisen, differenzieren durch Herunterregulation von CD8
oder CD4 zu ecinfach positiven Thymozyten aus. Durch negative Selektion werden autoreaktive
Thymozyten entfernt (Anderson et al., 1996; Takada & Jameson, 2009), die reifen CD4" und CD8" Zellen
wandern als naive T-Zellen (Tx) in die Blutbahn und lymphatische Organe, wo sie auf ihre
MHC-assoziierten Antigene treffen. Die polymorphen MHC-Molekiile lassen sich anhand ihrer
Peptid-Interaktionen in zwei Gruppen einteilen. MHC-I-Molekiile werden von fast allen kernhaltigen

Zellen exprimiert und prasentieren vor allem Tumorantigene oder virale und parasitére Peptide die aktiv in
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der Zelle synthetisiert werden oder in das Zytosol gelangen (Germain & Margulies, 1993; Moore et al.,
1988). MHC-Klasse-II-Molekiile werden von antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert und prédsentieren phagozytierte und lysosomal degradierte Peptide
(Castellino & Germain, 1995; Germain & Margulies, 1993). Zytotoxische CD8" T-Zellen erkennen
MHC-I-présentierte Peptide, MHC-II-prasentierte Antigene werden von CD4" T-Zellen erkannt.

1.2.1 Aktivierung und Differenzierung

Die Bindung des T-Zell-Rezeptors an ein MHC-assoziiertes Antigen hat die Aktivierung einer komplexen
Signalkaskade zur Folge, die iiber verschiedene Membranproteine, Adaptermolekiile und ,,Second
Messenger® die Transkription zahlreicher, an der T-Zell-Aktivierung und -Funktion beteiligter, Gene
initiiert. Der TZR-Komplex besteht aus den o- und p-Ketten des T-Zell-Rezeptors die mit den
CD3-Untereinheiten d, y, € und { assoziiert sind. Diese beinhalten Immunrezeptor-Tyrosin-basierte
Aktivierungsmotive (ITAMs) die durch die Protein-Tyrosin-Kinasen Lck und Fyn phoshoryliert werden
und so die Bindung und Aktivierung der ZAP70 Kinase ermdglichen (Hwang et al., 2020). ZAP70
phosphoryliert das Transmembranprotein LAT (linker for activation of T cells), was zur Rekrutierung
weiterer Signalmolekiile fiihrt, die unter anderen an den Aktivierungskaskaden des Ca’'-IP3-NFAT
(nuclear factor of activated T cells) -, des MAPK (mitogen-activated protein kinase) - und des NF-xB
(nuclear factor-xB) - Signalweges beteiligt sind (Brownlie & Zamoyska, 2013; Conley et al., 2016;
Courtney et al., 2018). Die daraus resultierende Translokation und Aktivierung der entsprechenden
Transkriptionsfaktoren fiithrt zur Expression verschiedener Zytokine und Effektormolekiile, die essenziell
fiir die Proliferation, Differenzierung und Funktion der Zelle sind. Die Initiation von Effektorfunktionen,
die klonale Expansion und Ausbildung langlebiger Gedéchtnispopulationen erfordert neben der
TZR-MHC-Bindung zwei weitere Aktivierungssignale, die der Ligandenbindung an den
Kostimulatorischen Rezeptor CD28 und die Stimulation durch pro-inflammatorische Zytokine wie IL-12
und IFN-a (Borowski et al., 2007; Mescher et al., 2006). Die Proliferation der aktivierten CD8* T-Zellen
filhrt zur Generierung antigenspezifischer Effektorpopulationen, die iiber die Blutbahn in entziindliches
Gewebe migrieren und infizierte oder entartete Zellen beseitigen. In der darauffolgenden
Kontraktionsphase sterben 90-95% der Effektor-T-Zellen durch Apoptose-induzierende Signalwege
(Badovinac et al., 2002; Obar & Lefrangois, 2010; Pennock et al., 2013). Die zuriickbleibenden,
antigenspezifischen CD8" T-Zellen differenzieren zu Gedichtnis-T-Zellen und ermoglichen so die
schnelle Re-Aktivierung bei erneutem Antigen-Kontakt. Anhand immunphénotypischer und funktioneller
Merkmale lassen sich diese in Zentrale Gedichtnis-T-Zellen (Tcwm, central memory T cells) und
Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tewm, effector memory T cells) unterteilen (Sallusto et al., 1999). Tcem sind
charakterisiert durch eine starke Expression der Adhdsionsmolekiile CD44 und CD62L und einem hohen

Proliferationspotential nach Antigen-Kontakt. Tem exprimieren wenig CD62L und zeichnen sich durch
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eine schnelle Initiierung der zytotoxischen Effektorfunktion bei eingeschrénkter Proliferationsfahigkeit
aus (Obar & Lefrangois, 2010; Pennock et al., 2013; M. A. Williams & Bevan, 2007). Ob CD8"* T-Zellen
zu kurzlebigen Effektorzellen oder langlebigen Tcm und Tewm differenzieren, ist von zahlreichen Faktoren
abhingig. Die Intensitit des TZR-Signals, die Sekretion von Zytokinen und gewebespezifischen Faktoren
beeinflussen das Transkriptionsprofil und entscheiden somit iiber das Differenzierungsschicksal einer

T-Zelle (Conley et al., 2016; Hwang et al., 2020; Pennock et al., 2013; M. A. Williams & Bevan, 2007).

1.2.2 Effektorfunktionen

Die Hauptfunktion zytotoxischer CD8" T-Zellen liegt in der Abtotung infizierter und entarteter Zellen. Die
Féhigkeit zu Apoptose-Induktion, der geordneten Selbsteliminierung von Zielzellen, ist essenziell fiir die
Aufrechterhaltung der Gewebe- und Immunhomdostase. Die zugrundeliegenden Prozesse sind vielfiltig
und in ihrer Komplexitét bis heute nicht vollstindig aufgeklart. Grundsétzlich verfiigen CD8* T-Zellen
tiber zwei Mechanismen ihrer zytotoxischen Funktion: FEine {iber Liganden-Rezeptor-Interaktion

induzierte Zytotoxizitit und die Exozytose-vermittelte Freisetzung lytischer Granula (Abbildung 1).

1.2.2.1 Granula-Exozytose-vermittelte Zytotoxizitét

Wird eine Zielzelle von einer CD8" T-Zelle erkannt, fiihrt dies zur Ausbildung einer ,,immunologischen
Synapse” (IS), vermittelt durch die Bindung des TZR and den MHC-Komplex und die Bindung von
LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) an ICAM-1(intercellular adhesion molecule 1) auf der
Zielzelloberfliche (Huppa & Davis, 2003). Dieser stabile Kontakt fiihrt zur Polarisierung der
CD8" T-Zelle und einer Reorganisation des Zytoskeletts. Das Mikrotubuli-organisierende Zentrum
(MTOC, microtubule organizing centre) bewegt sich in Richtung Plasmamembran wodurch sekretorische
Lysosomen, die ,lytischen Granula®, entlang der Tubuli in Richtung Zielzelle transportiert werden
(Stinchcombe & Griffiths, 2007). Die Hauptkomponenten lytischer Granula sind Perforin und
verschiedene Granzyme. Perforin verursacht durch Bindung an Phosphorylcholin-Kopfgruppen und
Polymerisation die Bildung von Poren in der Plasmamembran von Zielzellen (Smyth & Trapani, 1998).
Die strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit von Perforin zu dem Poren-bildenden Komplementprotein
C9 fiihrte zu der urspriinglichen Annahme, dass CD8" T-Zellen ihre Zielzellen allein durch die
Schadigung der Plasmamembran lysieren (Shinkai et al., 1988; Tschopp et al., 1986). Inzwischen ist
sicher, dass Perforin fiir den Exozytose-vermittelten Zielzelltod zwar unerldsslich, die Freisetzung von
Granzymen jedoch Voraussetzung fiir die nachfolgende Apoptose-Induktion ist (Abbildung 1). Granzyme
sind Serinproteasen, die eine Vielzahl von Proteinsubstraten spalten, was entweder direkt oder indirekt zur
DNA-Fragmentierung und Apoptose der Zelle fiihrt (Russell & Ley, 2002). In Mausen wurden bisher elf,
im Menschen fiinf Granzyme mit unterschiedlicher Substratspezifitdt identifiziert (Stinchcombe and

Griffiths 2007, Cullin and Martin 2008). Granzym B ist aufgrund der Abundanz und funktionalen
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Relevanz bisher am besten charakterisiert (Cullen and Martin 2007, Fang and Zhang 2005). Die
zytotoxische Wirkung von Granzym B beruht auf der Aktivierung von Caspasen, was die Proteolyse
weiterer an der Caspase-Kaskade beteiligten Substrate zur Folge hat. So fiihrt die Aktivierung der
Nuklease CAD (caspase-activated DNase) durch Spaltung ihres Inhibitors zur Fragmentierung der DNA
(Cullen & Martin, 2008; Fan & Zhang, 2005; Russell & Ley, 2002). Die Granzym B-vermittelte Initiation
der Caspase-Kaskade erfolgt dabei entweder direkt, durch Spaltung der Caspasen 3 und 8 oder indirekt,
durch Spaltung von BID (BH3 interacting domain death agonist), was die Permeabilisierung der
mitochondrialen Membran, die Freisetzung von Cytochrom C in das Cytosol und somit die Aktivierung
der Caspase-Kaskade zur Folge hat (Cullen & Martin, 2008; Fan & Zhang, 2005). Die genauen
Mechanismen der Granzym-Aufnahme in die Zielzelle wurden lange Zeit kontrovers diskutiert (Barry &
Bleackley, 2002; Russell & Ley, 2002). Auch wenn bisher noch nicht vollstindig verstanden, ist die
Annahme, dass Perforin Poren in der Plasmamembran der Zielzelle bildet durch die Granzyme in das
Zytosol gelangen, weitgehend akzeptiert (Ivanova et al., 2022; Leung et al., 2017; Lopez et al., 2013).
Theorien, bei denen Perforin und Granzyme von der Zielzelle endozytiert und anschliefend aus
intrazelluldren Vesikeln freigesetzt werden sind strittig, aber ebenfalls bis heute vertreten (Gordy & He,

2012; Ivanova et al., 2022; Kurschus et al., 2008; X. Liu & Lieberman, 2020).

1.2.2.2 Rezeptor-vermittelte Zytotoxizitit

Neben der Freisetzung lytischer Granula, ist die Apoptose-Induktion iiber Todesrezeptoren ein weiterer,
wesentlicher Zytotoxizitdtsmechanismus von CD8" T-Zellen. Die Interaktion des Fas-Rezeptors (CD95)
auf Zielzellen mit seinem Liganden (FasL, CD178) auf CD8" T-Zellen spielt hierbei wohl die
bedeutendste Rolle (Abbildung 1). Fas ist ein Typ-I Transmembranprotein der Tumornekrosefaktor-
Rezeptor (TNF-R)-Familie mit einer zytoplasmatischen Todesdoméne (Volpe et al., 2016). Die Bindung
des Fas-Liganden, einem Typ-II Transmembranprotein der entsprechenden TNF-Zytokin-Familie, fiihrt
zur Rekrutierung des Adaptermolekiils FADD (Fas-associated death domain) und der Formierung des
Apoptose-induzierenden  Signalkomplexes DISC (death-inducing signaling complex) um die
Rezeptor-Todesdoméne (Strasser et al., 2009; Volpe et al., 2016; Wajant, 2002). Dieser beinhaltet die
Initiator-Caspase 8 wodurch die Effektor-Caspasen 3 und 7 entweder direkt oder iiber die BID-initiierte
Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium aktiviert werden (Hao & Mak, 2010; Wajant,
2002). Neben der Eliminierung infizierter und entarteter Zellen, ist die Todesrezeptor-vermittelte
Zytotoxizitdt ein essenzieller Mechanismus fiir die Aufrechterhaltung der T-Zell-Homdostase. Die
Fas-FasL-induzierte Apoptose schiitzt den Organismus vor autoreaktiven Zellen und ermdglicht die
kontrollierte Beseitigung aktivierter T-Zellen wahrend der Immunantwort (Krammer, 2000; Peter et al.,

2015).
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Abbildung 1. Zytotoxizititsmechanismen von CD8" T-Zellen. Die Bindung des T-Zell-Rezeptors an ein MHC-I assoziiertes
Antigen flihrt zur Ausbildung einer immunologischen Synapse zwischen Zielzelle und CD8" T-Zelle. Zur Induktion des
Zielzelltodes nutzen CD8" T-Zellen zwei wesentliche Zytotoxizititsmechanismen: Die Exozytose lytischer Granula und die
Aktivierung des Todes-Rezeptors Fas. Die Granula-Exozytose vermittelte Zytotoxizitdt basiert auf der Freisetzung der in den
lytischen Vesikeln enthaltenen Effektormolekiile Perforin und Granzym B. Perforin verursacht die Bildung von Poren in der
Plasmamembran der Zielzelle wodurch Granzym B in das Zytosol gelangt und iiber Aktivierung der Caspase-Kaskade die
Apoptose der Zielzelle induziert. Die Bindung des Fas-Liganden auf CD8" T-Zellen an den Fas-Rezeptor auf der Zielzelle fiihrt
zur Rekrutierung des Adaptermolekiils FADD, was ebenfalls die Aktivierung der Caspase-Kaskade zur Folge hat. Die dadurch in
aktivierter Form vorliegende Nuklease CAD induziert durch DNA-Fragmentierung den apoptotischen Zielzelltod.
MHC-I (major histocompatibility complex); TZR (T-Zell-Rezeptor); GrzB (Granzym B); FasL (Fas-Ligand); FADD
(Fas-associated death domain),; BID (BH3 interacting domain death agonist); CAD (caspase-activated DNase).

1.2.2.3 Zytokin-Sekretion

Die Sekretion pro- und anti-inflammatorischer Zytokine gehdrt zu den wesentlichen Effektorfunktionen
aktivierter Immunzellen. Wahrend der adaptiven Immunantwort zéhlen CD4" T-Helfer-Zellen zu den
Hauptproduzenten von Zytokinen, die durch charakteristische Sekretionsprofile funktional in verschiedene
Subpopulationen, wie Th1-, Th2-, Th9-, Th17- und regulatorische T-Zellen (Treg), unterteilt werden (Wan
& Flavell, 2009). Auch CD8" T-Zellen zeichnen sich durch Unterschiede in der Zytokin-Expression aus,
deren Muster vergleichbar mit dem von CD4" T-Zellen ist. CD8" T-Zellen mit hoher Sekretion von IFN-y,
TNF-a und IL-2 werden als Tcl-Zellen definiert. Tc2-Zellen produzieren liberwiegend IL-4, IL-6 und
IL-10, Tc9-Zellen IL-9 und Tc17-Zellen IL-17, IL-21 und IL-22 (Mittriicker et al., 2014; Mosmann et al.,
1997; Yu et al., 2013). Vor allem Tcl-Zellen zeichnen sich durch eine hohe Zytotoxizitdt aus, aber auch
Tc2-Zellen eliminieren ihre Zielzellen iiber Perforin/Granzym- und Fas/FasL-vermittelte Signalwege

(Mosmann et al., 1997; Sad et al., 1995; Yu et al., 2013). Tc9- und Tc17-Zellen zeigen hingegen kaum
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zytotoxische Aktivitit. Sie konnen die antitumorale Immunantwort sowohl positiv als auch negativ
beeinflussen und werden mit Autoimmunerkrankungen und Allergien in Verbindung gebracht (Huber et
al., 2009; Lu et al., 2014; Liickel et al., 2020; Visekruna et al., 2013). Die funktionelle Klassifizierung von
CD8" T-Zellen anhand ihres Zytokinmusters ist im Vergleich zu CD4" T-Zellen weit weniger verbreitet,
gewinnt jedoch aufgrund der klinischen Relevanz zunehmend an Aufmerksamkeit. Auch wenn der
Féhigkeit zur Expression unterschiedlicher Zytokinprofile eine wesentliche, immunregulatorische
Bedeutung zukommt, zeigen CDS8' T-Zellen, anders als CD4" T-Zellen, eine starke Priferenz zur
Differenzierung in Tcl-Zellen (Mosmann et al., 1997). Somit exprimiert der iiberwiegende Anteil der
CD8" Effektor-T-Zellen groBe Mengen an IL-2 und IFN-y, Zytokine mit direktem Einfluss auf die
zytotoxische Funktion der Zellen (Bhat et al., 2017; Janas et al., 2005). Neben der Beteiligung an
Proliferation und Differenzierung von CD8" T-Zellen, vermittelt IL-2 die Expression von Granzymen,
Perforin und IFN-y (Janas et al., 2005; Liao et al., 2013; Ross & Cantrell, 2018). IFN-y spielt eine
wichtige Rolle bei der Migration der CD8" T-Zellen zum Entziindungsort und wird mit einer erhéhten

Zytotoxizitdt der Zellen in Verbindung gebracht (Bhat et al., 2017; Tau et al., 2001).

1.3 Immunoseneszenz

Wihrend des Alterns werden die Funktionen des Immunsystems auf vielschichtige Weise beeintréchtigt.
Ein erhohtes Risiko fiir die Entstehung von Krebserkrankungen, schwere Verlaufe bei Infektionen und ein
verminderter Schutz nach Impfungen sind nur einige der Folgen. Der unter dem Begriff
~lmmunoseneszenz* zusammengefasste Alterungsprozess betrifft sowohl Zellen des angeboren als auch
des adaptiven Immunsystems und beeinflusst somit ebenfalls die gegenseitige Modulation der
Immunantworten. So filhren Verdnderungen in der Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren auf
Makrophagen und dendritischen Zellen einerseits zu Beeintrachtigungen in der eigenen phagozytischen
Funktion und Eliminierung von Krankheitserregern und Tumorzellen (Fulop et al., 2013; Plowden et al.,
2004; Weiskopf et al., 2009). Andererseits trigt die eingeschrinkte Aufnahme von Antigenen in
Kombination mit einer verringerten Expression von MHC-II-Molekiilen im Alter (Plowden et al., 2004;
Weiskopf et al., 2009) zu einer reduzierten T-Zell-Aktivierung bei. Die verminderte Anzahl naiver
T-Zellen durch Thymusinvolution verstiarkt die unzureichende Antwort des adaptiven Immunsystems
gegen neue Erreger (Cunha et al., 2020). Die fortwahrende Antigenexposition im Verlauf des Lebens und
die zunehmende Unfdhigkeit der effektiven Beseitigung von Pathogenen, hat eine stetige Stimulation der
Immunzellen zur Folge. Dies fiihrt letztlich zu einer tiefgreifende Dysregulation von Immunantworten,
wobei einige Effektorfunktionen herunterreguliert und andere verstirkt werden (Pinti et al., 2016).
Insbesondere die erhohte Expression pro-inflammatorischer Zytokine wird mit chronischen
Entziindungsprozessen assoziiert, die die Karzinogenese fordern (Fulop et al., 2013) und zur Entstehung

typischer Alterserkrankungen wie Alzheimer, Arteriosklerose oder Arthritis beitragen (Fiilop et al., 2016;
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Weiskopf et al., 2009). Die genauen Mechanismen des Zusammenspiels zwischen verminderter
Immunantwort einerseits und chronischen Entziindungsreaktionen auf der anderen Seite sind noch
unzureichend verstanden.

Immunosensezenz wurde lange Zeit als fortschreitende Verschlechterung der Immunfunktionen im Alter
betrachtet. Das wachsende Verstindnis dieser dynamischen Prozesse richtet den Fokus jedoch zunehmend
auf das inzwischen mehrfach beschriebene Modell der ,,Remodellierung des Immunsystems* (Franceschi
et al., 1995, 2000; Fulop et al.,, 2016; Pinti et al., 2016). Dabei sind Verdnderungen einzelner
Immunfunktionen als Ergebnis einer kontinuierlichen Anpassung an die im Alter auftretenden
Beeintrachtigungen zu verstehen. Diese Adaption stellt die Aufrechterhaltung der Immunantwort sicher,

fordert jedoch auch den Organismus schidigende Prozesse.

1.3.1 CD8" T-Zellen im Alter

Der Thymus ist das zentrale Organ fiir die Produktion von T-Zellen. Die stetige Riickbildung des
Thymusgewebes im Verlauf des Lebens ist wohl eines der markantesten Verdnderungen im
Alterungsprozess und ein wesentlicher Faktor der Immunoseneszenz (Nikolich-Zugich, 2014). Die
Thymusinvolution wird von einer verdnderten Struktur des Thymusstromas begleitet, wodurch die fiir die
T-Zell-Reifung notwendigen zelluldren Interaktionen zwischen Thymusepithelzellen und einwandernden
lymphoiden Zellen stark beeintréchtigt sind (Chinn et al., 2012). Dariiber hinaus verdndert sich im Alter
das Differenzierungspotenzial hdmatopoetischer Stammzellen, was eine Verschiebung von lymphoiden
Vorlduferzellen in Richtung myeloide Linie zur Folge hat (Rossi et al., 2005). Altersbedingte Defekte im
Proliferations- und Differenzierungspotenzial der in den Thymus eingewanderten lymphoiden Zellen
reduzieren die Produktion reifer T-Zellen zusitzlich (Berent-Maoz et al., 2012). Der mangelnde
Nachschub beeinflusst die homoostatische Proliferation der verbleibenden peripheren naiven T-Zellen,
wodurch die TZR-Diversitidt des naiven T-Zell-Pools weiter abnimmt (Blackman & Woodland, 2011;
Cicin-Sain et al., 2007). Durch die zunehmende Antigenerfahrung im Laufe des Lebens dominieren
letztlich klonal expandierte Gedachtnis-T-Zellen den T-Zell-Pool im Alter (Ahmed et al., 2009). Die
Verringerung des TZR-Repertoires durch die massive Abnahme naiver T-Zellen triagt wesentlich zur einer
eingeschrinkten Immunantwort gegen neue Erreger und Impfungen bei (Abbildung 2).

Funktionale Defekte innerhalb der Subpopulationen verstiarken die unzureichende T-Zell-Immunitdt im
Alter. Verdnderungen in der Expression von Oberflachenrezeptoren und Signalmolekiilen beeinflussen die
Aktivierung des T-Zell-Rezeptors und die nachgeschaltete Signaltransduktion. Der Verlust des
Co-stimulatorischen Rezeptors CD28 und die gleichzeitige Hochregulation von NK-Zell-Rezeptoren in
humanen CD8" T-Zellen gehoren hierbei sicher zu den prominentesten Beispielen (Abedin et al., 2005;
Effros, 2004). Alterationen in den intrazelluldren Signalwegen bestimmen die Expression von

Transkriptionsfaktoren und Effektormolekiilen, die fiir Proliferation, Differenzierung und Funktion der
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Zelle entscheidend sind (Goronzy et al., 2012). Zahlreiche Studien belegen sowohl eine eingeschriankte
Expansion und Differenzierung naiver T-Zellen als auch eine eingeschriankte Proliferationsfahigkeit von

Gedichtnis-T-Zellen im Alter (Nikolich—Zugich, 2018; Nikolich—Zugich etal., 2012).
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Abbildung 2. Altersbedingte Verinderungen in der CD8* T-Zell-Immunitit. Verschiedene Faktoren tragen zu einer
unzureichenden Immunantwort von CD8" T-Zellen im Alter bei. Die Riickbildung des Thymusgewebes und Alterationen im
Differenzierungspotential hdmatopoetischer Stammzellen (HSC) fiihren zu einer reduzierten Anzahl naiver T-Zellen in der
Peripherie, was eine homgostatische Proliferation zur Folge hat. In Kombination mit der Akkumulation von Gedachtnis-T-Zellen
durch die andauernde Antigenexposition im Verlauf des Lebens, wird die Diversitit des T-Zell-Rezeptor (TZR)- Repertoires
zunehmend eingeschrinkt. Altersbedingte Verdnderungen auf Seiten antigenprisentierender Zellen (APC) gehen mit einer
verringerten Aktivierung der CD8" T-Zellen einher. Verstirkt durch zelleigene Alterationen in intrazelluldren Signalwegen, fiihrt
dies zu einer verdnderten Expression von Transkriptionsfaktoren und Effektormolekiilen. Der damit einhergehende Mangel an

spezifischen Effektorzellen fiihrt zu einer unzureichenden Eliminierung virusinfizierter und entarteter Zellen.

Letztlich ist die Aktivierung und Initiation von Proliferation und Effektorfunktionen jedoch wesentlich
von externen Stimuli, insbesondere dem Zytokinmilieu und einer adidquaten Antigenprésentation
abhingig. Inwieweit und in welchem Ausmal funktionale Defekte durch die genannten zellintrinsischen
Verinderungen oder durch externe Faktoren verursacht werden ist hdufig schwer zu differenzieren und bis

heute nicht vollstindig aufgeklért.

13



Einleitung

1.4 Zielsetzung

Das Immunsystem unterliegt wihrend des Alterungsprozesses einer kontinuierlichen Remodellierung, die
mit einer tiefgreifenden Verdnderung der adaptiven Immunantwort einhergeht. CD8" T-Zellen spielen eine
Schliisselrolle bei der Erkennung und Abtotung virusinfizierter und entarteter Zellen. Quantitative und
funktionale Verdnderungen im Alter tragen wesentlich zur Entstehung von Tumorerkrankungen und
schweren Infektionsverldufen bei. Im Rahmen moderner immuntherapeutischer Strategien gewinnen
CD8" T-Zellen zunehmend an Aufmerksamkeit. Adoptive T-Zell-Therapien, bei denen patienteneigene
CD8" T-Zellen in vitro gezielt gegen Tumorzellen sensibilisiert, expandiert und anschlieBend
zuriickgefiihrt werden, lieferten bei verschiedenen Krebserkrankungen vielversprechende Resultate
(Baruch et al., 2017; Y. Zhao et al., 2022), finden bei élteren Patienten jedoch kaum Anwendung. Die
mehrfach beschriebenen, altersbedingten Beeintrichtigungen in der CD8" T-Zell-Immunitit lassen am
Erfolg T-Zell-basierter Therapieansitze zweifeln (Granier et al., 2021; Shouse et al., 2022). Welchen
Einfluss zelleigene Alterationen von CD8" T-Zellen auf die unzureichende Eliminierung von
Krankheitserregern und Tumorzellen im Alter nehmen, ist bisher weitestgehend unklar, fiir die
Beurteilung des therapeutischen Potentials der Zellen jedoch von groBer Bedeutung.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Untersuchung moglicher zellintrinsischer Alterationen bei der Initiation der
Effektorfunktionen von CD8" T-Zellen im Alter. Zahlreiche altersbedingte Verdnderungen von humanen
T-Zellen konnten bereits in murinen Modellen bestétigt und ndher charakterisiert werden (Maue et al.,
2009; Nikolich-Zugich, 2014). Mausmodelle haben sich somit als besonders geeignete Alternative
erwiesen, um die héufig durch groBe gesundheitliche Unterschiede élterer Menschen bestehenden
Limitationen der humanen Alterungsforschung zu tiberwinden.

