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1 Einleitung

Spricht man von Immunität, meint man im Allgemeinen die Unempfindlichkeit gegenüber

einer Sache oder einem Vorgang. So bezieht sich in der Medizin Immunität auf die Unemp-

findlichkeit eines Organismus gegenüber Schädlichem, wie Pathogenen, Tumoren oder Giften.

Teil der Aufgaben des Immunsystems ist es hierbei, Fremdes von Eigenem zu unterscheiden

und anzugreifen, wodurch eben jene Immunität hergestellt werden kann. Die eigentliche Her-

ausforderung höherer Organismen ist jedoch vielmehr ein fragiles Gleichgewicht innerhalb eines

sensiblen Systems zu schaffen und aufrecht zu erhalten. Dem wird durch ein komplexes Zusam-

menspiel der vielfältigen Komponenten des Immunsystems zu begegnen versucht. Vereinfacht

können jene Komponenten in zwei Bereiche eingeteilt werden: Die natürliche Immunität und die

adaptive (erworbene) Immunität. Beide unterscheiden sich anhand Geschwindigkeit, Spezifität

und Gedächtnis. Während die natürliche Immunantwort unspezifisch ist und unmittelbar bei

Kontakt mit beliebigen Erregern ausgelöst werden kann, zeigt die adaptive Immunantwort eine

gewisse Latenz. Sie ist jedoch mit hoher Spezifität jedem Erreger angepasst und steigert ihre

Effizienz durch Aufbau eines immunologischen Gedächtnisses, was sich bei Zweitkontakt in einer

deutlich schnelleren und gesteigerten Immunantwort auswirkt. Diese Unterschiede beruhen auf

der Art der exprimierten Rezeptoren: Keimbahncodierte und begrenzt vielfältige Rezeptoren

der Effektorzellen des natürlichen Immunsystems auf der einen, sowie die hohe Vielfalt durch

somatische Rekombination generierter Rezeptorspezifitäten des adaptiven Immunsystems auf

der anderen Seite.

Alle Zellen des Immunsystems gehen auf pluripotente hämatopoetische Stammzellen im Kno-

chenmark zurück, aus denen sowohl lymphatische als auch myeloide Vorläuferzellen entstehen.

Aus letzteren entwickeln sich Granulozyten wie Neutrophile, Eosinophile, Basophile, sowie die

Mastzellen und Monozyten. Zudem stammen Megakaryozyten sowie Erythroblasten der myeloi-

den Linie ab. Aus lymphatischen Vorläufern entwickeln sich B Zellen, T Zellen und Natürliche
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1 Einleitung

Killerzellen (NK Zellen). Somit entstammen die meisten Zellen des angeborenen Immunsystems

myeloiden Vorläuferzellen, wohingegen die klassischen Vertreter des adaptiven Immunsystems,

B Zellen und T Zellen, aber auch NK Zellen sich aus lymphatischen Vorläufern entwickeln.

Während B und T Zellen zur Erkennung körperfremder Bestandteile auf das gleiche Prinzip der

Rezeptorgenerierung zurückgreifen, unterscheidet sich ihre Rolle in der adaptiven Immunant-

wort stark. B Zellen nutzen hierbei den Rezeptor selbst, indem dieser nicht nur zur spezifischen

Erkennung von Antigenen, sondern in löslicher Form als Antikörper auch zur deren Klärung

aus dem System eingesetzt wird. Diese Art der Bekämpfung frei im Körper befindlicher Anti-

gene wird auch als humorale Immunantwort bezeichnet. T Zellen wiederum sind größtenteils

für die zelluläre Immunantwort verantwortlich, deren Aufgabe die Erkennung und Entfernung

veränderter körpereigener Zellen ist.

1.1 T Zellpopulationen

T Zellen spielen eine wichtige Rolle im Verlauf der adaptiven Immunantwort. Sie tragen direkt

zur zellulären Immunantwort bei, indem veränderte körpereigene Zellen erkannt und zerstört

werden, und helfen bei der Regulation der Immunantwort. Sie bieten jedoch auch B Zellen

in verschiedener Form Hilfe zur Generierung einer effektiven humoralen Immunantwort. Die

Verwirklichung dieser unterschiedlichen Aufgaben wird durch eine Spezialisierung erreicht, die

meist schon während der Entwicklung der T Zelle im Thymus festgelegt wird und stark von

der zufällig generierten Rezeptorspezifität abhängt. Zur Einteilung der T Zellpopulation in ihre

spezialisierten Untergruppen werden Unterscheidungsmerkmale wie T Zellrezeptor (TCR) und

Oberflächenexpression von (Co)rezeptoren herangezogen. Die ‚klassische‘ T Zelle exprimiert

einen TCR, bestehend aus einer α und einer β Kette, CD8 oder CD4 Moleküle als Corezep-

toren und bindet Oberflächenmoleküle wie den Peptid präsentierenden Haupthistokompatibi-

litätskomplex (MHC) der Klasse I oder II. Während MHC I restringierte CD8+ αβ T Zellen

sich meist als zytotoxische T Lymphozyten (CTL) der Zerstörung veränderter körpereigener

Zellen widmen, setzt die klassische MHC II restringierte CD4+ αβ T Zelle Cytokine frei, die

als Signale zur Steuerung und Regulation des weiteren Verlaufs der adaptiven Immunantwort

dienen.

Es gibt jedoch viele T Zellsubpopulationen, die nicht in dieses konventionelle Muster der T

Killer- oder T Helferzelle fallen, oder auf anderem Weg zu ähnlicher Funktion gelangen. So kann

2



1.2 CD1 Familie

statt des αβ auch ein γδ TCR exprimiert werden, was mit starken Auswirkungen auf Ligandspe-

zifitäten und die Spezialisierung dieser T Zellsubpopulationen einhergeht. Aber auch innerhalb

der αβ T Zellpopulation existieren Abweichungen von der bekannten MHC:Peptid Restriktion.

So sind sogenannte Mukosa assoziierte invariante T Zellen (MAIT) beschrieben, deren Ligand

ein MR1 genanntes Oberflächenmolekül ist, welches mikrobielle Metabolite präsentiert [1, 2].

Zudem sind verschiedene Populationen von αβ T Zellen bekannt, deren Antigen von einer Fa-

milie von nicht polymorphen MHC Klasse I ähnlichen Oberflächenmolekülen präsentiert wird,

die als CD1 bezeichnet werden [2–4]. Oft geht eine solche Abweichung von klassischen T Zellli-

ganden mit einer Reduktion der TCR Diversität einher und man spricht von (semi-)invarianten

T Zellen, die meist nicht nur in der Ligandenerkennung, sondern auch in Effektorfunktion und

Gewebslokalisierung (Homing) hoch spezialisiert sind.

1.2 CD1 Familie

Moleküle der CD1 Familie gehören zu den Vertretern einer Gruppe von nicht klassischen MHC

(MHC Ib) Genen, die im Gegensatz zu MHC Ia Genen (klassisches MHC I Molekül) nicht

polymorph sind und phylogenetisch in verschiedene Untergruppen eingeteilt werden können,

aber ebenso antigenpräsentierende Vertreter aufweisen [5]. Diese unterscheiden sich oft grund-

legend in der Art der Antigenpräsentation von klassischen MHC Molekülen, wie die Mitglieder

der CD1 Familie, die Lipide anstatt Peptide präsentieren [6]. Diese besteht, eingeteilt nach Se-

quenzhomologien, aus den Untergruppen 1 (CD1a-c), 2 (CD1d) und 3 (CD1e) [7, 8]. Vertreter

der CD1 Familie gehören zu den phylogenetisch ältesten MHC Klasse Ib Molekülen und dass

keine Säugerspezies bekannt ist, bei der kein CD1 Gen beschrieben wurde, deutet auf deren

Bedeutung hin. Es bestehen jedoch Unterschiede in Anzahl und Vielfalt der in verschiedenen

Säugerspezies vorhandenen Gene der CD1 Familie. So besitzt der Mensch Gene aller Vertreter

der CD1 Familie, während Maus und Ratte ausschließlich CD1D Gene besitzen [9].

Alle CD1 Moleküle weisen strukturelle Gemeisamkeiten mit MHC Klasse I Molekülen auf,

sind jedoch nicht im MHC Locus codiert und nicht polymorph. Sie unterscheiden sich unter-

einander in Antigenbindungsfurche, Antigenpräsentation, Transkriptionsregulation, intrazellu-

lärem Trafficking und Expression [8]. Im Besonderen soll nun auf die Eigenschaften von CD1d

eingegangen werden, den am Besten beschriebenen Vertreter der CD1 Familie, das als antigen-

präsentierendes Molekül einer Subpopulation der αβ T Zellen, den sogenannten Natürlichen
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1 Einleitung

Killer T Zellen (NKT Zellen), dient [10, 11].

1.2.1 CD1d Antigenpräsentation

Abbildung 1.1: Struktur der CD1d Antigenbin-

dungsfurche mit α-Galactosylceramid als Ligand.

Verändert nach [12].

CD1d ähnelt strukturell dem MHC Klasse I Mole-

kül. Es besitzt eine in drei Domänen (α1, α2, α3)

gefaltete und nicht-kovalent mit β2Microglobulin

assoziierte schwere Kette [13]. Die Domänen α1

und α2 bilden dabei eine Antigenbindungsfurche,

die zwei hydrophobe Taschen A’ und F’ besitzt und

im Vergleich zu der des MHC Klasse I Moleküls en-

ger und tiefer ausfällt. An die α3 Domäne schließt

sich eine transmembrane Region mit intrazellulä-

rem Carboxyterminus an, der beim intrazellulärem

Trafficking eine wichtige Rolle spielt [14]. Die nah zusammenliegenden, hydrophoben Bindungs-

taschen der CD1d Bindungsfurche ermöglichen das Einfügen hydrophober Ketten von Glycoli-

pidantigenen. Diese reichen in die Bindungstaschen bis zum nach unten begrenzenden Bereich

der β-Faltblattstruktur, so dass nur die polare Kopfgruppe des Antigens zwischen den die Bin-

dungsfurche formenden α1- und α2-Helices mittig herausragt (vgl. Abb. 1.1) [12].

Die Beladung von CD1d Molekülen mit Selbstlipiden findet nach cotranslationalem Import

in das Endoplasmatische Reticulum mit Hilfe des Microsomalen Transferproteins MTP statt

[14]. Nach Erreichen der Zelloberfläche per sekretorischem Weg über den Golgi Apparat werden

CD1d Moleküle über einen Clathrin-abhängigen Mechanismus wieder internalisiert, woraufhin

es in späten endosomalen oder lysosomalen Kompartimenten zum Austausch der gebundenen

Antigene kommen kann. In diesen Bereichen der Zelle befinden sich exogene Antigene, die zu-

vor mittels verschiedener Mechanismen, wie Phagozytose oder rezeptorvermittelter Endozytose

über einen Low Density Lipoprotein Rezeptor (LDLR), C-Typ Lektin oder Scavenger Rezep-

toren, internalisiert wurden [14, 15]. Da von CD1d präsentierte Lipidantigene wasserunlöslich

sind, spielen in vivo Lipid-Transfer Proteine (LTP) wie Saposine während der Neubeladung

von CD1d eine entscheidende Rolle. Diese sind in der Lage, eine offene Konfiguration der hy-

drophoben CD1d Bindungstaschen zu stabilisieren und die ebenso hydrophoben Liganden zum

Transfer aus Membranen zu mobilisieren und können, wie CD1e, den Austausch der gebundenen

Lipidantigene vermitteln [2, 16]. Beeinflusst wird dieser Transfer auch von niedrigen pH Werten
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1.3 iNKT Zellen

(pH 4,5 - 5,5), die in in späten endosomalen oder lysosomalen Kompartimenten vorherrschen

und die Dislokation von Lipiden aus der CD1d Bindungsfurche begünstigen können [17].

1.3 iNKT Zellen

Der Name Invariante Natürliche Killer T Zelle (iNKT Zelle) leitet sich vom Aufbau des iNKT

spezifischen semi-invarianten TCR und der für T Zellen untypischen Expression von NK Re-

zeptoren (NKR-P1C/NK1.1 in Mäusen) ab. Sie stellen eine der drei Untergruppen der NKT

Zellen dar, die zum ersten Mal als CD3+CD4−CD8− T Zellen der Maus entdeckt und später als

NK1.1+TCR+ T Zellpopulation beschrieben wurden [18, 19]. Tatsächlich jedoch exprimieren

nicht alle iNKT Zellen neben ihrem TCR auch NK Rezeptoren. Wesentlich besser zu ihrer Iden-

tifizierung und Definition geeignet ist daher die CD1d abhängige α-Galactosylceramid (αGC)

Reaktivität von iNKT Zellen, die auf ihre T Zellrezeptorspezifität zurückzuführen ist und ein

Alleinstellungsmerkmal darstellt [10, 11]. αGC, auch als KRN7000 bezeichnet, ist das syn-

thetische Derviat eines ursprünglich aus dem marinen Schwamm Agelas mauritanus isolierten

Stoffes: Es ist ein den Cerebrosiden zugehöriges Glycosphingolipid bestehend aus einer polaren

Kopfgruppe, der Galactose, die über eine α-anomerische Bindung mit einer Sphingosin- und

einer Alkylkette verbunden ist (vgl. Abb. 1.2). Der Reaktivität und damit auch die Populati-

on der iNKT Zellen definierende iNKT TCR besteht aus einer invarianten α Kette (uniforme

AV14/AJ18 Umlagerung bei Mäusen bzw. die homologe uniforme AV24/AJ18 Umlagerung bei

Menschen), die mit einer limitierten Auswahl an β Ketten (größtenteils BV8S2, BV7 oder BV2

bei Mäusen bzw. BV11 bei Menschen) gepaart sein kann [20–26].

1.3.1 Entwicklung von iNKT Zellen

Die Entwicklung von iNKT Zellen verläuft wie bei ‚klassischen‘ αβ T Zellen ausgehend von

noch undifferenzierten Vorläuferzellen, die, aus dem Knochenmark stammend, den Thymus

besiedeln. Diese besitzen das Potential, sich zu T, B und NK Zelllinien, aber auch zu myeloiden

Zellen wie Dendritischen Zellen und Erythrozyten zu differenzieren [27]. Erst bei Eintritt in den

Thymus verlieren die Vorläuferzellen ihre Fähigkeit, andere Zellen neben T Zellen auszubilden

[28]. Im Thymus beginnt die Differenzierung der Vorläufer als CD4−CD8− Doppelnegative T

Zelle (DN), bevor sie ein transientes Doppelpositives (DP) Stadium erreichen und nach erfolgter

Selektion den Thymus verlassen. Entscheidend für die weitere Entwicklung ist die Selektion als
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1 Einleitung

iNKT Zelle nach zufälliger Umlagerung des spezifischen iNKT TCR. Die Generierung der α

und β Kette des TCR während der Entwicklung von T Zellen geschieht durch somatische

Rekombination. Die variable (V) Region des TCR wird durch die umgelagerten V (variable)

und J (junctional) Gensegmente (α Kette) bzw. V, D (diversity) und J Gensegmente (β Kette)

gebildet. Diese Umlagerung ist enzymabhängig [29].

Abbildung 1.2: Struktur von α-Galactosylceramid. [12]

Die Bildung der α Kette ist aufgrund

der Distanz der umgelagerten AV14 und

AJ18 Gensegmente unter anderem von

dem Transkriptionsfaktor RORγt und dem

antiapoptotischen Protein BCL-XL abhän-

gig, die das Überleben während multipler

Umlagerungen garantieren [30, 31]. Nach erfolgter zufälliger Umlagerung des TCR können

iNKT Zellen im Gegensatz zu konventionellen T Zellen im Thymus durch die Bindung an

CD1d:Selbstantigenkomplexe auf der Oberfläche anderer, dem Knochenmark entstammender

Thymocyten im DP Stadium, selektioniert werden [32]. Als (selektionierende) Selbstantigene für

iNKT Zellen wurden bisher aufgrund fehlender α-Transferasen meist β-anomerische Glycolipide

wie β-Glucosylceramid [33–35] oder strukturell ähnliche Lipide in Betracht gezogen [36–38]. Erst

vor kurzem konnte jedoch die Produktion α-anomerischer Glycolipide in Säugerzellen nachge-

wiesen und α-Glycosylceramide als Hauptselbstantigen in Thymus und Peripherie identifiziert

werden [39]. Das Signal zur positiven Selektion wird durch simultane Interaktion von TCR

und Bindung von Oberflächenmolekülen der SLAM Familie generiert, was zur Aktivierung der

NF-κB Signalkaskade führt. Diese Abhängigkeit der positiven Selektion von SLAM Proteinen

ist iNKT spezifisch und wird nicht zur Selektion MHC restringierter T Zellen genutzt [40–43].

Obwohl iNKT Zellen eine Population autoreaktiver Zellen sind, werden sie jedoch, ebenso wie

konventionelle αβ T Zellen, bei zu hoher intrinsischer Affinität des umgelagerten T Zellrezep-

tors für den selektionierenden CD1d:Selbstantigenkomplex negativ selektioniert und somit das

Level ihrer Autoreaktivität begrenzt [44–46]. Nach erfolgter Selektion der iNKT Zellen verlie-

ren diese die CD8 Expression und gehen in ein Zwischenstadium über, während dessen eine

massive Proliferation der iNKT Zellen und gleichzeitig der mögliche Verlust der CD4 Expressi-

on stattfindet [25]. DN und CD4+ iNKT Zellen unterscheiden sich funktionell hinsichtlich der

Cytokinsekretion [47]. Die Fähigkeit zur Produktion von Cytokinen wird bei beiden Subpopu-

lationen gleichermaßen während der Entwicklung im Thymus erlangt [48, 49]. Ein Großteil der
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1.3 iNKT Zellen

iNKT Zellen verlässt schließlich den Thymus und erlangt ein reifes Stadium, das sich neben der

Expression des spezifischen iNKT TCR meist auch durch Vorhandensein von NK Rezeptoren

auszeichnet [25]. Nach Verlassen des Thymus migrieren iNKT Zellen vorwiegend in Leber so-

wie Milz, während sie im Gegensatz zu anderen αβ T Zellpopulationen kaum in Lymphknoten

vorhanden sind [50, 51].

1.3.2 Funktion von iNKT Zellen

iNKT Zellen können nach erfolgreicher Selektion und Verlassen des Thymus, ähnlich wie Ge-

dächtniszellen oder Zellen des natürlichen Immunsystems, bei Antigenkontakt unmittelbar Cy-

tokine produzieren und in großer Menge freisetzen, während klassische αβ T Zelle den Thymus

als sogenannte naive T Zellen verlassen, die zunächst nach Kontakt mit professionellen An-

tigenpräsentierende Zellen (APC) zu Effektor- oder Gedächtniszellen differenzieren müssen.

Als Schlüssel zur Ausprägung dieses voraktivierten Phänotyps gilt wie bei γδ T Zellen sowie

MAIT Zellen der zur BTB-ZF Familie zugehörige Transkriptionsfaktor promyelocytic leukemia

zinc finger (PLZF) [52, 53]. Dies ermöglicht iNKT Zellen schnell und gezielt ihre Effektor-

funktion auszuüben, sowie die folgende Immunantwort zu lenken. iNKT Zellen können sowohl

bei der Abwehr von Pathogenen, als auch bei der Überwachung körpereigener Zellen hinsicht-

lich Krebs und Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle spielen [54]. Die Aktivierung von

iNKT Zellen kann hierzu sowohl TCR abhängig, als auch unabhängig durch Cytokine wie IL-

12, IL-2 oder IL-18 erfolgen [55–58]. Die direkte, TCR abhängige Aktivierung bei Bindung

von CD1d:Antigenkomplexen kann durch Präsentation körperfremder Lipide erfolgen, jedoch

auch durch, im Verlauf der Immunantwort hoch exprimierte, endogene Lipide [59, 60]. Wobei

letzteres zusätzlich von der Stimulation durch inflammatorische Cytokine abhängt und auch

als Mechanismus zur Abwehr von Pathogenen genutzt werden kann [35]. Charakteristisch für

iNKT Zellen ist die Ausschüttung großer Mengen an IFN-γ oder Th2 Cytokinen wie IL-4 oder

IL-13. Darüber hinaus wurde jedoch auch eine IL-17 produzierende iNKT Subpopulation be-

schrieben [61]. Die Regulation der Produktion von Th1 gegenüber Th2 Cytokinen wird von

der Art der Aktivierung beeinflusst. Verschiedene α-GalCer Derivate erzeugen unterschiedliche

iNKT Zellantworten, was Cytokinzusammensetzung und -menge betrifft. Dies kann in Unter-

schieden seitens der präsentierenden Zellen begründet sein, durch die die iNKT Zelle aktiviert

wird [62], aber auch in einer abweichenden Interaktion des iNKT TCR während der Aktivierung

[63]. Während der Stimulation von iNKT Zellen durch Dendritische Zellen findet außerdem ei-
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1 Einleitung

ne CD40L abhängige reziproke Aktivierung statt, die zur weiteren Aktivierung und Reifung

Dendritischer Zellen führt, wodurch die Immunantwort gesteigert werden kann [25, 64].

1.3.3 Interaktionen des iNKT TCR

Abbildung 1.3: Struktur der Interaktion

von iNKT TCR und CD1d. [67]

Die wichtigste Charakteristik von iNKT Zellen ist die

Expression des semi-invarianten T Zellrezeptors, der es

ihnen ermöglicht, CD1d:Lipidantigenkomplexe zu binden

anstatt Komplexe aus Peptid und MHC Molekül, wie es

bei konventionellen T Zellen der Fall ist. Durch die vor-

gegebene Kombination von AV14 und AJ18 (AV24 und

AJ18 beim Menschen) sind die antigenkontaktierenden

Regionen der α-Kette, die durch diese Gene codiert wer-

den, invariabel. CDR1α sowie CDR2α werden vollständig

durch das AV14 Gensegment codiert, während CDR3α

durch den Übergang von AV14 zu AJ18 (Aminosäure

93) und dem Gensegment AJ18 selbst codiert wird. So-

mit kann innerhalb der α Kette allein in der CDR3α Se-

quenz an Position 93 durch Hinzufügen von P- oder N

Nukleotiden während des Umlagerungsprozesses Diversi-

tät auftreten [26, 65]. Aufgrund der begrenzten Auswahl an verwendeten BV Gensegmenten

(vorwiegend BV8S2 und BV7 in der Maus sowie das BV8S2 Homolog BV11 bei Menschen)

sind auch die hierdurch codierten Regionen CDR1β sowie CDR2β nur wenig variabel. Allein

CDR3β kann im iNKT TCR als hoch divers angesehen werden, da es eine Vielzahl an genutz-

ten BD und BJ Gensegmentkombinationen gibt. Dennoch ist die Bindung des iNKT TCR

an CD1d:Lipidantigen Komplexe im Vergleich zu MHC restringierten T Zellrezeptoren kaum

variabel [66], was auch in der stark abweichenden Bindungsweise des iNKT TCR an CD1d

Moleküle begründet liegt. Strukturanalysen dieser Interaktion im Vergleich zur Interaktion von

TCR und MHC Molekülen zeigen eine Rotation des TCR hinsichtlich des CD1d Moleküls, so

dass α und β Ketten parallel der CD1d Bindungsfurche angeordnet werden, im Gegensatz zu

der diagonalen Bindung des konventionellen TCR (vgl. Abb. 1.3) [67]. Zugleich ist eine laterale

Verschiebung des iNKT TCR zu erkennen, welche die α Kette zentral über der F’ Tasche sowie

den Aminosäuren 79-89 (α1 Helix) und 147-151 (α2 Helix) der CD1d Bindungsfurche positio-
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1.3 iNKT Zellen

niert, wohingegen die β-Kette lateral positioniert ist. Diese Verschiebungen resultieren in einer

distinkten Kontaktfläche zwischen TCR und CD1d, hinsichtlich der für die Antigenbindung

entscheidenden Regionen. So sind bei der Interaktion zwischen iNKT TCR und CD1d:αGC

Komplexen die CDR der β Kette mit Ausnahme von CDR2β nicht beteiligt, welches lateral

zur Stabilisierung beiträgt. Ebenso trägt CDR2α nicht zur direkten Bindung bei. CDR1α bin-

det exklusiv an das von CD1d präsentierte Antigen, während CDR3α als einziges CDR sowohl

Antigen als auch die α Helices der CD1d Bindungsfurche kontaktiert (vgl. Abb. 1.4) [67, 68].

Die spezifische Nutzung dieser CDR Bereiche erklärt auch die Notwendigkeit einer invarianten

α Kette mit konservierter AV14/AJ18 Umlagerung, sowie die Enschränkung der BV Variabi-

lität, während die Umlagerung der β Kette divers ist. Die zur Interaktion genutzten CDR sind

damit nahezu als keimbahncodiert anzusehen und die Ligandinteraktion des iNKT TCR gleicht

mehr der konservierten Bindung von Rezeptoren des natürlichen Immunsystems als der hoch

variablen Interaktion konventioneller T Zellrezeptoren.

Abbildung 1.4: Struktur der Kontaktflä-

che zwischen iNKT TCR und CD1d. [67]

Bindungsstudien bestätigten die dominante Rolle

der CDR1α, CDR3α und CDR2β Regionen auf die

CD1d:αGC Bindung des iNKT TCR [69–71], aber zeig-

ten ebenso den Einfluss des CDR1β sowie den Einbe-

zug des CDR3β bei Bindung von CD1d:Lipid Komplexen

mit schwächeren Lipidantigenen [72, 73]. Hierbei wird die

Bindung des iNKT TCR durch zusätzlichen Kontakt des

CDR3β mit der α2 Helix des CD1d stabilisiert [67, 74].

Die Bindung des NKT TCR wird also, vor allem bei po-

tenten Antigenen, weitgehend von der α Kette dominiert, während die β Kette zur weiteren

Stabilisierung dieser Interaktion beiträgt. Den Hauptanteil an der Interaktion trägt das CDR3α,

welches, bis auf den V-J Übergang (Position 93), allein durch das AJ18 Gensegment codiert

wird. Natürlich auftretende Abweichungen des V-J Übergangs von der kanonischen Sequenz der

α Kette führen zu einer starken Beeinträchtigung der Bindung verschiedener Antigene im hu-

manen System [75]. Doch auch bei Bindung an schwächere Lipidantigene bleibt die prinzipielle

Bindungsweise des iNKT TCR hoch konserviert [66, 76, 77].
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1.3.4 iNKT Zellen der Ratte

Die Charakterisierung der iNKT Zellpopulation in F344 Ratten ergab eine Frequenz von et-

wa 0,2% der intrahepatischen Lymphozyten (IHL) bzw. 0,02% der Milzzellen, während LEW

Ratten eine iNKT Zelldefizienz aufwiesen [78]. Ähnlich der Maus sind die Anteile an iNKT

Zellen auch bei Ratten in der Leber am höchsten, jedoch deutlich niedriger als in Mäusen, in

welchen bis zu 30% iNKT Zellen in der Leber gefunden werden können [50]. Neben den niedri-

gen Frequenzen an iNKT Zellen ist das Auftreten einer CD8α+ iNKT Population ein weitere

Parallele zur iNKT Zellpopulation des Menschen [78] und macht die Ratte für einen Einsatz

als Modellorgansimus für iNKT Zell basierte Studien interessant. Die direkte Färbung des lini-

endefinierenden TCR mittels Ligandkomplexe, als letzter Nachweis einer iNKT Zellpopulation

in der Ratte, wurde erst durch Generierung und Einsatz von Ratten CD1d Dimeren möglich

[78, 79]. Zuvor waren jedoch bereits die meisten zu deren Entwicklung benötigten Gene und

deren Expression charakterisiert: Ratten besitzen ein CD1D Gen, welches hoch homolog zu

dem der Maus ist [80, 81] und ebenso ein der Maus ähliches Expressionsmuster aufweist [82].

Außerdem wurden in der Ratte mehrere AV14 Homologe in Umlagerung mit AJ18 [83, 84]

und zwei dem BV8S2 Gensegment der Maus homologe BV Segmente (BV8S2 und BV8S4 )

gefunden, die in F344 Ratten (Tcrba Haplotyp) beide funktionell sind. Im Gegensatz hierzu

ist bei LEW Ratten (Tcrbl Haplotyp) BV8S4 als nichtfunktionelles Pseudogen vorhanden [85].

Eine erstaunliche Eigenheit der Ratte ist das Auftreten einer AV14 Multigenfamilie von bis zu

zehn Gensegmenten, wovon neun funktionell sind. In F344 Ratten wurden sechs AV14 Genseg-

mente beschrieben, inklusive eines Pseudogens [84]. Diese unterscheiden sich neben dem HV4

(Hypervariable Region 4) vor allem in ihren CDR2 Sequenzen und werden anhand dieser Unter-

schiede in zwei Gruppen (Typ 1 und 2) eingeteilt. Der Befund einer organspezifischen Verteilung

von Typ 1 und 2 AV14 exprimierenden iNKT Zellen in der Ratte [83] konnten nicht bestätigt

werden [78]. Während sich die rAV14 Gensegmente der Ratte im CDR2α deutlich unterschei-

den, ist die in Mensch und Maus maßgeblich zur Bindung beitragende CDR1α Region nahezu

identisch [84]. Der CDR3α wird, wie zuvor beschrieben, fast ausschließlich durch AJ18 codiert

und ist daher unabhängig des genutzten AV14 Gensegments. Unterschiede zu der kanonischen

Umlagerung von AV14 und AJ18 können jedoch, durch Einfügen von P- und N Nukleotiden,

während der somatischen Rekombination auftreten [26, 65]. Tatsächlich ist ein Merkmal der

Ratten iNKT Zellpopulation das vermehrte Auftreten von nicht kanonischen Umlagerungen,
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bei denen das keimbahncodierte Alanin an Position 93 durch Glycin ersetzt wurde [78, 83].

Eine weitere erstaunliche Beobachtung ist das Auftreten von Speziesspezifität in Hinsicht auf

Bindung zwischen iNKT TCR und CD1d. Während bei anderen Spezies, wie Maus und Mensch,

die semi-invarianten TCR der iNKT Zellen jeweils an αGC beladene CD1d Dimere der anderen

Spezies binden [86, 87], ist diese Eigenschaft in der Ratte verloren gegangen [69, 78].

1.4 Ziel dieser Arbeit

Der hohe Grad an theoretischer Variabilität des Ratten iNKT TCR eröffnet die Möglichkeit

einer erweiterten Diversifizierung der Rezeptorspezifität innerhalb eines für seine Uniformität

charakteristischen Systems. Im Zuge dieser Arbeit soll nun die Bindungseigenschaft verschie-

dener Ratten iNKT TCR verglichen und die Auswirkung der jeweiligen Sequenzunterschiede

auf diese charakterisiert werden. Weiterhin ist die iNKT TCR Expression, deren Vielfalt in-

nerhalb der primären Ratten iNKT Zellpopulation und der Einfluss der Diversität auf diese

zu untersuchen. Zu welchem Grad wird die theoretische Rezeptorvielfalt genutzt? Existieren

anhand ihrer Rezeptoraffinität voneinander abgrenzbare Subpopulationen an iNKT Zellen oder

bleibt die Homogenität der Ligandbindung trotz Sequenzunterschiede erhalten? Als wichtigste

Hilfsmittel zur Untersuchung von iNKT Zellen der Ratte soll im Zuge dieser Arbeit auch die

von Elisa Monzon-Casanova etablierten Methoden der CD1d Dimerfärbung sowie der in vitro

Expansion von Ratten iNKT Zellen weiter entwickelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Tiere

Alle verwendeten Tiere waren im Alter zwischen 6 und 20 Wochen. LEW/Crl, F344/Crl sowie

F1 (F344xLEW) wurden im Tierstall des Instituts für Virologie und Immunbiologie, Universität

Würzburg, Würzburg, Deutschland gezüchtet.

2.1.2 Zelllinien

293T Ursprünglich 293tsA1609neo. Verpackungslinie für retrovirale Trans-

fektion. (ATCC CRL-1573)

BW58 Vom Do-11.10.7 Hybridom abstammende, TCR negative AKR/J

Maus Lymphomlinie. (ATCC TIB-233) [88]

BW5417 TCR negative Maus Thymom Zellinie

BW r/mCD28 BW58 Zellen (TCR− Maus T-Zell-Hybridomzelllinie), mit einem chi-

mären (Ratte/Maus) CD28 Molekül transduziert [89].

J558L Maus Myelomzelllinie. Variante der J558 Zelllinie, entstanden durch

spontanen Verlust der schweren Kette [90].

J558L pXIg mCD1d Mit pXIg Maus CD1d transfizierte J558L Zelllinie zur mCD1d Di-

merproduktion. [79]
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J558L pXIg rCD1d Mit pXIg Ratten CD1d transfizierte J558L Zelllinie zur rCD1d Di-

merproduktion. [79]

Jurkat 1369 Humane T Zell Lymphomlinie, mit einem humanen iNKT TCR ([74])

transduziert. (Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von S. Gado-

la).

Jurkat 4C12 Humane T Zell Lymphomlinie, mit einem humanen iNKT TCR ([74])

transduziert. (Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von S. Gado-

la).

RAJI Menschliche Burkitt-Lymphomzellline. (ATCC CC1-86)

RAJI huCD1d Mit humanem CD1d transduzierte RAJI Zelllinie zur Antigenprä-

sentation.