Die im ersten Teil der Arbeit verwendeten CS57BL/6J Wildtyp-Méuse zdhlen zu den gingigsten
Inzuchtstimmen. Die Antikorper-basierte Stimulation des CD3/CD28-Rezeptors ist eine seit langem
etablierte Methode und ermdoglicht durch die polyklonale in vitro Stimulation die Untersuchung der
Effektorfunktionen ohne eine vorherige in vivo Aktivierung der Zellen. Im Fokus soll dabei die
Charakterisierung des zytotoxischen Verhaltens der CD8' T-Zellen und die Aufkldrung zugrunde
liegender Mechanismen zellintrinsischer Verdnderungen im Alter stehen. Mit Hilfe eines in unserem
Labor etablierten Echtzeit-Zytotxizititsassays und fluoreszenzmikroskopischen Verfahren kann die
zytotoxische Aktivitdt der CD8" T-Zellen auf Populations- und Einzelzellebene kinetisch quantifiziert
werden. Die weitere Untersuchung des Proliferations- und Differenzierungspotentials, sowie die Analyse
der Expression von Schliisselkomponenten mit direkter Beteiligung an zytotoxischen Signalwegen, soll
Aufschluss iiber mogliche Zusammenhinge altersbedingter Verdnderungen liefern.

Im Zweiten Teil der Arbeit sollen die nach polyklonaler Stimulation der CD8" T-Zellen gewonnenen
Erkenntnisse in einem antigenspezifischen Modellsystem bestétigt werden. Die TZR-transgene Mauslinie

OT-I exprimiert T-Zell-Rezeptoren auf CD8" T-Zellen die spezifisch das iiber den MHC-I Komplex
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prasentierte Peptid OVAas7.64 (SIINFEKL) des Modellantigens Ovalbumin erkennen. OT-I Maéuse
gehoren zu den am héufigsten eingesetzten TZR-transgenen Mausmodellen um die Immunantwort von
CD8" T-Zellen in einem antigenspezifischen Kontext zu untersuchen. Der immundefiziente Phéanotyp
fiihrt jedoch zu einer deutlich reduzierten Lebenserwartung der iiblicherweise verwendeten homozygoten
OT-1 Maiuse, wodurch sie in Alterungsstudien bislang nur wenig Beachtung fanden. Im Rahmen dieser
Arbeit soll daher eine heterozygote OT-I Linie generiert werden, mit dem Ziel, den Gesundheitsstatus der
Tiere zu verbessern und somit ein neues Modellsystem fiir die Untersuchung der antigenspezifischen
CDS8" T-Zell-Immunitit im Alter zu etablieren. Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des heterozygoten
Alterungsmodells dient zunéchst der phinotypische und funktionale Vergleich von CD8" T-Zellen aus
jungen homo- und heterozygoten OT-I Méusen. Darauf autbauend sollen, angelehnt an die Ergebnisse mit
C57BL/6J] Wildtyp-Midusen, altersbedingte Verdnderungen des zytotoxischen Verhaltens von

CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer in vitro Aktivierung charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien

Tabelle 1. Reagenzien

Reagenz Hersteller Bestellnummer
Acridine Orange Logos F23001
Actinomycin D Sigma Aldrich A4262
B-Mercaptoethanol Acros Organics 125472500
Bovines Serumalbumin (BSA) Thermo Fisher Scientific 11413164
Calcein-AM Thermo Fisher Scientific C3100MP
Chloroform Thermo Fisher Scientific 15677730
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma D4540
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP) Sigma-Aldrich DNTP10-1KT
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich E9884
Fetales Kédlberserum (FCS) Thermo Fisher Scientific 10270-106
Geneticin (G418) MilliporeSigma 345810-M
Glykogen Thermo Fisher Scientific 10757844
HEPES Sigma Aldrich H-7523
Interleukin 2 (human) Miltenyi Biotec 130-097-743
Isopropanol Sigma Aldrich 19516
KHCOs3 Sigma Aldrich 17205

NaCl EMD Millipore S9888-M
NH,4Cl Sigma A9434
Oligodesoxythymidin (Oligo-dT) Sigma-Aldrich 04387
Phosphate-buftered saline (PBS) Thermo Fisher Scientific 10270-106
Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich P4333
SuperScript™ II Reverse Transkriptase Thermo Fisher Scientific 18064-071
Triton X-100 Eurobio 018774
TRIzol™ Thermo Fisher Scientific 15596018
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2.1.2 Kits
Tabelle 2. Kits

Kit Hersteller Bestellnummer
CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit Thermo Fisher Scientific C34554
Dynabeads™ Untouched™ Mouse CDS Cells Thermo Fisher Scientific 11417D
Dynabeads™ Mouse T-Activator CD3/CD28 Thermo Fisher Scientific 11453D
LEGENDplex™ MU Th Cytokine Panel Biolegend 741044
Naive CD8a" T Cell Isolation Kit, mouse Miltenyi Biotec 130-096-543
QuantiTect SYBR Green PCR Kit Qiagen 204145

SF Cell Line 4D-Nucleofector™ X Kit Lonza V4XC-2012
2.1.3 Antikorper

Tabelle 3. Antikorper fiir durchflusszytometrische Analysen

Spezifitit Fluorophor Klon Hersteller Bestellnummer
anti-CD3e¢ PerCP 145-2C11 Biolegend 100326
anti-CD4 PacificBlue RM4-5 Biolegend 100531
anti-CDS8 FITC 53-6.7 Biolegend 100706
anti-CDS8 Pacific Blue 53-6.7 Biolegend 100728
anti-CDS8 PerCP 53-6.7 Biolegend 100731
anti-CD25 APC PCol Biolegend 102012
anti-CD44 PE IM7 Biolegend 103024
anti-CD44 PerCP M7 Biolegend 103036
anti-CD49d PE R1-2 Biolegend 103607
anti-CD62L APC MEL-14 Biolegend 104412
anti-CD69 PE HI1.2F3 Biolegend 104508
anti-CD107a BV421 1D4B Biolegend 121618
anti-TCR Va2 BV421 B20.1 Biolegend 127825
anti-TCR V5 PE MR9-4 Biolegend 139504
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Tabelle 4. Aktivierende und inhibitorische Antikdrper fiir Echtzeit-Zytotoxizitits-Assays

Spezifitit Klon Hersteller Bestellnummer
anti-CD3e 145-2C11 Biolegend 100340
anti-CD95 (Fas) Jo2 BD Biosciences 554254
anti-CD178 (FasL) MFL3 Biolegend 106612
anti-CD314 (NKG2D) CX5 Biolegend 130202
2.1.4 Primer
Tabelle 5. QuantiTect Primer fiir gPCR
Gen Produkt Hersteller Bestellnummer
CISH Mm Cish_1 SG Qiagen QT00247681
FasL Mm_Tnfsf6 1 SG Qiagen QT00104125
Granzym A Mm Gzma 1 _SG Qiagen QT00100667
Granzym B Mm_Gzmb_1 SG Qiagen QT00114590
HPRT1 Mm_Hprt 1 SG Qiagen QT00166768
NKG2D Mm_KlIrkl 1_SG Qiagen QT00104363
Perforin Mm_Prfl 1 SG Qiagen QT00282002
SOCS1 Mm Socsl 1 _SG Qiagen QT01059268
SOCS3 Mm Socs3 2 SG Qiagen QT02488983
TBP Mm_Tbp 1 SG Qiagen QT00198443
2.1.5 Losungen
Tabelle 6. Losungen
Losung Zusammensetzung Konzentration
HEPES-Puffer HEPES 10 mM
pH 7,4 NaCl 150 mM
Erythrozyten-Lysepuffer NH4Cl 155 mM
pH 7,3 KHCOs 9,99 mM

EDTA 130 uM
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Tabelle 7. Zellkulturmedien und Puffer

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
AIM V Medium Thermo Fisher Scientific 12055-083
Dulbecco’s PBS Thermo Fisher Scientific 14190-094
RPMI-1640 Thermo Fisher Scientific 21875-034

2.1.6 Verbrauchsmaterialien
Alltagliche Verbrauchsmaterialien wie serologische Pipetten, Pipettenspitzen und Reaktionsgefil3e

wurden von VWR, BD Biosciences, PEQLAB und Sarstedt bezogen.

Tabelle 8. Spezielle Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
Corning™ Cell Strainer (40 uM) VWR 734-2760

Falcon® 96-Well-Platten (Black/Clear Bottom) VWR 353219

Greiner Bio-One™ 96-Well-Platten (V-Bottom) Greiner 651201

Petrischale (100 x 20 mm) Sarstedt 83.3902
Zellkulturflaschen (T-25; T-75) Sarstedt 83.3910.502; 83.3911.502
Zellkultur-Platten (12-Well; 24-Well) VWR 353043; 353047

2.1.7 Geriite
Tabelle 9. Spezielle Gerite

Ger:iit Hersteller
CFX96™ Real-Time system/C1000 Thermal Cycler Biorad

Genios Pro Tecan
FACSARIA™ ]I1 BD Biosciences
FACSVerse™ BD Biosciences
ImageXpress Micro XLS System Molecular Devices
Luna™ Logos

Zellzdhler Z2 Beckman Coulter
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2.1.8 Software
Tabelle 10. Spezielle Software

Software Hersteller
Affinity Designer Serif

CorelDraw Corel Corporation
FACSDiva V6.1.3 BD Biosciences
FACSSuite V1.0.5.3841 BD Biosciences
FlowJo V10.1 BD Biosciences
ImagelJ 1.51d National Institutes of Health
Prism 8 Graphpad
LEGENDplex™ Data Analysis Software Suite Biolegend/Qognit
2.1.9 Miuse

C57BL/6]

Die C57BL Mauslinie wurde 1921 von C.C. Little generiert. In den 1940er und 1950er Jahren wurden
daraus die Stamme C57BL/6J (Jackson Institute, Bar Harbor, Maine, USA) und C57BL/6N (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) etabliert. C57BL/6 Méuse liefern den genetischen Hintergrund
zahlreicher transgener Mauslinien und zéhlen heute zu den am héufigsten verwendeten Inzuchtstimmen
(Song & Hwang, 2017). Im Rahmen dieser Arbeit wurden weibliche C57BL/6J Méuse verwendet. Die
Tiere wurden von Charles River bezogen und in unseren eigenen Kolonien geziichtet. Die Zucht und
Haltung erfolgte spezifisch pathogenfrei (SPF) im Tierstall des Centrums fiir Integrative Physiologie und
Molekulare Medizin (CIPMM) der Universitit des Saarlandes gemid den Vorgaben nach §1 der
Tierschutzversuchstierverordnung. Fiir in vitro Versuche wurden die Tiere zum Zweck der

Organentnahme durch zervikale Dislokation getotet (gemal §4 des Tierschutzgesetzes).

OT-I

OT-I Maiuse (C57BL/6-Tg(TcraTerb)1100Mjb/J) exprimieren einen transgenen T-Zell-Rezeptor auf
CD8" T-Zellen, der aus der variablen a-Kettenregion 2 (V,2) und der variablen - Kettenregion 5 (V35)
besteht, die iiber ein einziges Transgen vererbt werden (Hogquist et al., 1994). Diese T-Zell-Rezeptoren
erkennen spezifisch ein antigenes Epitop des Hithner-Ovalbumins (OV Ajs7 264/SIINFEKL). Die transgene
Mauslinie wurde 1994 von Hogquist et al. generiert (Hogquist et al., 1994) und hat sich zu einem
wichtigen Modell fir die Untersuchung der spezifischen CD8" T-Zell-Antwort etabliert. Homozygote
OT-1 Miuse (OT-I"") wurden von Charles Rivers erworben und in eigenen Kolonien geziichtet.

Heterozygote F1-Generationen (OT-1"") wurden durch Verpaarung weiblicher C57BL/6J und ménnlicher
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OT-I""" Méuse generiert. Die Zucht und Haltung erfolgte unter SPF-Haltung im Tierstall des Centrums fiir
Integrative Physiologie und Molekulare Medizin (CIPMM) der Universitit des Saarlandes geméil den
Vorgaben nach §1 der Tierschutzversuchstierverordnung. Fiir in vitro Versuche wurden die Tiere zum

Zweck der Organentnahme durch zervikale Dislokation getotet (gemal3 §8 des Tierschutzgesetzes).

2.1.10 Zelllinien
P815
P815 Zellen wurden aus einem Methylcholanthren-induzierten Mastozytom einer méinnlichen DBA/2

Maus gewonnen. Die Suspensionszelllinie findet breite Anwendung in experimentellen Tumormodellen

und ist kommerziell erhéltlich (ATCC, #TIB-64™).

EL4
Die murine T-Zell-Lymphom-Zelllinie EL4 wurde aus einem 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene-

induzierten Lymphom einer C57BL Maus generiert und ist kommerziell erhéltlich (ATCC, #T1B-39).

E.G7

E.G7 Zellen (ATCC, # CRL-2113™) gind ein Derivat der EL4-Zelllinie, die das von OT-I CD8" T-Zellen
erkannte Ovalbumin-SIINFEKL (OVAss7.264) H-2kb-abhingig prisentieren. Generiert wurde die
Suspensionszelllinie durch stabile Transfektion des Plasmids pAc-neo-OVA, das die vollstdndige Kopie
der Hiihner-Ovalbumin-mRNA und ein Neomycin-Resistenzgen (G418) enthélt (Moore et al., 1988). Die
E.G7-Zellen wurden vom Institut de Recherche et d'Innovation Biomédicale der Universit¢ de Rouen

Normandie zur Verfiigung gestellt.

2.2 Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weibliche C57BL/6J- sowie homo- und heterozygote OT-I Maéuse
beiden Geschlechts verwendet. Zur Einschitzung des Gesundheitszustandes wurde nach zervikaler
Dislokation zunédchst das Korper- und Milzgewicht bestimmt. Maiuse mit Splenomegalie
(Verhiltnis Korper-zu Milzgewicht > 0,6) oder makroskopisch sichtbarem Tumor wurden von den
Versuchen ausgeschlossen. Fiir die Untersuchung altersbedingter Verdnderungen muriner CD8" T-Zellen

wurden die Tiere in zwei Kohorten (jung: 12-26 Wochen, alt: 70-102 Wochen) eingeteilt.

2.2.1 Isolation muriner CD8" T-Zellen aus Splenozyten
Fiir die Gewinnung muriner CD8* T-Zellen wurde die zuvor entfernte Milz zerkleinert und mit dem
Kolben einer 2 ml Spritze durch einen 40 uM Zellsieb gerieben. Die somit vereinzelten Splenozyten

wurden in 50 ml kaltem PBS +0,5% BSA/+2mM EDTA aufgenommen und fiir 8§ min bei 4°C
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zentrifugiert. Die im Zellpellet enthaltenen Erythrozyten wurden durch Zugabe von 2 ml einer
hypoosmolaren Losung (Tabelle 6) und anschlieBender 2-miniitiger Inkubation lysiert. Im Anschluss
wurden die Zellen in 48 ml PBS +0,5% BSA/+2 mM EDTA aufgenommen und die Anzahl vitaler
Splenozyten durch Acridinorange/Propidiumiodid-Farbung und automatisiertem Fluoreszenz-Zellzéhler
(LUNA-FL™) ermittelt.

Die Isolation der CD8" T-Zellen erfolgte mittels ,,Dynabeads™ Untouched™ Mouse CD8 Cells* Kit
(ThermoFisher) gemdfl den Protokollangaben des Herstellers. Bei dieser magnetbasierten
Negativ-Isolation werden alle unerwiinschten Immunzellen und Erythrozyten durch Antikérper gegen
entsprechende Oberflaichenmolekiile gebunden. Nach Magnet-Aufreinigung befinden sich die isolierten
CD8" T-Zellen im Uberstand. Die Isolation naiver CD8" Zellen erfolgte mittels ,Naive CD8a" T Cell
Isolation” Kit (Miltenyi) nach Herstellerangaben. Die Reinheit der isolierten CD8" T-Zellen wurde

durchflusszytometrisch tiberpriift.

2.2.2 Zellkultur
2.2.2.1 Stimulation von CD8" T-Zellen aus C57BL/6J Wildtyp-M#iusen
Die zuvor isolierten CD8" T-Zellen wurden in AIMV + 10% FCS/ + 50 uM B-Mercapthoethanol/

+100 U/ml IL-2 (human) aufgenommen. Die Stimulation der Zellen erfolgte mittels ,,Dynabeads™ Mouse
T-Activator CD3/CD28“ Kit (ThermoFisher) in einem 0,8:1 Bead-zu-Zell-Verhiltnis. Die
anti-CD3/anti-CD28 Antikorper-beschichteten Beads ermdglichen eine Aktivierung der Zellen {iber den
CD3/TZR-Komplex. Die Zellen wurden in 24-Well-Platten mit einer Anfangsdichte von 1x10°
CD8" T-Zellen/ml Medium fiir 3 Tage bei 37°C und 5% CO; kultiviert und anschliefend in ca. 2-tigigem
Rhythmus erneut verdiinnt. Vor Versuchsdurchfithrungen wurden die CD3/CD28-Beads mit Hilfe eines

Magneten wieder entfernt.

2.2.2.2 Stimulation von CD8" T-Zellen aus OT-I Méusen
Fiir die antigenspezifische Aktivierung wurden die zuvor isolierten OT-1 CD8" T-Zellen in AIM V + 10%

FCS/ + 50 uM B-Mercapthoethanol/ + 100 U/ml IL-2 (human) aufgenommen. Als antigenpréisentierende
Zellen (APC) dienten bei 120 Gray bestrahlte E.G7 Zellen, in einem APC:CD8*-Verhiltnis von 2:1. Die
Zellen wurden in 12-Well-Platten mit einer Anfangsdichte von 1x10% CD8" T-Zellen/ml Medium fiir
3 Tage bei 37°C und 5% CO; kultiviert und anschlielend in ca. 2-tdgigem Rhythmus erneut verdiinnt.

2.2.2.3 Kultivierung muriner Tumorzelllinien
Die Kultivierung der murinen Tumorzelllinien P815, EL4 und E.G7 erfolgte in RPMI + 10% FCS/ + 1%
Penicillin/Streptomycin  bei 37°C und 5% CO,. Den EL4-Zellen wurden zusétzlich 40 uM

B-Mercaptoethanol hinzugefiigt, den E.G7-Zellen 0,4 mg/ml des Selektionsantibiotikums G418. Bei
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Verwendung der Zellen in Zytotoxizititsversuchen wurden diese zuvor auf eine Zieldichte von

0,4-0,8x10° Zellen/ml eingestellt.

2.2.2.4 Generierung einer stabilen E.G7 pCasper Zelllinie

Fiir fluoreszenzmikroskopische Zytotoxizititsanalysen wurde eine E.G7 Zelllinie generiert, die den
FRET-basierten Apoptose-Reporter pCasper stabil exprimiert. Der Sensor besteht aus einem TagGFP und
TagRFP Fluorophor, verbunden iiber eine Peptidsequenz aus 17 Aminosduren die eine durch Caspase-3
katalysierte Spaltungssequenz (DEVD) enthélt (Shcherbo et al., 2009). In vitalen Zellen sind die
Fluoreszenzintensititen beider Fluorophore konstant. Bei Apoptose-Induktion wird die DEVD-Sequenz
durch Caspase-3 Aktivierung gespalten. Durch die rdumliche Trennung der Fluorophore sinkt die rote
FRET-Fluoreszenz, die GFP-Fluoreszenz nimmt hingegen zu (Backes et al., 2018). Die Generierung der
E.G7 pCasper Zelllinie erfolgte durch stabile Transfektion von 4 pg des pCasper-pMAX-pGK-Puromycin
Plasmids (R. Zhao et al., 2021) unter Verwendung des ,,SF Cell Line 4D-Nucleofector™ X Kits gemif
den Herstellerangaben. Nach 48h wurde das Medium gewechselt und zusdtzlich 4 pg/ml des
Selektionsantibiotikums Puromycin hinzugegeben. Nach Expansion und Sortierung der Zellen erfolgte
eine Einzellzellklonierung in 96-Well-Platten. Die monoklonal expandierten Zellen wurden in RPMI
+10% FCS/ + 1% Penicillin/Streptomycin/ + 4 pg Puromycin/ + 0,4 mg/ml G418 kultiviert. Die
durchflusszytometrische Analyse zeigte einen Anteil von 98% GFP/RFP-positiver Zellen. Die

Funktionalitdt des Apoptose-Reporters wurde fluoreszenzmikroskopisch mittels Staurosporin iiberpriift.

2.2.3 Echtzeit-Zytotoxizititsassay

Die Analyse der zytotoxischen Funktion muriner CD8" T-Zellen erfolgte anhand eines
Calcein-AM-basierten Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays nach Kummerow et al. (Kummerow et al., 2014).
Calcein-AM (Acetoxymethylester) ist in seiner unpolaren Form membranpermeabel, die intrazelluldre
Abspaltung der lipophilen AM-Gruppe durch endogene Esterasen vehindert jedoch das herausdiffundieren
des griinen Fluoreszenzfarbstoffs Calcein. Durch die Zerstérung der Membranintegritidt bei Lyse der
Zielzellen wird das Calcein aus dem Zytosol freigesetzt. Da die Fluoreszenzintensitdt linear mit der
Anzahl der mit Calcein beladenen Zielzellen korreliert, kann die zytotoxische Aktivitdt der CD8" T-Zellen
kinetisch erfasst werden. Fiir antigenunspezifische Zytotoxizititsassays mit CD8" T-Zellen aus C57BL/6J
Wildtyp-Mausen, dienten die Tumorzelllinien P815 und EL4 als Zielzellen, fiir die Untersuchung der
antigenspezifischen Zytotoxizitdt von OT-1 CD8" T-Zellen wurden entsprechend E.G7 Zellen verwendet.
Die Farbung der Zielzellen erfolgte mit 500 nM Calcein-AM in AIM V + 10 mM HEPES fiir 15 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach anschlieBendem Waschen wurden die Zellen in einer Dichte von
2,5x10* Zellen/200 pl AIM V + 10 mM HEPES in einer schwarzen 96-Well-Platte mit durchsichtigem

Boden ausgesdt. Nach Absitzen der Zielzellen (ca. 20 min) wurden die CD8 T-Zellen in einem
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Effektor:Zielzell-Verhéltnis von 20:1, 10:1 oder 5:1 in 50 pl AIM V + 10 mM HEPES vorsichtig
hinzugegeben. Die antigenunspezifische TZR-Aktivierung von CD8" T-Zellen aus CS57BL/6J
Wildtyp-Mausen erfolgte durch die Zugabe von 2 pg/ml eines anti-CD3g-Antikorpers. Die Bindung des
spezifischen Epitops an den TZR-Co-Rezeptor CD3 und die Bindung der Fc-Region an Fc-Rezeptoren an
der Oberfliche der Zielzellen ermdglicht dabei die Ausbildung der immunologischen Synapse. Zur
spiteren Quantifizierung der Zytotoxizitit wurde eine Lebendkontrolle (Zielzellen ohne Zugabe von
CD8" T-Zellen), eine Lysekontrolle (Zielzellen + 10% TritonX in AIM V) und entsprechende
Mediumkontrollen mitgefiihrt. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem GENios Pro Tecan Reader alle
10 min iiber einen Zeitraum von 4 h bei 37°C (Anregungswellenldnge 485 nm; Emission 535 nm).

Die Berechnung der prozentualen Zielzelllyse ergibt sich aus der von Kumerow et al. etablierten Formel

(Kummerow et al., 2014):

. (Fprobe () — (I * Frepena ()
Zielzelllyse (%) =
Y ( 0) (I * (FLyse(t) - l:Lebend (t))

* 100

Frrobe (t) = Fluoreszenz der untersuchten Probe zum Zeitpunkt t
FLebena (t) = Fluoreszenz der Lebendkontrolle zum Zeitpunkt t
Fiyse (t) = Fluoreszenz der Lyse-Kontrolle zum Zeitpunkt t

I = Index zum Zeitpunkt O (Fprobe (0) / Frevend (0))

2.2.4 Fluoreszenzmikroskopischer Zytotoxizititsassay

Alle fluoreszenzmikroskopischen Zytotoxizitits-Analysen wurden unter Verwendung des High-Content-
Imaging-System ImageXpress Micro XLS (Molecular Devices) durchgefiihrt. Dieses, mit
Temperaturregulation und CO,-Anschluss ausgestattete Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop, ermoglicht die
Analyse der zytotoxischen Aktivitdt auf Einzelzellebene iiber mehrere Stunden unter

Brutschrank-&hnlichen Bedingungen.

2.2.4.1 Calcein-basierte Einzelzell-Analysen

Fir die Untersuchung der Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen aus C57BL/6J Wildtyp-Méausen wurden
P815-Zellen mit 500 nM Calcein-AM gefirbt und in einer Dichte von 2,5x10* Zellen/200 ul phenolfreiem
AIM V in einer schwarzen 96-Well-Platte mit durchsichtigem Boden ausgesit. Zur Gegenfirbung
nekrotischer Zellen wurde dem Medium 400 ng/ml Propidiumiodid (PI) zugefiigt. Nach Absitzen der
Zielzellen wurden die CD8" T-Zellen in einem Effektor:Zielzell-Verhiltnis von 2:1 in 50 pl phenolfreiem
AIM V + 2 pg/ml anti-CD3e-Antikdrper vorsichtig hinzugegeben. Die Bildaufnahme erfolgte alle 2 min

iiber 2h bei 37°C und 5% CO; mit einem 20x Objektiv. Fiir die Quantifizierung der Zielzelllyse wurde
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ImagelJ verwendet. Dazu wurden 50 Zellen pro aufgenommenem Ausschnitt zufillig ausgewéhlt und auf
den Zeitpunkt des Kontakts mit einer CD8" T-Zelle, den Verlust der Calcein-Fluoreszenz und die
Zunahme der PI-Fluoreszenz analysiert. Zielzellen ohne Kontakt mit einer CD8" T-Zelle wurden nicht in

die Quantifizierung einbezogen. Die Analyse der Daten erfolgte durch Lea Kaschek.