RAJI mCD1d Mit Maus CD1d transduzierte RAJI Zelllinie zur Antigenpräsentati-

on. [69]

RAJI rCD1d Mit Ratten CD1d transduzierte RAJI Zelllinie zur Antigenpräsenta-

tion. [69]

2.1.3 Reagenzien

Produkt Hersteller

Acrylamid AppliChem

Agarose NEEO Ultra - Qualität Roth

αGC Alexis Biochemicals

13



2 Material und Methoden

αGC Derivate freundlicherweise zur Verfügung ge-

stellt von Dr. Paul Savage (PBS44,

PBS57 [91]) und Dr. Steven Porcelli

(DB01-1 [92])

Ampicillin Gibco BLR

Ammoniumpersulfat (APS) Roth

β-Mercaptoethanol Gibco BLR

Biozym LE GP Agarose Biozyme

Bovines Serum Albumin (BSA) Roth

Calciumchlorid (CaCl2) Roth

Coomassie R250 Sigma

Diethylamin Sigma

Dimethlysulfoxid (DMSO) AppliChem

dNTP Set Peqlab Biotechnologie

Ethanol AppliChem

Ethidiumbromid Roth

Essigsäure AppliChem

Fötales Kälberserum (FCS) Sigma

G418 Biochrom

Glukose (D(+)Glukose-Monohydrat) Roth

Glycerin AppliChem

Hypozanthine-Aminopterin-Thymidine (HAT) Sigma

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure (HEPES)

Roth

Histopaque 1077 Sigma

Isopropanol AppliChem

Kaliumchlorid (KCl) AppliChem

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) AppliChem

LB-Pulvermedium AppliChem

Magnesiumchlorid (MgCl2*6H2O) Ferak

Magnesiumsulfat (MgSO4) AppliChem

Natriumazid (NaN3) Roth
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Natrium-Butyrat Roth

Natriumchlorid (NaCl) AppliChem

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) AppliChem

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Roth

Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck

Percoll GE Healthcare

Polybren Sigma-Aldrich

Polyethyleneglycol (PEG) Boehringer Mannheim

Protein G Sepharose GE Healthcare

SDS (Natriumdodecylsulfat) Sigma

SOB (Super Optimal Broth)-Pulvermedium AppliChem

Schwefelsäure (H2SO4) AppliChem

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-

diol (Tris) ultrapure

AppliChem

Triton X-100 Sigma

Trypanblau Sigma

Tween Sigma

Tyloxapol Sigma

2.1.4 Medien, Puffer und Lösungen

Agarose-Platten 25 g LB-Pulvermedium

15 g Agarose

1 l dH2O

autoklavieren

unter sterilen Bedingungen bei 50◦Cmit Ampicillin (End-

konzentration 100 µg/ml) versetzen und auf 9 cm Nicht-

Gewebekultur-Petrischalten aufteilen (20 ml/Schale)
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Ampicillin-Stammlösung

(100 mg/ml)

100 mg Ampicillin-Pulver in 1 ml 70% Ethanol

ATV 80 g NaCl

4 g KCl

10 g D-(+)-Glukose

5,8 g NaHCO3

5 g Trypsin

2 g EDTA

auf 10 l mit dH2O auffüllen

BSS I 50 g Glukose

3 g KH2PO4

11,9 g NaH2PO4

0,4 g Phenolrot

auf 5 l mit dH2O auffüllen

110 ml der Lösung mit dH2O auf 1 l auffüllen

BSS II 9,3 g CaCl2

20 g KCl

400 g NaCl

10 g MgSO4•7H2O

10 g MgCl2•6H2O

auf 5 l mit dH2O auffüllen

110 ml der Lösung mit dH2O auf 1 l auffüllen

BSS/BSA 0,2% BSA in BSS

ConA Überstand Überstand von F344 Milzkultur (48 h, 1*107 Zellen

pro 1 ml RPMI Medium plus 3 µg/ml Concanavalin A

(ConA))

steril filtrieren
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+ 20 mM α-Methylmannoside

DMEM− (ohne HEPES) Invitrogen

DMEM− Kulturmedium zu 500 ml DMEM− wurden 50 ml FCS (10% Endkonzen-

tration) und 1,2 ml Streptomycin-Penicillin-Lösung gege-

ben

DMEM+ (mit HEPES) Invitrogen

DMEM+ Kulturmedium zu 500 ml DMEM+ wurden 50 ml FCS (10% Endkonzen-

tration) und 1,2 ml Streptomycin-Penicillin-Lösung gege-

ben

Einfriermedium 50% FCS

40% RPMI 1640

10% DMSO

ELISA Coating Buffer 0,84 g NaHCO3

(0,1 M Bicarbonatpuffer) 0,356 g Na2CO3

mit dH2O auf 100 ml auffüllen

Lösung auf pH 9,5 einstellen

ELISA Blocking Reagenz PBS mit 5% FCS

ELISA Washing Buffer 1 l PBS mit 500 µl Tween

Elutionspuffer 50 mM Diethylamin

pH auf 11 einstellen

FACS-Puffer 0,1% BSA + 0,05% NaN3 in PBS
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2x HBS 50 mM HEPES pH 7,1

10 mM KCl

12 mM Glukose

280 mM NaCl

1,5 mM Na2HPO4

Lösung sterilfiltrieren (45 µm) und auf pH 7,1 einstellen

ISF-1 Medium Biochrom

Lagerungspuffer PBS mit 0,9% NaN3

LB-Medium 25 g Lysogeny Broth (LB)-Pulvermedium

1 l dH2O

autoklavieren

vor Verwendung Ampicillin zugeben (Endkonzentration

100 µg/ml)

Neutralisationspuffer 2 M Tris

pH auf 6 einstellen

PBS 0,2 g KCl

0,2 g KH2PO4

0,05 g MgCl2

8 g NaCl

1,15 g Na2HPO4

0,167 g CaCl2•H2O

0,1 g MgCl2•6H2O

auf 10 l mit dH2O auffüllen

RPMI 1640 Invitrogen
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RPMI 1640 Kulturmedium zu 500 ml RPMI 1640 wurden 50 ml SC-Supplement und

25 ml FCS (Endkonzentration 10% FCS) gegeben.

SC-Supplement 50% hitzeinaktiviertes FCS

10% 100 mM Natriumpyruvat

10% nichtessentielle Aminosäuren

10% Penicillin-Streptomycin (10 kU/ml)

5,84% Glutaminlösung (5%-ig)

0,5% 50 mM β-Mercaptoethanol

SDS-PAGE Entfärbelösung 12,5% Isopropanol

10% Essigsäure

SDS-PAGE Färbelösung 12,5% Isopropanol

10% Essigsäure

0,25% Coomassie Brilliant Blue R250

S.O.C.-Medium 25,5 g Super Optimal Broth (SOB)-Pulvermedium

in dH2O lösen

auf pH 7,0 einstellen

mit dH2O auf 980 ml auffüllen

autoklavieren

20 ml Glukoselösung (1 M) zugeben

Streptomycin-

Penicillin-Lösung 5 g Streptomycin

5 g Penicillin

in 50 ml dH2O lösen

Tris-Ammoniumchlorid 20 mM Tris pH 7.2

(TAC) Puffer 0.82% NH4Cl

in H2O
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steril filtrieren

5x TBE 54 g Tris base

27,5 g Borsäure

20 ml 0,5 M EDTA pH 8

auf 1 l mit dH2O auffüllen

autoklavieren

TE 10 mM Tris-HCl (pH 8)

(pH 8) 1 mM EDTA (pH 8)

5x TGS 15,1 g Tris

94 g Glycin

50 ml SDS (10%)

mit dH2O auf 1 l auffüllen

1,0 M Tris (pH 6,8) 121,1 g Tris base

in 700 ml dH2O lösen

pH einstellen

auf 1 l mit dH2O auffüllen

1,5 M Tris (pH 8,8) 181,65 g Tris base

in 700 ml dH2O lösen

pH einstellen

auf 1 l mit dH2O auffüllen

Waschpuffer PBS 1 M NaCl

2.1.5 Vektoren
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pEGZ pIZ Vektor, der zusätzlich zum Zeozin Resistenzgen ein EGF Gen beinhaltet

(EGFP-Zeozin Fusionsgen). (Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von I.

Berberich)[93]

pEGN pEGZ Vektor, der statt des Zeozin Resistenzgens ein Neomycin Resistenzgen

beinhaltet (EGFP-Neomycin Fusionsgen). (Freundlicherweise zur Verfügung

gestellt von I. Berberich)[93]

pHIT 60 Codiert für die gag und pol Proteine des Moloney Murine Leukemia Virus

(MoMLV). (Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von D. Lindemann)

[94]

pIZ Retroviraler Vektor, der vom Murinen Leukämie Virus (MuLV) entstammt.

Er kann für die konstitutive, MuLV vermittelte Expression darin enthalte-

ner Gene verwendet werden und trägt zudem ein Zeozin Resistenzgen. Die

Expression des Resistenzgens ist IRES vermittelt. (Freundlicherweise zur

Verfügung gestellt von I. Berberich) [95]

pczVSV-G Codiert für das env Protein des Vesicular Stomatitis Virus. (Freundlicher-

weise zur Verfügung gestellt von D. Lindemann) [96]

pXIg Beihaltet MluI und XhoI Restriktionsschnittstellen. Codiert für die Signal-

sequenz der Maus IgG1 Schweren Kette 5’ der MluI Schnittstelle und für

die Maus IgG1 Schwere Kette 3’ der XhoI Schnittstelle [97]. Enstanden aus

dem Plasmid pSN-RCR2, welches das Gen einer Maus IgG1 Schwere Kette

enthält, die spezifisch für das Hapten NP ist [98].

SFG-GFP

(S65T)

Retroviraler Expressionsvektor, codiert für ein Fragment des GFP Gens zwi-

schen den NcoI/BamHI Schnittstellen. [99]
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S65T

CDR(2+4)

Retroviraler Expressionsvektor, bei dem das ursprünglich im SFG-GFP co-

dierte Fragment des GFP Gens zwischen den NcoI/BamHI Schnittstellen

durch die Ratten TCR β-Kette ersetzt wurde. [100]

2.1.6 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide sind in 5’ nach 3’ Orientierung angegeben. Alle Oligonukleotide wurden

von Sigma Aldrich synthetisiert. Primer E4 und E6: Erstellt von E. Pyz. Primer E50, E51 und

E118: Erstellt von E. Monzon-Casanova. Primer R17 und R18: Erstellt von R. Rudolf.

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Primer

Name Sequenz

C1 RC beta 1 mid CAGAAACCCTCAAGGCGGCTGC

D9 VA14JA18 S1 A93V rfwd CTGTGTGGTGGTCGATAGAGG

D10 VA14JA18 S1 A93V rev CCTCTATCGACCACCACACAG

D11 VA14JA18 S8 V93A fwd CTGTGTGGTGGCCGATAGAGG

D12 VA14JA18 S8 V93A rev CCTCTATCGGCCACCACACAG

D13 VA14JA18 S6 A93S fwd CTGTGTGGTGTCCGATAGAGG

D14 VA14JA18 S6 A93S rev CCTCTATCGGACACCACACAG

D15 VA14JA18 S6 A93G fwd CTGTGTGGTGGGCGATAGAGG

D16 VA14JA18 S6 A93G rev CCTCTATCGCCCACCACACAG

D17 VA14 S6 CDR2a Typ2 fwd CAGTCCTGGCATACAAGAAAGAGAAAAC

D18 VA14 S6 CDR2a Typ2 rev GTTTTCTCTTTCTTGTATGCCAGGACTG

D19 VA14 S6 K56T R59S fwd AGAAAGAGACAACATCAAGCGGAAGATAC

D20 VA14 S6 K56T R59S rev GTATCTTCCGCTTGATGTTGTCTCTTTCT

D21 VA14 S2 CDR2a Typ1 fwd CAGTCCTTACAAACAAAGAGGAGACGAC

D22 VA14 S2 CDR2a Typ1 rev GTCGTCTCCTCTTTGTTTGTAAGGACTG

D23 mAV14 EcoRI fwd GGGGAATTCAACCATGAAAAAGCGCC

D24 mAC BamHI rev CCCGGATCCCTCAACTGGACCACAGCC

D26 VA14 S6 A68E fwd CTCTGGATGAAGACGCTAAGCA
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D27 VA14 S6 A68E rev TGCTTAGCGTCTTCATCCAGAG

D28 VA14 S2 E68A fwd CTCTGGATGCAGACGCTAAGCA

D29 VA14 S2 E68A rev TGCTTAGCGTCTGCATCCAGAG

D34 FLSNP C15 fwd TGGCGGCTGTGAGAGATGAC

D35 FLSNP C15 rev TAACTCCAGCCCCCATCTGTTC

D39 huCD1d alpha3 XhoI rev GTCACTCGAGGCTCCCACCCCAGTAGAGG

D44 beta8.2 BamHI rev CCGGATCCTCAGGAACTCTTTCTTTTGACCATAGCC

D61 beta8.2 PagI fwd GCGCGCCATCATGAGCTCCAGGTTCCTCTTAG

D64 huCD1d alpha1 MluI fwd GTCCACGCGTCGGCTGAAGTCCCGCAAAGGC

D65 huTRAV10 EcoRI fwd GGGCTAGAATTCTGCAGAAAAACCATGAAAAAGCATCTGACGACC

D66 huTRAC BamHI rev ATGCGGATCCTCAGCTGGACCACAGCCGCA

D69 huTRBV11 NcoI fwd GCGCGCCATCATGACTATCAGGCTCCTCTGCTACATGGGC

D70 huTRBV11 BamHI fwd CCGGATCCCTAGCCTCTGGAATCCTTTCTCTTGACCATGGCC

D71 huAV24 S93G fwd CTGTGTGGTGGGCGACAGAGGCTCAACCC

D72 huAV24 S93G rev GGGTTGAGCCTCTGTCGCCCACCACACAG

D78 mAV14 K68A fwd CTCTGGATGCAGATGCTAAGCAC

D79 mAV14 K68A rev GTGCTTAGCATCTGCATCCAGAG

D88 huAV24 A68E fwd GCAACTCTGGATGAAGACACAAAGC

D89 huAV24 A68E rev GCTTTGTGTCTTCATCCAGAGTTGC

D92 rBV8S2 mid fwd CCCCCTCTCAGACATCTGTGTAC

D93 rBV8S2 mid rev GTACACAGATGTCTGAGAGGGGG

E4 rAV14 EcoRI Fow GGGCTAGAATTCTGCAGAAAAACCATGGGGAAG

E6 Ca end BamHI antisense ATGCGGATCCTCAACTGGACCACAGCCTTAGCGTCATGAG

E50 rVa14lead gDNA f CTTCTGCAGAAAAACCATGGGGAAG

E51 rJa18lead gDNA r AGGTGTGACAGTCAGCTGAGTTCC

E118 rCa seq2nd 118 AGTCGGTGAACAGGCAGAGGG

R17 RNBetaActFwd CACCACCACAGCTGAGAGG

R18 RNBetaActRev AGACAGCACTGTGTTGGCATAG

2.1.7 Antikörper und Oligomere
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Tabelle 2.2: Liste der verwendeten Antikörper

Antigen Klon Konjugierung Isotyp Hersteller

r/mCD1d 233 (WTH1) FITC/unkonj. Maus IgG2a,κ AG Herrmann

r/mCD1d 35 (WTH2) Bio/unkonj. Maus IgG2a,κ AG Herrmann

mCD3ε 500A2 Bio/unkonj. Hamster IgG2,κ BD

rCD28 JJ316 unkonj. Maus IgG1,κ BD

rCD28 JJ319 unkonj. Maus IgG1,κ BD

rTCRβ R73 FITC Maus IgG1,κ BD

rVβ8.4a R78 Bio Maus IgG1,κ BD

mIgG

(H+L)

PE Esel F(ab’)2 Jackson

mIgG HRP/unkonj. Bethyl

Biotinylierte Antkörper wurden mittels APC (Durchflusscytometrie) bzw. HRP (ELISA) kon-

jugiertem Streptavidin detektiert.

PE konjugierte Ratten CD1d Tetramere (PBS57 beladen und unbeladen) wurden freundli-

cherweise von der NIH Tetramer Core Facility (contract HHSN272201300006C) zur Verfügung

gestellt.