2.2.4.2 pCasper-basierte Einzelzell-Analysen

Fiir die Charakterisierung der antigenspezifischen Zytotoxizitdt von OT-I CD8" T-Zellen wurden die
zuvor generierten EG.7 pCasper Zellen (siehe 2.2.2.4) verwendet. Diese wurden in einer Dichte von
2,5x10* Zellen/200 ul in phenolfreiem AIM V resuspendiert und in einer schwarzen 96-Well-Platte mit
durchsichtigem Boden ausgesit. Nach Absitzen der Zielzellen wurden die OT-I CD8" T-Zellen in einem
Effektor:Zielzell-Verhédltnis von 2:1 in 50 ul phenolfreiem AIM V vorsichtig hinzugegeben. Die
Bildaufnahme erfolgte alle 2 min iiber 4h bei 37°C und 5% CO; mit einem 20x Objektiv. Fiir die
Quantifizierung der zytotoxischen Aktivitit wurde Imagel verwendet. Die quantitative Analyse des
Zielzelltodes wurde, wie zuvor von Backes et al. etabliert (Backes et al., 2018), durch Lea Kaschek

durchgefiihrt.

2.2.5 Durchflusszytometrische Analysen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden murine T-Zellen aus OT-I und C57BL/6J Wildtyp-Mausen anhand
verschiedener Protokolle mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern markiert und durchflusszytometrisch
analysiert. Dafiir wurden jeweils 0,5-1x10° Zellen mit 1 ml PBS + 0,5% BSA gewaschen (4 min, 400g)
und in 100 pl PBS + 0,5% BSA resuspendiert. Nach Zugabe der jeweiligen Antikorper (Tabelle 11-15)
und 20-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Zellen erneut einmal
gewaschen und in 200 ul PBS + 0,5% BSA aufgenommen. Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte
mittels FACSVerse und der dazugehdrigen FACSSuite Software (BD). Bei {iberlappenden
Emissionsspektren durch Mehrfachfarbungen wurde eine Software-gestiitzte Kompensation durchgefiihrt.
Die Bestimmung der Positiv-Populationen erfolgte anhand entsprechender “FMO (Fluorescence Minus
One)’- und Einzelfdrbungen. Die quantitative Analyse der generierten Daten wurde mittels FlowJo

Version 10 (FlowJo, LLC) durchgefiihrt.

2.2.5.1 Subtypenverteilung von CD4" und CD8" T-Zellen

Der Differenzierungsstatus von CD4" und CD8" T-Zellen geht mit der Expression charakteristischer
Oberflaichenmolekiile einher, die eine Unterscheidung von Gedichtnis- und Effektor-Populationen
ermoglicht. Fiir die Analyse dieser T-Zell-Subtypen wurden Splenozyten, unstimulierte und stimulierte

CD8" T-Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern gegen CD3, CD4, CD8, CD44 und CD62L
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(Tabelle 11) geféarbt und die prozentuale Verteilung von naiven (Tn: CD62" CD44"), zentralen Gedéchtnis-
T-Zellen (Tem: CD62LT CD44") und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tem:CD62L" CD44") analysiert.

Tabelle 11. Antikorper zur Analyse der Subtypenverteilung in CD4" und CD8" T-Zellen

Antikorper Fluorochrom Volumen in 100 pl
CD3 PerCP 2,5 ul
CD4 Pacific Blue 1 pl
CD8 FITC 2 ul
CD44 PE 3ul
CD62L APC 2,5 ul

2.2.5.2 Expression von CD49d in CD8" Gedichtnis-T-Zellen

Fir die durchflusszytometrische Quantifizierung  Antigen-unerfahrener  Gedéchtnis-T-Zellen
(,,virtual memory* T-Zellen, Tym: CD49d) wurden unstimulierte und stimulierte CD8" T-Zellen aus
C57BL/6J Wildtyp-Mausen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern gegen CD8, CD44, CD62L und
CD49d (Tabelle 12) gefarbt. Aus der CD8" Gedéchtnis- (CD44") und der zentralen Gedachtnis-Population
(CD44" CD62L") wurde der prozentuale Anteil an Ty ermittelt.

Tabelle 12. Antikorper zur Quantifizierung von CD49d in CD8" Gedéachtnis-T-Zellen

Antikorper Fluorochrom Volumen in 100 pl
CDs8 FITC 2 ul
CDh44 PerCP 3ul
CD62L APC 2,5 ul
CD49d PE 4 ul

2.2.5.3 Verteilung der variablen TZR-Regionen V,2- und V5 auf OT-1 CD8" T-Zellen

Die Quantifizierung der variablen o-Kettenregion 2 (V,2) und p-Kettenregion 5 (V5) von
T-Zell-Rezeptoren auf CD8" T-Zellen erfolgte durch Farbung der Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten
Antikorpern gegen CDS8, CD44, CD62L, TCR-V,2 und TCR-V;5 (Tabelle 13).

Fiir die Quantifizierung der transgenen V,2"V5'-TZR-Expression, wurden unstimulierte CD8" T-Zellen
aus homo- und heterozygoten OT-I Méausen auf den prozentualen Anteil doppeltpositiver Populationen

analysiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte CD8" T-Zellen aus C57BL/6J Wildtyp-Méusen.
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Tabelle 13. Antikorper zur Quantifizierung von TCR-V,2 und -V35 auf CD8" T-Zellen

Antikorper Fluorochrom Volumen in 100 pl
CD8 FITC 2ul
CD44 PerCP 3ul
CD62L APC 2,5 ul
TCR Vg5 PE 4 ul
TCR V.2 BV 421 4 ul

2.2.5.4 CFSE Proliferationsassay

Die durchflusszytometrische Analyse der Proliferation erfolgte mittels ,,CellTrace™ CFSE Cell
Proliferation® Kit (ThermoFisher) gemi3 den Herstellerangaben. Dabei wurden unstimulierte
CD8" T-Zellen aus C57BL/6]J Wildtyp-Méausen mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE markiert und mit
anti-CD3/CD28-Beads (ThermoFisher) in einem 0,8:1 Bead-zu-Zell-Verhéltnis in AIM V + 100 U/ml
IL-2 stimuliert. CFSE-markierte Splenozyten aus OT-I Miusen wurden entsprechend mit bestrahlten
E.G7-Zellen in einem Verhiltnis von 1:1 in AIM V + 100 U/ml IL-2 stimuliert. Nach 48h wurden die
Zellen mit 3 pl PerCP-gekoppelten anti-CD8 Antikorper in 100 ul PBS + 0,5% BSA gefirbt und die
Proliferation anhand des abnehmenden CFSE-Fluoreszenzsignals nach Zellteilung der CD8" T-Zellen

analysiert.

2.2.5.5 Degranulationsassay

Die Granula-Exozytose-vermittelte Zytotoxizitdt von CD8* T-Zellen aus C57BL/6J Wildtyp-Méusen
wurde anhand des Membranproteins CD107a (Lysosomal-associated membrane protein 1, LAMP-1)
quantifiziert, das nach Fussion der zytolytischen Granula mit der Zellmembran, extrazellular detektiert
werden kann. Dafiir wurden pro Ansatz 3x10° CD8* T-Zellen mit P815-Zellen in einem Verhiltnis von 1:1
und unter Zugabe von 8 pl anti-CD107a-BV421-Antikorper in 200 pl AIM V +10% FCS + 2 pg/ml
anti-CD3e-Antikorper bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach Oh, 1,5h und 3h wurden die Zellen mit
Antikdrpern gegen CD8, CD44 und CD62L (Tabelle 15) gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
Die Quantifizierung der CD107a-Mobilisation erfolgte anhand der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI)

in CD8" Gedichtnis-T-Zellen (Tcm + Tem).
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Tabelle 14. Antikorper fiir Degranulationsassay

Antikorper Fluorochrom Volumen in 100 pl
CD107a BV421 4 pl (im Degranulationsassay)
CDS8 FITC 2 ul

CD44 PerCP 3ul

CD62L APC 2,5 ul

2.2.5.6 Bead-basierter Multiplex-Assay (LEGENDplex™)

Fiir die Analyse der Sekretion pro- und anti-inflammatorischer Zytokine in CD8" T-Zellen wurde das
“LEGENDplex™ MU Th Cytokine Panel” (Biolegend) verwendet. Dieser Bead-basierte Immunoassay
ermOglicht eine simultane Quantifizierung von 12 verschiedenen Zytokinen. Zur Charakterisierung des
Zytokinprofils von 3-Tage stimulierten CD8" T-Zellen aus OT-I Méiusen wurden 60 ul des
Zellkultur-Mediums abgenommen und bei 14.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Die Durchfiihrung
des Immunoassays erfolgte geméf den Protokollangaben des Herstellers. Fiir die quantitative Analyse der
Zytokin-Sekretion wurde die von Biolegend zur Verfiigung gestellte “LEGENDplex™ Data Analysis

Software” verwendet.

2.2.6 Durchflusszytometrische Sortierung

Die durchflusszytometrische Sortierung der naiven (Tn), zentralen Gedichtnis (Tcem)- und
Effektor-Gedéchtnis-T-Zellen (Tgm) aus Splenozyten und stimulierten CD8" T-Zellen erfolgte unter
Verwendung des FACSAria™III (BD) mit einer 70 uM Nozzle.

2.2.6.1 Sortierung muriner Splenozyten aus C57BL/6J Wildtyp-Méausen

Nach Isolation der Splenozyten wurden ca. 100x10° Zellen in 1,5 ml PBS + 0,5% BSA resuspendiert und
mit 90 pl anti-CDS-FITC und 100 pl anti-CD44-PE Antikérpern fiir 20 min bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 3 ml PBS + 0,5% BSA
gewaschen (200g, 10 min) und in 4 ml PBS + 0,5% BSA aufgenommen. Die sortierten Tx und Tcem/Tem
wurden in einer Dichte von 1x10° Zellen/ml fiir 3 Tage mit CD3/CD28-Beads und 100 U/ml IL-2 in
AIM V +10% FCS/ +50 uM B-ME stimuliert.
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2.2.6.2 Sortierung stimulierter CD8"* T-Zellen

Fiir die Sortierung der Tem und Tem aus 3-Tage stimulierten CD8" T-Zellen wurden ca. 50x10%Zellen
1x gewaschen (200g, 10 min) und in 1 ml PBS + 0,5% BSA resuspendiert. Nach Zugabe von 50 pl
anti-CD44-PE und 40 pl anti-CD62L-APC Antikorpern wurden die Zellen fiir 20 min bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 3 ml
PBS + 0,5% BSA gewaschen und in 2 ml PBS + 0,5% BSA aufgenommen. Die sortierten Tcm und Tem
wurden in einer Dichte von 2x10° Zellen/ml in AIM V + 10% FCS/ + 100 U IL-2/ml aufgenommen und
bis zur Verwendung im Zytotoxizitétsassay fiir 4h bei 37°C und 5% CO; ruhen gelassen.

2.2.7 Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM)

Die Analyse der Fusion lytischer Granula auf FEinzelzellebene erfolgte mittels TIRFM. Alle
TIRFM-Experimente wurden in Kooperation mit der AG Rettig (Zelluldre Neurophysiologie, CIPMM)
von Keerthana Ravichandran durchgefiihrt. Stimulierte CD8" T-Zellen aus C57BL/6J Wildtyp-Méausen
wurden mittels “Mouse T cell Nucleofector” Kits (Lonza) gemdll den Herstellerangaben mit einem
pMAX-GranzymB-mCherry Konstrukt transfiziert. 12h nach Transfektion wurden 0,2x10° Zellen in 40 ul
einer extrazelluliren Losung (2 mM HEPES, 140 mM NaCl, 4.5 mM KCI, and 2 mM MgCl,)
resuspendiert und auf anti-CD3g-Antikorper (30 pg/ml) - beschichtete Deckglédser gegeben. Die Detektion
der Fusionsereignisse erfolgte unter Perfusion der Zellen mit extrazelluldrer Losung + 10 mM Ca®* unter
Verwendung eines 100x Plan-Apochromat Objektives (Zophel et al., 2022). Fiir die Quantifizierung der
Vesikel-Fusionen wurde Fiji v1.46 verwendet. Dabei wurde ein plotzlicher Abfall der

GranzymeB-mCherry-Fluoreszenz innerhalb von 0,3 s als Fusionsereignis definiert.

2.2.8 Immunzytochemie und SIM (Structured Illumination Microscopy)

Alle immunzytochemischen Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Keerthana Ravichandran (Zellulédre
Neurophysiologie, CIPMM) durchgefiihrt. Fiir die intrazelluldre GrzB-Farbung wurden 3-Tage stimulierte
CD8" T-Zellen zunéchst 1x mit 350 ul PBS gewaschen (900 rpm, 5 min) und in 100 pl anti-CD8-FITC-
Anikorperldsung (1:100 in PBS) resuspendiert. Nach 15 min Inkubation auf Eis (lichtgeschiitzt) wurden
die Zellen 1x in PBS gewaschen und auf 0,01% Polyornithin-beschichtete Deckgldser gegeben
(ca. 100 pl). Im Anschluss wurden die Zellen fiir 20 min mit 500 pl 4% PFA-Losung fixiert und 3x mit
500 ul PBS gewaschen. Nach Permeabilisierung durch 500 pl 0,1% Triton X-100 in PBS und
anschlieender Blockierung mit 500 pl 0,1% Triton X-100 in PBS + 0,5% BSA wurden die Zellen fiir
45 min in 50 pl anti-GrzB-Alexa647-Antikérperlosung (1:200 in 0,1% Triton X-100 in PBS + 0,5% BSA)
gefarbt. Die SIM-Analyse erfolgte an einem ELYRA PS.1 Mikroskop unter Verwendung der Zen2012
software (Zeiss) und einem 63x Plan-Apochromat Objektiv. Fiir die Quantifizierung GrzB-positiver

Vesikel wurde Fiji v1.46 verwendet.
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2.2.9 qRT-PCR

Die Isolation der Gesamt-RNA aus unstimulierten und stimulierten CD8" T-Zellen erfolgte mittels
TRIzol™ Reagenz (Thermo Fisher Scientific) nach Protokollangaben des Herstellers. Die isolierte RNA
wurde in 10 pl DEPC-behandelten Wasser (DEPC-H,O) aufgenommen und die Konzentration und
Reinheit mit dem NanoDrop™ one (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Fiir die Reverse Transkription
wurden 0,8 pg RNA + 0,5 pg/ml + 10 mM dNTPs in 12 pl DEPC-H,O fiir 5 min bei 65°C im
Thermocycler T-Personal (Biometra) inkubiert. Nach Zugabe von 4 pl 5-fach Erststrang-Puffer
(Invitrogen™), 2 ul 0,1M DTT (Sigma Aldrich) und 1 pl RNase out (Invitrogen™) folgte eine weitere
Inkubation fiir 2 min bei 42°C und die Zugabe von 1 pl Superscript Il (Thermo Fisher Scientific). Nach
50 min Inkubation bei 42°C und anschlieender 15-miniitiger Inkubation bei 70°C wurde die cDNA bis
zur weiteren Verwendung bei 4°C bzw. -20°C gelagert. Die qRT-PCR wurde unter Verwendung der
jeweiligen QuantiTect Primer (Tabelle 5) und des ,,QuantiTect SYBR Green PCR* Kits (Qiagen) nach
Protokollangaben des Herstellers in einem CFX96™ Real-Time System C1000™ Thermal Cycler
(BioRad) durchgefiihrt. Wenn nicht anders angegeben, wurden Relative Expressionslevel mittels
ACq-Methode (24¢9) berechnet. Als Referenzgene dienten dabei HPRT1 (Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase 1) und TBP (TATA-Box-Bindungsprotein). Die Generierung der qRT-PCR

Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Sandra Janku.

2.2.10 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde GraphPad Prism 8 verwendet. Bei Normalverteilung der Daten
wurde ein ungepaarter T-Test durchgefiihrt. Lag keine Normalverteilung vor, wurden die Daten mittels
nicht-parametrischem Mann-Whitney-Test analysiert. Signifikanzen wurden als *p < 0,05, ** p < 0,01,
% p < 0,001 und **** p < 0,0001 definiert. Sofern nicht anders angegeben, wurden Daten als Mittelwert
+ SEM (n = Anzahl der Experimente) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Phénotypische und funktionelle Charakterisierung zytotoxischer CD8" T-Zellen aus
jungen und alten C57BL/6J Miusen

Immunoseneszenz ist ein multifaktorielles Phénomen und beeintrachtigt die Immunantwort von
CD8" T-Zellen auf unterschiedliche Weise. Die komplexe Wechselwirkung durch altersbedingte
Alterationen einzelner Immunzellen erschwert die Abgrenzung zelleigener Defekte von dem Einfluss des
verdnderten Mikromilieus. Die Identifizierung intrinsisch erhaltener Féhigkeiten ist jedoch mit Blick auf
neue immuntherapeutische Ansitze von zentraler Bedeutung. Der Fokus dieser Arbeit liegt daher in der
Aufklarung zellintrinsischer Alterationen von CD8" T-Zellen im Alter und deren direkten Einfluss auf die
zytotoxische Effektorfunktion. Dafiir wurden zundchst CD8' T-Zellen aus der Milz von jungen
(12-26 Wochen) und alten (75-102 Wochen) weiblichen C57BL/6J Maiusen isoliert und anschliefend

in vitro polyklonal stimuliert.

3.1.1 CD8"* T-Zellen aus alten Méusen zeigen eine schnellere Zytotoxizitit gegen verschiedene
Tumorzelllinien

Trotzt eindeutiger Hinweise auf eine insgesamt beeintrichtige T-Zell-Immunitét ist liber die zytotoxische
Funktion von CD8" T-Zellen im Verlauf des Alterns iiberraschend wenig bekannt. Anhand eines in
unserem Labor etablierten fluoreszenzbasierten Zytotoxizititsassays (Kummerow et al., 2014) haben wir
die Moglichkeit die Kinetik der Zielzelllyse in Echtzeit zu bestimmen, was eine weitaus detailliertere
Charakterisierung des zytotoxischen Verhaltens erlaubt als herkommliche Endpunktmessungen. Dafiir
werden die Tumorzellen mit Calcein-AM beladen und die Abnahme der Fluoreszenz bei Lyse der Zellen
iber einen Zeitraum von 4 Stunden quantifiziert. Die Analyse der zytotoxischen Aktivitit von
CDS8" T-Zellen aus jungen und alten Maiuse erfolgte zundchst nach dreitdgiger Stimulation mit
anti-CD3/CD28 Beads und 100 U IL-2. Zu diesem Zeitpunkt haben sich die Zellen von den Beads geldst,
sind proliferiert und weisen somit eine hinreichende Aktivierung und zytolytisches Verhalten auf.

In Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen (Kummerow et al., 2014), zeigten CD8" T-Zellen
junger Méuse einen sigmoidalen Verlauf der Lyse von murinen P815 Mastozytom-Zellen, mit einer
verzogerten Zytotoxizitdt innerhalb der ersten 60 min (Abbildung 3A). Im Gegensatz dazu, lysierten
CD8" T-Zellen aus alten Mausen ihre Zielzellen signifikant schneller, gekennzeichnet durch einen
deutlich steileren Kurvenverlauf (Abbildung 3A und B). Bei der hier eingesetzten Effektor:Zielzell-Ratio
von 20:1 betrug die Differenz der Zielzelllyse nach 60 min 46% und nach 120 min 19%. Nach 240 min
war der prozentuale Anteil lysierter Zellen in beiden Altersgruppen vergleichbar. Die Analyse der

maximalen Zielzelllyse pro 10-min Intervall stellt einen sensiblen Parameter zur Quantifizierung der
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Lysekapazitit dar und zeigte eine 1,8-fach hohere Lyserate von CD8" T-Zellen aus alten Méusen
(Abbildung 3C).

Um auszuschlieBen, dass es sich bei der erhohten zytotoxischen Aktivitdit im Alter um ein
Zielzell-spezifisches Phdnomen handelt, wurden die Versuche mit der murinen Lymphom-Zelllinie EL4
wiederholt. Auch hier zeigte sich eine signifikant schnellere Zielzelllyse durch CD8" T-Zellen aus alten
Maéusen mit einer Differenz von 34% nach 60 min, 15% nach 120 min und vergleichbarer Endpunktlyse
(Abbildung 3D und E). CD8" T-Zellen alter Méuse erzielten eine 1,7-fach hohere Lyserate pro 10-min
Intervall im Vergleich zu CD8" T-Zellen aus jungen Mausen (Abbildung 3F).
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Abbildung 3. Schnellere Zielzelllyse durch CD8* T-Zellen aus alten Maiusen. Fluoreszenzbasierte
Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays mit 3-Tage stimulierten CD8" T-Zellen aus jungen (n=11-18) und alten (n=8-16) C57BL/6J
Mausen. Als Zielzellen dienten die Tumorzelllinien P815 (A) und EL4 (D) in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1. Boxplots
reprasentieren die durchschnittliche Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B, E) und die maximale Lysekapazitét/10 min (C, F).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

Die Anzahl der in einem Zytotoxizititsassay eingesetzten Effektorzellen bestimmt die prozentuale Lyse

der Zielzellen mafigeblich und nimmt somit entsprechend Einfluss auf die Kinetik der zytotoxischen
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Aktivitdt. Aus diesem Grund wurde die Lyse der P815-Zellen bei einer auf 10:1 und 5:1 verringerten
Effektor:Zielzell-Ratio quantifiziert (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Unterschiede in der Lyse-Kinetik sind unabhiingig von der Effektor:Zielzell-Ratio. Fluoreszenzbasierte
Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays mit 3-Tage stimulierten CD8" T-Zellen aus jungen und alten C57BL/6J Mausen. Als Zielzellen
diente die Mastozytom-Zelllinie P815 in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 10:1 (A) und 5:1 (D). Boxplots reprédsentieren die
durchschnittliche Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B, E) und die maximale Lysekapazitidt/10 min (C, F). Dargestellt sind
die Mittelwerte £ SEM, n=4. Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

In beiden Fillen nahm die Zielzelllyse insgesamt ab, die signifikanten Unterschiede in der Kinetik blieben
jedoch erhalten (Abbildung 4A-E). Durch den verringerten Anteil an Effektorzellen wurde die effizientere
Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen aus alten Mausen noch deutlicher (Abbildung 4C und D), mit einer
Erhéhung der maximalen Lyserate um das 1,9- (10:1) und 2,3-fache (5:1). Wéhrend bei einer
Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1 und 10:1 der prozentuale Anteil lysierter Zellen am Endpunkt zwischen
beiden Altersgruppen vergleichbar war, zeigten CD8" T-Zellen aus alten Méusen bei einer 5:1 Ratio eine

signifikant hohere Endpunktlyse (Abbildung 3A und B, 4A-E).
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alten Méusen. Einzelzell-Analyse Calcein-beladener P815-Zellen nach Zugabe stimulierter CD8" T-Zellen aus jungen und alten
C57BL/6J Mdusen in einer 2:1 Effektor;Zielzell-Ratio. Gegenfarbung lysierter Zellen durch Propidiumiodid (PI) im Medium.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Zellen alle 2 min iiber einen Zeitraum von 2h. (A) Reprédsentative Overlays von
Hellfeld, Calcein (griin) und PI (rot) zu den dargestellten Zeitpunkten. Quantifizierung der Zellkontakte mit und ohne Zielzelllyse
(B) und des Kontaktzeitpunkts (C). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, n=3. Die Analyse der Daten erfolgte durch Lea
Kaschek. Modifiziert aus Zophel et al., 2022.
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Fiir eine umfassendere Charakterisierung der in den Zytotoxizititsassays beobachteten altersbedingten
Unterschiede in der Lyse-Kinetik, wurde das zytotoxische Verhalten von CD8" T-Zellen junger und alter
Maiuse fluoreszenzmikroskopisch auf FEinzelzellebene analysiert. Dafiir wurden P815-Zellen mit
Calcein-AM beladen und der Kontaktzeitpunkt zwischen Effektor- und Zielzelle sowie der Anteil daraus
resultierender Zielzelllysen quantifiziert. Um lysierte Zielzellen besser sichtbar zu machen, wurde dem
Medium Propidiumiodid hinzugefiigt (Abbildung 5).

Den Ergebnissen des Populations-Zytotoxizititsassays entsprechend, fithrte der Kontakt mit
CD8" T-Zellen aus alten Miusen in den ersten 120 min zu einem signifikant hoheren Anteil lysierter
Zielzellen (Abbildung 5A und B). Interessanterweise zeigte sich, dass CD8" T-Zellen aus jungen Méusen
ebenfalls stabile Zielzellkontakte bilden, diese jedoch weitaus seltener zur Lyse der Zelle fithren. Die
Analyse des ersten Kontaktzeitpunktes, der Riickschliisse auf das Migrationsverhalten der CD8" T-Zellen
ermoglichen konnte, zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen (Abbildung 5B
und C).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die schnelle zytotoxische Aktivitit von CD8" Zellen im Alter nicht auf
zeitliche Unterschiede im Zielzellkontakt zuriickzufiihren ist, sondern vielmehr Verdnderungen in der

zytolytischen Effektorfunktion zugrunde liegen.

3.1.2 Verringerte Proliferation und Viabilitit von CD8" T-Zellen aus alten Miusen

Die Stimulation des T-Zell-Rezeptors hat die Initiation von Proliferation und Differenzierung zur Folge,
was einen wesentlichen Einfluss auf die Expression von Effektormolekiilen hat (Willinger et al., 2005).
Um auszuschlieen, dass Unterschiede in der zytotoxischen Funktion durch eine verdnderte
Proliferationsfahigkeit und Viabilitit von CD8' T-Zellen junger Maiuse begriindet sind, wurden
unstimulierte CD8" T-Zellen mit dem Fluoreszenzfarbsoff CFSE markiert und die Anzahl der
Zellteilungen nach Zugabe von anti-CD3/CD28 Beads und 100 U IL-2 durchflusszytometrisch analysiert
(Abbildung 6A).

Nach 48h haben CD8" T-Zellen aus jungen Méusen signifikant mehr Zellteilungen durchlaufen, was auf
eine, wenn auch geringfiigig, verringerte Proliferationsfahigkeit im Alter schlieBen ldsst (Abbildung 6B).
Dariiber hinaus war die Viabilitdt der CD8" T-Zellen aus alten Médusen am Tag der Zytotoxizitdtsassays
(3 Tage nach Stimulation) signifikant geringer (Abbildung 6C).

Somit kann weder eine eingeschrinkte Proliferation noch eine verminderte Viabilitit die verzogerte

Lyse-Kinetik von CD8" T-Zellen aus jungen Méusen erkléren.
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Abbildung 6. Verminderte Proliferationsfihigkeit und Viabilitit von CD8* T-Zellen im Alter. CFSE-basierter
Proliferationsassay mit stimulierten CD8" T-Zellen aus jungen und alten C57BL/6J Mausen. (A) Représentative Gating-Strategie
der durchflusszytometrischen Analyse und (B) Quantifizierung der Zellteilungen durch Verdiinnung des zytoplasmatischen
Fluoreszenzfarbstoffs CFSE 48h nach Stimulation (n=6). (C) Analyse der Viabilitit durch Férbung der 3-Tage stimulierten
CD8" T-Zellen mit Acridinorange/Propidiumiodid und Verwendung eines automatisierten Fluoreszenz-Zellzéhlers (n=8).

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

3.1.3 Die Lyse-Kinetik von CD8" T-Zellen junger Miuse verindert sich mit zunehmender
Stimulationsdauer
Im Laufe der in vitro Stimulation verdndert sich der Differenzierungsstatus einer T-Zelle und bestimmt
folglich deren Effektorfunktion (Knoérck et al., 2022; Pieren et al., 2019; Sallusto et al., 1999). Daher
wurde die zytotoxische Aktivitdt der CD8" T-Zellen aus jungen und alten Méusen in einem zeitlichen
Verlauf von drei bis sechs Tagen analysiert (Abbildung 7).
Die zytotoxische Effizienz der CD8" T-Zellen aus alten Miusen blieb iiber die Dauer der Kultivierung
nahezu konstant, die Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen junger Mduse nimmt hingegen mit zunechmender
Stimulationsdauer zu (Abbildung 7A und B). Bereits an Tag vier zeigte sich eine deutlich schnellere
Lyse-Kinetik gegen P815 Mastozytom-Zellen, die an Tag sechs das Niveau von CD8" T-Zellen alter
Miuse erreichte. Wéhrend nach dreitdgiger Stimulation die Differenz der Zielzelllyse zwischen den
Altersgruppen nach 60 min 46% betrug, konnten an Tag sechs keine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden (Abbildung 7C).
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Die Analyse der Zytotoxizitdit gegen EL4 Lymphoma-Zellen lieferte vergleichbare Ergebnisse
(Abbildung 7D-F) und bestétigt nochmals die Zielzell-unabhéngigen Unterschiede der Lyse-Kinetik von

CDS8* T-Zellen im Alter.
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Abbildung 7. Einfluss der Stimulationsdauer auf die Lyse-Kinetik von CD8" T-Zellen aus jungen und alten Miusen.
Fluoreszenzbasierte Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays nach 3-6 Tagen Stimulation von CD8" T-Zellen aus jungen (A, D) und alten (B,
E) C57BL/6] Maiusen. Als Zielzellen dienten die Tumorzelllinien P815 (n=7-18) und EL4 (n=3-11) in einer
Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1. Boxplots reprasentieren die durchschnittliche Zielzelllyse von drei- und sechs-Tage stimulierten

CD8" T-Zellen nach 60 min (C, F). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

3.1.4 Altersbedingte Verinderungen in der CD8" T-Zell-Subtypenverteilung
Nach Antigen-Kontakt expandieren naive T-Zellen (Tn) klonal, differenzieren zu Effektorzellen und
anschlieBend zu Gedéchtnis-T-Zellen,

Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tem) unterteilen lassen (Nikolich-Zugich, 2008; Sallusto et al., 1999). Der

die sich allgemein in Zentrale Gedéchtnis- (Tcm) und

fortschreitende Riickgang des naiven T-Zell-Pools und die Akkumulation von Gedéchtnis-T-Zellen
gehoren sicher zu den bedeutendsten Verdnderungen des adaptiven Immunsystems wéhrend des Alterns.
Die Verteilung der Subtypen von CD8" T-Zellen aus jungen und alten Méausen im Verlauf der in vitro
Stimulation wurde durchflusszytometrisch anhand der Oberflichenmarker CD44 und CD62L analysiert
(Abbildung 8A). Erwartungsgemall weisen unstimulierte CD8" T-Zellen junger Méausen mit 72% einen
hohen Anteil naiver T-Zellen (CD62L* CD44") auf. Die Gedéchtnispopulation besteht aus 23% Tcwm
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(CD62L" CD44") und 4% Tem (CD62L" CD44"). Im Gegensatz dazu machen Tx im Alter mit 17% den
geringsten Anteil aus. 41% der unstimuierten CD8" T-Zellen aus alten Méusen sind Tem und 34% Tewm.
Die Stimulation der Zellen fiihrte in beiden Altersgruppen zu einer deutlichen Abnahme der naiven
T-Zell-Population einhergehend mit der Differenzierung von Tn zu Tem und Tem zu Tem

(Abbildung 8A und B).
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Abbildung 8. Einfluss der Stimulationsdauer auf die Subtypenverteilung von CD8* T-Zellen aus jungen und alten Méusen.
Durchflusszytometrische Analyse von CD8" T-Zellen aus jungen und alten C57BL/6J Miusen. Unstimulierte (n=8) und
stimulierte (n=6-9) CD8" T-Zellen wurden anhand der CD62L- und CD44-Oberflachenexpression in Tx: CD62L" CD44-, Tem:
CD62L"CD44" and Tem: CD62L-CD44" unterteilt. Représentative Konturplots (A) und Quantifizierung (B) der
Subtypenverteilung im Verlauf der in vitro Stimulation. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
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Nach dreitdgiger Stimulation war der iiberwiegende Anteil an CD8" T-Zellen junger Méuse Tcwm (74%).
CD8" T-Zellen aus alten Mausen wiesen hingegen signifikant weniger Tem und mehr Tev auf. Diese
altersbedingten Unterschiede konnten sechs Tage nach Stimulation nicht mehr beobachtet werden. Mit
35% vs. 27% (Tcm) und 58% vs. 68% (Tem) war die Verteilung der Subtypen in beiden Altersgruppen
dhnlich (Abbildung 8B). Die stetige Zunahme an Tgvm in CD8" T-Zellen junger Méause korreliert hierbei

erstaunlich gut mit der beobachteten schnelleren Lyse-Kinetik im Verlauf der in vitro Stimulation.

Neben der klassischen Differenzierung von naiven T-Zellen zu Gedéichtnis-T-Zellen nach
Antigen-Kontakt, machen zahlreiche Studien in den vergangenen Jahren deutlich, dass CD8" T-Zellen
auch unabhéngig der Exposition fremder Antigene in der Lage sind einen Tcum-dhnlichen Phanotyp zu
entwickeln (Akue et al., 2012; Lee et al.,, 2013; White et al., 2016). Diese Antigen-unerfahrenen
Gedéachtnis-T-Zellen werden als Tyvm (virtual memory T cells) definiert und zeichnen sich durch eine
schnelle Initiation der Effektorfunktionen nach TZR-Stimulation aus (Hussain & Quinn, 2019). Sowohl in
murinen als auch humanen CD8" T-Zellen ist eine Akkumulation der Tym im Alter beschrieben (Chiu et
al., 2013; Quinn et al., 2018). Daher wurde der Anteil Antigen-unerfahrener Tvm in den
T-Zell-Geddchtnispopulationen von unstimulierten und stimulierten CD8" T-Zellen aus jungen und alten
Mausen durchflusszytometrisch quantifiziert (Abbildung 9). Tvm exprimieren die Oberflichenmarker
CD44 und CD62L, konnen aber durch die fehlende Expression von CD49d von klassischen Tcwm
unterschieden werden (Hussain & Quinn, 2019).

In unstimulierten und stimulierten CD8" T-Zellen aus jungen Méusen betrug der Anteil an Tym etwa 14%
der Gesamt-Gedéchtnispopulation (CD44"). Wie vermutet, nimmt die Anzahl an Tyy im Alter zu und war
mit 30% in unstimulierten und 41% in stimulierten CD8" T-Zellen aus alten Mausen signifikant héher
(Abbildung 9A und B). Entsprechend zeigte die Quantifizierung des Tvwm-Anteils innerhalb der
Tcewm-Population (CD44" CD62L") ebenfalls eine signifikante Erhohung im Alter (Abbildung 9C und D).
Vor Stimulation waren 62% der CD44" CD62L" CD8" T-Zellen aus jungen Méausen und 73% der Zellen
aus alten Miusen Tvm. Nach dreitdgiger Stimulation reduzierte sich der Anteil in beiden Altersgruppen
auf 13% (jung) und 43% (alt).

Tvm werden als Zellen mit hoher Zytotoxizitdt beschrieben, aber auch antigenspezifische Tcm weisen nach
TZR-Stimulation eine zytotoxische Aktivitit auf. Inwieweit der Anteil an Tvwm das zytotoxische Potential

der Tcm-Population beeinflusst, ist bisher unklar.

39



Ergebnisse

A B

unstimuliert 3d stimuliert

Tym w1 Tvm
] 100~ .
| EE jung
— m alt
14 80+
ﬂ' 4
[a}
Q 504
= .
o 4
- - " [ .} .‘ >
" o o o w ! <
) . =
[ 10t =
T Y [PRR SE > L
% w T Yy 7
N a unstimuliert ~ 3d stimuliert
= w4
< o
IS o 3 o q
b i 1 3
E 2 e : —-—
o i » o ot ® w n®
= Q
CD8-FITC —> CD49d-PE —>
_— D
unstimuliert
Jdung - Tem 1
... > S O Y R PR Ky ol v et s Py R S >
"1 "1 100+ .
»d wd £ _ H jung
Tum Tum D g0 : - alt
o w1 [a]
[5) |
=g @q 5
I 60
. o j
) o o] o ™ @ ot ey @ ot o
5 40+
> 4
1] . o] = 20
- =
A /\ T = ]
? £ - "] .|| g
a N Ty o N {Tym unstimuliert ~ 3d stimuliert
2 < O T <
7] @ [ @
o t .4 (AN T ]
< o <+ 1 2
< £, = g .
Q . n s r— T — Q T n S . n
O o It W e [ " " &) 0 w w = [ W w
CD62L-APC > CD49d-PE — CD62L-APC > CD48d-PE —

Abbildung 9. Vermehrter Anteil an Antigen-unerfahrenen ,,Tvm“-Gedichtnis-T-Zellen in CD8" T-Zellen aus alten
Miusen. Durchflusszytometrische Analyse von CD49d™ Tvm (virtual memory T cells) in unstimulierten und stimulierten
CD8" T-Zellen aus jungen und alten C57BL/6J Miusen. (A) Reprisentative Gating-Strategie und (B) Quantifizierung der Tvm
innerhalb der CD44% T-Zell-Gedichtnispopulationen. (C) Reprisentative Gating-Strategie und (D) Quantifizierung der Tvm
innerhalb der CD44* CD62L" zentralen Gedichtnispopulation (Tcwm). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM, n=4-7.

3.1.5 Veriinderungen in der CD8" T-Zell-Subtypenverteilung tragen nicht mafigeblich

zur schnelleren Lyse-Kinetik im Alter bei
Obwohl beide CD8" T-Zell-Gedéchtnispopulationen eine zytotoxische Aktivitdt aufweisen, wird den
Effektor-Gedéchtnis-Zellen aufgrund der hohen Expression von Effektormolekiilen eine hoherer
Zytotoxizitdt zugschrieben (Kndrck et al., 2022). Die altersabhéngige Anzahl von Tn, Tem und Tem sowie
die zunehmend schnellere Lyse-Kinetik junger CD8" T-Zellen bei steigendem Tem-Anteil im Verlauf der
Kultivierung, liel vermuten, dass die effiziente Zytotoxizitit im Alter in erster Linie auf die

unterschiedliche Verteilung der CD8" T-Zell-Subtypen zuriickzufiihren ist.
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Um  diese Hypothese zu bestdtigen, wurden die Echtzeit-Zytotoxizititsassays nach
durchflusszytometrischer Sortierung der Tcm- und Tewm-Populationen aus drei Tage stimulierten

CD8" T-Zellen junger und alter Mause wiederholt (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Schnelle Lyse-Kinetik in den Tcv- und Tem-Gedéchtnispopulationen von CD8* T-Zellen aus alten Miusen.
Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays nach durchflusszytometrischer Sortierung der Tcm- (A) und Tem- (B) Gedéchtnis-T-Zell-Population
aus drei Tage stimulierten CDS8* T-Zellen junger (n=3) und alter (n=4) C57BL/6] Maiuse. Als Zielzellen diente die
Mastozytom-Zelllinie P815 in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1. Boxplots reprisentieren die durchschnittliche Zielzelllyse
nach 60, 120 und 240 min (B, E) und die maximale Lysekapazitit/10 min (C, F). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.
Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

Uberraschenderweise war in beiden Gedichtnis-Populationen (Tcwm und Tem) von CD8* T-Zellen aus alten
Mausen eine nahezu identisch schnelle Lyse-Kinetik von P815-Zellen zu beobachten (Abbildung 10A, B
und D, E). In CD8" T-Zellen junger Miuse konnte die bereits beschriebene, tendenziell hohere
Zytotoxizitdt von Tgm hingegen bestétigt werden, gekennzeichnet durch eine etwas schnellere
Lyse-Kinetik und hohere Endpunktlyse im Vergleich zu Tcum. Dennoch zeigten beide
Gedichtnis-Populationen eine im Vergleich zu alten Méiusen signifikant verzogerte zytotoxische Aktivitét

innerhalb der ersten 120 min (Abbildung 10B und E). Die Quantifizierung der maximalen Zielzelllyse pro
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10-min Intervall zeigte eine 2-fach (Tcm) und 2,3-fach (Tem) hohere Lyserate durch
CD8" Gedidchtnis-T-Zellen aus alten Méusen (Abbildung 10C und F).
Diese FErgebnisse deuten darauf hin, dass es im Alter zu Alterationen innerhalb beider

Gedéchtnispopulationen kommt, die mit einer erhdhten zytotoxischen Funktion einhergehen.

Verglichen mit naiven T-Zellen, zeichnen sich Gedichtnis-T-Zellen nach erneuter TZR-Stimulation durch
eine schnellere Initiation der zytotoxischen Effektorfunktion aus (Berard & Tough, 2002). Angesichts des
hohen Anteils naiver CD8" T-Zellen in jungen Méausen wurde die zytotoxische Aktivitit der zuvor aus

Splenozyten isolierten Tx-Populationen von jungen und alten Mausen untersucht (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Naive CD8* T-Zellen aus jungen und alten Miusen zeigen nach Stimulation keine zytotoxische Aktivitit.
(A) Echtzeit-Zytotoxizititsassays mit naiven CD8" T-Zellen aus jungen und alten C57BL/6J Mausen, drei Tage nach polyklonaler
in vitro Stimulation. Als Zielzellen diente die P815 Mastozytom-Zelllinie in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 10:1. Boxplots
représentieren die durchschnittliche Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B) und die maximale Lysekapazitit/10 min (C).
Représentative Konturplots (D) und Quantifizierung (E) der Subtypenverteilung nach dreitdgiger Stimulation. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM, n=3. Die Generierung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Chantal Hof. Modifiziert aus Zdphel et al.,
2022.
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In beiden Altersgruppen lie sich nach dreitigiger Stimulation keine Zytotoxizitit gegeniiber P815-Zellen
feststellen (Abbildung 11A-C). Zu diesem Zeitpunkt sind 66% der Tn aus jungen Mausen und 53% der Tn
aus alten Méusen zu Tew differenziert, 7% (jung) bzw. 8% (alt) zu Tem (Abbildung 11D und E).

Ein signifikanter Unterschied in der Anzahl an Ty, Tcm und Tem konnte nicht beobachtet werden, was
vermuten ldsst, dass das zellintrinsische Differenzierungspotenzial von naiven T-Zellen im Alter

weitgehend unverdndert bleibt.
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Abbildung 12. Die Lyse-Kinetik von CD8* T-Zellen junger Méuse wird nicht durch den Anteil naiver Zellen bestimmt.
(A) Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays mit sortierten naiven und Gedéichtnis-T-Zellen aus jungen C57BL/6J Méusen, drei Tage nach
polyklonaler in vitro Stimulation. Sortierte Tcmt+ Tem wurden entweder ohne oder mit sortierten Tn in einem Verhéltnis von
60:40% (Tn:Tem+Tem) stimuliert. Als Zielzellen diente die Mastozytom-Zelllinie P815 in einer Effktor:Zielzell-Ratio von 20:1.
Boxplots représentieren die durchschnittliche Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B) und die maximale Lysekapazitét/10 min
(C). Reprisentative Konturplots (D) und Quantifizierung (E) der Subtypenverteilung nach dreitdgiger Stimulation. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM, n=3. Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

Aufgrund der Tatsache, dass naive T-Zellen nach Stimulation zwar zu Tcwm differenzieren, diese
Population jedoch keine Zytotoxizitdt aufweist, stellte sich die Frage, welchen Einfluss der hohe Anteil an

T in unstimulierten Zellen auf die Lyse-Kinetik der CD8* T-Zellen junger Méuse hat. Daher wurden
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naive CD8" T-Zellen sowie die CD8" Gedédchtnis-Populationen aus Splenozyten junger Mause sortiert und
Tem+Tem in Abwesenheit von Ty und zusammen mit Ty in einem Verhéltnis von 60:40% (Tn:TemtTem)
stimuliert. Das gewdhlte Verhéltnis zwischen naiven und Gedéchtnis-T-Zellen entspricht dabei in etwa der
iiblicherweise in jungen Maiusen vorkommenden Verteilung dieser CDS8' Populationen. Der
Echtzeit-Zytotoxizitdtsassay nach dreitdgiger Stimulation zeigte in beiden Fillen, die fiir junge Méuse
typische, verzogerte Zielzelllyse von P815 Mastozytom-Zellen (Abbildung 12A). Obwohl die
Abwesenheit naiver T-Zellen insgesamt zu einer etwas hoheren Zytotoxizitit fithrte, konnten im Vergleich
zur Gesamt-Population keine signifikanten Unterschiede in der Lyse-Kinetik und maximalen Lyserate
beobachtet werden (Abbildung 12B und C). Die durchflusszytometrische Analyse der Subtypenverteilung
zeigte bei Stimulation in Anwesenheit naiver T-Zellen nach drei Tagen eine vergleichbare Anzahl an Tem
aber signifikant weniger Tem (Abbildung 12D und E).

Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass weder der geringe Anteil naiver T-Zellen, noch die Verteilung der

CD8" Gedachtnispopulationen ausschlaggebend fiir die schnelle Zytotoxizitit im Alter sind.

3.1.6 Die zelleigene Fihigkeit zur Degranulation lytischer Granula ist im Alter unverindert

Die verzogerte zytotoxische Funktion beider CD8" Gedéchtnispopulationen aus jungen Méusen und die
im Gegensatz dazu erhdhte Zytotoxizitdt von Tem und Tem im Alter legen grundsétzliche, altersabhingige
Unterschiede in den Zytotoxizitditsmechanismen nahe.

Die Freisetzung lytischer Granula ist ein wesentlicher Mechanismus zur schnellen Abtdtung von
Zielzellen. Die Vesikel tragen das Lysosom-assoziierte Membranprotein-1 (LAMP-1, CD107a) auf der
Oberflédche, dass bei Fusion der Granula an der Plasmamembran detektiert werden kann. Dies ermdglicht
eine durchflusszytometrische Analyse des Degranulationsverhaltens von CD8* T-Zellen nach
Zielzellkontakt (Rubio et al., 2003). Um mogliche altersbedingte Verdnderungen der Granula-Exozytose-
vermittelten Zytotoxizitdt zu untersuchen, wurden drei Tage stimulierte CD8" T-Zellen aus jungen und
alten Mausen mit P815 Mastozytom-Zellen und einem anti-CD107a-Antikorper inkubiert. Nach Oh, 1,5h
und 3h wurde die CDI107a-Expression in den CD8" Gedichtnispopulationen Tev und  Tem
durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 13A). Die deutliche Erhéhung von CD107a auf der
Zelloberflache nach 1,5h und 3h bestitigte die Degranulation lytischer Granula nach Zielzellkontakt in
beiden  Altersgruppen (Abbildung 13B). Ein signifikanter ~Unterschied in der mittleren
Fluoreszenzintensitdt (MFI) konnte jedoch zu keinem der analysierten Zeitpunkte festgestellt werden

(Abbildung 13C).

44



Ergebnisse

A
250K 100 i 100 4
0’ o
200k 5 80 \ LR S
“ CD107a
II]a =
o
o i 0 -
- ™ T L T o T ™ T T T
AR P R M o 10? 10 10° o 10 o 10
260K 100 4
100 10°
R3ewed
. - L= CD107a
@ ., © L |
2. o Nl
T < Q <C
2 5 S
< & 20 - % [ i & 20
o E, 3 E.
g r sk 100k oK 200K 250K g O "";' 'm 1m 1“]5 g fm" -:I T Im’ T |m4 T Im“’
FSC-A > CD8-FITC > CD62L-APC — CD107a-Bv421 —
B C
40000
3n 3n F_A _ 30000
| i
% i
8 20000 -
1,5h 1,5h 2 |
G
10000
| -8~ jung
Oh ' oh - alt
L L Y T T Ty T T
-0 0 0 10 10 -10 0 10 )H] 10 Oh ‘I'Sh 3h
CD107a

Abbildung 13. CD8* Zellen aus jungen und alten Miusen zeigen eine vergleichbare Degranulation der lytischen Granula.
CD107a-basierter Degranulationsassay mit stimulierten CD8" T-Zellen aus jungen und alten C57BL/6J Miusen nach Inkubation
mit P815 Mastozytom-Zellen in einer 1:1 Effektor:Ziel-Ratio. (A) Reprdsentative Gating-Strategie zur Analyse der
CD107a-Expression in den CD8" Tcm und Tem-Gedéchtnispopulationen. Représentative Histogramme der CD107a-Mobilisation
(B) und Quantifizierung der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) (C) zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Zielzellkontakt.

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM, n=6. Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

Zur Bestitigung dieser Ergebnisse wurde in Kooperation mit der AG Rettig (zelluldre Neurophysiologie,
CIPMM) eine detailliertere Analyse der Vesikel-Fusionen auf Einzelzellebene durchgefiihrt. Dafiir
wurden stimulierte CD8" T-Zellen aus jungen und alten Mausen mit einem pMAX-GranzymB-mCherry-
Konstrukt transfiziert und die Anzahl der Fusionen nach Bindung der Zellen an einen immobilisierten
anti-CD3e-Antikorper mittels TIRF-Mikroskopie analysiert (Abbildung 14A). Die Anzahl der
CD8" T-Zellen mit detektierten Vesikel-Fusionen war im Alter signifikant erhoht (Abbildung 14B),
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allerdings zeigte sich mit durchschnittlich 1,7 (jung) und 2,3 (alt) Fusionen pro Zelle, kein signifikanter
Unterschied in der zelleigenen Degranulationsfihigkeit (Abbildung 14C).
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Abbildung 14. Erhohte Anzahl von CD8" T-Zellen mit Vesikel-Fusionen bei unverinderter zelleigener
Degranulationsfihigkeit im Alter. Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) 12h nach Transfektion stimulierter
CD8* T-Zellen aus jungen und alten C57BL/6J Méusen mit pMAX-GranzymB-mCherry. (A) Représentative TIRF-Aufnahmen
nach Bindung der Zellen an immobilisierte anti-CD3e-Antikdrper. Dargestellt sind die einzelnen Vesikel-Fusionen innerhalb einer
Zelle (den Zahlen rechts entsprechend). Der plétzliche Abfall der GranzymB-mCherry-Fluoreszenz innerhalb von 0,3 s wurde als
Fusionsereignis definiert und ist durch die jeweiligen Pfeile gekennzeichnet. Die Diagramme zeigen den prozentualen Anteil an
CD8" T-Zellen mit Vesikel-Fusionen (B) und die durchschnittliche Anzahl detektierter Fusionen innerhalb einer Zelle (C).
Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM, n=5. Die Generierung der Daten erfolgte durch Keerthana Ravichandran (Kooperation
AG Rettig). Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der durchflusszytometrischen Analyse, scheint die schnelle

Zytotoxizitdt im Alter somit nicht auf einer vermehrten Degranulation lytischer Granula zu beruhen.
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3.1.7 Erhohte Expression von Granzym B und Perforin in CD8" T-Zellen aus alten Miusen

Da die vermutete, schnelle Granula-Exozytose-vermittelte Zytotoxizitit im Alter nicht durch
Veranderungen im Degranulationsverhalten erklart werden konnte, wurde im néchsten Schritt die
Expression der in den Iytischen Granula enthaltenen Effektormolekiile Perforin und Granzym B
quantifiziert. Dafiir wurden qPCR- und Westernblot-Analysen in unstimulierten und stimulierten
CD8" T-Zellen aus jungen und alten Miusen durchgefiihrt. Die entsprechenden Expressionslevel in
CD8" T-Zellen aus alten Méusen wurden auf Referenzgene normiert und relativ zum normierten
Expressionslevel junger Miuse quantifiziert (Abbildung 15). Erwartungsgemélf fiihrte die Stimulation der
Zellen zu einer starken Erhdhung der mRNA-Expression von Perforin und Granzym B. Wéhrend bei
unstimulierten CD8" T-Zellen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen festgestellt
werden konnte, zeigten CD8" T-Zellen aus alten Mdusen nach dreitdgiger Stimulation eine signifikant, um
das 5-fach erhohte Expression von Granzym B und eine um das 19-fach erhohte Expression von Perforin
(Abbildung 15A und B). Die densitometrische Analyse der durchgefiihrten Westernblots bestétigte die
signifikant hohere Expression von Granzym B und Perforin im Alter (Abbildung 15C).
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Abbildung 15. Erhiohte Expression der Effektormolekiile Perforin und Granzym B im Alter. Normalisierte
mRNA-Expression von Perforin (Prf) und Granzym B (GrzB) in unstimulierten (A) und drei Tage stimulierten (B) CD8" T-Zellen
aus jungen (n=8-13) und alten (n=7-8) C57BL/6] Méusen. Die Expressionslevel wurden auf die Referenzgene Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) und TATA-Box-Bindungsprotein (TBP) normalisiert und sind relativ zur
Expression von CD8" T-Zellen junger Méuse angegeben. (C) Représentativer Westernblot und densitometrische Quantifizierung
der Perforin- und Granzym B-Proteinexpression in drei Tage stimulierten CD8" T-Zellen mit Hypoxanthin-Guanin-
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzprotein (n=5-6). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die
Generierung der qPCR- und Westernblot-Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Sandra Janku. Modifiziert aus Zophel et al.,

2022.
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Fiir eine umfassendere Beurteilung der Expression lytischer Effektormolekiile auf Einzelzellebene wurden
stimulierte CD8" T-Zellen aus jungen und alten Miusen mit einem anti-Granzym B-Antikorper
intrazelluldr gefarbt und mittels strukturierter Beleuchtungsmikroskopie (SIM; Structured Illumination
Microscopy) analysiert (Abbildung 16A). Dabei zeigte sich, dass CD8" T-Zellen im Alter eine signifikant
hohere Anzahl Granzym B-positiver Granula pro Zelle aufweisen (Abbildung 16B).
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Abbildung 16. Altersbedingte Unterschiede in der Anzahl Granzym B-positiver lytischer Granula.
Doppel-Immunfluoreszenzfirbung mit Antikorpern gegen CD8 und Granzym B (GrzB) in drei Tage stimulierten CD8" T-Zellen
aus jungen und alten C57BL/6J Méausen. Représentative SIM-Aufnahmen der detektierten Granula innerhalb einer CD8" T-Zelle
(A) und Quantifizierung (B) der Anzahl GrzB-positiver Granula pro Zelle. (C) Représentative SIM-Aufnahmen der Verteilung
GrzB-positiver Granula innerhalb der CD8* T-Zell-Population von jungen und alten Méusen. (D) Histogramm der mittleren
Fluoreszenzintensitit (Bin-Breite 200) und Quantifizierung der Gesamt-MFI von Granzym B in CD8" T-Zellen (E). Dargestellt
sind die Mittelwerte = SEM, n=5-7. Die Generierung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Keerthana Ravichandran

(Kooperation AG Rettig). Modifiziert aus Zphel et al., 2022.
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In CD8" T-Zellen aus jungen Méusen lie sich in einem erheblichen Anteil der Zellen iiberhaupt kein oder
nur sehr wenig Granzym B nachweisen (Abbildung 16C). Die Quantifizierung der mittleren
Fluoreszenzintensitdt bestétigte die unterschiedliche Verteilung von Granzym B innerhalb der
CD8" T-Zell-Populationen, wobei viele CD8" T-Zellen aus jungen Méusen eine niedrige MFI und nur sehr
wenige Zellen eine hohe MFI aufweisen (Abbildung 16D). Die Gesamt-MFI von Granzym B ist in
CD8" T-Zellen aus alten Méausen signifikant um das 1,6-fache erhoht (Abbildung 16E).