2.1.8 Kits

BD OptEIATM Mouse IL-2 ELISA Set BD Biosciences

BD OptEIATM TMB Substrate Reagent Set BD Biosciences

BigDye Term v3.1 CycleSeq Kit Applied Biosystems

DNase I Kit Fermentas/Thermo Scientific

First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific

GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit Fermentas/Thermo Scientific

JETQuick DNA Clean Up Spin Kit 50 Genomed

JETsorb Gel Extraction Kit/150 Genomed
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JETstar Midi-Präperations-Kit Genomed

MiniEluteTM Gel Extraction Kit Quiagen

Mouse IgG ELISA Kit Bethyl

PCR Master Mix mit Taq DNA Polymerase Fermentas/Thermo Scientific

PhusionTM High-Fidelity DNA-Polymerase Finnzymes

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit Quiagen

QIAshredder Qiagen

RNAeasy Mini Kit Qiagen

Restriktionsenzyme (BamHI, EcoRI, NcoI, MluI,

PagI, PvuI, XhoI )

Fermentas/Thermo Scientific

T4-DNA-Ligase Fermentas

2.1.9 Geräte

Gerät Hersteller

Autoklav Melag

Bakterienschüttler Ceromat Melag

Brutschrank Hotpack

Cellsorter FACSAria III Becton & Dickinson

Durchflusszytometer FACSCalibur Becton & Dickinson

Durchflusszytometer FACSCan Becton & Dickinson

Durchflusszytometer FACSVantage Becton & Dickinson

Einstellbare Pipetten Eppendorf

Einstellbare Pipetten Brand

Einstellbare Pipetten Gilson

Eismaschine Scotsman

Heizblock (1,5 ml) Liebisch

Heizblock TDB-120 (2 ml) Thermostat

Fluoreszenzmikroskop Zeiss

25



2 Material und Methoden

Gene Pulser II BioRad

Micropipette 0,5-1,5 ml Socorex

Mikroskop Labovert

Mini Protean 3 Cell BioRad

Multipette plus Eppendorf

pH-Meter Pulse

Pipettierhilfe Brand

Sequenzer ABI prism 3100 Perkin Elmer

Spectrophotometer NanoDrop 2000c ThermoScientific

Sterilbank Heraeus

Thermocycler Eppendorf

Transferpipette 10-50 µl Brand

Vmax Kinetic Microplate Reader Molecular Devices

Vortex-Genie 2 Scientific Industries

Waage Scaltec

Wasserbadthermostat MT Lauda

2.1.10 Verbrauchsmaterial

Produkt Hersteller

6-Well Platten (Flachboden) Greiner

12-Well Platten (Flachboden) Greiner

24-Well Platten (Flachboden) Greiner

48-Well Platten (Flachboden) Greiner

96-Well Platten (Flachboden) Greiner

96-Well Platten (Rundboden) Greiner

Dynabeadsr pan mIgG Life technologies

Elektroporationsküvette BioRad

(0,4 cm Elektrodenlücke)

Einmalspritzen (2 ml und 5 ml) Becton & Dickinson
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Polystyren half-area

96-Well Platten, klar

Corning Incorporated

Gewebekulturflaschen

(50 ml und 200 ml)

Greiner

Gewebekulturpetrischalen (Ø 6 cm) Sarstedt

Gewebekulturpetrischale (Ø 10 cm) Greiner

Glaspasteurpipetten

mit/ohne Filter (1,5 ml)

Vertrieb durch Laborbedarf

Scheller

Kryoröhrchen Sarstedt

Nicht-Gewebekulturschalen (Ø 9 cm) Greiner

Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl) Roth

Plastikpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner

Poly-Prep Säulen (9 cm) Bio-Rad

Reaktionsgefäße (1,5 ml) Eppendorf

Spitzen für Multipipetten Eppendorf

Sterilfilter (0,25 µm und 0,45 µm) Whatman

Vivaspin 20 ml 50.000 MW Säulen Sartorius Stedim Biotech

Zentrifugenröhrchen (15 ml/50 ml) Greiner

2.1.11 Computersoftware und Internetadressen

Software Hersteller

CellQuest Becton & Dickinson

ChemBioDraw CambridgeSoft

Excel Microsoft

FlowJo Tree Star

GIMP Das GIMP Team

PowerPoint Microsoft

Prism GraphPad

The PyMOL Molecular

Graphics System

Schrödinger, LLC
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TEXShop GPL public licence Ri-

chard Koch

Internetadressen

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

http://www.expasy.org/spdbv/
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikro- und Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Restriktionsverdau und Ligation von Insert und Vektoren

Der Restriktionsverdau zur Vorbereitung einer Ligation erfolgte für 2 h nach Herstelleranga-

ben mittels der entsprechenden Restriktionsenzyme. Die Aufreinigung von Insert und Vektor

nach Restriktionsverdau erfolgte mittels Agarosegel. Der Restriktionsverdau zur Überprüfung

einer Ligation nach Isolierung aus Bakterienkulturen erfolgte für 1 h nach Herstellerangaben

mittels der entsprechenden Restriktionsenzyme. Der Verdau wurde mittels Gelelektrophorese

überprüft.

Die Ligation aufgereinigten Inserts und Vektors im Verhältnis 3:1 erfolgte mittels T4-Ligase

(Fermentas) nach Herstellerangaben bei 4◦C über Nacht (o.n.).

2.2.1.2 Gelelektrophorese und DNA Extraktion aus Agarosegelen

Zur Analyse von DNA Fragmenten mittels Gelelektrophorese wurden 1% Agarosegele genutzt.

Die DNA wurde nach Herstellerangaben mit Laufpuffer (Loading Dye, Fermentas) versetzt und

nach Auftragen auf das Gel bei einer Spannung von 120 V aufgetrennt.

Die Extraktion von DNA Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel

Extraction Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben.

2.2.1.3 Transformation von Bakterien

Zur Transformation kompetenter Bakterien wurde bei 4◦C 1-2 µl Ligationsansatz zu 50 µl

Bakterien gegeben. Es folgten 10 min Inkubation bei 4◦C, 30 sek Inkubation bei 42◦C und

2 min Inkubation bei 4◦C. Nach Zugabe von 150 µl S.O.C. Medium wurde die Bakterienkultur

für 1 h unter Schütteln bei 37◦C inkubiert. Zur Selektion erfolgreich transformierter Bakterien

wurde die Kultur auf Agarplatten mit dem Vektor ensprechendem Antibiotikum ausgestrichen

und über Nacht bei bei 37◦C inkubiert.

2.2.1.4 DNA Mini- und Midipräparation zur Isolierung von Plasmiden

Zur Überprüfung von Plasmiden erfolgreich transformierter Bakterienklone wurden je Klon

5 ml LB Medium mit entsprechendem Antibiotikum versetzt und mit einem Abstrich der auf
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der Selektionsplatte wachsenden Bakterienkolonie angeimpft. Die Flüssigkultur wurde unter

Schütteln bei 37◦C o.n. inkubiert. Am nächsten Tag wurden 1,5 ml der dicht bewachsenen Bak-

terienkultur bei 10.000 rpm und RT für 2 min pelletiert, der Überstand abgenommen und in

250 µl Lösung E1 (JETstar 2.0 MIDI Kit, Genomed) resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wur-

de 250 µl Lysispuffer E2 zugegeben, die Reaktionsgefäße mehrfach invertiert und für maximal

5 min bei RT inkubiert. Zur Neutralisation wurden 250 µl E3 Neutralisationspuffer zugegeben

und die Ansätze wiederum mehrfach invertiert. Zum Entfernen der Zelltrümmer wurde 10 min

bei 14.000 rpm (RT) zentrifugiert und der Überstand in neue Reaktionsgefäße überführt. Nach

Zugabe von 0,7 Volumenanteilen Isopropanol wurde für 15 min bei 4◦C und 14.000 rpm zen-

trifugiert. Der Überstand wurde komplett verworfen und 500 µl Ethanol (70%) zugegeben. Die

Ansätze wurden bei 14.000 rpm und RT für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verwor-

fen und die DNA Pellets bei RT getrocknet. Die komplett getrockneten Pellets wurden in 15 µl

TE Puffer aufgenommen. Die Plasmide wurden mittels Restriktionsverdau und Sequenzierung

überprüft.

Zur Gewinnung großer Mengen Plasmid wurden je Klon 50 ml LB Medium mit entsprechen-

dem Antibiotikum versetzt und mit einem Abstrich der auf der Selektionsplatte wachsenden

Bakterienkolonie angeimpft. Die Flüssigkultur wurde unter Schütteln bei 37◦C o.n. inkubiert.

Die Isolierung der enthaltenen Plasmide erfolgte mittels JETstar 2.0 MIDI Kit (Genomed) nach

Herstellerangaben.

2.2.1.5 Isolierung von Nukleinsäuren

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mit Hilfe des QIAamp DNA Mini Kits (Qiagen) nach

Herstellerangaben.

Die Isolierung von Ribonukleinsäure (RNA) aus Zellen erfolgte mit Hilfe der QIAShredder und

RNAeasy Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben. Zur Isolierung von RNA aus (expandierten)

primären Zellen wurden zwischen 1*106 und 3*106 Zellen verwendet.

2.2.1.6 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren

Die spektrophotometrische Quantifizierung von RNA und Desoxyribonukleinsäure (DNA) er-

folgte mittels NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben.
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2.2.1.7 cDNA Synthese

Die Synthese von cDNA aus RNA erfolgte mit Hilfe des First Strand cDNA Synthesis Kits

(Thermo Scientific) nach Herstellerangaben. Es wurde 1 µg RNA oder das maximale Volumen

zur Synthese verwendet. Zur Vermeidung von Verunreinigung der RNA durch genomische DNA

wurde ein DNase I Verdau (Fermentas) nach Herstellerangaben durchgeführt und nach Abstop-

pen des Verdaus der Ansatz direkt zur cDNA Synthese verwendet. Zur Kontrolle der Ratten

cDNA wurde β-Actin mittels der Primer R17 und R18 amplifiziert (vgl. Tabelle 2.1).

PCR Ansatz:

Template: 2 µl

Primer Mix (10 µM): 1 µl

H2O: 7 µl

2x PCR Master Mix:

(Taq DNA Polymerase,

MgCl2, dNTPs)

10 µl

PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 4 min 98◦C

Denaturierung: 1 min 94◦C
35 ZyklenAnnealing: 1 min 74◦C

Elongation: 1 min 72◦C

Finale Elongation: 10 min 72◦C

Kühlung: ∞ 4◦C

2.2.1.8 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte mittels BigDye Term v3.1 CycleSeq Kit (Applied Biosys-

tems) und wurde in einem ABI 3100 Sequenzierer (Applied Biosystems) analysiert.

Ansatz Sequenzier-PCR:

aufgereinigte DNA: 3 µl (750 ng)
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Primer (10 µM): 0,5 µl

5x BigDyer Terminator 3.1 Puffer: 0,5 µl

BigDyer Terminator 3.1: 1 µl

PCR Programm zur Sequenzierung:

Initiale Denaturierung: 30 sek 96◦C

Denaturierung: 10 sek 96◦C
 25 ZyklenAnnealing: 5 sek 50◦C

Elongation: 4 min 60◦C

Finale Elongation: 10 min 60◦C

Kühlung: ∞ 4◦C

2.2.1.9 Ortsspezifische Mutagenese von TCRα Ketten

Mutationen im V Segment der TCRα Ketten wurden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

unter Verwendung von überlappenden Primern eingeführt, welche die für die Punktmutationen

benötigte minimale Änderung der Nukleotidsequenz beinhalteten. Die PCR wurde mit Hilfe der

PhusionTM High-Fidelity DNA-Polymerase (Finnzymes) durchgeführt. Mutierte TCRα Ketten

wurden zurück in die EcoRI/BamHI Klonierungsstelle des pEGN Vektors kloniert. Hierzu wur-

den für Ratten TCRα Ketten die Primer E4 und E6 verwendet, für Maus TCRα Ketten D23

und D24, für humane TCRα Ketten D65 und D66 (vgl. Tabelle 2.1). Alle Mutationen wurden

mittels Sequenzierung des Inserts überprüft.

PCR Ansatz:

Template: 2 µl (10 ng)

Primer Mix (10 µM): 2,5 µl

dH2O: 35 µl

Phusion DNA Polymerase: 0,5 µl

Phusion HF Puffer: 10 µl

dNTPs: 1 µl
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PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 30 sek 98◦C

Denaturierung: 10 sek 98◦C
30 ZyklenAnnealing: 30 sek 62◦C

Elongation: 30 sek 72◦C

Finale Elongation: 10 min 72◦C

Kühlung: ∞ 4◦C

Verwendete Mutationsprimer:

Mutation Mutationsprimer

(vgl. Tabelle 2.1)

rAV14S6 A93V D9 + D10

rAV14S8 V93A D11 + D12

rAV14S6 A93S D13 + D14

rAV14S6 A93G D15 + D16

rAV14S6 CDR2α T1->2 D17 + D18

rAV14S6 K56T R59S D19 + D20

rAV14S6 A68E D26 + D27

rAV14S2 CDR2α T2->1 D21 + D22

rAV14S2 E68A D28 + D29

mAV14 A93G D15 + D16

mAV14 K68A D78 + D79

huAV24 S93G D71 + D72

huAV24 A68E D88 + D89

2.2.1.10 Klonierung des humanen CD1d in pXIg

Die extrazellulären Domänen α1-3 des humanen CD1d (GenBank: BC027926.1) wurden mittels

der Primer D64 und D39 (vgl. Tabelle 2.1) aus EGN hCD1d (S. Schweigle, [82]) amplifiziert und

in die MluI/XhoI Schnittstellen des pXIg Vektors kloniert. PCR Ansatz und PCR Programm

siehe 2.2.1.9.
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2.2.1.11 Klonierung des humanen iNKT TCR

α sowie β Ketten des humanen iNKT TCR wurde aus cDNA der transduzierten Jurkat 1369

Zelllinie (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von S. Gadola) kloniert. Zur Klonierung der

α Kette wurden Primer D65 und D66 verwendet, zur Klonierung der β Kette Primer D69 und

D70 (vgl. Tabelle 2.1). PCR Ansatz und PCR Programm siehe 2.2.1.9. Als Template wurden

2 µl cDNA eingesetzt. Die humane iNKT α Kette wurde in die EcoRI/BamHI Schnittstellen

des EGN Vektors kloniert, die humane iNKT β Kette in die NcoI/BamHI Schnittstellen des

S65T Vektors.

2.2.1.12 Klonierung der rBV8S2 β Kette

Die rBV8S2 a β Kette wurde aus cDNA der F344 Ratten iNKT Hybridomlinie RID12 mittels

Primer D61 + D44 amplifiziert (vgl. Tabelle 2.1) und anschließend in die NcoI/BamHI Schnitt-

stellen des S65T Vektors kloniert. PCR Ansatz: siehe 2.2.1.9. Als Template wurden 2 µl cDNA

verwendet.

PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 30 sek 98◦C

Denaturierung: 10 sek 98◦C
35 ZyklenAnnealing: 30 sek 55◦C

Elongation: 30 sek 72◦C

Finale Elongation: 10 min 72◦C

Kühlung: ∞ 4◦C

2.2.1.13 Austausch des CDR3β Segments

Zum Austausch des CDR3β zwischen rBV8S4 CDR3β #1 und rBV8S2 CDR3β #2, wurde

das BV Segment der CDR2+4 (rBV8S4 ähnlichen) β Kette und der BD-BC Abschnitt der

rBV8S2 CDR3β #2 β Kette mittels 5’ des CDR3β überlappenden Primern (D92 und D93)

und den Endprimern D61 + D44 (vgl. Tabelle 2.1) amplifiziert, mittels PCR vereinigt und

anschließend in die NcoI/BamHI Schnittstellen des S65T Vektors kloniert.

PCR Programm: vgl. 2.2.1.9.
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2.2.1.14 Analyse von rAV14 TCRα Ketten

TCRα Ketten mit rAV14 Segment wurden aus cDNA mittels der Primer E50 (im Leader des

Vα14 lokalisiert) und E118 (Im Cα lokalisiert) amplifiziert. Zur spezifischen Amplifizierung

von iNKT typischen TCRα Ketten mit AV14/AJ18 Umlagerung wurde Primer E51 statt E118

verwendet, der im AJ18 Gensegment lokalisiert ist (vgl. Tabelle 2.1). PCR Ansatz: siehe 2.2.1.9.

PCR Programm: siehe 2.2.1.12. Als Template wurden 2 µl cDNA verwendet. Nach Aufreinigung

der amplifizierten α-Ketten, wurden diese mittels Primer E50 sequenziert.

2.2.1.15 Analyse der TCRβ Kette

Zur Analyse der rBV Expression bei expandierten iNKT Zellen oder polyklonal aktivierten

T Zellen der Ratte wurde cDNA der entsprechenden Populationen generiert und mittels PCR

analysiert. Hierbei wurde zur Amplifizierung der β Ketten Forward Primer eingesetzt, die spe-

zifisch für die jeweilige Leader Sequenz verschiedener rBV Segmente waren und jeweils 18 bis

21 Nukleotide ab Beginn der Leader Sequenz umfassten, wie in [101] dargestellt. Als Reverse

Primer wurde der im rBC Segment lokalisierte Primer C1 eingesetzt (vgl. Tabelle 2.1). PCR

Ansatz: siehe 2.2.1.7. Als Template wurden je 500 ng cDNA eingesetzt.

PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 4 min 92◦C

Denaturierung: 1 min 92◦C
26 ZyklenAnnealing: 1 min 60◦C

Elongation: 1 min 72◦C

Finale Elongation: 10 min 72◦C

Kühlung: ∞ 4◦C

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 SDS-PAGE

Um Proteine ihrem Molekulargewicht nach im elektrischen Feld aufzutrennen, wurde die ein-

dimensonale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Ein Aliquot der

zu untersuchenden Proteinlösung wurde mit reduzierendem Probenpuffer für 10 min bei 100◦C
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aufgekocht, 5 min auf Eis gestellt und vor Beladung kurz zentrifugiert. Gele wurden mit Hilfe ei-

ner BioRad Gelkammer gegossen. Zur Analyse der Fraktionen einer Dimeraufreinigung wurden

10%ige Trenngele und 3%ige Sammelgele verwendet, die Spannung während des Durchlaufens

des Sammelgels betrug 80 V, während des Trenngels 120 V. Im Trenngel enthaltene Protein-

banden wurden mittels Coomassieblau Färbung sichtbar gemacht.

Sammelgel:

Volumen 5 ml 7,5 ml 10 ml 25 ml

AA/Bis-AA) 1,665 ml 2,4975 ml 3,33 ml 8,325 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 1,25 ml 1,875 ml 2,5 ml 6,25 ml

10% SDS 50 µl 75 µl 100 µl 250 µl

ddH2O 2 ml 3 ml 4 ml 10 ml

TEMED 5 µl 7,5 µl 10 µl 25 µl

10% APS 25 µl 37,5 µl 50 µl 125 µl

Trenngel:

Volumen 3 ml 6 ml 9 ml

AA/Bis-AA 390 µl 780 µl 1170 µl

1,0 M Tris (pH 6,8) 375 µl 750 µl 1125 µl

10% SDS 30 µl 60 µl 90 µl

ddH2O 1,85 ml 3,7 ml 5,55 ml

TEMED 7 µl 14 µl 24 µl

10% APS 20 µl 40 µl 60 µl
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2.2.2.2 Maus IL-2 ELISA

Die Bestimmung von Maus IL-2 im Zellkulturüberstand stimulierter Zellen erfolgte mit Hilfe

des BD OptEIATM Mouse IL-2 ELISA Sets (BD Biosciences) sowie des BD OptEIATM TMB

Substrate Reagent Sets (BD Biosciences) nach Herstellerangaben. Die Messung der entwickelten

ELISA Platten erfolgte bei 450 nm an einem Vmax Kinetic Microplate Reader (Molecular

Devices).