Diese Ergebnisse lieferten erstmals eine mogliche Erkldrung fiir die altersbedingten Unterschiede in der
Kinetik der Zielzelllyse von CDS8' T-Zellen, schlieBen eine mogliche Beteiligung andere

Zytotoxizitdtsmechanismen jedoch nicht aus.

Um dieser Frage nachzugehen erfolgte eine ndhere Charakterisierung der zwei fiir die zytotoxische
Funktion von CDS8" T-Zellen relevanten Rezeptor-vermittelten Signalwege iiber Fas/FasL und NKG2D
(Strasser et al., 2009; Verneris et al., 2004). Dafiir wurden sowohl mogliche altersbedingte Unterschiede
in der mRNA-Expression von NKG2D und FasL als auch deren direkten Einfluss auf die Lyse-Kinetik der
CD8" T-Zellen untersucht (Abbildung 17). CD8" T-Zellen aus alten Méusen zeigten nach dreitdgiger
Stimulation eine signifikante, um das 2-fache erhdhte Expression von FasL (Abbildung 17A). Ein Einfluss
des Fas/FasL.-Signalweges auf die Zytotoxizitit gegen P815 Mastozytom-Zellen konnte jedoch nicht
festgestellt ~ werden.  Die  AntikOrper-vermittelte  Blockierung  des  Fas-Liganden  im
Echtzeit-Zytotoxizitdtsassay fiihrte in beiden Altersgruppen zu keinerlei Verdnderung in der Lyse-Kinetik
(Abbildung 17B). Durch die Antikorper-induzierte Aktivierung des Fas-Rezeptors auf den Zielzellen
konnte ebenfalls keine Zytolyse detektiert werden, was darauf hindeutet, dass dieser
Zytotoxizitditsmechanismus entweder sehr spdt nachweisbar ist oder auf Grund der geringen
Fas-Expression auf P§15-Zellen (Saxena & Adler, 1999), wenn {iberhaupt, nur eine untergeordnete Rolle
spielt. Die Analyse der mRNA-Expression von NKG2D zeigte keine altersbedingten Unterschiede
(Abbildung 17C). Auch hier konnte in beiden Altersgruppen keine Verdnderung der Lyse-Kinetik nach
Rezeptor-Blockierung beobachtet werden (Abbildung 17D).

Zusammengenommen erlauben diese Ergebnisse die Schlussfolgerung, dass die schnelle Zytotoxizitét im
Alter weniger durch Alterationen in Rezeptor-vermittelten Signalwegen, sondern vielmehr durch die

erhohte Expression der lytischen Effektormolekiile Granzym B und Perforin bedingt ist.
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Abbildung 17. Die schnelle Lyse-Kinetik von CD8* T-Zellen im Alter ist unabhiingig von der FasL- und
NKG2D-vermittelten Zytotoxizitit. Normalisierte mRNA-Expression von FasL (A) und NKG2D (C) in drei Tage stimulierten
CD8" T-Zellen aus jungen (n=7-8) und alten (n=4-6) C57BL/6J Méausen. Die Expressionslevel wurden auf die Referenzgene
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) und TATA-Box-Bindungsprotein (TBP) normalisiert und sind
relativ zur Expression von CD8" T-Zellen junger Méiuse angegeben. Echtzeit-Zytotoxizititsassays nach Zugabe eines
aktivierenden anti-Fas-Antikopers (ohne CD8" T-Zellen) oder Behandlung der CD8" T-Zellen mit blockierenden Antikorpern
gegen FasL (B) und NKG2D (D). Als Zielzellen diente die Mastozytom-Zelllinie P815 in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1
(n=4-5). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Die Generierung der qPCR-Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Sandra Janku.
Modifiziert aus Zophel et al., 2022.

3.1.8 Einfluss variierender Interleukin-2 Konzentrationen auf die Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen
aus jungen und alten Méusen

Neben der initialen T-Zell-Rezeptor-Aktivierung durch anti-CD3/CD28 Beads, werden CD8" T-Zellen
wihrend der in vitro Kultivierung standardméBig mit Interleukin-2 (IL-2) stimuliert. Wahrend das fiir eine
hinreichende Stimulation notwendige Verhdltnis von Aktivierungs-Beads und CD8" T-Zellen vom
Hersteller klar definiert ist, variieren die in der Literatur angegebenen Konzentrationen an IL-2, abhéngig
vom Studiendesign, zum Teil erheblich. Zudem liefern Studien iiber Verdnderungen der IL-2-Sekretion im
Alter mitunter widerspriichliche Ergebnisse (Effros & Walford, 1983; Engwerda et al., 1996; Pieren et al.,

2019; Van Epps et al., 2014). Da IL-2 neben seiner Beteiligung an Proliferation und Differenzierung,
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ebenfalls direkten Einfluss auf die Expression von Granzym B und Perforin nimmt (Janas et al., 2005;
Zhang et al., 1999), wurde die Differenzierung und zytotoxische Funktion der CD8" T-Zellen bei hoher
(500 U/ml) und geringer (50 und 20 U/ml) IL-2 Konzentration untersucht.

Die dreitdgige Stimulation mit 500 und 50 U/ml IL-2 fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der
zytotoxischen Aktivitdit von CD8" T-Zellen aus jungen Méusen (Abbildung 18A). Die Reduktion auf
20 U/ml hatte jedoch im Vergleich zur Stimulation mit 100 U/ml eine signifikant geringere Zytotoxizitét
zur Folge, mit einer Differenz der Zielzelllyse von 10% nach 60 min, 30% nach 120 min und 33% nach
240 min (Abbildung 18B). Die Quantifizierung der maximalen Zielzelllyse pro 10-min Intervall zeigte
eine 1,9-fach verringerte Lyserate bei Stimulation der CD8" T-Zellen mit 20 U/ml IL-2 (Abbildung 18C).
Uberraschenderweise hatte die Reduktion der IL-2 Konzentration jedoch kaum Einfluss auf die
zytotoxische Funktion der CD8" T-Zellen aus alten Miusen (Abbildung 18D). Die verringerte IL-2
Konzentration in den ersten drei Tagen fiihrte zwar auch hier zu einer leicht verzogerten Zytotoxizitat, die
Unterschiede in der Zielzelllyse waren jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant (Abbildung 18E und F).
Die durchflusszytometrische Analyse der CD8" Subtypenverteilung zeigte in beiden Altersgruppen keine

signifikanten Unterschiede zwischen den variierenden IL-2 Konzentrationen (Abbildung 18G und H).

Nach sechstdgiger Stimulation der CD8" T-Zellen mit reduzierten IL-2 Konzentrationen waren in beiden
Altersgruppen signifikante Unterschiede in der Zytotoxizitét zu beobachten (Abbildung 19). Wéhrend die
Stimulation mit 50 U/ml IL-2 zu einer leichten Abnahme der Zytotoxizitit fiihrte, zeigte sich bei
Reduktion der IL-2 Konzentration auf 20 U/ml in beiden Féllen eine deutliche Verzogerung der
Lyse-Kinetik (Abbildung 19A, B und D, E) und einer Differenz der Endpunkt-Lyse von 45% (jung) und
24% (alt). Die maximale Lyserate prol0 min-Intervall war im Vergleich zur Stimulation mit 100 U/ml
IL-2 sowohl bei 50 als auch bei 20 U/ml signifikant verringert (Abbildung 19C und F).

Entgegen der Erwartung konnte im Verlauf der Stimulation kein wesentlicher Einfluss der reduzierten
IL-2 Konzentration auf die Differenzierung der CD8" T-Zellen festgestellt werden (Abbildung 19G und
H). CD8" T-Zellen junger Miuse zeigten bei 20 U/ml IL-2 nach 6 Tagen einen etwas hoheren Anteil an
Tn und Tewm bei verringertem Anteil an Tem verglichen mit der Zugabe von 50 und 100 U/ml IL-2. Die
Unterschiede waren jedoch gering. Die Subtypenverteilung in CD8" T-Zellen aus alten Méusen war bei
allen eingesetzten IL-2 Konzentrationen vergleichbar.

Insgesamt zeigte sich, dass CD8" T-Zellen im Alter auch bei niedrigen IL-2 Spiegeln eine hohe
zytotoxische Effizienz aufweisen. Ein Mangel dieses Zytokins im Verlauf der Stimulation fiihrt jedoch

trotzt addquater Differenzierung zu einer deutlichen Abnahme der Zytotoxizitét.
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Abbildung 18. Einfluss variierender IL-2 Konzentrationen auf die Zytotoxizitit und Differenzierung von CD8" T-Zellen
aus jungen und alten Miusen nach dreitigiger Stimulation. Echtzeit-Zytotoxizititsassays mit CD8" T-Zellen aus jungen (A)
und alten (B) C57BL/6J Miusen nach dreitdgiger Stimulation mit unterschiedlichen Interleukin-2 (IL-2) Konzentrationen. Als
Zielzellen diente die Mastozytom-Zelllinie P815 in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1. Boxplots reprisentieren die
durchschnittliche Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B, E) und die maximale Lysekapazitdt/10 min (C, F).
Durchflusszytometrische Analyse der Subtypenverteilung von CD8" T-Zellen aus jungen (G) und alten (H) Mé&usen nach
dreitdgiger Stimulation mit unterschiedlichen IL-2 Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM, n=4-7.
A-F modifiziert aus Zophel et al., 2022.
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Abbildung 19. Einfluss variierender IL-2 Konzentrationen auf die Zytotoxizitit und Differenzierung von CD8" T-Zellen

aus jungen und alten Miusen nach sechstigiger Stimulation. Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays mit CD8" T-Zellen aus jungen (A)

und alten (B) C57BL/6J Mausen nach sechstigiger Stimulation mit unterschiedlichen Interleukin-2 (IL-2) Konzentrationen. Als

Zielzellen diente die Mastozytom-Zelllinie P815 in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1. Boxplots reprisentieren die

durchschnittliche Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B, E) und die maximale Lysekapazitdt/10 min (C, F).

Durchflusszytometrische Analyse der Subtypenverteilung von CD8* T-Zellen aus jungen (G) und alten (H) Méusen nach

sechstigiger Stimulation mit unterschiedlichen IL-2 Konzentrationen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, n=4-6.
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3.1.9 Die erhohte zytotoxische Aktivitit muriner CD8" T-Zellen beginnt im mittleren Lebensalter
Die bisherigen Ergebnisse legen nahe, dass die zytotoxische Effektorfunktion von CD8" T-Zellen durch
zellintrinsische Alterationen im Alter erheblich beeinflusst wird. Entsprechend stellte sich die Frage in
welchem zeitlichem Verlauf und Ausmall diese Verdnderungen im Prozess des Alterns auftreten. Daher
wurde die Kinetik der Zielzelllyse von CD8" T-Zellen aus Méusen in einer Alterspanne von 33 bis 63
Wochen untersucht. Interessanterweise zeigte sich, dass die Lyse-Kinetik mit zunehmenden Alter nicht
sukzessive schneller wird. Stattdessen lies sich eine sprunghafte Steigerung der Zytotoxizitit ab einem
Alter von 49 Wochen beobachten (Abbildung 20). Wéhrend CD8" T-Zellen aus Méusen zwischen 33 und
46 Wochen eine zur jungen Altersgruppe (< 26 Wochen) nahezu identische, verzogerte Lyse-Kinetik
aufwiesen, zeigten CD8" T-Zellen aus Mausen zwischen 49 und 63 Wochen eine schnelle zytotoxische
Aktivitidt wie sie der alter Mause (> 75 Wochen) entspricht (Abbildung 20A und B). Innerhalb dieser
3-wochigen Altersspanne (46w-49w) erhohte sich die Zielzelllyse signifikant mit einer Differenz von 40%
nach 60 min und 24% nach 120 min. Anders als bei CD8" T-Zellen alter Méuse beobachtet, lag die
Endpunkt-Lyse bei einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1 in der Altersgruppe 49-63 Wochen signifikant
héher als bei den 33-46 Wochen alten Mausen (Abbildung 20B).

Auch wenn die Verteilung der CD8" T-Zell-Subtypen keinen wesentlichen Einfluss auf die Lyse-Kinetik
im Alter hat (Abbildung 10 und 12), zeigte sich iiberraschenderweise ebenfalls ein signifikante
Verschiebung der Subpopulationen zwischen den beiden mittleren Altersgruppen (Abbildung 20C und D).
Dabei sinkt der Anteil der naiven T-Zell-Population in unstimulierten CD8" T-Zellen von 63%
(33-46 Wochen) auf 38% (49-63 Wochen).

In stimulierten CD8" T-Zellen ist der Anteil an Effektor-Gedéchtnis-T-Zellen in der Altersgruppe ab
49 Wochen signifikant erhoht und vergleichbar mit dem Anteil an Tgm in alten Méusen (>75 Wochen).
Der Anteil an Tgm in CD8" T-Zellen von Miausen unter 46 Wochen entspricht dagegen in etwa dem der
jungen Altersgruppe (< 26 Wochen).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es bereits im mittleren Lebensalter zu einer umfassenden
Remodellierung der T-Zell-Immunitdt kommt, was in der Folge zu einer gesteigerten zytotoxischen

Effektorfunktion der CD8" T-Zellen fiihrt.
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Abbildung 20. Schnelle Lyse-Kinetik von CD8* T-Zellen ab dem mittleren Lebensalter. (A) Echtzeit-Zytotoxizitdtsassays
mit 3-Tage stimulierten CD8" T-Zellen aus C57BL/6J Miusen in einem Alter von 33-46 und 49-63 Wochen (n=38). Als Zielzellen
diente die Mastozytom-Zelllinie P815 in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1. Boxplots reprasentieren die durchschnittliche
Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B). Die Daten von Mausen der jungen (< 26 Wochen) und alten (>75 Wochen) Kohorte
sind hier zum Vergleich erneut aufgefiihrt und matt dargestellt. Durchflusszytometrische Analyse der Subtypenverteilung von
unstimulierten (C) und stimulierten (D) CD8" T-Zellen aus Méusen der entsprechenden Altersgruppe (n=7). Dargestellt sind die

Mittelwerte + SEM.

Zusammenfassend brachte die im ersten Teil der Arbeit durchgefithrte Charakterisierung in vitro
stimulierter CD8" T-Zellen aus alten C57BL/6J Wildtyp-Méausen erstaunliche Unterschiede im
zytotoxischen Verhalten der Zellen hervor. Beide CD8" Gedéachtnispopulationen weisen im Alter eine
schnellere Kinetik in der Lyse von Tumorzellen auf. Im Gegensatz zu CD8" T-Zellen aus jungen Mausen,
bleibt die zytotoxische Kapazitit nach initialer Aktivierung auch bei niedrigen externen
IL-2-Konzentrationen unverdndert. Die hohe zytotoxische Effizienz der CD8" T-Zellen ist weder durch
altersbedingte Alterationen in Rezeptor-vermittelten Signalwegen noch durch eine verdnderte
Degranulation lytischer Granula bedingt. Stattdessen scheint eine erhdhte Expression der in den Granula
enthaltenen Effektormolekiile Granzym B und Perforin urséchlich fiir die schnelle Eliminierung von
Zielzellen im Alter zu sein. Die hier dargestellten Ergebnisse wurden in Teilen bereits publiziert

(Zophel et al., 2022).
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3.2 Etablierung eines heterozygoten OT-I Mausmodells zur Untersuchung der
antigenspezifischen Immunantwort von CD8* T-Zellen im Alter

Die Daten aus den Versuchen mit gealterten Wildtyp-Méusen liefern deutliche Hinweise darauf, dass
zellintrinsische Alterationen den Phénotyp zytotoxischer CD8" T-Zellen im Alter wesentlich verdndern
konnen. Unklar ist jedoch welchen Einfluss die antigenunspezifische Stimulation des T-Zell-Rezeptors
mittels anti-CD3/CD28 Beads auf die Initiation der Effektorfunktionen hat. Die Bestitigung der
physiologischen Relevanz der Ergebnisse erforderte daher eine Untersuchung des zytotoxischen
Verhaltens nach antigenspezifischer Aktivierung. Die TZR-transgene OT-I Linie ist eines der am
héufigsten verwendeten Mausmodelle fiir die Untersuchung antigenspezifischer Immunantworten von
CD8" T-Zellen (Pritchard et al., 2016). OT-I Méuse exprimieren T-Zell-Rezeptoren auf CD8* T-Zellen die
spezifisch das iiber den MHC-I Komplex prisentierte Peptid OV Axzs7.264 (SIINFEKL) des Modellantigens
Ovalbumin erkennen. Der daraus resultierenden immundefiziente Phianotyp reduziert die Lebenserwartung
homozygoter OT-I Mause jedoch erheblich, wodurch sie fiir den Einsatz in Alterungsstudien weitgehend
ungeeignet sind. Um diese Einschriankung zu umgehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine heterozygote
OT-1 Linie etabliert. Die Generierung der verwendeten F1-Generationen (OT-I7") erfolgte durch
Verpaarung weiblicher C57BL/6] und ménnlicher OT-I"* Miuse. Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit
des heterozygoten Systems wurden phinotypische und funktionelle Eigenschaften von jungen OT-I"* und
OT-I"" Miusen gegeniibergestellt. Darauf aufbauend, erfolgte der Vergleich der antigenspezifischen

Immunantwort von CD8" T-Zellen aus jungen (12-26 Wochen) und alten (70-102 Wochen) OT"- Miusen.

3.2.1 Verringerte Inzidenz von Splenomegalien in OT-I"~ Miusen

Das Milzgewicht nimmt im Alter zu (Angenendt et al., 2020; Menees et al., 2021) und Splenomegalien
sind ein hiufiger Befund bei Nekropsien élterer Mause (Pettan-Brewer & M. Treuting, 2011). Da die
zugrundeliegenden Ursachen fiir die Entwicklung einer Splenomegalie vielféltig sein kdnnen, werden
diese Tiere in unseren Studien grundsitzlich ausgeschlossen. Die Expression des transgenen
T-Zell-Rezeptors auf CD8" T-Zellen von OT-I M&usen hat eine unzureichende Immunantwort gegen
andere Antigene zur Folge. Diese Immundefizienz fiihrt bereits bei jungen OT-I"* Méusen hdufig zu
Splenomegalien und einer deutlich erhdhten Sterblichkeit.

In jungen OT-I"" Méusen traten Splenomegalien hingegen nur sporadisch auf und im Vergleich zu jungen
OT-I"" Méusen reduzierte sich das Milzgewicht um durchschnittlich 55g bei ménnlichen und 42g bei
weiblichen Mausen (Tabelle 15). Ein hoheres Milzgewicht in weiblichen C57BL/6J Mausen wurde bereits
beschrieben (Menees et al., 2021) und lieB sich ebenfalls bei OT-I'""* und OT-I"" Miusen feststellen.
Zudem zeigte sich eine hohere Inzidenz von Splenomegalien bei weiblichen im Vergleich zu ménnlichen

OT-I Méausen.
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OT-1"- Méuse zeigten im Alter eine durchschnittliche Zunahme ihres Korpergewichts von 2-4g und eine
Zunahme des Milzgewichts um 25g (méinnlich) und 32g (weiblich). Das durchschnittliche Milzgewicht

von alten OT-I"" Miusen war dennoch niedriger als von jungen OT-I""" Miusen (Tabelle 15).

Tabelle 15. Korper- und Milzgewicht von OT-I"* (n=9-10) und OT-I""~ (n=11-20) Méusen + SEM

OT-I " jung OT-I *- jung OT-1 "~ alt
Kérpergewicht (g) 31.52 (£1.07) 30.36 (+0.38) 32.56 (+£0.71)
Milzgewicht (mg) ~ 155.67 (£13.54) 107.23 (+£5.05) 151.15 (£23.10)

OT-1 ** jung OT-1 *"jung OT-I *-alt
Korpergewicht (g) 22.29 (£0.53) 24.12 (£0.45) 26.25 (£0.42)

Milzgewicht (mg) 179.10 (£19.64) 140.82 (£12.22) 166.07 (£23.76)

Die Generierung eines heterozygoten OT-I Modells fiihrte zu einer deutlichen Reduktion der Inzidenz von
Splenomegalien und verldngerte die Lebenserwartung der Miause. Dies ermdglichte erstmals eine

Charakterisierung antigenspezifischer CD8" T-Zellen aus gealterten transgenen Mausen.

3.2.2 Die Expression des transgenen T-Zell-Rezeptors bleibt in alten OT-I"-Miusen erhalten

Der von OT-I1 CD8" T-Zellen exprimierte transgene T-Zell-Rezeptor stammt urspriinglich von einem
OV Ajs7.63-spezifischen CD8* T-Zellklon und besteht aus einer rekombinierten V,2 und V5 Kette, die
tiber ein einzelnes Transgen vererbt wird (Hogquist et al., 1994). Das Vorhandensein eines funktionellen
TZR-Proteins  filhrt zu  allelischer  Exklusion und  Unterbindung weiterer endogener
TZR-Gen-Rekombinationen (Lacorazza & Nikolich-Zugich, 2004; Sant’Angelo et al., 2001; Uematsu et
al., 1988). Daher ist anzunehmen, dass auch der iiberwiegende Teil der CD8" T-Zellen in OT-I"" Miusen
den transgenen TZR V,2/V5 exprimiert. Allerdings gibt es bisher keine bekannten Studien zur Verteilung
transgener T-Zell-Rezeptoren in heterozygoten Méusen und dem Einfluss des Alterns auf die Expression
des transgenen TZRs. Zudem wurde in einzelnen OT-I"* Linien ein spontaner partieller Verlust der
V,2- oder Vp5-Kette beobachtet (Pritchard et al., 2016).

Aus diesem Grund wurde zunéchst die Expression von V.2 und V5 auf CD8" T-Zellen von OT-I"",
OT-I"~ und C57BL/6J Miusen quantifiziert. Die durchflusszytometrische Analyse ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen OT-I"*, OT-I"" und dem Alter der Miuse (Abbildung 21). 98% der
CD8" T-Zellen von OT-I"" und 95% der CD8" T-Zellen von OT-I""Miusen tragen den
V.2/Vg5-trangenen TZR. Im Gegensatz dazu, exprimieren nur 1% der CD8" T-Zellen aus C57BL/6J
Maiusen endogen rekombinierte V,2/Vp5-TZRs (Abbildung 21A und B). Im Alter tragen 90% der
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CD8" T-Zellen aus OT-I""Méiusen V,2/V5 TZRs, 5% der CD8" T-Zellen exprimieren nur die V5-Kette.
Da bis zu 10% der CD8" T-Zellen aus C57BL/6J Méusen die Vp5-Kette fiir die TZR-Rekombination
verwenden (Abbildung 21A), ist unklar, ob die geringfiigige Abnahme des V,2/Vp5-TZRs im Alter durch
vermehrte endogene TZR-Rekombination oder einem zunehmenden spontanen Verlust der transgenen
V.2-Kette verursacht wird.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass der iiberwiegende Teil der CD8* T-Zellen aus OT-I"- Miusen den
OV Assyoes-spezifischen  T-Zell-Rezeptor tragen, dessen Oberflichenexpression auch im Alter

weitestgehend erhalten bleibt.
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Abbildung 21. Expression des transgenen V2/Vy5-T-Zell-Rezeptors auf CD8" T-Zellen von jungen und alten OT-I"-
Miusen. (A) Reprisentative Verteilung der Vo2- und Vp5-Ketten auf CD8" T-Zellen von OT-I"*, OT-I"- und C57BL/6J (WT)
Méusen. (B) Durchflusszytometrische Quantifizierung des prozentualen Anteils Vo2*Vp5" und V2°Vp5- Zellen innerhalb der
CD8" T-Zell-Populationen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, n=4-5. Modifiziert aus Zophel et al., 2023.