2.2.2.3 Maus IgG1 ELISA

Die Bestimmung von Maus IgG1 im Zellkulturüberstand erfolgte mit Hilfe des Mouse Immu-

noglobulin Isotyping ELISA Kit (BD Biosciences) sowie des BD OptEIATM TMB Substrate

Reagent Sets (BD Biosciences) nach Herstellerangaben. Die Messung der entwickelten ELISA

Platten erfolgte bei 450 nm an einem Vmax Kinetic Microplate Reader (Molecular Devices).

2.2.2.4 CD1d ELISA

Die Bestimmung der Konzentration von Maus oder Ratten CD1d Dimeren im Zellkulturüber-

stand erfolgte mittels CD1d ELISA. Polystyren half-area 96-Well Platten wurden mit dem

unkonjugierten 233 (anti-m/r CD1d) monoklonalen Antikörper (10 µg/ml in 0,1 M Bicarbo-

natpuffer) bei 4◦C über Nacht beschichtet. Beschichtete Platten wurden 5x mit ELISA Wasch-

puffer gewaschen, mit Blocking Reagenz (PBS 10% FCS) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert

und wie zuvor gewaschen. Die Proben wurden 2 h bei RT inkubiert und die Platte wie zuvor

gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels biotinyliertem 35 (WTH2) (anti-m/r CD1d) mono-

klonalem Antikörper (200 ng/ml in Blocking Reagenz) für 1 h bei RT. Die Platten wurden

wie zuvor gewaschen, mit SA-HRP (an Streptavidin gekoppelte Peroxidase, 1:2000 in Blocking

Reagenz) für 30 min bei RT inkubiert und wiederum wie zuvor gewaschen. Die Analyse der

Peroxidaseaktivität erfolgte mit Hilfe des BD OptEIATM TMB Substrate Reagent Sets (BD

Biosciences) nach Herstellerangaben. Die Messung der entwickelten ELISA Platten erfolgte bei

450 nm an einem Vmax Kinetic Microplate Reader (Molecular Devices). [79]

2.2.2.5 Produktion von CD1d Dimeren

Mit pXIg CD1d (aus Ratte, Maus oder Mensch) transfizierte JJ58L Zellen wurden in serumfrei-

en, mit 10 mM Hepes und 1 mg/ml G418 Antikiotikum versetztem Medium (ISF-1, Biochrom)
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in hoher Dichte kultiviert und nach Erreichen des gewünschten Volumens bei 4200 rpm für 30

min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, filtriert und mit NaN3 in einer Endkon-

zentration von 0,05% versetzt.

Poly-Prep Säulen (9 cm), die 1 ml Protein G Sepharose in 8 ml Lagerungspuffer (PBS mit 0,09%

NaN3) enthielten und bei 4◦C gelagert wurden, wurden mit 10 ml Diethylamin (50 mM, pH 11)

und 10 ml PBS gewaschen und mit dem gesamten Kulturüberstand bei 4◦C in ständigem Durch-

lauf (1 ml/min) beladen. Die beladenen Säulen wurden mit 15 ml PBS und 8 ml PBS 1 M NaCl

gewaschen. Die gebundenen Dimere wurden mit 5 ml Diethylamin (50 mM, pH 11) eluiert. Je

1 ml Elutionsfraktionen zu je 1 ml wurden aufgefangen und mit 62 µl Tris (2 M, pH 6) versetzt.

Anschließend wurde die Säule mit 20 ml PBS gewaschen, wovon wiederum die erste Fraktion

(1 ml) wie zuvor aufgefangen wurde. Die Säulen wurden mit 8 ml Lagerungspuffer befüllt und

bei 4◦C gelagert. Die Kulturüberstände wurden 3-6x aufgereinigt, um die Ausbeute zu maximie-

ren. Aliquots der gesammelten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt

getestet. Zur Lagerung wurden die Fraktionen mit NaN3 (Endkonzentration 0,02%) versetzt.

Ausgewählte dimerhaltige Fraktionen wurden vermengt und mittels Vivaspin 20 50,000 MWCO

Säulen (Stedim Biotech) nach Herstellerangaben in PBS umgepuffert und aufkonzentriert. Die

Bestimmung der Konzentration aufgereinigter Dimere erfolgte mittels NanoDrop 2000c (Ther-

mo Scientific) nach Herstellerangaben als IgG1 und wurde mittels SDS-PAGE überprüft. Zur

Lagerung bei 4◦C wurden die Dimerlösungen mit NaN3 (Endkonzentration 0,02%) versetzt.

2.2.2.6 Beladung von CD1d Dimeren

Die Beladung von Dimeren erfolgte bei einer Dimerkonzentration von 250 µg/ml und 40x mo-

larem Überschuss an Lipid bei 37◦C für 21-24 h in PBS 0,05% Triton X-100 (bei Beladung von

PBS57: in PBS ohne Triton X-100).

2.2.2.7 Beschichtung von pan mIgG Dynabeadsr

Zur Beschichtung von pan mIgG Dynabeadsr (Life technologies) wurde die entsprechende

Menge Beads 3x mit PBS gewaschen und bei einer Konzentration von 4*107/ml PBS beladen.

Zur Beschichtung wurden 10 µg/ml mIgG Antikörper (ca. 150 kDa) bzw. 17 µg/ml CD1d Dime-

re (ca. 250 kDa) eingesetzt, um ein Verhältnis von 1:1 zu erreichen. Die Beschichtung erfolgte

für 15-30 min bei 4◦C unter kontinuierlicher Rotation. Nach erfolgter Beschichtung wurden

die Beads wiederum 3x mit PBS gewaschen und anschließend in RPMI 1640 Kulturmedium
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aufgenommen.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Zelllkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden in einem Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2-Gehalt und 100%

Luftfeuchtigkeit kultiviert. Suspensionszellen wurden in RPMI 1640 Kulturmedium kultiviert,

adhärente Zellen wurden in DMEM Kulturmedium kultiviert (vgl. 2.1.4).

2.2.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren einer Zelllinie wurden 1*106 bis 5*106 Zellen pelletiert, in 1 ml Einfriermedium

resuspendiert, in ein Kryoröhrchen überführt, bei -70◦C eingefroren und nach mehreren Wochen

in -140◦C überführt.

Zur Wiederaufnahme der Kultivierung gefrorener Zellen wurden diese zuvor bei RT aufgetaut

und zweimalig mit Kulturmedium gewaschen.

2.2.3.3 Transfektion von JJ58L

Die Transfektion von JJ58L Zellen mit pXIg huCD1d zur Produktion humaner Dimere erfolgte

mittels Elektroporation an einem Gene Pulser II Elektroporationssystem (BioRad). 1*107 Zellen

in 200 µl PBS wurden mit 10 µg pXIg huCD1d (linearisiert an PvuI Schnittstelle) in einer

Elektroporationsküvette (0,4 cm Elektrodenlücke) 10 min auf Eis inkubiert und anschließend

mit 600 µl PBS überschichtet. Die Elektroporation erfolgte bei folgenden Bedingungen: 280 V,

960 µF, 0,5-1 kV/cm, 14,4 msek. Die Zellsuspension wurde 20 min auf Eis inkubiert, mit

Kulturmedium gewaschen und in 24 Fraktionen zu je 1 ml RPMI 1640 Kulturmedium in einer

24 well Platte für 24 h inkubiert, bevor 1 mg/ml G418 Antikiotikum zur Selektion zugegeben

wurde.

2.2.3.4 Retrovirale Transduktion

Die Transfektion von 293T Zellen zur Produktion viraler Vektoren erfolgte mittels Calciumprä-

zipitation [94].

Tag 1:
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1,5*106 293T Zellen wurden in 5 ml DMEM+ Kulturmedium in einer 6 cm Gewebekulturschale

ausgesät.

Tag 2:

Das Medium der 293T Zellen wurde durch 4 ml vorgewärmtes DMEM− ersetzt und diese für

1 h bei 37◦C inkubiert.

Zur Präzipitation der DNA wurden zu je 5 µg pVSV-G, pHit60 und des zu transduzierenden

Plasmids 62 µl CaCl2 (2M) zugegeben und der Ansatz auf 500 µl mit sterilem H2O aufgefüllt.

Separat wurden 500 µl 2x HBS in ein steriles Reaktionsgefäß gegeben, die vorbereitete DNA

unter Vortexen des 2x HBS langsam zu diesem zugetropft und für 15 min inkubiert. Der Prä-

zipitationsansatz wurde vorsichtig auf die vorbereiteten 293T Zellen getropft und die Zellen

6 h bis 8 h bei 37◦C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde der Überstand durch 5 ml

vorgewärmtes DMEM+ Kulturmedium ersetzt.

Tag 3:

Das Medium wurde abgenommen, durch 5 ml vorgewärmtes DMEM+ (versetzt mit 10 mM

Natriumbutyrat) ersetzt, für 6 h bis 7 h kultiviert und das Medium wiederum durch 5 ml vor-

gewärmtes DMEM+ ersetzt.

Tag 4:

Zur Transduktion wurden 1*105 Zellen der Zielzellinie mit 3 ml viralem Überstand (filtriert

mittels 45 µm Filter und versetzt mit 4 µg/ml Polybren) vermischt und für 3 h bei 32◦C und

2.200 rpm zentrifugiert. Hierauf wurde der Überstand abgekippt, die Zellen in 3 ml frischem

RPMI 1640 Kulturmedium aufgenommen und zur Kultivierung in eine 12 well Platte überführt.

2.2.3.5 Stimulation von Transduktanten

Die Stimulation von mit iNKT TCR transduzierten Bw r/mCD28 Zellen erfolgte mittels im-

mobilisierter Antikörper und CD1d Dimeren in 96 well Flachboden Platten. Zur Beschichtung

der Platten wurden JJ319 anti-rat CD28 mAb und verschieden beladene CD1d Dimere im Ver-

hältnis 1:1 in PBS gemischt, titriert und je 50 µl zu jedem zu beschichtenden well gegeben. Die

Beschichtung erfolgte bei 4◦C o.n.. Vor Zugabe der Zellen wurde die Platte 3x mit je 200 µl PBS

je well und 1x mit 200µl RPMI 1640 Kulturmedium je well gewaschen. Die Zellen wurden auf

eine Konzentration von 2,5*105 Zellen/ml RPMI 1640 Kulturmedium eingestellt und je 200 µl

(5*104 Zellen) zu einem beschichteten well gegeben. Die Ansätze wurden für 24 h bei 37◦C im

Brutschrank inkubiert.
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2.2.3.6 Stimulation expandierter Ratten iNKT Zellen

Die Stimulation expandierter Ratten iNKT Zellen erfolgte mittels beschichteter pan mIgG

Dynabeadsr. Die Beads wurden mit JJ316 anti-rat CD28 mAb und verschieden beladenen

CD1d Dimeren beschichtet und im Verhältnis 5:1 zu den zu stimulierenden Zellen gegeben. Die

Stimulation erfolgte in 96 well Flachboden Platten für 24 h bei 37◦C im Brutschrank.

2.2.3.7 Präparation von Thymocyten

Zur Entnahme des Thymus wurden die Tiere durch CO2 getötet. Die entnommenen Organe

wurden zur Homogenisierung durch ein steriles Metallsieb gerieben und die Zellsuspension in

insgesamt 14 ml BSS/BSA aufgenommen. Gewebstrümmer wurden duch Sedimentation (10 min

in 15 ml Falcon) abgesondert und die im Überstand enthaltenen Zellen pelletiert, zweifach mit

BSS/BSA bzw. RPMI 1640 Kulturmedium gewaschen (1600 rpm, 5 min, 4◦C) und zur weiteren

Verwendung gezählt.

2.2.3.8 Präparation von Milzzellen

Zur Entnahme der Milz wurden die Tiere durch CO2 getötet. Die entnommenen Organe wurden

zur Homogenisierung durch ein steriles Metallsieb gerieben und die Zellsuspension in insgesamt

14 ml BSS/BSA aufgenommen. Gewebstrümmer wurden duch Sedimentation (10 min in 15 ml

Falcon) abgesondert und die im Überstand enthaltenen Zellen pelletiert (1600 rpm, 5 min, 4◦C).

Zur Lyse der enthaltenen Erythrocyten wurde das Zellpellet in 5 ml TAC Puffer aufgenommen

und für 10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurde zweifach mit BSS/BSA bzw. RPMI 1640

Kulturmedium gewaschen und zur weiteren Verwendung gezählt.

2.2.3.9 Präparation von Intrahepatischen Lymphocyten

Zur Entnahme der Leber wurden die Tiere durch CO2 getötet. Vor Entnahme der Organe

wurde eine Herzpunktion durchgeführt, um den Blutfluss im Tier zu reduzieren und die Le-

ber wurde über die Portalvene mit 100 ml bis 150 ml BSS/BSA durchspült, um enthaltenes

Blut zu entfernen. Nach vollständiger Entnahme der Leber wurde diese in 2 cm bis 3 cm große

Stücke geschnitten, mit 5 ml BSS/BSA in einem Potter Elvehjem Homogenisator mit Teflon-

pistill homogenisiert und sukzessive in einem Gesamtvolumen von 50 ml BSS/BSA durch ein

Metallsieb gerieben. Die Zellen wurden pelletiert und zur Isolation der Lymphocyten in 28 ml
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Percolllösung 1 (36% Percoll, 4% 10x PBS, 60% RPMI 1640 Kulturmedium) aufgenommen. Die

entstandene Suspension wurde mit 12 ml Percollösung 2 (72% Percoll, 8% 10x PBS, 30% RPMI

1640 Kulturmedium) unterschichtet und zentrifugiert ( 2500 g, 24 min, RT, ohne Bremsen).

Der gewebehaltige Überstand wurde abgesaugt und die in der Interphase befindlichen Lym-

phocyten gesammelt. Die Leberlymphocyten wurden zweifach mit BSS/BSA bzw. RPMI 1640

Kulturmedium gewaschen und zur weiteren Verwendung gezählt.

2.2.3.10 Expansion von iNKT Zellen

Zur Expansion von iNKT Zellen wurden Intrahepatische Lymphozyten (IHL) oder Milzzellen

in Gegenwart des iNKT Zellspezifischen Antigens αGC bzw. dessen Derivat PBS57 am Tag der

Präparation in Kultur genommen [79]. Die Zellkultur erfolgte in RPMI 1640 Kulturmedium in

einem Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2-Gehalt und 100% Luftfeuchtigkeit. Die Kultur wurde alle

sieben Tage mittels Durchflusszytometrie kontrolliert und neu angesetzt. Bedingungen während

Tag 0 bis Tag 7: 1*106 Zellen/ml in Gegenwart von 10 ng/ml PBS57 (oder 20 ng/ml αGC)

in einer 10 cm Gewebekulturpetrischale. Tag 7 bis Tag 14: 2,5*105 Zellen/ml in Gegenwart

von 5 ng/ml PBS57 (oder 10 ng/ml αGC) und 10% ConA Überstand in einer 200 ml Gewe-

bekulturflasche. Tote Zellen wurden an Tag 7 aus der Kultur mittels Ficollgradienten entfernt.

Hierzu wurden die Zellen der Expansionskultur pelletiert, in 12 ml RPMI 1640 Kulturmedium

aufgenommen, mit 10 ml Histopaque 1077 (Sigma) unterschichtet und bei 2000 rpm, RT für

20 min zentriugiert. Die sich in der Interphase befindenden lebenden Zellen wurden gesammelt,

zweifach mit RPMI 1640 Kulturmedium gewaschen und zur weiteren Verwendung gezählt.

2.2.3.11 Langzeitkultur isolierter iNKT Zellen

Zur langfristigen Kultivierung und weiteren Expansion von iNKT Zellen wurde die expandier-

te iNKT Zellpopulation von Ratten Milzzellen an Tag 14 der Expansionskultur mit Hilfe von

rCD1d Dimeren oder Tetrameren gefärbt und durchflusszytometrisch isoliert. Hierzu wurden

zunächst wie an Tag 7 der Expansionskultur tote Zellen aus der Kultur entfernt und die verblei-

benden Zellen gewaschen, pelletiert und zur Färbung in PBS 0,1% BSA aufgenommen. Nach

erfolgter Sortierung (durchgeführt von C. Linden oder L. Starick) der iNKT Zellpopulation

wurden die Zellen pelletiert und wieder in RPMI 1640 Kulturmedium aufgenommen. Die Lang-

zeitkultur erfolgte bei 5*105 Zellen/ml in 48 well Flachboden Gewebekulturplatten in RPMI

1640 Kulturmedium mit 10% ConA Überstand in einem Brutschrank bei 37◦C, 5% CO2-Gehalt
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und 100% Luftfeuchtigkeit. Zur Stimulation der kultivierten iNKT Zellen wurden 1:1 mit PBS57

beladenen Dimeren und JJ316 anti-rat CD28 mAb beschichtete pan mIgG Dynabeadsr (Life

technologies) zur Kultur gegeben [102, 103], wobei das Verhältnis Zellen zu Beads 1:5 betrug.