3.2.3 Verteilung der T-Zell-Populationen in Splenozyten von jungen und alten OT-I"~ Miiusen

Eine Verschiebung des CD4/CD8-Verhiltnisses und ein damit verbundener, iiberproportionaler Anteil von
peripheren CD8" T-Zellen ist ein bekannter Phanotyp von homozygoten OT-I Méausen (Clarke et al., 2000;
Kaye et al., 1992). Hingegen zéhlt eine reduzierte Anzahl an CD8" T-Zellen zu den typischen Merkmalen

der Immunoseneszenz. Die Verteilung der T-Zell-Populationen in Splenozyten junger OT-I"* und
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OT-1"-Méuse und deren Verdnderung im Alter wurde durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 22).
Angesichts der bereits beschriebenen geschlechtsspezifischen Unterschiede von T-Zell-Subtypen und
Immunantworten, nicht nur im Alter (Dakup et al., 2020; Klein & Flanagan, 2016; Menees et al., 2021),

wurden méinnliche und weibliche Méuse getrennt charakterisiert.
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Abbildung 22. Verteilung der T-Zell-Populationen in Splenozyten aus miinnlichen und weiblichen OT-I*"* und OT-I*~
Miusen. Durchflusszytometrische Analyse der T-Zell-Populationen bei jungen und alten OT-I"- (n=8-11) im Vergleich zu jungen
OT-I"* Miusen (n=6). (A) Prozentualer Anteil der CD3" Gesamt-T-Zellpopulation in isolierten Splenozyten. (B) Prozentuale
Verteilung von CD8*, CD4*, doppelt negativen (DN) und doppelt positiven (DP) Zellen innerhalb der CD3* T-Zell-Population.
Verteilung der naiven (Tn)-, zentralen Geddchtnis (Tcm)- und Effektor-Gedéchtnis (Tem)-Populationen innerhalb der CD8" (C)
und CD4" (D) T-Zellen anhand der Oberflichenexpression von CD44 und CD62L. Tn: CD62L" CD44", Tcm: CD62LT CD447,
Tem: CD62L- CD44". Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Modifiziert aus Zdphel et al., 2023.

Wihrend der Anteil an CD3" T-Zellen mit ca. 20-30% in allen OT-I Kohorten vergleichbar ist
(Abbildung 22A), weisen junge OT-I"" im Vergleich zu OT-I"" Méausen mit 53% vs. 74% (ménnlich) und
52% vs. 66% (weiblich) signifikant mehr CD8" T-Zellen auf. In alten OT-I"" Miusen verringert sich der
Anteil der CD8" T-Zellpopulation auf 60% (ménnlich) und 57% (weiblich), der Anteil an CD4" T-Zellen
nimmt zu (Abbildung 22B).
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Wihrend des Alterns kommt es zu einer fortschreitenden Abnahme naiver T-Zellen und einer
Akkumulation von Gedéachtnis-T-Zellen. Der durchflusszytometrischen Analyse mit CD8" T-Zellen aus
C57BL/6J Wildtyp-Méusen entsprechend (Abbildung 8), wurde die Verteilung der CD8" und
CD4" T-Zell-Subtypen in Splenozyten aus jungen und alten OT-I Méusen anhand der Oberflachenmarker
CD44 und CD62L bestimmt (Abbildung 22C und D). Der Anteil naiver CD8" T-Zellen aus jungen OT-I""
Méusen ist im Vergleich zu OT-I"* bei beiden Geschlechtern mit jeweils 75% vs. 52% (ménnlich) und
60% (weiblich) signifikant hoher. In alten OT-I""Méiusen nimmt der Anteil naiver CD8" T-Zellen
signifikant ab und zentrale Gedéchtnis-T-Zellen nehmen mit 58% (ménnlich) und 48% (weiblich) den
grofiten Anteil innerhalb der CD8" T-Zellen ein (Abbildung 22C). In allen OT-I Kohorten zeigt die
Mehrheit (66-86%) der CD4" T-Zellen hingegen phénotypische Eigenschaften von Effektor-Gedachtnis-
T-Zellen (Abbildung 22D).

3.2.4 Proliferation und Differenzierung von CD8" T-Zellen aus jungen und alten OT-I"" Miusen
nach antigenspezifischer Aktivierung

Die Proliferation und Differenzierung von naiven zu Gedichtnis-T-Zellen liefert erste Riickschliisse {iber
die Immunantwort von CD8" T-Zellen nach TZR-Aktivierung. Um die addquate OVA-spezifische
Aktivierung der CD8" T-Zellen aus OT-I"- Miusen zu bestitigen und mogliche altersbedingte
Verinderungen in der antigenspezifischen T-Zell-Antwort zu beurteilen, wurden Splenozyten aus OT-I"*
und OT-I"- Méusen fiir drei Tage mit der zuvor bestrahlten Lymphom-Zelllinie E.G7-OVA inkubiert. Die
Analyse der Proliferation erfolgte durch Markierung der Zellen mit CFSE und anschlieBender Farbung mit
einem anti-CD8 Antikdrper (Abbildung 23A). CD8" T-Zellen aus jungen OT-I"* und OT-I"" Méusen
zeigen ein nahezu identisches Proliferationsverhalten. Der tiberwiegende Anteil der Zellen (40-45%) hat
sich zu diesem Zeitpunkt einmal geteilt, einige haben drei bis vier Zellteilungen durchlaufen
(jeweils 20-25%). Bei alten OT-1"~Méusen konnten im Durschnitt 20% mehr CD8" T-Zellen nach einer
und weniger mit 3-4 Zellteilungen beobachtet werden, was auf eine Abnahme der zelleigenen
Proliferationsfahigkeit im Alter hindeutet (Abbildung 23A).

Die durchflusszytometrische Analyse der Subtypenverteilung bestétigte die OV A-spezifische Aktivierung
der CD8" T-Zellen aus OT-I"" Méusen. Nach dreitdgiger Stimulation zeigte sich in allen OT-I Kohorten
eine deutliche Abnahme der naiven T-Zell-Population (unter 20%) und eine Differenzierung von Tn zu
Tem und Tem zu Tem. Die altersbedingten Unterschiede in der Subtypenverteilung blieben jedoch auch

weiterhin signifikant (Abbildung 23B).
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Abbildung 23. Proliferation und Differenzierung von OT-I CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer Aktivierung.
(A) CFSE-basierter Proliferationsassay mit stimulierten CD8" T-Zellen aus minnlichen und weiblichen OT-I"* und OT-I*-
Méusen. Aktivierung der OT-I CD8" T-Zellen mit der zuvor bestrahlten E.G7-OVA Lymphom-Zelllinie und anschlieBende
durchflusszytometrische Quantifizierung der Zellteilungen durch Verdiinnung des zytoplasmatischen Fluoreszenzfarbstofts CFSE
nach 48h Stimulation. (B) Durchflusszytometrische Analyse der Subtypenverteilung von CD8" T-Zellen nach dreitigiger
antigenspezifischer Aktivierung. Tn: CD62L*CD44, Tcm: CD62L*YCD44*, Tem: CD62L-CD44". Dargestellt sind die
Mittelwerte = SEM, n=3-5. Modifiziert aus Zophel et al., 2023.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass CD8" T-Zellen aus jungen OT-I"" und OT-I""~ M&usen
phénotypisch dhnlich sind und nach antigenspezifischer Aktivierung im gleichen Maf3e proliferieren und
differenzieren. Die altersbedingt charakteristischen Veranderungen von CD8" T-Zellen wie die Abnahme
des mnaiven T-Zell-Pools, die Akkumulation von Gedéchtnis-T-Zellen und eine verringerte
Proliferationsféhigkeit treten ebenso bei alten OT-I"" Méusen auf. Somit bietet das OT-1"~ Modell eine
breite Anwendbarkeit fiir die Untersuchung antigenspezifischer Immunantworten von CD8" T-Zellen im

Alter.
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3.2.5 OT-I"" Modell bestitigt altersbedingte Verinderungen in der zytotoxischen Effektorfunktion
von CD8" T-Zellen

Die Generierung der heterozygoten OT-I Linie ermdglichte erstmals die Untersuchung altersbedingter

Unterschiede der zytotoxischen Funktion von CDS8" T-Zellen in einem antigenspezifischen in vitro

Modell.

Dafiir wurden isolierte CD8" T-Zellen aus jungen und alten OT-I Méusen zundchst fiir drei Tage mit

bestrahlten E.G7-OVA-Zellen und 100 U/ml IL-2 aktiviert. Die Analyse der zytotoxischen Aktivitit

gegen E.G7-OVA-Zellen erfolgte mittels Echtzeit-Zytotoxizititsassay bei einer Effektor:Zielzell-Ratio

von 10:1 (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Schnellere Zielzelllyse durch CD8" T-Zellen aus alten miinnlichen und weiblichen OT-I*- Miusen.
Echtzeit-Zytotoxizititsassays mit CD8" T-Zellen aus minnlichen (A) und weiblichen (D) OT-I"* und OT-I*~ Méusen nach
dreitdgiger Aktivierung durch bestrahlte E.G7-OVA-Lymphomzellen. Als Zielzellen dienten E.G7-OVA-Zellen in einer
Effektor-Zielzell-Ratio von 10:1. Boxplots reprisentieren die durchschnittliche Zielzelllyse nach 60, 120 und 240 min (B, E) und
die maximale Lysekapazitdt/10 min (C, F). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM, n=5-11. Modifiziert aus Zophel et al., 2023.
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CD8" T-Zellen von jungen minnlichen und weiblichen OT-I""* und OT-I"~ M#usen zeigten nach 240 min
eine Zielzelllyse von 40-45%, ohne signifikante Unterschiede in der Lyse-Kinetik (Abbildung 24A und
D). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von C57BL/6] Wildtyp-Miusen (Abbildung 3), wiesen
CD8" T-Zellen aus allen jungen OT-I Kohorten eine verzogerte zytotoxische Aktivitit innerhalb der ersten
60 min auf. Im Gegensatz dazu, zeigten CD8" T-Zellen aus alten OT-I"" Miusen eine signifikant
schnellere und effizientere Zytotoxizitit, mit 40% Zielzelllyse nach 60 min und 80% nach 240 min
(Abbildung 24A, B, D und E). Die Quantifizierung der maximalen Zielzelllyse pro 10-min Intervall zeigte
eine 2,5-fach hohere Lyserate von CD8" T-Zellen aus alten OT-I"- Méusen (Abbildung 24C und F).

Die in C57BL/6J Wildtyp-Méausen beobachtete erhohte Expression lytischer Effektormolekiile
(Abbildung 15-17) zeigte einen moglichen Mechanismus fiir die schnelle Lyse-Kinetik von
CD8" T-Zellen im Alter. Um diese Vermutung zu bestétigen, wurde die mRNA-Expression von Perforin,
Granzym B und FasL nach antigenspezifischer Aktivierung von CD8" T-Zellen aus jungen und alten OT-I
Miusen analysiert. Die jeweiligen Expressionslevel von jungen OT-I"* und alten OT-I"" Méusen wurden
auf Referenzgene normiert und relativ zum normierten Expressionslevel junger OT-I"" Miuse
quantifiziert. CD8" T-Zellen aus jungen OT-I"" und OT-I"- Miusen wiesen eine vergleichbare
mRNA-Expression aller drei untersuchten Gene auf. CD8" T-Zellen aus alten OT-I"" Méiusen zeigten
hingegen eine signifikant um das 2-3-fach erhéhte Expression von FasL und Granzym B und eine um das

9-fache erhohte Expression von Perforin (Abbildung 25A-C).
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Abbildung 25. Erhohte Expression von Perforin, Granzym B und FasL in CD8" T-Zellen aus alten OT-I"- Miusen.
Normalisierte mRNA-Expression von Perforin (A), Granzym B (B) und FasL (C) in CD8" T-Zellen aus OT-I""* und OT-I"~
Maiusen drei Tage nach antigenspezifischer Aktivierung. Die Expressionslevel wurden auf die Referenzgene Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) und TATA-Box-Bindungsprotein (TBP) normalisiert. Die normierten
Expressionslevel von jungen OT-I"" und alten OT-I'~ Miusen sind relativ zur Expression von CDS8'T-Zellen junger
OT-I""Méiuse angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, n=6-8. Die Generierung der qPCR-Daten erfolgte in
Zusammenarbeit mit Sandra Janku. Modifiziert aus Zophel et al., 2023.
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Die Ergebnisse im antigenspezifischen OT-I"~ Modell unterstiitzen die Annahme, dass die erhohte
Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen im Alter durch zellintrinsische Alterationen in der Expression lytischer
Effektormolekiile bedingt ist. Die Art der TZR-Stimulation scheint hierbei eine untergeordnete Rolle zu

spielen.

3.2.6 CD8" T-Zellen aus alten OT-I"" Miusen induzieren einen schnellen nekrotischen Zielzelltod
Die bisherigen Ergebnisse legen nahe, dass Verdnderungen im Perforin- und Granzym-Gehalt
ausschlaggebend fiir die schnelle Induktion des Zielzelltodes durch CD8" T-Zellen im Alter sind. Unklar
ist jedoch welchen Einfluss eine erhohte Expression dieser Effektormolekiile auf den Mechanismus der
Granula-Exozytose-vermittelten Zytotoxizitit nimmt. Perforin ist essenziell fiir die Freisetzung von
Granzymen und die nachfolgende Caspase-abhingige Apoptose-Induktion. Dariiber hinaus kénnen hohe
Perforin-Konzentrationen die Membranintegritit der Zielzelle so schiddigen, dass zelleigene
Reparaturmechanismen nicht mehr greifen, was einen nekrotischem Zelltod zur Folge hat (Backes et al.,
2018).

Um die Art des Zielzelltodes ndher charakterisieren zu konnen wurden EG.7-OVA Zellen stabil mit dem
Apoptose-Reporter pCasper transfiziert. Der Sensor besteht aus einem TagGFP und TagRFP Fluorophor,
verbunden iiber einen Linker der die Caspase-3 katalysierte Spaltungssequenz DEVD enthélt (Shcherbo et
al., 2009). Dies ermdglichte die fluoreszenzmikroskopische Unterscheidung zwischen lebenden (orange),
apoptotischen (griin) und nekrotischen (Fluoreszenzverlust) Zielzellen. Nach Zugabe drei Tage
stimulierter OVA-spezifischer CD8" T-Zellen aus jungen und alten OT-I Méusen, in einer
Effektor:Zielzell-Ratio von 2:1, wurden die Zielzellen iiber 4 Stunden kinetisch analysiert
(Abbildung 26A und B). Die Quantifizierung des Zielzelltodes erfolgte nach 60, 120 und 240 min
(Abbildung 26C).

Wie erwartet war der Anteil lebender Zielzellen nach Kontakt mit CD8" T-Zellen aus alten OT-1"-Méusen
zu allen analysierten Zeitpunkten signifikant geringer. CD8" T-Zellen aus jungen OT-I"* und
OT-I"~ Méusen induzierten bei bis zu 50% der Zielzellen eine Apoptose innerhalb der ersten 120 min, die
Anzahl nekrotischer Zellen war zu diesem Zeitpunkt marginal. Im Gegensatz dazu, fithrte der Kontakt mit
CD8" T-Zellen aus alten OT-I"- Miusen bereits nach wenigen Minuten zur Nekrose der Zielzellen
(Abbildung 26B). Der Anteil der Nekrose-Induktionen im Vergleich zu CD8" T-Zellen aus jungen
OT-I"-Miusen war mit 16% vs. 2% nach 60 min, 36% vs. 6% nach 120 min und 66% vs. 37% nach
240 min im Alter insgesamt signifikant héher (Abbildung 26C).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass hohe Perforin-Konzentrationen im Alter eine massive Schadigung
der Zielzellmembran zur Folge haben, die die Granzym-vermittelte Apoptose durch schnelle Induktion

von Nekrosen ersetzt.

64



Ergebnisse

A

OT-1"" jung

100 OT-1"" jung

oT-1*" alt

100

30
20

=
(=1

Zielzelllyse (%) >
'S
o

0 60 120
Zeit (min) ——>

C
1907 1ebend - 1007 4poptotisch
t 'L 7 .
804 80+ :
é b E ' * § 7 :
5 60 §: % 5 60
© g . © - : .
N : E » N : § :
= 40— : = 40— ' :
£ ] . u § 2] : L] CE oy
< . <C E i . ' E
20~ : 204~ B ¥ :
60 | 120 240 60 120 240
Zeit (min) Zeit (min)

90
80
70
60
50
40
30
20
10

100

o)
T

D
T

B
T

Anteil Zellen (%)

lebend

5., apoptotisch

nekrotisch
nekrotisch :
: : B OT1**jung
: § E B OT-I*" jung
L B OTIY al
LI
LN | )
60 120 240
Zeit (min)

Abbildung 26. Schnelle Nekrose-Induktion von Zielzellen durch CD8" T-Zellen aus alten OT-I"- Miusen.
Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Zielzelltodes nach Kontakt mit aktivierten OV A-spezifischen CD8" T-Zellen aus OT-I"*
und OT-I"- Miusen. Als Zielzellen dienten E.G7-OVA pCasper Zellen in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 2:1.

(A) Reprisentative Overlays von Hellfeld, GFP- und FRET-Fluoreszenz. (B) Anteil lebender (orange), apoptotischer (griin) und

nekrotischer (Fluoreszenzverlust) Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten. (C) Statistische Quantifizierung des Zielzelltodes nach

60, 120 und 240 min. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, n=4-6. Die Analyse der Daten erfolgte durch Lea Kaschek.

Modifiziert aus Zophel et al., 2023.
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3.2.7 Altersbedingte Verinderungen in der Expression zytotoxischer Effektormolekiile finden auf
transkriptioneller Ebene statt

Die Regulation der Genexpression ist ein mehrstufiger Prozess und posttranskriptionale Modifikationen
konnen die Menge der entsprechenden mRNA-Transkripte stark beeinflussen. Um die zugrunde liegenden
Mechanismen der altersbedingt erhohten Expression zytotoxischer Effektormolekiile nidher einzugrenzen,
stellte sich zundchst die Frage, ob tatsdchlich eine erhdhte Gentranskription oder Verdnderungen in der
Stabilitdt der mRNA-Transkripte urséchlich sind. Daher wurde die mRNA-Degradation von Perforin,
Granzym B und FasL nach Behandlung stimulierter CD8" T-Zellen mit dem Transkriptionsinhibitor
Actinomycin D analysiert (Abbildung 27). 9 Stunden nach Transkriptionshemmung zeigte sich bei allen
drei untersuchten Genen eine deutliche Reduktion des mRNA-Vorkommens um 45-90%. Ein signifikanter
Unterschied in der Kinetik des mRNA-Abbaus zwischen CD8" T-Zellen aus jungen und alten
OT-I"-Miusen lieB sich jedoch nicht feststellen (Abbildung 27A-C).

Somit besitzen CD8" T-Zellen im Alter offenbar die Fahigkeit zur verstirkten Transkription von Genen

mit Beteiligung an zytotoxischen Signalwegen.
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Abbildung 27. mRNA-Stabilitit von zytotoxischen Effektormolekiilen in CD8* T-Zellen aus jungen und alten
OT-I"- Miusen. Relative mRNA-Abundanz von Perforin (A), Granzym B (B) und FasL (C) nach Zugabe des
Transkriptionsinhibitors Actinomycin D. Drei Tage aktivierte CD8" T-Zellen aus jungen und alten OT-I"" Méusen wurden mit
10 pg/ml Actinomycin D inkubiert und die entsprechenden mRNA-Level nach 3, 6 und 9h auf die mRNA-Level zum Zeitpunkt
Oh normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, n=4. Die Generierung der qPCR-Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit

Sandra Janku. Modifiziert aus Zophel et al., 2023.

3.2.8 Einfluss des zelleigenen Zytokinprofils auf die zytotoxische Funktion von CD8" T-Zellen

Die Transkription zytotoxischer Effektormolekiile nach TZR-Aktivierung unterliegt einer dynamischen
Regulation, die durch ein komplexes Zusammenspiel von aktivierenden und inhibierenden Signalen
vermittelt wird. Zahlreiche Zytokine und deren Negativ-Regulatoren SOCS (suppressors of cytokine

signaling) nehmen einen wesentlichen Einfluss auf das Transkriptionsprofil einzelner Immunzellen
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(Yoshimura et al., 2018). Die bereits mehrfach beschriebene Tendenz zu einem pro-inflammatorischen
Phinotyp im Alter liefert daher eine mdgliche Erklarung fiir Modifikationen in der Transkription von
Effektormolekiilen. Unklar ist bisher jedoch wie sich die zelleigene Zytokin-Sekretion auf die
zytotoxische Funktion der CD8' T-Zellen auswirkt. Wihrend der in vitro Kultivierung sind
CD8" T-Zellen, ausgenommen von IL-2 und antigenprdsentierenden Zellen, keinen externen Stimuli
ausgesetzt. Daher wurde zunéchst das zelleigene Zytokinprofil von CD8" T-Zellen aus jungen und alten
OT-I"- Miusen nach dreitéigiger Aktivierung untersucht. Die Analyse der Zellkultur-Uberstiinde erfolgte
durchflusszytometrisch mittels Bead-basiertem Immunoassay (LEGENDplex™, Biolegend). Die
untersuchten Zytokine IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-4 und IL-10 wurden anhand der fiir CD8" T-Zellen mit
zytotoxischer Aktivitit charakteristischen Sekretionsprofile Tcl und Tc2 unterteilt (Abbildung 28).
Erwartungsgemaf} zeigten aktivierte CD8" T-Zellen aus beiden Altersgruppen eine starke Sekretion von
IFN-y und TNF-a. Ein signifikanter Unterschied zwischen jungen und alten OT-I"- Méusen lieB sich nicht
feststellen. CD8" T-Zellen aus jungen Méusen zeigten im Vergleich tendenziell héhere Konzentrationen
der fiir Tc2-Zellen typischen Interleukine, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant
(Abbildung 28A). Die mRNA-Analyse der in CD8" T-Zellen exprimierten Negativ-Regulatoren SOCS1,
SOCS3 und CISH (Davey et al., 2005; Gao et al., 2017; Palmer et al., 2015), ergab keine Hinweise auf
altersbedingte Verdnderungen in den Feedback-Mechanismen der Zytokin-Expression (Abbildung 28B).
Um das zelleigene Sekretionsprofil als Ursache fiir die erhohte Zytotoxizitit im Alter weitgehend
ausschlieBen zu konnen, wurden CD8* T-Zellen aus jungen und alten OT-I"" Miusen unter Verwendung
eines Transwell-Systems ohne Zell-Zell-Kontakt co-kultiviert. CD8" T-Zellen aus alten Mausen zeigten
auch unter Einfluss des Zytokinmilieus von CD8" T-Zellen junger Méuse eine zur Kontrolle identisch
schnelle Lyse-Kinetik. Umgekehrt fiithrten die von CD8" T-Zellen aus alten Méusen sekretierten Zytokine
nicht zu einer gesteigerten Zytotoxizitit der CD8" T-Zellen aus jungen Méusen (Abbildung 28C).
Zusammengenommen scheint das zelleigene Zytokinprofil nicht ursdchlich fiir die altersbedingten
Verianderungen der zytotoxischen Funktion zu sein. Inwieweit ein pro-inflammatorisches Zytokinmilieu
invivo jedoch bereits zum Phinotyp der CD8" T-Zellen im Alter beitrdgt, 1dsst sich anhand dieser

Ergebnisse nicht beurteilen.
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Abbildung 28. Einfluss der zelleigenen Zytokin-Sekretion auf die Zytotoxizitiit von CD8" T-Zellen aus jungen und alten
OT-I"- Miusen. (A) Durchflusszytometrische  Analyse (LEGENDplex™) der  Zytokin-Konzentration — aus
Zellkultur-Uberstéinden, drei Tage nach antigenspezifischer Aktivierung von CD8" T-Zellen aus jungen und alten OT-I"~ Mausen.
(B) Normalisierte mRNA-Expression der Negativ-Regulatoren (suppressors of cytokine signaling) SOCS1, SOCS3 und CISH in
drei Tage aktivierten CD8" T-Zellen. Die jeweiligen Expressionslevel wurden auf die Referenzgene Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) und TATA-Box-Bindungsprotein (TBP) normalisiert. Die normierten Expressionslevel
von alten OT-I"" Miusen sind relativ zur Expression von CDS8" T-Zellen junger OT-I""Miuse angegeben.
(C) Echtzeit-Zytotoxizititsassay nach dreitédgiger Co-Kultivierung der CD8" T-Zellen aus jungen und alten M&usen in einem
Transwell-System ohne Zell-Zell-Kontakt. Als Zielzellen dienten E.G7-OVA Zellen in einer Effektor:Zielzell-Ratio von 10:1.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM, n=3-8.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse im zweiten Teil der Arbeit, dass die Generierung einer
heterozygoten OT-I Linie den Gesundheitszustand deutlich verbessert und somit eine Haltung der Tiere
bis ins hohe Alter ermdglicht. CD8" T-Zellen aus jungen OT-I"" und OT-I"" Méusen unterscheiden sich
kaum in der Expression des transgenen T-Zell-Rezeptors und zeigten eine vergleichbare Proliferation und
Zytotoxizitdt nach antigenspezifischer Aktivierung, wodurch die Eignung des heterozygoten Systems
bestitigt werden konnte. Typische altersbedingte Verdnderungen der CD8* T-Zellen wie der Riickgang
des naives T-Zellpools und eine eingeschrinkte Proliferationsfihigkeit konnten ebenfalls in alten
OT-I"-Miusen beobachtet werden. Die kinetische Analyse der Zielzelllyse durch antigenspezifische
CDS8" T-Zellen bestdtigte die hohe zytotoxische Effizienz der Zellen im Alter. Hohe
Perforin-Konzentrationen haben eine massive Schiadigung der Zielzellmembran zur Folge, wodurch die

Granzym-vermittelte Apoptose durch eine schnelle Induktion von Nekrosen ersetzt wird. Die hohen
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mRNA-Level von Perforin, Granzym B und FasL sind nicht durch altersbedingte Alterationen in der
postranskriptionalen Modifikation bedingt, sondern deuten auf eine verstirkte Transkription der
entsprechenden Gene hin. Die zelleigene Zytokin-Sekretion der CD8" T-Zellen scheint nicht urséchlich
fiir die erhohte Expression der zytotoxischen Effektormolekiile zu sein. Die hier dargestellten Ergebnisse

wurden in Teilen bereits publiziert (Zophel et al., 2023).