Die Zellen wurden alle 7 Tage neu stimuliert, wobei tote Zellen und Beads wie zuvor durch

einen Ficollgradienten aus der Kultur entfernt wurden und die Kultur mit frisch beschichteten

Beads wie beschrieben neu angesetzt wurde.

2.2.3.12 Fusion von expandierten F344 Milzzellen

Zur Generierung von iNKT Zellhybridomen wurden 6*106 Zellen einer F344 Milzkultur (Tag

20, unsortiert) mit BW5417 Zellen im Verhältnis 1:1 gemischt und in einem 50 ml Falcon Röhr-

chen bei 1600 rpm für 5 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet unter

leichtem Schwenken gelockert. Unter sterilen Bedingungen wurden bei 37◦C im Wasserbad un-

ter konstantem Schwenken folgende, auf 37◦C vorgewärmte Lösungen in einer Geschwindigkeit

von 1 ml/min zugetropft: 1 ml PEG, 5 ml RPMI 1640 und wiederum 10 ml RPMI 1640. Dar-

aufhin wurden 30 ml RPMI 1640 Kulturmedium langsam über die Innenseite des Röhrchens

zu der Zellsuspension laufen gelassen. Der Ansatz wurde für 30 min bei 37◦C im Wasserbad

inkubiert und anschließend wie zuvor pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zell-

pellet vorsichtig durch langsame Zugabe von 5x 5 ml RPMI 1640 Kulturmedium gelöst. Die

Zellsuspension wurde in verschiedenen Ansätzen (1:1, 1:10 und 1:100) in 96 well Platten zu je

100 µl pro well verteilt und für 24 h bei 37◦C, 5% CO2-Gehalt und 100% Luftfeuchtigkeit im

Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde zur Selektion fusionierter Zellen 100 µl HAT Medi-

um (2x) pro well zugegeben. Die Platten wurden täglich auf Proliferation von Zellen kontrolliert

und Klone vor Überwachsen zur weiteren Kultivierung und Analyse in 24 well Kulturplatten

mit frischem RPMI 1640 Kulturmedium transferiert. Positiv auf Dimerbindung getestete Klone

wurden zur Generierung von cDNA genutzt.

2.2.3.13 Durchflusszytometrische Analyse von Zellen

Die Durchflusszytometrie wurde an einem FACSCalibur (BD Biosciences) durchgeführt und

mit CellQuest (BD Biosciences) bzw. FlowJo (Tree Star) analysiert. Es wurden 1*105 (bei

Transduktanten und expandierten iNKT Zellen) bis 1*106 (bei primären Zellen) Zellen pro

Färbung verwendet. Die Färbung erfolgte in FACS Puffer und zwischen Inkubationen wurde

mit einem Überschuss an FACS Puffer gewaschen. Bei Färbungen mit CD1d Dimeren oder
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unkonjugierten aus der Maus stammenden Antikörpern erfolgte zunächst deren Inkubation und

Detektion durch PE konjugierten Esel anti-Maus IgG (H+L) F(ab’)2 . Vor Inkubation weiterer

Antikörper wurde hierauf mit einem Überschuss an Maus Serum IgG Antikörpern blockiert.

2.2.3.14 Statistische Analyse von Daten

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von Prism (GraphPad).

2.2.3.15 Molekulare Modellierungen

Die molekularen Modellierungen anhand publizierter Proteinstrukturmodelle erfolgte mit Hilfe

des PyMOL Molecular Graphics System (Schrödinger, LLC)
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3.1 CD1d Dimere als Hilfsmittel zur Untersuchung von iNKT

Zellen

Die eine iNKT Zelle charakterisierende Eigenschaft ist die Bindung des semi invarianten TCR

an α-Galactosylceramid präsentierende CD1d Moleküle [20, 21, 23–25]. Diese liniendefinierende

Interaktion kann daher als Mittel zur direkten und spezifischen Detektion von iNKT Zellen

genutzt werden. Hierfür werden, aufgrund der erhöhten Avidität und damit Effektivität, oft-

mals CD1d Oligomere genutzt, die in vitro produziert, aufgereinigt und mit Lipidantigenen

beladen werden [47, 87, 104]. In vivo werden verschiedene Klassen an Hilfsproteinen wie MTP

und Saposine, die den Transfer der hydrophoben Glycolipide aus Membranen in die Antigen-

bindungstasche des CD1d Moleküls ermöglichen, sowie ein erniedrigter pH Wert zur Beladung

von CD1d mit Lipidantigenen genutzt [2, 16, 17]. In vitro kann die Nutzung von Hilfsproteinen

auch durch Zugabe von Detergenzien wie Tween20 oder Triton X-100 ersetzt werden [79, 92].

3.1.1 Generierung humaner CD1d Dimere

Das Prinzip der Generierung und Produktion von MHC-I, -II und CD1d Dimeren, bei denen

ein Maus IgG Antikörper als Gerüst zur Dimerisierung der Antigenpräsentierenden Moleküle

dient [87, 105–107], ist bereits von E. Monzon-Casanova zur Herstellung von Ratten sowie Maus

CD1d Dimeren genutzt worden [78, 79]. Analog hierzu erfolgte die Konstruktion und Produktion

humaner CD1d Dimere, um die Kreuzreaktivität der iNKT TCR Bindung an CD1d zwischen

Vertretern aus Ratte, Maus und Mensch untersuchen zu können. Zu diesem Zweck wurden die

extrazellulären α1-3 Domänen des humanen CD1d Moleküls (vgl. Abb. 3.1) mit der Maus IgG

schweren Kette des pXIg Vektors fusioniert (vgl. 2.2.1.10).

Nach Produktion und Aufreinigung des neu generierten Konstruktes (vgl. 2.2.2.5), wurde

dessen Bindungseigenschaft im Vergleich mit humanen Tetrameren (freundlicherweise zur Ver-
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Abbildung 3.1: Aminosäuresequenzen der den Dimeren zugrundeliegenden CD1d Sequenzen von Mensch, Maus

und Ratte. TM und ICD: Transmembrane und Intrazelluläre Domäne. Mensch CD1d: GenBank: BC027926.1.

Maus CD1d: CD1d1, GenBank: AK002582.1. Ratte CD1d: GenBank: AB029486.1.

Abbildung 3.2: Humane iNKT TCR Bindung von

αGC beladenen huCD1d Dimeren im Vergleich mit

αGC beladenen huCD1d Tetrameren. (A) Bindung

an Jurkat 1369 transduzierte Zelllinie. (B) Bindung

an Jurkat 4C12 transduzierte Zelllinie. (A+B) Ge-

strichelte Linie: αGC beladene huCD1d Dimere.

Durchgehende Linie: αGC beladenen huCD1d Te-

tramere. Ausgefüllt: DMSO beladene huCD1d Di-

mere. Zahlen zeigen geometrischen Mittel der jewei-

ligen Färbung an
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fügung gestellt von S. Gadola) an humanen iNKT TCR mittels Durchflusscytometrie getestet.

Hierzu wurden die Dimere mit αGC beladen oder zur Kontrolle mit DMSO inkubiert (vgl.

2.2.2.6). Die mit humanen iNKT TCR transduzierten Jurkat Zelllinien (Jurkat 4C12, niedrigaf-

finer TCR und Jurkat 1369, hochaffiner TCR) exprimieren die identische iNKT TCRα Kette

(huAV24 93S), unterscheiden sich jedoch im CDR3β ihrer huBV11 β Kette und zeigen da-

her unterschiedliche Affinitäten zu huCD1d [74]. Beide Zelllinien wurden freundlicherweise zur

Verfügung gestellt von S. Gadola. Die generierten huCD1d Dimere zeigten nach Beladung mit

αGC eine deutliche Bindung beider humaner iNKT TCR, die vergleichbar mit der Bindung der

humanen αGC beladenen Tetramere war (vgl. Abb. 3.2).

3.1.2 Vergleich von Beladungsbedingungen

Tabelle 3.1: Übersicht über die verwendeten Detergenzien und deren Eigenschaften. CMC: Kritische Mizell-

bildungskonzentration. HLB: hydrophilic-lipophilic balance.

Name Formel CMC HLB Klasse

Triton X-100 (C2H4O)nC14H22O 0,2-0,9 mM 13,5 nichtionisch

Tween20 C58H114O26 0,059 mM 16,7 nichtionisch

Tyloxapol (C15H21O(C2H4O)m)n

[m=6-8, n<5]

0,018 mM 12-15 nichtionisch

Zum Einsatz von CD1d Dimeren als Hilfsmittel zur spezifischen direkten Färbung des iNKT

TCR müssen diese zuvor in vitro mit entsprechendem Lipidantigen beladen werden. Als eines

der potentesten der bisher charakterisierten Antigene von iNKT Zellen gilt αGC und dessen

Derivate, die sich hinsichtlich Präsentation, sowie Bindung und iNKT Zellaktivierung unter-

scheiden [91, 92, 108, 109]. Die effektive Beladung von CD1d Dimeren mit αGC zeigte sich bei

früheren Studien abhängig vom Einsatz eines Detergens [79, 92]. Die Beladungseffektivität von

αGC und modifizierter Derivate (vgl. Abb. 3.3) sollte bei Mensch, Maus und Ratten CD1d

Dimeren in Abhängigkeit verschiedener, in der Literatur in diesem Zusammenhang beschrie-

bener Detergenzien (jeweils in Endkonzentration von 0,05% vol.) getestet werden [86, 92, 110]

(vgl. Tab. 3.1.2). Hierzu wurden diese nach erfolgter Beladung in Titration zur durchflusscy-
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.3: Struktur von α-Galactosylceramid (KRN7000) im Vergleich mit dessen Derivaten DB01-1,

PBS44 und PBS57. In Klammern angegeben: Länge und Aufbau der Alkylkette anhand Anzahl der Kohlenstof-

fatome und Doppelbindungen und Modifikation der Derivate im Vergleich zu αGC.
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3.1 CD1d Dimere als Hilfsmittel zur Untersuchung von iNKT Zellen

Abbildung 3.4: Analyse der Beladungeffektivität von rCD1d Dimeren unter verschiedenen Bedingungen.

Durchflusscytometrisch anhand der Bindung an einen Maus α/Ratten β iNKT TCR analysiert. Erhöhung des

Geometrischen Mittels der beladenen im Vergleich zu entsprechenden scheinbeladenen Dimeren im Verhältnis

zur CD3 Färbung (mAb α-mCD3ε). Skalen angepasst an die verschiedenen Bindungseigenschaften des jeweiligen

Antigens. Gegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängig voneinender durchgeführten

Experimenten.

tometrischen Färbung einer iNKT TCR transduzierten Zelllinie verwendet und die Erhöhung

der Bindung im Vergleich zur Bindung entsprechender unbeladener Dimere ermittelt. Um die

Bindung aller Dimerarten unter identischen Bedingungen zu analysieren, wurde hierbei für alle

Färbungen ein Maus/Ratten iNKT TCR verwendet, dessen aus der Maus stammende α Kette

mAV14 93G beinhaltet, die mit der BV8S4-ähnlichen β Kette der Ratte gepaart wurde. Dieser

chimäre T Zellrezeptor zeichnet sich durch Bindung von CD1d aller analysierten Spezies aus.

Die Bindung eines iNKT TCR hängt stark von der Art des Liganden ab. Dabei spielen sowohl

Ursprung des CD1d als auch Struktur des präsentierten Lipidantigens eine entscheidende Rolle.

Um die Effektivität verschiedener Beladungsbedingungen unabhängig von Unterschieden in der

TCR Expression zu vergleichen, wird die Bindung der Dimere im Folgenden als relativ zu einer

parallel durchgeführten CD3 Färbung der transduzierten Zelllinie dargestellt (vgl. Abb. 3.4, 3.5

und 3.6). Die maximalen Bindungswerte aller analysierten Lipide sind in Abb. 3.7 abgebildet.
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Abbildung 3.5: Analyse der Beladungeffektivität von mCD1d Dimeren unter verschiedenen Bedingungen.

Durchflusscytometrisch anhand der Bindung an einen Maus α/Ratten β iNKT TCR analysiert. Erhöhung des

Geometrischen Mittels der beladenen im Vergleich zu entsprechenden scheinbeladenen Dimeren im Verhältnis

zur CD3 Färbung (mAb α-mCD3ε). Skalen angepasst an die verschiedenen Bindungseigenschaften des jeweiligen

Antigens. Gegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängig voneinender durchgeführten

Experimenten.
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3.1 CD1d Dimere als Hilfsmittel zur Untersuchung von iNKT Zellen

Abbildung 3.6: Analyse der Beladungeffektivität von huCD1d Dimeren unter verschiedenen Bedingungen.

Durchflusscytometrisch anhand der Bindung an einen Maus α/Ratten β iNKT TCR analysiert. Erhöhung des

Geometrischen Mittels der beladenen im Vergleich zu entsprechenden scheinbeladenen Dimeren im Verhältnis

zur CD3 Färbung (mAb α-mCD3ε). Skalen angepasst an die verschiedenen Bindungseigenschaften des jeweiligen

Antigens. Gegeben sind Mittelwert und Standardabweichung von drei unabhängig voneinender durchgeführten

Experimenten.

Abbildung 3.7: Maximale Bindung von unterschiedlich beladenen CD1d Dimeren. (A) Dargestellt als Verhält-

nis der Geometrischen Mittel von Dimerfärbung und CD3 Färbung. Gegeben sind Mittelwert und Standardab-

weichung von drei unabhängig voneinender durchgeführten Experimenten. (B) Wie (A), aber normalisiert auf

die höchste Bindung je Spezies.
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Die Beladung von Ratten CD1d Dimeren mit αGC (C26:0) zeigte bei Einsatz von Triton

X-100 die höchste Effektivität (vgl. Abb 3.4). Die Bindung der mit Hilfe von Triton X-100 be-

ladenen rCD1d:αGC Dimere war dreifach höher als bei Einsatz von Tween20 oder Tyloxapol.

Wurde kein Detergens eingesetzt, konnte keine deutliche Bindung detektiert werden. Auch die

Beladung mit DB01-1 (C24:0) war unter Beihilfe von Triton X-100 am wirkungsvollsten, wäh-

rend Tween20, ebenso wie ein Verzicht auf Detergens, nur zu einer minimalen Bindung führte.

Jedoch zeigte sich der Einsatz von Tyloxapol für DB01-1 (C24:0) als effektiver als für αGC

(C26:0)(vgl. Abb 3.4). Diese Tendenz setzte sich bei der Beladung mit PBS44 (C24:1) fort, wel-

che mittels Triton X-100 und Tyloxapol nahezu identisch war. Die Bindung der rCD1d:PBS44

Dimere nach Beladung unter Einsatz von Tween20 war wiederum am niedrigsten, jedoch deut-

lich höher als ohne Einsatz von Detergens, wonach keine Bindung festgestellt werden konnte.

Die deutlichste Änderung dieser Hierarchie wurde bei der Beladung von PBS57 (C24:1) beob-

achtet, welches unter allen Bedingungen effektiv in rCD1d beladen werden konnte und unab-

hängig von der Anwesenheit eines Detergens während der Beladung zu einer starken Bindung

der rCD1d:PBS57 Dimere führte (vgl. Abb 3.4).

Die Beladung von Maus CD1d Dimeren mit αGC (C26:0), DB01-1 (C24:0) und PBS44

(C24:1) war, ebenso wie bei Ratten CD1d, von der Nutzung eines Detergens abhängig, wäh-

rend PBS57 (C24:1) auch ohne Einsatz von Detergens beladen wurde (vgl. Abb. 3.5). Jedoch

zeigten sich deutliche Unterschiede, vor allem in der Effektivität von Tween20. Die Beladung

von mCD1d Dimeren mit αGC (C26:0) war bei Anwesenheit von Tween20 am wirkungsvolls-

ten. Bei Beladung mit DB01-1 (C24:0) zeigte sich Tween20 ähnlich effektiv wie Triton X-100

und Tyloxapol. Hier unterschied sich die Beladung von Maus CD1d deutlich von der Bela-

dung von Ratten CD1d, während die Beladung mit PBS44 (C24:1) bei beiden Spezies ähnliche

Bedingungen erforderte (vgl. Abb. 3.5).

Die Notwendigkeit, ein Detergens zur Beladung mit αGC (C26:0), DB01-1 (C24:0) und PBS44

(C24:1) einzusetzen, konnte auch bei humanen CD1d Dimeren gleichermaßen beobachtet werden

(vgl. Abb. 3.6). Die Beladung mit PBS57 (C24:1) hingegen zeigte sich erneut unabhängig von

den getesteten Beladungsbedingungen. Unterschiede zu Ratte und Maus bei der Beladung der

detergensabhängigen Lipide wurden in der Präferenz des jeweiligen Detergens gefunden. Die

Beladung von huCD1d Dimeren mit αGC (C26:0) sowie PBS44 (C24:1) war bei allen getesteten

Detergenzien nahezu identisch. Zur Beladung von huCD1d mit DB01-1 (C24:0) war Tyloxapol
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3.2 In vitro CD1d Dimerbindungsstudien

am effektivsten (vgl. Abb. 3.6).

Die maximale Bindung, die für beladene CD1d jeder Spezies erreicht wurde, zeigte sich mit

PBS57 am höchsten (vgl. Abb. 3.7A). Insgesamt konnte eine identische Hierarchie der Ligan-

den hinsichtlich der maximalen Bindung beobachtet werden, die unabhängig vom Ursprung

des präsentierenden CD1d war: PBS57 (C24:1) > αGC (C26:0) > PBS44 (C24:1) > DB01-1

(C24:0). Die statistische Auswertung dieser, teilweise unter verschiedenen Bedingungen erreich-

ten, maximalen Bindungen zeigte bei allen CD1d Molekülen eine signifikant höhere Bindung

von αGC (C26:0) im Vergleich mit DB01-1 (C24:0), bzw. von PBS57 (C24:1) im Vergleich

mit PBS44 (C24:1) sowie DB01-1 (C24:0) (vgl. Tab. 3.2, Seite 72; Tab. 3.3, Seite 72 und Tab.

3.4, Seite 73). Kein signifikanter Unterschied wurde zwischen PBS57 (C24:1) und αGC (C26:0)

bzw. zwischen αGC (C26:0) oder DB01-1 (C24:0) und PBS44 (C24:1) gefunden. Nach Berei-

nigung der allgemeinen, vom Liganden unabhängigen Bindungsunterschiede der verschiedenen

CD1d Moleküle, zeigte sich bei CD1d aller Spezies eine vergleichbare vom präsentierten Lipid

abhängige maximale Bindung (vgl. Abb. 3.7B).

3.2 In vitro CD1d Dimerbindungsstudien

Ratten besitzen bis zu zehn verschiedene AV14 Gensegmente, die homolog dem in Maus iNKT

Zellen genutzten AV14 der invarianten α Kette sind und anhand ihrer CDR2α Sequenz in

Typ 1 oder Typ 2 eingeteilt werden [83, 84]. Zur Untersuchung der Funktionalität von Typ

1 und Typ 2 AV14 Gensegmenten hinsichtlich der CD1d Bindung wurden zwei α Ketten mit

unterschiedlichen AV14 Gensegmenten (AV14S6 bzw. AV14S2) zusammen mit einer bereits

charakterisierten β Kette (CDR(2+4), ählich BV8S4) in einem TCR negativen T Zellhybridom

(BW r/mCD28) exprimiert [69]. Beide α Ketten weisen die charakteristischen Unterschiede zwi-

schen Typ 1 und Typ 2 AV14 Gensegmenten auf und unterscheiden sich zusätzlich an Position

93, der V-J Umlagerung zu Beginn des CDR3α (vgl. Abb. 3.8A). Die in dieser Arbeit verwen-

dete Nomenklatur der rAV14 Gensegmente richtet sich nach [78], falls zusätzlich angegeben:

abweichende ursprüngliche Nomenklatur nach [111].

Beide generierten Zelllinien wiesen eine ähnliche Oberflächenexpression des TCR auf, ange-

zeigt durch Färbung des an der Oberfläche nur innerhalb des TCR Komplexes vorhandenen

CD3 Moleküls (vgl. Abb. 3.9). Zur Analyse der CD1d Bindungseigenschaften beider TCR wur-

den mit αGC beladene Ratten sowie Maus CD1d Dimere benutzt. Während der AV14S6 93A
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Abbildung 3.8: Aminosäuresequenzen der den Untersuchungen zugrundeliegenden Ratten iNKT TCR Ketten.

(A) Aminosäuresequenzunterschiede der AV14 Gensegmente. AV14S6 (ehemals AV14S1, GenBank DQ340293),

AV14S2 (ehemals AV14S3, GenBank AB036696.1) Fett: CDRs. (B) Aminosäuresequenz von CDR(2+4) im

Vergleich mit BV8S4. Fett: CDRs

Abbildung 3.9: CD1d Bindungseigenschaften der mit Ratten iNKT TCR transduzierten Zelllinien. Vorausge-

wählt auf CD3 positive Zellen. Gestrichelte Linie: AV14S6 93A iNKT TCR. Durchgehende Linie: AV14S2 93G

TCR. Beide: Gepaart mit CDR(2+4) β Kette. Ausgefüllt: Isotypkontrolle und unbeladene Dimerfärbung. GFP

Expression: Durch Plasmid der α Kette codiert.

TCR eine starke Bindung an rCD1d Dimere zeigte, konnte kaum Bindung von mCD1d Dimeren

festgestellt werden. Dies entspricht der fehlenden Spezieskreuzreaktivität, die für den Ratten

iNKT TCR bereits zuvor gezeigt wurde [69, 78]. Im Gegensatz hierzu konnte der AV14S2 93G

TCR gleichermaßen mit Ratten und Maus CD1d Dimeren gefärbt werden, zeigte jedoch im

Vergleich eine verringerte Ratten CD1d Dimerbindung (vgl. Abb. 3.9).

Zur genauen Ermittlung der diesen Bindungsunterschieden zugrunde liegenden Aminosäu-

resequenzunterschiede wurden auf Grundlage der ursprünglich untersuchten α Ketten mittels

spezifischer Mutagenese abgewandelte Versionen erstellt, die sich in CDR2α, Position 68 und

Position 93 unterschieden (vgl. Abb. 3.10). Diese wurden zusammen mit der BV8S4-ähnlichen

CDR(2+4) β Kette exprimiert und hinsichtlich ihrer CD1d Dimerbindung analysiert. Zur Vali-

dierung erfolgte die Analyse mindestens dreimal in unabhängiger Form. Um mögliche Schwan-

kungen der TCR Oberflächenexpression zu berücksichtigen, wurde jeweils das Verhältnis zwi-

schen Dimerbindung und CD3 Oberflächenfärbung berechnet und das Verhältnis als willkürliche

Einheiten relativ zu einer konstanten Referenzfärbung dargestellt, die bei jedem Experiment

parallel durchgeführt wurde. Die Positionierung der in dieser Arbeit im iNTK TCRα der Ratte

untersuchten Regionen ist in Abb. 3.11 im Modell der entsprechenden iNKT TCR Interaktionen
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3.2 In vitro CD1d Dimerbindungsstudien

Abbildung 3.10: Aminosäuresequenzen der zur Analyse verwendeten mutierten Ratten iNKT TCR α Ketten.

Fett: CDRs.

Abbildung 3.11: Modellierung der iNKT TCR Interaktion mit CD1d:αGC in (A) Maus und (B) Mensch nach

(A) PDB 3HE6 [71] und (B) PDB 2PO6 [67] als Übersicht der TCRα Positionierung.

von Maus und Mensch dargestellt.

3.2.1 Untersuchung des CDR2α und HV4α

Die zu deren Gruppierung herangezogene CDR2α Region unterscheidet sich wesentlich zwischen

Typ 1 und Typ 2 AV14 Gensegmenten der Ratte [84]. Bindungsstudien mit iNKT Zellrezep-

toren aus Mensch und Maus deuten jedoch auf keine oder nur geringe Bedeutung des CDR2α

auf die Ligandbindung hin [67, 71, 112, 113]. Um den Einfluss dieser in der Ratte variablen

Region hinsichtlich der Bindungsunterschiede von AV14S6 und AV14S2 zu untersuchen, wur-

den die entsprechenden Aminosäuren zwischen beiden AV14 Gensegmenten ausgetauscht (vgl.

Abb. 3.10). Die Mutagenese des CDR2α führte in beiden Fällen (AV14S6 T1→2 und AV14S2

T2→1) zu keiner Veränderung der Dimerbindung, verglichen mit den zugrundeliegenden Ur-

sprungsrezeptoren (vgl. Abb. 3.12 und Tab. 3.5). Auch die zusätzliche Mutation der Positionen

56 und 59, im Bereich zwischen CDR2α und HV4α (AV14S6 T1→2++), hatte keinen Einfluss
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Abbildung 3.12: Einfluss des HV4α im Rat-

ten iNKT TCR auf die rCD1d Dimerbindung

mit (mutierten) Ratten AV14 TCRαKetten und

CDR(2+4) transduzierter Zelllinien. Färbungen

wurden mindestens dreifach unabhängig durch-

geführt. Dargestellt als willkürliche Einheiten

der Dimerbindung im Verhältnis zu CD3 Fär-

bung. Gegeben sind Mittelwert und Standardab-

weichung. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005,

***p < 0.0005, ungepaarter t-Test.

auf die rCD1d Dimerbindung. Erst der zusätzliche Austausch der Position 68 im HV4α von

Alanin zu Glutaminsäure (AV14S6 T1→2++ A68E) zeigte eine signifikante Auswirkung auf

die Ligandbindung des entsprechenden TCR, welche vergleichbar mit der des Typ 2 AV14S2

war. Um zu testen, ob die rCD1d Bindungsunterschiede zwischen AV14S6 und AV14S2 allein

auf Position 68 beruhen, wurden diese bei beiden AV14 Gensegmente ausgetauscht (AV14S6

A68E und AV14S2 E68A). AV14S6 A68E zeigte eine signifikant niedrigere rCD1d Dimerbin-

dung, vergleichbar mit AV14S2 und AV14S6 T1→2++ A68E. Umgekehrt zeigte AV14S2 E68A

eine signifikante Erhöhung der rCD1d Bindung.

Ein Modell der Ligandinteraktion des Ratten iNKT TCR ist bisher nicht vorhanden. Da je-

doch entsprechende Modelle für die Maus und Mensch iNKT TCR Interaktion mit CD1d:αGC

existieren, die einen tieferen Einblick in die Rolle des HV4α während der Ligandbindung erlau-

ben, wurde auch die Auswirkung einer Mutation von Position 68 in diesen Spezies analysiert.

Die zur Analyse verwendeten α und β Ketten sind in Abb. 3.13 dargestellt. Proteinmodellierun-

gen der Interaktionen von Aminosäure 68 anhand bereits veröffentlichter Kristallstrukturen der

iNKT TCR Interaktion beider Spezies, sind in Abb. 3.14 dargestellt. In der Maus befindet sich

an der entsprechenden Position im HV4α ein Lysin, im Menschen Alanin. Um Auswirkungen

auf die jeweilige Dimerbindung zu analysieren, wurde in Maus K68 zu Alanin ausgetauscht,

im Menschen A68 zu Glutaminsäure, wie sie auch in einigen Ratten AV14 Gensegmenten zu

finden ist. Alle α Ketten wurden zusammen mit einer für die jeweilige Spezies typischen β

Kette exprimiert (Maus: BV8S2, Mensch: BV11). Während huAV24 A68E keine Veränderung

der Ligandinteraktion zeigte (Daten nicht gezeigt), kam es bei mAV14 K68A zu einen signifi-
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Abbildung 3.13: Aminosäuresequenzen der den Untersuchungen zugrundeliegenden Maus und Mensch

iNKT TCR Ketten. (A) Aminosäuresequenzunterschiede der verwendeten mAV14 Gensegmente (GenBank

DQ340292). (B) Aminosäuresequenz des mBV8S2 Gensegments (GenBank DQ340294).(C) Aminosäuresequenz-

unterschiede der huAV24 Gensegmente (GenBank DQ097904.1). (D) Aminosäuresequenz des verwendeten

huBV11 Gensegments (GenBank DQ340293)

Abbildung 3.14: Modellierung der iNKT TCR In-

teraktion mit CD1d:αGC in (A) Maus und (B)

Mensch nach (A) PDB 3HE6 [71] und (B) PDB 2PO6

[67] mit Fokus auf Interaktionen ausgehend von (A)

Lysin 68 und Asparagin 31 im Maus iNKT TCR, so-

wie (B) Alanin 68 und Serin 31 im humanen iNKT

TCR.
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Abbildung 3.15: Einfluss des HV4α im Maus iNKT TCR auf die mCD1d Dimerbindung mit (mutierten)

Maus AV14 TCRα Ketten und BV8S2 TCRβ Kette transduzierter Zelllinien. Färbungen wurden mindestens

dreifach unabhängig durchgeführt. Dargestellt als willkürliche Einheiten der Dimerbindung im Verhältnis zu

CD3 Färbung. Gegeben sind Mittelwert und Standardabweichung. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p

< 0.0005, ungepaarter t-Test.

kanten Verlust der CD1d Dimerbindung (vgl. Abb. 3.15). Dieser ist auch bei der Interaktion

mit rCD1d:PBS57 Tetrameren stark ausgeprägt (vgl. Abb. 3.16C), wohingegen der Einfluss von

Position 68 in der Ratte sowohl bei rAV14S6 als auch bei rAV14S2 auf die rCD1d:PBS57 Tetra-

merbindung deutlich geringer ausgeprägt ist, als bei Einsatz von Dimeren (vgl. Abb. 3.16A+B).

3.2.2 Untersuchung des V-J Übergangs

Frühere Untersuchungen der AV14/AJ18 Umlagerungen in der Ratte zeigten eine hohe Fre-

quenz nicht kanonischer iNKT TCRα Kettensequenzen, die, an Stelle des keimbahncodierten

Alanins, Glycin an Position 93 enthielten [78, 111]. Dies entspricht der in der Maus iNKT

TCRα Kette keimbahncodierten Aminosäure [21, 26]. Der indirekte Einfluss natürlich vorkom-

mender Variationen des AV24/AJ18 Übergangs im iNKT TCRα des Menschen auf die CD1d

Interaktion war zuvor bereits gezeigt worden [75]. Da in der Ratte diese Variationen zudem

iNKT spezifisch in hoher Frequenz aufzutreten scheinen (vgl. Abschnitt 3.3.2 und Abb. 3.25),

wurde die Auswirkung dieses Austauschs auf die Ligandbindung des iNKT TCR der Ratte in

vitro untersucht. Zusätzlich zu den am häufigsten an dieser Position auftretenden Aminosäuren

Alanin und Glycin wurde auch der Austausch zu Valin, das in einer Ratten IHL AV14S8 (Typ

1) α Kette an Position 93 gefunden wurde [69], und Serin, keimbahncodiert an Position 93α
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Abbildung 3.16: Einfluss des HV4α iNKT TCR auf die rCD1d Tetramerbindung mit (mutierten) Ratten bzw.

Maus iNKT TCR transduzierter Zelllinien. Färbungen wurden mindestens dreifach unabhängig durchgeführt.

Dargestellt als Veränderung der Tetramerbindung der jeweiligen mutierten TCR im Vergleich zur wildtypischen

Variante. Ausgewertet als Verhältnis zwischen Dimerbindung und CD3 Oberflächenfärbung und als willkürliche

Einheiten relativ zur Färbung des jeweiligen wildtypischen TCR dargestellt. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p <

0.005, ***p < 0.0005, gepaarter t-Test.

des menschlichen iNKT TCR [21, 26], untersucht (vgl. Abb. 3.17).

Die in primären AV14/AJ18 Umlagerungen der Ratte hochfrequent auftretende Substituti-

on A93G zeigte für AV14S6 93G eine signifikante Verbesserung der rCD1d Dimerbindung im

Vergleich zu AV14S6 93A (vgl. Abb. 3.17). Bei AV14S2 93G trat nur eine tendenzelle Verbesse-

rung im Vergleich mit AV14S2 93A auf. Erstaunlicherweise ermöglichte jedoch in beiden AV14

Segmenten Glycin an Position 93 die Bindung sowohl von mCD1d als auch huCD1d Dimeren.

Diese deutliche Auswirkung der A93G Substitution im AV14S6 der Ratte auf die CD1d Dimer-

bindung spiegelte sich auch in der TCR abhängigen Aktivierung der jeweiligen transduzierten

Zelllinie wider (vgl. Abb. 3.18A). Hier beeinflusste die Nutzung von 93G im Vergleich zu 93A

speziell die Aktivierung des Ratten iNKT TCR durch CD1d:PBS57 aus Maus und Mensch.

Dies zeigt sich an der erhöhten IL-2 Antwort AV14S6 93G exprimierender Zellen bei Inku-

bation mit immobilisierten CD1d:PBS57 Dimeren und anti-CD28 mAb (JJ319). Bei Nutzung

von 93G im Vergleich zu 93A, konnte für CD1d Dimere aus Maus und Mensch ein halbmaxi-

maler Effekt bereits bei einer drei- bis vierfach niedrigeren Konzentration erreicht werden. Die

Nutzung des im menschlichen iNKT TCR präsenten Serins an Position 93 führte hingegen bei

AV14S6 zu keiner signifikanten Erhöhung der Spezieskreuzreaktivität (vgl. Abb. 3.17), während

die rCD1d Dimerbindung in reduzierter Form erhalten blieb. Der Austausch A93V im Typ 1
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Abbildung 3.17: Einfluss des V-J Übergangs der α Kette im Ratten iNKT TCR auf die CD1d Dimerbin-

dung mit (mutierten) Ratten AV14 TCRα Ketten und CDR(2+4) transduzierter Zelllinien. Färbungen wurden

mindestens dreifach unabhängig durchgeführt. Dargestellt als willkürliche Einheiten der Dimerbindung im Ver-

hältnis zu CD3 Färbung. Gegeben sind Mittelwert und Standardabweichung. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p <

0.005, ***p < 0.0005, ungepaarter t-Test, nd: nicht durchgeführt

AV14S6 Segment bewirkte einen Verlust der rCD1d Dimerbindung, wie es auch bei AV14S8

93V in frühreren Untersuchungen beobachtet wurde [69]. Diesem Befund entsprechend bewirkte

der gegenläufige Austausch des bei AV14S8 gefundenen Valins an Position 93 zu Alanin eine

signifikant verbesserte rCD1d Dimerbindung.