4 Diskussion

Immunoseneszenz ist ein unvermeidliches Phdnomen des Alterungsprozesses und fiihrt zu einer erhohten
Anfilligkeit fiir schwere Infektionen und Tumorerkrankungen. Bei Krebsdiagnose ist die Mehrheit der
Patienten dlter als 65 Jahre. Dennoch ist diese Altersgruppe bei klinischen Studien zu neuen
Immuntherapien haufig unterrepréisentiert (Granier et al., 2021; Hamilton & Henry, 2020; Kanesvaran et
al., 2018). Durch Komorbidititen und Immunoseneszenz gelten éltere Patienten héufig als ungeeignet,
wodurch die Nutzen/Risiko-Bewertung neuer Behandlungsstrategien bisher nur unzureichend erfolgt
(Godby et al., 2019; Granier et al., 2021; Shouse et al., 2022). CD8" T-Zellen spielen eine Schliisselrolle
bei der Eliminierung infizierter und entarteter Zellen. Moderne immuntherapeutische Ansétze wie der
adoptive T-Zelltransfer nutzen patienteneigene CD8" T-Zellen fiir die gezielte Sensibilisierung gegen
Tumorzellen (Baruch et al., 2017; Y. Zhao et al., 2022). Zahlreiche Studien belegen quantitative und
funktionale Verinderungen von CD8" T-Zellen im Alter (Goronzy & Weyand, 2017; Nikolich-Zugich et
al., 2012), was den Erfolg T-Zell-basierter Immuntherapien bei dlteren Patienten fraglich erscheinen lasst.
Inwieweit funktionale Defekte auf zelleigene Alterationen oder auf eine suboptimale Umgebung und
eingeschrinkte Antigen-Prisentation zuriickzufiihren sind, ist bisher weitestgehend unklar, da
entsprechende in vitro Studien auf Einzelzellebene fehlen (Nikolich-Zugich, 2014). Die Aufklirung
intrinsisch erhaltener Fahigkeiten kann fiir die Wahl geeigneter Immuntherapien jedoch entscheidend sein.
Eines der grofiten Herausforderungen ist die Heterogenitit externer Faktoren, die die Immunkompetenz im
Alter sehr individuell beeinflussen (Larbi et al., 2008; Ongradi & Kdovesdi, 2010). Die Verwendung von
Mausmodellen lieferte bereits umfassende Einblicke in die Mechanismen des Alterungsprozesses
(Folgueras et al., 2018; Koks et al., 2016). Die kurze Lebensdauer unter definierten Bedingungen
iberwindet die Einschrankungen der humanen Alterungsforschung. Zahlreiche Beobachtungen zu
phénotypischen und funktionalen Verdnderungen humaner CD8" T-Zellen im Alter wurden bereits in
murinen Modellen beschrieben (Maue et al., 2009; Nikolich—Zugich, 2014).

Durch eine in vitro Stimulation minimal manipulierter muriner CD8" T-Zellen wurde im Rahmen dieser
Arbeit die zellintrinsische Kapazitét zur Initiation von Effektorfunktionen im Alter untersucht. Dabei lag
der Fokus auf moglichen Alterationen in der Zytotoxizitdt und dem zelleigenen Proliferations- und

Differenzierungspotential von CD8" T-Zellen aus gealterten Méusen. Die hierdurch gewonnenen
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Erkenntnisse tragen nicht nur zu einem besseren Verstindnis iiber die zellspezifischen Verdanderungen im
Alterungsprozess bei, sondern erlauben ebenfalls erste Riickschliisse iiber die Eignung von CD8" T-Zellen

fiir Immuntherapien im Alter.

4.1 Einfluss zellintrinsischer Alterationen auf die zytotoxische Funktion muriner
CD8" T-Zellen im Alter

Die verminderte adaptive Immunantwort im Alter wird hdufig mit einer verringerten Zytotoxizitidt von
CD8" T-Zellen assoziiert. Tatsdchlich ist iiber die Aufrechterhaltung der zytotoxischen Effektorfunktion
im Verlauf des Lebens {iberraschend wenig bekannt. Bisherige Studien in murinen Alterungsmodellen
bestétigen die eingeschriankte Fahigkeit zur Bekdmpfung bakterieller und viraler Infektionen (Brien et al.,
2009; Smithey et al., 2011). Hierbei erfolgte die Beurteilung der zytotoxischen Funktion jedoch nach
Aktivierung der Zellen in vivo, entweder durch Quantifizierung der Bakterienlast oder durch einen im
Anschluss ex vivo durchgefiihrten konventionellen Chrom-basierten (*'Cr) Zytotoxizititsassay (Brien et
al., 2009). In Studien dieser Art unterliegt die Initiation der Effektorfunktion den Einfliissen der alternden
Umgebung und erlaubt somit nur begrenzt Riickschliisse auf die zelleigne zytotoxische Kapazitit der
Zellen. In murinen Infektionsmodellen besonders auffallend, ist der Mangel an antigenspezifischen
CD8" T-Zellen in alten Méusen. Sowohl die Reduktion des naiven T-Zell-Repertoires (Messaoudi et al.,
2004) als auch eine eingeschriankte Expansion und erhohte Apoptose-Induktion aktivierter CD8" T-Zellen
(Brien et al., 2009; Smithey et al., 2011) fithren zu einer deutlich reduzierten Anzahl funktionaler
Effektorpopulationen. Allein diese quantitativen Unterschiede scheinen wesentlich zu einer
unzureichenden Erreger-Eliminierung beizutragen (Brien et al., 2009; Messaoudi et al., 2004; Smithey et
al., 2011). Reziproke Transfer-Experimente nach Listeria monocytogenes Infektion zeigten unldngst, dass
altersbedingte Alterationen in der Differenzierung und Expansion antigenspezifischer Effektorzellen
tiberwiegend durch zellextrinsische Faktoren bestimmt wird. Wéhrend naive CD8" T-Zellen aus jungen
Mausen im alten Organismus ein eingeschrianktes Proliferations- und Differenzierungspotential aufwiesen,
konnten diese Defekte weder nach polyklonaler in vitro Stimulation noch nach Transfer alter
CD8" T-Zellen in junge Miuse beobachtet werden (Jergovi¢ et al., 2019). Die zytotoxische Aktivitit der
Zellen wurde hier jedoch nicht untersucht. Bisher erlauben nur wenige Studien eine tatsichliche
Beurteilung der zellintrinsischen zytotoxischen Funktion im Alter (Saxena et al., 1988; Saxena & Adler,
1999). Interessanterweise zeigten dabei Concanavalin A-aktivierte Splenozyten alter Mduse im Vergleich
eine signifikant hohere Zytotoxizitit gegeniiber verschiedenen Tumorzelllinien (Saxena et al., 1988).
Welchen Einfluss die Zytotoxizitdt der NK-Zellen innerhalb der Splenozyten-Population nimmt bleibt hier
allerdings fraglich.
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Anhand eines in unserem Labor etablierten Echtzeit-Zytotoxititsassays wurde in dieser Arbeit der
Einfluss des Alterns auf die Kinetik der zytotoxischen Aktivitdt von CD8" T-Zellen nach polyklonaler
in vitro Stimulation untersucht. Dabei zeigte sich, dass CD8" T-Zellen aus alten Méusen ihre Zielzellen
signifikant schneller lysieren, gekennzeichnet durch eine steile Lyse-Kinetik unmittelbar nach
Zielzellkontakt. CD8" T-Zellen aus jungen Méiusen wiesen hingegen eine deutliche Verzogerung der
zytotoxischen Aktivitit innerhalb der ersten 60 min auf. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse auf
Einzelzellebene bestitigte, dass CD8" T-Zellen aus jungen Méusen zwar ebenfalls stabile Zielzellkontakte
bilden, diese jedoch trotzt vergleichbarem Kontaktzeitpunkt, signifikant seltener oder erst verzogert zur
Lyse der Zellen fithren. Die altersbedingten Unterschiede in der Endpunkt-Lyse sind stark von der
Effektor:Zielzell-Ratio abhédngig, was die Bedeutung der kinetischen Analyse nochmals unterstreicht.
Wahrend der Anteil lysierter Zellen bei einer Effektor:Zielzell-Ratio von 20:1 und 10:1 in beiden
Altersgruppen am Endpunkt vergleichbar ist, zeigen CD8" T-Zellen aus alten Méusen bei einer 5:1 Ratio
eine signifikant hohere Endpunkt-Lyse.

Insgesamt liefern diese Ergebnisse deutliche Hinweise darauf, dass die altersbedingt unzureichende
Eliminierung von Erregern und Tumorzellen in vivo, nicht auf zellintrinsische Alterationen in der
Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen zuriickzufiihren ist. In Einklang mit den Ergebnissen von Saxena et al.,
nimmt die zelleigene zytotoxische Kapazitdt im Alter zu. Entgegen der Erwartung konnten adoptive
T-Zell-Therapien bei dlteren Patienten somit besonders vielversprechend sein. Bei diesen Ansétzen erfolgt
die Expansion der tumorspezifischen CD8" T-Zellen ex vivo und unterliegt nicht den Einflissen der
gealterten Mikroumgebung. Bisherige Studien mit in vitro stimulierten T-Zellen lassen vermuten, dass
Defekte im zelleigenen Proliferationspotential, wenn iiberhaupt beobachtet, deutlich weniger stark
ausgeprigt sind (Grossmann et al., 1991; Jergovi¢ et al., 2019). Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Analyse der Proliferationsfdahigkeit nach polyklonaler Stimulation zeigte signifikant
weniger Zellteilungen der CD8" T-Zellen aus alten Mausen. Die Unterschiede lagen jedoch auch hier
unter 10%. Eine unzureichende in vitro-Expansion tumorspezifischer CD8" T-Zellen sollte sich somit

nicht als Limitation fiir adoptive T-Zell-Therapien im Alter erweisen.

4.1.1 Altersbedingte Verinderungen im Phiinotyp der CD8" T-Zell-Subpopulationen

Die Differenzierung naiver CD8" T-Zellen zu langlebigen antigenspezifischen Gedéchtnispopulationen ist
essenziell fiir die Ausbildung einer effektiven T-Zell-Immunitdt. Zentrale Gedachtnis- (Tcm) und
Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tem) unterscheiden sich in ihren phéanotypischen und funktionalen
Eigenschaften. Wéahrend Tgwm nach erneuter Antigen-Exposition eine schnellere Initiation der
Effektorfunktion mit hoher zytotoxischer Kapazitit aufweisen, sind Tem vor allem durch ihr hohes
Proliferationspotential gekennzeichnet, was die schnelle Expansion der antigenspezifischen T-Zellen

ermoglicht (Obar & Lefrangois, 2010; Pennock et al., 2013; M. A. Williams & Bevan, 2007). Derzeit
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basieren adoptive T-Zell-Therapien iiberwiegend auf der Verwendung der Gesamt-T-Zellpopulation,
wodurch die Wirksamkeit allein durch die individuelle Zusammensetzung einzelner Subtypen beeinflusst
wird (Klebanoff et al., 2015; Knorck et al., 2022; Sommermeyer et al., 2016). Inzwischen legen zahlreiche
Studien nahe, dass die Verwendung definierter T-Zell-Populationen ein vielversprechender Ansatz zur
Optimierung bisheriger Behandlungsstrategien darstellt (Contreras et al., 2018; Q. Liu et al., 2020;
Sommermeyer et al., 2016).

Grundsitzlich konnen alle CD8" T-Zell-Subpopulationen fiir adaptive Immuntherapien genutzt werden,
die jeweiligen Eigenschaften der Zellen bringen jedoch entsprechende Vor- und Nachteile mit sich.
Voraussetzung fiir den Therapieerfolg ist neben der erfolgreichen in vitro-Expansion vor allem die
Féhigkeit zur langfristigen Persistenz nach in vivo-Transfer. Hierin liegt sicher ein wesentlicher Grund,
warum sich Gedédchtnis-Populationen im Vergleich zu CD8" Effektor-T-Zellen allgemein als besser
geeignet erweisen (Contreras et al., 2018). Die Quantifizierung der Zytotoxizitdt humaner Tem und Tem
auf Einzelzellebene, zeigte im Vergleich eine deutlich hohere zytotoxische Effizienz von Tem und somit
einen moglichen Vorteil gegeniiber Tem (Knorck et al., 2022). Studien zur therapeutischen Wirksamkeit
deuten wiederum darauf hin, dass Tcwm eine bessere in vivo-Persistenz und héhere Antitumor-Immunitéit
aufweisen als Tem (Berger et al., 2008; Q. Liu et al., 2020). Auch kombinatorische Ansétze oder die
Verwendung tumorspezifischer Effektorzellen die aus naiven T-Zellen generiert werden, lieferten bereits
positive Ergebnisse (Contreras et al., 2018; Hinrichs et al., 2009).

Neben funktionalen Eigenschaften konnen jedoch auch quantitative Limitationen die Wahl geeigneter
Subpopulationen beeinflussen. Angesichts der massiven Verschiebung der CD8" T-Zell-Subtypen im
Verlauf des Lebens ist dies insbesondere bei zelluldren Immuntherapien im Alter ein wesentlicher Faktor.
Die durchflusszytometrischen Ergebnisse nach in vitro Stimulation isolierter naiver CD8" T-Zellen (Tx)
lassen vermuten, dass das zelleigene Differenzierungspotential im Alter weitgehend unveridndert bleibt.
Allerdings bestdtigen die Daten, mit durchschnittlich 72% Txin Splenozyten junger Méuse und 17% Txin
alten Mausen den geringen Anteil naiver CD8" T-Zellen durch Immunoseneszenz.

Im Vergleich zu Ty zeichnen sich Gedéchtnis-T-Zellen nach TZR-Stimulation durch eine schnelle
Initiation der zytotoxischen Aktivitdt aus (Berard & Tough, 2002). Nach den Ergebnissen von Knorck et
al. ist die zytotoxische Effizienz von humanen Tem durch eine vermehrte Expression lytischer
Effektormolekiile deutlich hoher als von Tem (Kndrck et al., 2022). Die altersabhidngige Verdanderung der
Subtypenverteilung und die bei CD8" T-Zellen aus jungen Mausen beobachtete schnellere Lyse-Kinetik
bei steigendem Tgpm-Anteil im Verlauf der Kultivierung, filhrte zu der Annahme, dass die effiziente
Zytotoxizitdt im Alter in erster Linie auf den unterschiedlichen Anteil von Ty, Tem und Tewm
zuriickzufiihren ist. Entgegen der Erwartung konnte dies durch die Analyse der Zytotoxizitdt der einzelnen
Subpopulationen jedoch nicht bestdtigt werden. In CD8" T-Zellen von jungen Méiusen fiihrte die

Abwesenheit von Tx zwar insgesamt zu einer etwas hoheren Zytotoxizitit, im Vergleich zur
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Gesamtpopulation lieBen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede in der Lyse-Kinetik und maximalen
Lyserate nachweisen. Interessanterweise zeigten Tem und Tem aus alten Miusen eine nahezu identisch
schnelle Lyse-Kinetik. Im Gegensatz dazu wiesen beide Gedéchtnispopulationen der CD8" T Zellen aus
jungen Maiusen, die zuvor in der Gesamtpopulation beobachtete, verzogerte Zielzelllyse auf. Anders als
bei CD8" T-Zellen aus alten Mausen, war die zytotoxische Effizienz der Tem im Vergleich zu Tewm bei
jungen Maiusen tendenziell hoher, gekennzeichnet durch eine schnellere Lyse-Kinetik und hohere
Endpunktlyse. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es im Alter zu einem verdnderten Phénotyp beider
CD8" Gedichtnispopulationen kommt, die mit einer erhohten zytotoxischen Funktion einhergehen.
Konnen diese Verdnderungen in humanen CD8" T-Zellen bestétigt werden, konnten &ltere Patienten von
einer Subtypen-spezifischen T-Zell-Therapie mit Tcm besonders profitieren. Entscheidend dafiir ist jedoch,
dass sich der verdnderte Phénotyp der Tcm nicht wesentlich auf das zelleigne Proliferationspotential
auswirkt. Auch der Einfluss des mit dem Alter steigenden Anteils Antigen-unerfahrener Tvm (virtual
memory T cells) innerhalb der Tcm-Population wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher untersucht.
Grundsitzlich weisen Tvm auch ohne vorherige Antigen-Exposition funktionale Merkmale von
Gedichtnis-T-Zellen auf und sind charakterisiert durch die schnelle Initiation von Proliferation und hohe
zytotoxische Aktivitdt nach TZR-Stimulation (Akue et al., 2012; Hussain & Quinn, 2019; Lee et al., 2013;
White et al., 2016). Inwieweit sich die Eigenschaften der Tvm im Alter verdndern, ist noch unzureichend
aufgeklart. Die Ergebnisse der Zytotoxizititsassays mit sortierten Tcom und Tem deuten darauf hin, dass der
erhohte Anteil an Tym keinen wesentlichen Einfluss auf die Zytotoxizitit der Zellen hat, da Kinetik und
Effizienz der Zielzelllyse in beiden Gedéchtnispopulationen aus alten Méusen identisch ist. Ergebnisse aus
einem Influenza-Modell legten ebenfalls nahe, dass Tvm aus alten Méusen durchaus in der Lage sind
de novo Infektionen effektiv zu bekdmpfen (Lanzer et al., 2018). Allerdings scheinen Tym im Alter
vermehrt einen seneszenten Phinotyp mit eingeschrinkter Proliferationsfahigkeit aufzuweisen (Quinn et
al., 2018).

Zusammengenommen bekriftigen die altersbedingten Unterschiede innerhalb der CD8" T-Zell-Subtypen

den Nutzen, zellbasierte Immuntherapien gezielter an das Alter der Patienten auszurichten.

4.1.2 Altersbedingte Verinderungen in der Granula-Exozytose-vermittelten Zytotoxizitit

Die gesteigerte zytotoxische Aktivitdt beider CD8" Gedachtnispopulationen im Alter ldsst vermuten, dass
Immunoseneszenz mit grundlegenden Verdnderungen der zytotoxischen Effektorfunktion einhergeht. Die
Granula-Exozytose vermittelte Zytotoxizitdit und die Apoptose-Induktion durch Bindung des
Fas-Liganden an den Todesrezeptor Fas auf Zielzellen, gehdren zu den zwei bedeutendsten Mechanismen
der zytotoxischen Funktion von CD8" T-Zellen (Shresta et al., 1998; Zelinskyy et al., 2004).

Die bei CD8"* T-Zellen alter Méuse beobachtete, schnelle Zielzell-Lyse innerhalb von Minuten, spricht

weniger fir Alterationen in den vergleichsweise langsamen Fas/FasL-vermittelten Signalwegen, sondern
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vielmehr fiir eine verstirkte Granula-Exozytose-vermittelte Zytotoxizitét, bei der die Freisetzung lytischer
Granula eine schnelle Aktivierung der Caspase-Kaskade zur Folge hat (Hassin et al., 2011; J. Li et al.,
2014). Sowohl die durchflusszytometrische Quantifizierung des Degranualtionsmarkers CD107a als auch
die Analyse der Vesikel-Fusionen mittels TIRF-Mikroskopie zeigten keine altersbedingten Unterschiede
im Degranulationsverhalten der CD8" T-Zellen. Die schnelle Zytotoxizitdt ist somit nicht auf eine
vermehrte Freisetzung lytischer Granula zurlickzufiihren. Die Quantifizierung von Perforin und
Granzym B zeigte hingegen eine im Alter signifikant erhdhte Expression der in den Vesikeln enthaltenen
Effektormolekiile. Wihrend unstimulierte CD8" T-Zellen beider Altersgruppen vergleichbare
mRNA-Level aufweisen, geht die Stimulation der Zellen aus alten Mausen mit einer 5-fach héheren
Expression von Granzym B und einer 19-fach h6éheren Expression von Perforin einher. Die intrazelluldre
Farbung zeigte zudem eine sehr unterschiedliche Verteilung von Granzym B innerhalb der
CD8" T-Zell-Population, wobei ein erheblicher Anteil an CD8" T-Zellen aus jungen Mé&usen iiberhaupt
kein oder nur sehr wenig Granzym B aufweisen. Die schnelle Kinetik der Zielzelllyse durch
CD8" T-Zellen alter Mause scheint somit durch eine erhohte Expression zytotoxischer Effektormolekiile
begriindet zu sein. Auch die mRNA-Expression von FasL ist in stimulierten CD8" T-Zellen aus alten
Méusen um das 2-fache erhoht. Li et al. konnten in Perforin-defizienten CD8" T-Zellen keine
Fas/FasL-vermittelte Caspase-Aktivierung innerhalb der ersten 90 Minuten nach Zielzellkontakt
nachweisen (J. Li et al., 2014). Die Ergebnisse von Hassin et al. zeigten allerdings eine schnellere und
effizientere Zielzelllyse bei Kombination beider Zytotoxizitdtsmechanismen (Hassin et al., 2011). Die in
dieser Arbeit eingesetzten P815-Mastozytom-Zellen zeichnen sich durch eine schwache Expression des
Fas-Rezeptors aus (Saxena & Adler, 1999). Um eine unterstiitzende Fas/FasL-vermittelte Zytotoxizitét als
Ursache fiir die schnelle Lyse-Kinetik dennoch sicher ausschlieBen zu koénnen, wurden
Zytotoxizitdtsassays mit FasL-blockierendem Antikorper durchgefiihrt. In beiden Altersgruppen konnte
durch die Behandlung kein Unterschied in der Kinetik und Endpunkt-Lyse der Zielzellen beobachtet
werden. Zudem konnte durch die Antikorper-induzierte Aktivierung des Fas-Rezeptors auf den Zielzellen
keine Lyse induziert werden. Dieser Zytotoxizitdtsmechanismus scheint hier also, wenn tiberhaupt, nur
eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Immunoseneszenz wird mit einer beeintrichtigen TZR-Signalgebung assoziiert, die mit einer
kompensatorischen Hochregulation von NK-Zell-Rezeptoren auf CD8" T-Zellen einhergeht (Michel et al.,
2016; Vallejo et al., 2011). Dieses Phdnomen wurde insbesondere in humanen CD8* T-Zellen
umfangreich charakterisiert. Dabei wird die Expression von NK-Zell-Rezeptoren auf CD8" T-Zellen mit
dem zeitgleichen Verlust des Co-stimulatorischen Rezeptors CD28 in seneszenten Zellen in Verbindung
gebracht (Abedin et al., 2005; Effros, 2004). NKG2D ist ein aktivierender Rezeptor der auf allen
NK-Zellen, aber auch auf CD8" T-Zellen exprimiert wird und unter anderem an der TZR-unabhéngigen

Initiation der zytotoxischen Effektorfunktion beteiligt ist (Prajapati et al., 2018; Verneris et al., 2004).
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Anders als humane CD8" T-Zellen, exprimieren naive murine T-Zellen kein NKG2D. Hier erfolgt die
Expression nach TZR-Aktivierung (Raulet, 2003; Wensveen et al., 2018). Eine vermehrte Expression von
NKG2D in CD28 CD8" T-Zellen konnte bereits nachgewiesen werden. Die Hochregulation von NKG2D
und anderen NK-Zell-Rezeptoren ist dabei nicht auf das Altern beschrinkt. Eine Zunahme dieser
,»NK-Zell-dhnlichen CDS8" T-Zellen“ ist ebenfalls bei chronisch entziindlichen Erkrankungen und
Virusinfektionen beschrieben (Michel et al., 2016; Pereira et al., 2020; Pereira & Akbar, 2016) und
scheint somit in erster Linie mit einer vermehrten Anzahl seneszenter CD28" T-Zellen verbunden zu sein.
Die Anzahl seneszenter CD28 CD8* T-Zellen nimmt im Alter wiederum ebenfalls zu (Effros, 2004;
Pereira et al., 2020). Die Analyse der mRNA-Expression von NKG2D zeigte keine altersbedingten
Unterschiede nach dreitédgiger in vitro Stimulation der murinen CD8" T-Zellen. Liganden von NKG2D
werden auf P815-Zellen schwach exprimiert (Diefenbach et al., 2000). Durch die Antikdrper-vermittelte
Blockierung von NKG2D im Echtzeit-Zytotoxizitdtsassay konnte in keinen der beiden Altersgruppen eine
Verdnderung der zytotoxischen Effizienz und Lyse-Kinetik beobachtet werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die schnelle Zytotoxizitdt im Alter weniger durch Verdnderungen in
unterstiitzenden, Rezeptor-vermittelte Signalwegen verursacht wird, sondern mafBigeblich durch die

erhohte Expression der lytischen Effektormolekiile Granzym B und Perforin bedingt ist.

4.1.3 Einfluss von Interleukin-2 auf die zytotoxische Funktion von CD8" T-Zellen im Alter
Interleukin-2 (IL-2) ist eines der bedeutendsten Zytokine des Immunsystems, das durch seine pleiotrope
Wirkung auf verschiedene Immunzellen das Gleichgewicht zwischen Immunstimulation und -suppression
reguliert. IL-2 ist wesentlich fiir die Proliferation und Initiation der Effektorfunktionen von CD8" T-Zellen
und NK-Zellen, fordert andererseits aber ebenfalls die Proliferation und Aktivitdt von regulatorischen
T-Zellen und hemmt somit Immunantworten (Boyman & Sprent, 2012). Vermittelt wird die
stimulatorische und inhibitorische Wirkung durch die Bindungsaffinitit der unterschiedlichen
IL-2-Rezeptor-Konformationen auf den Immunzellen (Overwijk et al., 2021; Tahvildari & Dana, 2019).
Neben seiner Beteiligung an Proliferation und Differenzierung nimmt IL-2 in CD8" T-Zellen direkten
Einfluss auf die Expression von Perforin und Granzymen (Janas et al., 2005; Zhang et al., 1999) und ist
somit neben der Aktivierung des T-Zell-Rezeptors ein essenzieller Bestandteil fiir eine adédquate
Expansion und zytotoxische Effektorfunktion von CD8" T-Zellen in vitro und in vivo. Eine altersbedingte
Reduktion der IL-2-Spiegel ist ein weitverbreitetes Dogma, sollte jedoch differenzierter betrachtet werden.
Die IL-2-Konzentation im Serum scheint sich im Alter nicht signifikant zu verdndern (Jergovi¢ et al.,
2019; Kim et al., 2011). Studien zur IL-2-Produktion von CD8* T-Zellen liefern teils unterschiedliche
Ergebnisse und verdeutlichen welchen Einfluss die Art der Stimulation auf die altersabhéngige Expression

von Zytokinen hat (Engwerda et al., 1996; Mu & Thoman, 1999; Pieren et al., 2019).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss unterschiedlicher externer IL-2-Konzentrationen auf die
Differenzierung und Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen aus jungen und alten M&usen untersucht. Die
dreitdgige Stimulation der CD8" T-Zellen mit 500, 100 und 50 U/ml IL-2 fiihrte in beiden Altersgruppen
zu keiner signifikanten Verdnderung der zytotoxischen Aktivitit. Die Reduktion der IL-2-Konzentration
auf 20 U/ml hatte in CD8" T-Zellen junger Méause hingegen eine signifikante Abnahme der Zytotoxizitit
zur Folge. Dieser Effekt konnte in CD8" T-Zellen alter Mause nicht beobachtet werden. Der Einfluss von
IL-2 auf die Initiation der zytotoxischen Effektorfunktion ist im Alter somit deutlich geringer. Nach
sechstdgiger Stimulation fithrte die Reduktion auf 20 U/ml IL-2 in beiden Altersgruppen zu einer
signifikanten Abnahme der zytotoxischen Aktivitdt. Das Differenzierungspotential der CD8" T-Zellen
wurde durch die Verringerung der IL-2-Konzentration nicht wesentlich beeinflusst. CD8" T-Zellen aus
jungen Maiusen zeigten nach 6 Tagen Stimulation mit 20 U/ml IL-2 einen hdheren Anteil an naiven
T-Zellen und weniger Effektor-Gedachtnis-T-Zellen, die Unterschiede waren jedoch gering. Die
Differenzierung der CD8" T-Zellen aus alten Méusen war bei allen eingesetzten IL-2-Konzentrationen
vergleichbar. Insgesamt zeigte sich, dass CD8" T-Zellen alter Méuse trotzt reduzierter IL-2 Spiegel ein
gleichbleibendes Differenzierungspotential und eine hohe zytotoxische Aktivitit aufweisen. Fiir die
Aufrechterhaltung der zytotoxischen Effizienz nach initialer Aktivierung sind allerdings auch
CD8" T-Zellen im Alter auf héhere externe IL-2-Konzentrationen angewiesen.

Die endogene IL-2-Produktion der CD8" T-Zellen wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Daher bleibt
die Ursache fiir die altersbedingt verringerte IL-2-Abhéingigkeit sehr spekulativ. Angesichts der mehrfach
beschriebenen, reduzierten IL-2-Sekretion im Alter (Engwerda et al., 1996; Pieren et al., 2019), erscheint
eine vermehrte autokrine Wirkung allerdings fraglich. Vielmehr kdnnte es sich hierbei um eine Anpassung
an die reduzierten IL-2-Spiegel in der alternden Umgebung handeln. Ein dhnliches Phinomen wurde
bereits beziiglich der Ca*'-Abhéngigkeit auf die zytotoxische Funktion der CD8" T-Zellen beobachtet.
Auch hier gehen die altersbedingt reduzierten Ca?*-Signale in CD8" T-Zellen mit einer verringerten
Sensitivitit gegeniiber Schwankungen in der externen Ca**-Konzentration einher (Angenendt et al., 2020).
Durch seine stimulatorische und suppressive Wirkung findet IL-2 sowohl bei der Krebstherapie als auch
bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen klinische Anwendung (Bendickova & Fric, 2020). Fiir
eine ausreichende Aktivierung der CD8" T-Zellen ist bei der Behandlung von Tumorerkrankungen eine
hohe Dosis IL-2 erforderlich. Damit verbundene, schwere Nebenwirkungen wie das
,Vascular-Leak-Syndrom* oder der Zytokinsturm schrinken den breiten Einsatz jedoch erheblich ein
(Jiang et al., 2016; Overwijk et al., 2021). Die Behandlung von Autoimmunerkrankungen erfordert
wiederum die Verabreichung von niedrig dosiertem IL-2 um die Stimulation von regulatorischen T-Zellen
zu fordern ohne zytotoxische CD8" T-Zellen zu aktivieren. Klinische Studien zeigten allerdings, dass die
Wirksamkeit von niedrig dosiertem IL-2 aufgrund der kurzen Halbwertszeit begrenzt ist (Tahvildari &

Dana, 2019). Aufgrund der bestehenden Limitationen auf beiden Seiten stehen verschiedene Ansétze zur
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Optimierung der Rezeptor-Affinititen von rekombinatem IL-2 im Fokus aktueller Forschung (Mo et al.,
2021; Overwijk et al., 2021).

Der in dieser Arbeit aufgezeigte, verminderte Einfluss von IL-2 auf die Effektorfunktion von
CD8" T-Zellen im Alter, konnte sich mit Blick auf die Dosierung in Immuntherapien als wichtiger Aspekt

erweisen.

4.1.4 Verinderungen der Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen im mittleren Lebensalter

Die bisherigen Ergebnisse legen nahe, dass die Remodellierung des Immunsystems wihrend des Alterns
mit einer tiefgreifenden Verdnderung der zellintrinsischen zytotoxischen Kapazitdt von CD8" T-Zellen
einhergeht. Im Allgemeinen gilt die Annahme, dass sich altersbedingte Verdnderungen der Immunzellen
allméhlich anhdufen. Klinisch relevant scheint Immunoseneszenz ab einem Alter von 65 Jahren zu
werden, gekennzeichnet durch die starke Zunahme der Inzidenz von Tumorerkrankungen und schweren
Verldufen bei Infektionen in dieser Altersgruppe (Cilloniz et al., 2018; Gold et al., 2020; Pilleron et al.,
2019). Eine umfangreiche Studie zur altersabhingigen epigenetischen Signatur zeigte, dass humane
Immunzellen wihrend des Lebens zwei kurze Zeitspannen durchlaufen, in der abrupte epigenetische
Verdnderungen (sog. Breakpoints) stattfinden (Marquez et al., 2020). Interessanterweise scheint eine erste
Remodellierung der Genexpression bereits in einem Alter von etwa 38-42 Jahren zu erfolgen. Eine weitere
Periode plotzlicher epigenetischer Verdnderungen findet, geschlechtsabhingig, zwischen dem 62. und 71.
Lebensjahr statt. Diese fithren unter anderen zu einer verdnderten Expression von Transkriptionsfaktoren,
zellspezifischen Oberflichenmarkern und zytotoxischen Effektormolekiilen (Méarquez et al., 2020).

Fiir die Untersuchung der zytotoxischen Kapazitit von murinen CD8" T-Zellen im Alter, wurden in dieser
Arbeit zunéchst junge (12-26 Wochen) und alte (75-102 Wochen) weibliche C57BL/6] Méuse verwendet.
Um der Frage nachzugehen, in welchem zeitlichen Verlauf erste Verénderungen der zellintrinsischen
zytotoxischen Kapazitit sichtbar werden, wurde im nédchsten Schritt die Kinetik der Zielzelllyse von
CD8" T-Zellen aus Miusen in einer Alterspanne von 33 bis 63 Wochen untersucht. Uberraschenderweise
zeigte sich, dass die Zytotoxizitdt mit zunehmendem Alter nicht allméhlich gesteigert wird, sondern ab
einem Alter von 49 Wochen sprunghaft erhoht ist. Wahrend CD8* T-Zellen aus Méusen zwischen 33 und
46 Wochen eine zur jungen Altersgruppe (< 26 Wochen) nahezu identische, verzdgerte zytotoxische
Aktivitdt aufwiesen, entsprach die schnelle Lyse-Kinetik der CD8" T-Zellen aus Méusen zwischen 49 und
63 Wochen der Kinetik alter Mause (> 75 Wochen). Folglich scheinen altersbedingte Alterationen in der
zytotoxischen Effektorfunktion der CD8" T-Zellen innerhalb dieser 3-wochigen (46-49 Wochen)
Zeitspanne stattzufinden. Auch wenn die altersbedingten Verdnderungen in der Kinetik der Zielzelllyse
weitestgehend unabhingig von der Verteilung der T-Zell-Subtypen ist, zeigte sich in einem Alter von

46-49 Wochen ebenfalls eine signifikante Verschiebung der naiven T-Zell-Population hin zu
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Gedichtnis-T-Zellen. Dies ldsst eine umfassende Remodellierung der T-Zell-Immunitit bereits im
mittleren Lebensalter vermuten.

Eine 4-wochige Lebensspanne in Méusen entspricht ungeféhr 3,5 Jahren beim Menschen (Diaz Brinton,
2012). Interessanterweise entspricht die Altersspanne von 46-49 Wochen somit in etwa dem Zeitpunkt der
erstmals auftretenden epigenetischen Verdnderungen in humanen T-Zellen in einem Alter von
ca. 40 Jahren (Marquez et al., 2020). In Folge der Chromatin-Modifikationen konnten Marquez et al.
bereits eine erhohte Expression von Granzym B und Perforin ab dem mittleren Lebensalter nachweisen.
Nach ihren Erkenntnissen ist die erste abrupte epigenetische Remodellierung der Immunzellen nicht
geschlechtsspezifisch. Die Tatsache, dass sich weibliche Méuse in einem Alter von 46-49 Wochen in der
Perimenopause/Menopause befinden (Diaz Brinton, 2012; Van Kempen et al., 2011), sollte hier dennoch
nicht unberiicksichtigt bleiben. Dass die hormonelle Umstellung und der damit einhergehende
Ostrogenmangel zu Verinderungen des Immunsystems fiihrt, ist bereits mehrfach beschrieben (C. M.
Gameiro et al.,, 2010; Han et al., 2021). Neben vermehrten systemischen Entziindungsreaktionen
(Abildgaard et al., 2020; C. Gameiro, 2010), zeigten Shen und Rodriguez-Garcia et al. kiirzlich eine
erhohte zytotoxische Aktivitit von CD8" T-Zellen aus dem Endometrium von Frauen nach der Menopause
(Rodriguez-Garcia et al., 2020; Shen et al., 2022).

Ob die in dieser Arbeit beobachtete plotzliche Zunahme der Zytotoxizitdt im mittleren Lebensalter
tatsdchlich geschlechtsunspezifisch ist oder auf hormonelle Verdnderungen zuriickgefiihrt werden kann,

bleibt demnach fraglich und erfordert eine detailliertere Untersuchung.

4.2 Verwendung eines heterozygoten OT-I1 Mausmodells fiir Alterungsstudien zur
antigenspezifischen CD8" T-Zell-Immunitit

Im Gegensatz zur antigenspezifischen Immunantwort in vivo, erfolgt die Aktivierung muriner und
humaner T-Zellen im Rahmen von in vitro Studien in der Regel antigenunspezifisch mittels
Superantigenen (Knorck et al., 2022), Lektinen (Saxena & Adler, 1999) oder, wie auch in dieser Arbeit,
Antikorper-basiert (Kummerow et al., 2014; Zhu et al., 2021). Modellantigene wie Ovalbumin (OVA)
bieten eine wertvolle Alternative zur polyklonalen Stimulation der Zellen. Die TZR-transgene Mauslinie
OT-I exprimiert T-Zell-Rezeptoren auf CD8" T-Zellen, die spezifisch das iiber MHC-I présentierte
OV Ajs7264 Peptid erkennen. OT-I Méuse haben sich somit zu einem weitverbreitetem Modellsystem fiir
Studien zur antigenspezifischen CD8" T-Zell-Immunitit entwickelt und finden hiufig Anwendung bei
Untersuchungen zu Infektionskrankheiten, Autoimmunitit und Krebs (Jenkins et al., 2006; Miyagawa et
al., 2010; Rosato et al., 2019).

Die Verwendung von OT-I Méiusen in Alterungsstudien ist bisher hingegen vorwiegend auf in vivo

Transfer-Modelle beschrankt, bei denen CD8" T-Zellen aus jungen OT-I Méiusen in gealterte
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Wildtyp-Mause iibertragen werden (Becklund et al., 2016; Decman et al., 2012; G. Li et al., 2012). Die
unzureichende Immunantwort der OT-I CD8" T-Zellen gegen andere antigene Epitope fiihrt zu einem
immundefizienten Phénotyp, der den Gesundheitsstatus und die Lebenserwartung der Mause deutlich
reduziert. Aus diesem Grund sind die iiblicherweise verwendeten homozygoten OT-I Maiuse fiir
Alterungsmodelle weitestgehend ungeeignet. Wie effizient antigenspezifische CD8" T-Zellen aus alten
OT-I Méusen ihre Effektorfunktion ausiiben koénnen, blieb folglich bislang unklar.

Um die nach polyklonaler Stimulation beobachtete erhdhte Zytotoxizitdt von CD8" T-Zellen im Alter
dennoch in einem antigenspezifischen Modell bestétigen zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
heterozygote OT-1 Linie (OT-I"") etabliert, deren Lebenserwartung vergleichbar mit der von
Wildtyp-Mausen ist. Der zundchst durchgefiihrte Vergleich phénotypischer und funktionaler Merkmale
der CD8" T-Zellen aus jungen homo- und heterozygoten OT-I Méausen bestitigte die Anwendbarkeit eines
heterozygoten Modellsystems. CD8" T-Zellen aus jungen OT-I"" und OT-I"" Méusen unterscheiden sich
kaum in der Expression des transgenen T-Zell-Rezeptors und zeigten eine vergleichbare Proliferation und
Zytotoxizitdt nach antigenspezifischer Aktivierung. Dariiber hinaus konnten héiufig beschriebene
altersbedingte Veranderungen der CD8" T-Zellen wie der Riickgang naiver T-Zellen, begleitet von der
Zunahme an Gedichtnis-T-Zellen und einer verminderten Proliferationsfidhigkeit, ebenfalls in alten
OT-I"- Miusen beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen erstmals, dass die Verwendung heterozygoter
TZR-transgener Miuse bisherige Limitationen iiberwindet und sich zudem als vielversprechender Ansatz
zur Belastungsreduktion im Sinne der 3R (Replacement, Reduction, Refinement)-Richtlinien im Umgang
mit Versuchstieren (Lewis, 2019) erweisen kann.

Die Mdoglichkeit heterozygote OT-1 Méuse bis ins hohe Alter zu halten und die Entwicklung typischer
altersbedingter Verdnderungen ihrer CD8" T-Zellen, macht sie zu einem attraktiven Modell mit breitem

Anwendungsfeld fiir in vivo und in vitro Alterungsstudien.

4.2.1 Antigenspezifisches OT-I"- Modell bestitigt erhohte Zytotoxizitiit von CD8" T-Zellen im
Alter

Die Generierung einer heterozygoten OT-1 Linie ermoglichte die Untersuchung altersbedingter,
zellintrinsischer Verdnderungen der zytotoxischen Funktion von CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer
in vitro-Aktivierung. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von C57BL/6J Wildtyp-Miusen, wiesen
CD8* T-Zellen aus jungen OT-I""* und OT-I"- Miusen eine verzogerte zytotoxische Aktivitit innerhalb
der ersten 60 Minuten auf. CD8" T-Zellen aus alten OT-I"" Miusen zeigten hingegen eine signifikant
schnellere und effizientere Zielzelllyse. Diese altersbedingten Unterschiede konnten sowohl in weiblichen
als auch ménnlichen OT-I Miusen beobachtet werden und verdeutlichen, dass die erhdhte Zytotoxizitit im
Alter nicht auf geschlechtsspezifische Ursachen zuriickzufithren ist. Die Ergebnisse im

antigenspezifischen Modellsystem unterstiitzen die Annahme, dass die hohe zytotoxische Effizienz durch
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zelleigene Alterationen bestimmt wird, die unabhédngig von der Art der T-Zell-Rezeptor-Stimulation
greifen. Die, wie zuvor in CD8" T-Zellen aus alten C57BL/6J Wildtyp-Méusen nachgewiesenen, erhohten
mRNA-Level von Granzym B, Perforin und FasL in alten OT-I CD8" T-Zellen bekriftigen den zugrunde
liegenden Mechanismus erneut.

Die Regulation der Genexpression ist ein komplexer, mehrstufiger Prozess. Daher stellte sich die Frage,
ob die auf mRNA-Ebene beobachteten altersabhingigen Unterschiede durch eine erhohte
Gentranskription oder durch eine reduzierte mRNA-Degradation bedingt sind. Alterationen in
posttranskriptionalen Modifikationen durch Verdnderungen in der Expression verschiedener microRNAs
im Alter wurden bereits beschrieben (Gustafson et al., 2019; Hackl et al., 2010). Die kinetische Analyse
des mRNA-Abbaus von Perforin, Granzym B und FasL nach Behandlung der OT-I CD8" T-Zellen mit
dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D zeigte allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Altersgruppen. Somit kdnnen altersbedingte Alterationen in der posttranskriptionalen Modifikation als
Ursache fiir die hohen mRNA-Level weitestgehend ausgeschlossen werden. Vielmehr besitzen
CD8" T-Zellen im Alter offenbar die Fahigkeit zur verstirkten Transkription von Genen mit Beteiligung
an zytotoxischen Signalwegen.

Eine erhohte Expression von Granzym B, Perforin und FasL wurde ebenfalls in humanen CD8" T-Zellen
beschrieben (Aggarwal & Gupta, 1998; Marquez et al., 2020; Westmeier et al., 2020), was darauf
hindeutet, dass die Hochregulation dieser Gene im Alter einem konservierten Prozess zugrunde liegt.
Einen bedeutenden Einfluss auf das alternde Immunsystem hat die sowohl im murinen als auch im
humanen Organismus auftretende Verénderung des Zytokinmilieus mit einer erhdhten Expression
pro-inflammatorischer Zytokine und der Entstehung chronischer Entziindungsreaktionen (Fulop et al.,
2016; Weiskopf et al., 2009). Die Sekretion von Zytokinen nach TZR-Aktivierung und die Expression
ihrer Negativ-Regulatoren SOCS (suppressors of cytokine signaling) tragen entscheidend zum
Transkriptionsprofil der CD8" T-Zellen bei (Yoshimura et al., 2018). Fraglich ist, ob ein
pro-inflammatorischer Phénotyp im Alter begleitend einhergeht oder direkten Einfluss auf die Expression
zytotoxischer Effektormolekiile nimmt. Wahrend der in vitro Stimulation sind die OT-I1 CD8" T-Zellen,
ausgenommen von Interleukin 2 und antigenspezifischen Zielzellen, keinen externen Stimuli ausgesetzt.
Sowohl die durchgefiihrte Analyse der Zytokin-Sekretion und SOCS-Expression als auch die
Co-Stimulation der CD8" T-Zellen aus alten und jungen Maiusen im Transwell-System, ergab keine
Hinweise darauf, dass die zelleigene Zytokin-Sekretion ursichlich fiir die erhdhte Zytotoxizitdt im Alter
ist. Inwieweit sich ein verdndertes Zytokinmilieu im alterndem Organismus jedoch bereits auf das
Transkriptionsprofil, einschlieBlich epigenetischer Modifikationen in CD8" T-Zellen auswirkt (Goronzy et

al., 2018; Marquez et al., 2020; Shin et al., 2013), bleibt offen.
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4.2.2 Die hohe zytotoxische Effizienz von CD8" T-Zellen im Alter hat einen nekrotischen

Zielzelltod zur Folge
Die bisherigen Ergebnisse verdeutlichen, dass die erhohte Expression von Granzym B und Perforin
ausschlaggebend fiir die hohe zytotoxische Effizienz der CD8" T-Zellen im Alter ist. Im Allgemeinen
vermittelt Perforin durch seine porenbildende Figenschaft die Aufnahme von Granzymen in die Zielzelle
und induziert somit die nachfolgende Caspase-abhingige Apoptose. Hohe Perforin-Konzentrationen
konnen die Membranintegritit jedoch erheblich schiadigen, so dass zelleigene Reparaturmechanismen
nicht mehr greifen und die Zelle nekrotisch lysiert (Backes et al., 2018). Die unter Verwendung des
Apoptose-Reporters pCasper durchgefiihrte fluoreszenzmikroskopische Analyse des Zielzelltodes durch
CD8" T-Zellen aus jungen und alten OT-I Méusen legt nahe, dass die altersbedingte Hochregulation der
Perforin-Expression zu einer Verschiebung der Granzym-vermittelten Apoptose hin zur schnellen
Nekrose-Induktion von Zielzellen fiihrt.
Bisher unzureichend geklart ist, welche Bedeutung ein hiufig in vitro beobachteter, nekrotischer Zelltod
durch zytotoxische Immunzellen (Backes et al., 2018; Kndrck et al., 2022; Vanherberghen et al., 2013) bei
der Abtétung infizierter oder entarteter Zellen in vivo hat. Bei CD8" T-Zellen aus jungen OT-I Mausen
erfolgte die nekrotische Lyse der Zielzellen bei einer Effektor:Zielzell-Ratio von 2:1 frithestens zwei
Stunden nach Granzym-vermittelter Aktivierung der Caspase-Kaskade. In einer inflammatorischen
Umgebung in vivo ist wahrscheinlich anzunehmen, dass die zuvor apoptotischen Zellen zu diesem
Zeitpunkt bereits durch Phagozyten beseitigt wurden (Barth et al., 2017; Maderna & Godson, 2003). Bei
einer schnellen Nekrose-Induktion innerhalb weniger Minuten nach Zielzellkontakt, wie sie durch
CD8"T-Zellen alter Méuse beobachtet wurde, ist eine Beseitigung der Zellen vor Freisetzung des
Zellinneren hingegen fraglich.
Ein nekrotischer Zelltod wird allgemein mit einer starken, entziindungsfoérdernden Immunantwort in
Verbindung gebracht, die hdufig mit einer erhohten Konzentration pro-inflammatorischer Zytokine,
Gewebeschiadigungen und einem fortschreitenden Krankheitsverlauf einhergeht (Oliveira et al., 2018;
Wallach et al., 2014; M. Williams et al., 2021). Inwieweit die zellintrinsisch, hohe zytotoxische Kapazitit
der CD8" T-Zellen auch unter dem Einfluss der verdnderten Mikroumgebung im Alter zum Tragen kommt
und somit altersbedingte inflammatorische Prozesse begiinstigen konnte, ist ungewiss.
In soliden Tumoren ist die durch Hypoxie und metabolischen Stress ausgeldste Nekrose der Krebszellen
ein bekanntes Phinomen, dessen Bedeutung fiir die Tumorprogression jedoch noch unzureichend
aufgeklart ist (Hangai et al., 2021; Jiao et al., 2018; Z. Liu & Jiao, 2020). Bisherige Studien deuten darauf
hin, dass die Freisetzung intrazelluldrer Komponenten die Immunantwort auf unterschiedliche Weise
moduliert, mit sowohl positiver als auch negativer Auswirkung auf das Tumorwachstum (Hangai et al.,
2021; Z. Liu & Jiao, 2020). Dass ein nekrotischer Zelltod durch infiltrierende CD8" T-Zellen die

Antitumor-Immunitét in irgendeiner Weise beeinflussen wird, scheint sehr wahrscheinlich. Mit Blick auf
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den moglichen Einsatz von CD8" T-Zellen fiir Immuntherapien im Alter sollte diese Eigenschaft somit

nicht unberiicksichtigt bleiben.

4.3 Fazit

Zahlreiche intrinsische und extrinsische Verdnderungen tragen zu einer beeintrichtigten Immunantwort im
Alter bei. Der in dieser Arbeit auf zelleigene Verdnderungen gerichtete Fokus, liefert erstmals deutliche
Hinweise darauf, dass die intrinsische zytotoxische Kapazitit von CD8" T-Zellen trotzt insgesamt
verringerter T-Zell-Immunitét im Alter zunimmt. Diese Ergebnisse verdeutlichen auf eindriickliche Weise
erneut, dass Immunoseneszenz nicht grundsitzlich mit einer Verschlechterung von Effektorfunktionen
einhergeht. Die hohen Perforin-Konzentrationen in CD8" T-Zellen alter Méuse fiithren zu einer verstérkten
zytotoxischen Effizienz, was einen nekrotischen Zielzelltod zur Folge hat. Diese Fahigkeit konnte sich mit
Blick auf immunmodulatorische Strategien als vorteilhaft oder auch nachteilig erweisen. Die
gleichermafBen in humanen CD8" T-Zellen beschriebene, altersbedingt erhéhte Expression zytotoxischer
Effektormolekiile, 1dsst hier dhnliche Mechanismen vermuten. Eine umfangreiche Charakterisierung der
zytotoxischen Effektorfunktion humaner CD8" T-Zellpopulationen im Alter erscheint somit in jedem Fall
sinnvoll. Bisher ebenfalls ungekldrt bleibt die Frage, in welchem Ausmal} extrinsische Faktoren,
einschlieBlich altersbedingter Veranderungen in der inflammatorischen Mikroumgebung, die zelleigene
zytotoxische Funktion beeinflussen konnen. Die Etablierung des heterozygoten OT-I Modells bietet einen
wertvollen Ansatz fiir eine entsprechende Analyse der Zytotoxizitdt nach antigenspezifischer in vivo
Stimulation und stellt ebenfalls eine wichtige Grundlage fiir zukiinftige Tumormodelle zur Beurteilung der

Eignung in vitro expandierter CD8" T-Zellen fiir adoptive Immuntherapien im Alter dar.
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