Modellierungen der Interaktionen von Position 93 am Beginn des CDR3α von Maus und

Mensch zeigten keine direkte Bindung des Liganden (vgl. Abb. 3.19). Natürlich auftretende

Abweichungen von der kanonischen AV14/AJ18 Umlagerung an Position 93, dem Beginn des

CDR3α, wurden in der Maus mehrfach beschrieben [21, 26, 69, 114–116]. Jedoch wurde bisher

nur der Einfluss von Position 94 bis Position 99 des CDR3α auf die CD1d Bindung des iNKT

TCR der Maus untersucht [46, 68]. Der signifikante Einfluss von Position 93 konnte in dieser Ar-

beit auch für die CD1d Bindung des Maus iNKT TCR durch eine G93A Substitution bestätigt

werden (vgl. Abb. 3.20) und wirkt sich auch auf die TCR abhängige Aktivierung der jeweili-

gen transduzierten Zelllinie aus (vgl. Abb. 3.18B). Für den menschlichen iNKT TCR wurde

ebenso eine reduzierte Ligandenbindung bei natürlich auftretenden Varianten (Threonin, As-

paragin oder Isoleucin) der V-J Umlagerung in der TCRα Kette beschrieben [75]. Die Analyse

des humanen iNKT TCR mit S93G Substitution, welche nicht natürlich vorkommt, zeigte die
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3.2 In vitro CD1d Dimerbindungsstudien

Abbildung 3.18: Einfluss des V-J Übergangs auf die CD1d abhängige Aktivierung des iNKT TCR von Ratte,

Maus und Mensch. Vergleich der IL-2 Antwort mit (A) Ratten iNKT TCR, (B) Maus iNKT TCR, (C) Mensch

iNKT TCR transduzierter Zelllinien, anteilig der maximal erreichten CD3 abhängigen Stimulation (5 µg/ml

+ 5 µg/ml JJ319) der jeweiligen Zellline. Zellen wurden für 24 h in Gegenwart immobilisierter PBS57 bela-

dener Dimere + JJ319 (anti-rCD28 mAb) angegebener Konzentration inkubiert. Ein Versuch, in Duplikaten

durchgeführt. In Klammern angegeben: EC50 [ng/ml]
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Abbildung 3.19: Modellierung der iNKT

TCR Interaktion mit CD1d:αGC in (A) Maus

und (B) Mensch nach (A) PDB 3HE6 [71] und

(B) PDB 2PO6 [67] mit Fokus auf Interaktio-

nen ausgehend von (A) Glycin 93 und Aspa-

ragin 31 im Maus iNKT TCR, sowie (B) Serin

93 und Serin 31 im humanen iNKT TCR.

Abbildung 3.20: Einfluss des V-J Übergangs der

α Kette im iNKT TCR von Maus und Mensch auf

die CD1d Dimerbindung mit (mutierten) Maus oder

Mensch iNKT TCRα und β Ketten transduzierter Zell-

linien (Maus: AV14 und BV8S2, Mensch: AV24 und

BV11 (vgl. Abb. 3.13). Färbungen wurden mindestens

dreifach unabhängig durchgeführt. Dargestellt als will-

kürliche Einheiten der Dimerbindung im Verhältnis zu

CD3 Färbung. Gegeben sind Mittelwert und Standard-

abweichung. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p

< 0.0005, ungepaarter t-Test

Bewahrung der Funktionalität mit tendenziell erhöhter Dimerbindung (vgl. Abb. 3.20), jedoch

war diese Änderung nicht signifikant. Ebenso konnte keine deutliche Verbesserung der TCR

abhängigen Aktivierung durch mCD1d und rCD1d festgestellt werden (vgl. Abb. 3.18C).

3.2.3 Untersuchung der β Kette

Neben der dominanten Rolle der α Kette während der Ligandeninteraktion wurde auch der

Einfluss unterschiedlicher BV Segmentnutzung auf Selektion im Thymus und spätere Bindun-

Abbildung 3.21: Aminosäuresequenzunterschiede der analysierten iNKT TCRβ Ketten der Ratte. BV8S2

CDR3β #1: GenBank AY228549

62



3.2 In vitro CD1d Dimerbindungsstudien

Abbildung 3.22: Einfluss der iNKT TCRβ Kette

in der Ratte auf die rCD1d Dimerbindung mit un-

terschiedlichen Ratten iNKT TCRα und β Ketten

transduzierter Zelllinien (vgl. Abb. 3.21). Färbun-

gen wurden mindestens dreifach unabhängig durch-

geführt. Dargestellt als willkürliche Einheiten der

Dimerbindung im Verhältnis zu CD3 Färbung. Ge-

geben sind Mittelwert und Standardabweichung. ns:

p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005,

ungepaarter t-Test

geigenschaften beschrieben [71, 117, 118]. Darüber hinaus wurde auch gezeigt, dass die CD1d

Bindung bei schwächeren Antigenen durch CDR3β moduliert werden kann [70, 119]. Um den

Einfluss beider Bereiche der β Kette in der Ratte unabhängig voneinander zu untersuchen, wur-

den zwei dem BV8S2 der Maus homologe, sich jedoch in CDR2β und HV4β unterscheidende BV

Segmente genutzt (BV8S4 sowie BV8S2 ) und mit zwei verschiedenen CDR3β Umlagerungen

kombiniert (#1 und #2) (vgl. Abb. 3.21). Deren Auswirkung auf die Bindungseigenschaften des

Ratten iNKT TCR in Kombination mit CDR3β #1 und gepaart mit AV14S6 (ehemals AV14S1)

wurde bereits charakterisiert [69]. Die verringerte Bindung von AV14S6 gepaart mit BV8S2,

verglichen mit BV8S4 bei identischer VDJ Umlagerung und somit identischem CDR3β, konnte

hier auch für rCD1d Dimere bestätigt werden, wohingegen dieser Effekt bei einer Paarung mit

AV14S2 (Typ 2) schwächer ausfiel (vgl. Abb. 3.22 und Tab. 3.6). Allerdings zeigte sich der Un-

terschied zwischen BV8S4 und BV8S2 nur in Umlagerung mit CDR3β #1. In Umlagerung mit

CDR3β #2 konnte weder in Paarung mit rAV14S2 noch in Paarung mit rAV14S6 ein Unter-

schied in der rCD1d Bindung beider BV Segmente festgestellt werden. Zusätzlich konnte jedoch

ein signifikanter Einfluss des CDR3β auf die Bindung von CD1d beobachtet werden. Interessan-

terweise erwies sich die Qualität des Bindungsunterschieds als abhängig von der gepaarten α

Kette: Die rCD1d Dimerbindung wurde bei Nutzung des CDR3β #2 in Paarung mit rAV14S6,

unabhängig des umgelagerten BV Segments signifikant reduziert. In Paarung mit rAV14S2

hingegen erwies sich diese nach Austausch von CDR3β #1 zu CDR3β #2 in Kombination mit

BV8S4 als unverändert, in Kombination mit BV8S2 sogar als signifikant erhöht.
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3.3 TCR Expression in Ratten iNKT Zellen

Im Zuge der phänotypischen Charakterisierung der iNKT Zellpopulation des F344 Ratten-

stammes wurde eine hohe Frequenz an BV8S4 Expression innerhalb der Milz und Leber iNKT

Zellpopulationen (30-40%) sowie eine generelle, bereits im im Thymus beobachtbare Tendenz

zur Nutzung der Typ 2 AV14 Segmente festgestellt [78]. Ebenso wurde eine hohe Frequenz

von Glycin an Position 93 der AV14/AJ18 TCR α Kette nach somatischer Rekombination be-

schrieben [78, 83]. Zur genaueren Charakterisierung der TCR α und β Kettenexpression von

Ratten iNKT Zellen wurden primäre iNKT Zellen aus Milzzellen von F344 Ratten expandiert

und untersucht.

3.3.1 Expansion von Ratten iNKT Zellen

Die Frequenz von iNKT Zellen in der Milz von F344 Ratten beträgt nur ca. 0,05 - 0,1% aller

T Zellen [78] (vgl. Abb. 3.23A). Zur ausführlichen Charakterisierung der in dieser Population

und deren Subpopulationen exprimierten TCR α und β Ketten muss deren Expansion erfolgen.

Das Prinzip der in vitro Expansion von iNKT Zellen der F344 Ratte wurde bereits beschrie-

ben [78]. Diese basiert auf der spezifischen Aktivierung der iNKT Zellpopulation mittels des

liniendefinierenden Antigens αGC. Auf dieser Grundlage beruhend wurden Milzzellen der F344

Ratte in Gegenwart des αGC Derivats PBS57 kultiviert (vgl. 2.2.3.10). An Tag 7 der Kultur

betrug deren Frequenz bereits ca. 5% und nach weiteren sieben Tagen in Kultur mit PBS57

konnten ca. 80% der in Kultur befindlichen Zellen als iNKT Zellen identifiziert werden. Die-

se wurden mittels rCD1d Dimerfärbung sortiert und weiterkultiviert, wobei ein wöchentlicher

Stimulus von TCR und CD28 der kultivierten iNKT Zellen mittels rCD1d:PBS57 Dimer und

anti-rCD28 mAb (JJ316) beschichteter Dynabeads erfolgte (vgl. 2.2.3.11). Die Reinheit der sor-

tierten iNKT Zellen blieb im Verlauf der anschließenden Kultivierung konstant bei über 98%.

Innerhalb der ersten 14 Tage der Kultur konnte so die Gesamtzahl der in Kultur genomme-

nen iNKT Zellen um den Faktor 500 erhöht werden (Kultur #1: 675x, Kultur #2: 406x) (vgl.

Abb. 3.23B). Während der anschließenden Kultivierung der sortierten iNKT Zellen wurde im

Schnitt eine wöchentliche Verdopplung bis Verdreifachung der Gesamtzellzahl erreicht (Kultur

#1: 268x innerhalb von 9 Wochen, Kultur #2: 1556x innerhalb von 9 Wochen).
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3.3 TCR Expression in Ratten iNKT Zellen

Abbildung 3.23: Expansion von Ratten iNKT Zellen in vitro. (A) Frequenz von iNKT Zellen (rCD1d:PBS57

positiv) vor (Tag 0) und während (Tag 7, 14, 63) der in vitro Expansion, durchflusscytometrisch anhand von

Ratten CD1d Tetramerfärbung analysiert. Darstellung repräsentativ für zwei Kulturen. (B) Verlauf der relativen

Zellzahl während der in vitro Expansion zweier Kulturen.
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Abbildung 3.24: CDR2α Sequenz sortierter

expandierter iNKT Zellen (Ursprung: Milzzellen

der F344 Ratte, mittels RT-PCR (AV14→AC )

und Sequenzierung analysiert). Sequenz repre-

säntativ für drei unabhängige Kulturen.

3.3.2 AV14 Expression in F344 iNKT Zellen

Zur Charakterisierung der in iNKT Zellen der Ratte exprimierten TCRα Kette wurde cDNA

der gesamten expandierten iNKT Zellpopulation der F344 Milz bwz. deren Subpopulationen

generiert und mittels PCR analysiert (vgl. 2.2.1.14). Die bereits beschriebene, von der iNKT

TCR Umlagerung unabhängige Tendenz zur Typ 2 AV14 Nutzung in der F344 Ratte, konnte in

Form einer reinen AV14S2 Nutzung auch bei expandierten iNKT Zellen beobachtet werden (vgl.

Abb. 3.24). Der hohe Anteil an Diversität in AV14/AJ18 Umlagerungen der F344 Ratte konnte

ebenfalls bestätigt werden, wobei diese Abweichungen an Position 93 zwar in Intrahepatischen

Lymphocyten sowie expandierten iNKT Zellen selbst gefunden wurde, jedoch nicht in AV14

Umlagerungen mit diversen AJ18 Segmenten (AV14/AJx ) im Thymus oder bei polyklonal ak-

tivierten T Zellen (vgl. Abb. 3.25). Zur Analyse des Einflusses der Diversität an Position 93 auf

die Ligandenbindung der expandierten primären iNKT Zellpopulation, wurde diese durchfluss-

cytometrisch anhand der rCD1d:PBS57 Dimerbindung in hoch- sowie intermediär- und niedrig

bindende Subpopulationen sortiert und cDNA der jeweiligen Fraktionen generiert. Die Sequen-

zierung des AV14→AC PCR Produktes der jeweiligen Fraktion zeigte eine deutlich erhöhte

Frequenz von Glycin (GGx) an Position 93 innerhalb der rCD1d:PBS57 hoch bindenden Rat-

ten iNKT Zellen, während die niedrig bindenden Zellen im Vergleich die niedrigste Frequenz

an Glycin aufwiesen (vgl. Abb. 3.26). Bei Untersuchung des Einflusses von Position 93 in der

TCRα Kette von expandierten iNKT Zellen der Ratte auf die mCD1d:PBS57 Dimerbindung

zeigte sich nur eine leicht erhöhte Frequenz an A93G Substitutionen innerhalb der mCD1d hoch

bindenden Fraktion gegenüber der mCD1d niedrig bindenden Fraktion (vgl. Abb. 3.27). Zur

Analyse der iNKT TCRα und β Kettenpaarung erfolgte die Sortierung der expandierten iNKT

Zellpopulation der Ratte in BV8S4 positive und negative Subpopulationen. Die Sequenzierung

des AV14→AC PCR Produktes der jeweiligen Population zeigte keine Unterschiede in der V-J

Umlagerung der TCRα Kette (vgl. Abb. 3.28).
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Abbildung 3.25: V-J Expression von AV14

TCRα Ketten in primären Rattenzellen aus

Thymus, Leber (IHL) und Milz (durch ConA

polyklonal aktivierte T Zellen bzw. sortierte

iNKT Zellen). Mittels RT-PCR (AV14→AC )

und Sequenzierung analysiert. GCx = Alanin,

GGx = Glycin.

Abbildung 3.26: Durchflusscytometrische Sortierung hoch- sowie intermediär- und niedrig rCD1d Dimer bin-

dender iNKT Zellen und Sequenzanalyse des V-J Übergangs der TCRα Kette (p93α). Gezeigt sind Lebendgate

und ausgewählte Fraktionen der Sortierung. Sortierte Fraktionen wurden mittels RT-PCR (AV14→AC ) und

Sequenzierung analysiert. GCx = Alanin, GGx = Glycin. Darstellung represäntativ für drei unabhängige Kul-

turen.

Abbildung 3.27: Durchflusscytometrische Sortierung hoch- sowie niedrig mCD1d Dimer bindender iNKT Zel-

len und Sequenzanalyse des V-J Übergangs der TCRα Kette (p93α). Gezeigt sind Lebendgate und ausgewählte

Fraktionen der Sortierung. Sortierte Fraktionen wurden mittels RT-PCR (AV14→AC ) und Sequenzierung ana-

lysiert. GCx = Alanin, GGx = Glycin.
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Abbildung 3.28: Durchflusscytometrische Sortierung BV8S4 positiver und negativer iNKT Zellen und Sequenz-

analyse des V-J Übergangs der TCRα Kette (p93α). Gezeigt sind Lebendgate und ausgewählte Fraktionen der

Sortierung. Sortierte Fraktionen wurden mittels RT-PCR (AV14→AC ) und Sequenzierung analysiert. GCx =

Alanin, GGx = Glycin.

3.3.3 BV Expression in F344 iNKT Zellen

Bisher wurde einzig BV8S4 als mit dem iNKT TCR assoziiertes BV Segment in der Rat-

te direkt beschrieben und ca. 30-40% der iNKT Zellpopulation in der F344 Ratte wurde als

BV8S4 positiv charakterisiert [78]. Expandierte iNKT Zellpopulationen der F344 Ratte (vgl.

3.3.1) zeigten eine vergeichbare Frequenz an BV8S4 positiven Zellen (vgl. Abb. 3.29A und Abb.

3.30A). Durchflusscytometrische Untersuchungen der CD1d Dimerbindung dieser Populatio-

nen zeigten eine schwächere Ratten CD1d Dimerbindung BV8S4 positiver Zellen (vgl. Abb.

3.29A), während Maus CD1d Dimere unabhängig der BV8S4 Expression vergleichbar gebun-

den wurden (vgl. Abb. 3.30A), wobei die Frequenz an mCD1d niedrig bindenden Zellen bei

BV8S4 positiven Zellen geringer war als bei BV8S4 negativen Zellen. Ebenso wurden in der

Fraktion an iNKT Zellen mit der höchsten rCD1d Dimerbindung die im Vergleich niedrigste

Frequenz an BV8S4 positiven Zellen gefunden und umgekehrt (vgl. Abb. 3.29B). Wurde die

Frequenz an BV8S4 Expression in Abhängigkeit der Maus CD1d Dimerbindung untersucht,

zeigte sich eine Umkehrung dieses Verhältnisses (vgl. Abb. 3.30B). Die Fraktionen mit hoher

und intermediärer mCD1d Dimerbindung besaßen eine vergleichbare BV8S4 Expression, wäh-

rend eine niedrige mCD1d Dimerbindung mit einer tendenziell niedrigeren Frequenz an BV8S4

Expression korrelierte.

Um weitere, von primären Ratten iNKT Zellen exprimierte BV Segmente zu identifizieren,

wurden expandierte iNKT Zellen der Ratte in BV8S4 positive und negative Subpopulationen

durchflusscytometrisch sortiert und cDNA der jeweiligen Population generiert. Zur anschlie-

ßenden Analyse der Expression verschiedener BV Segmente wurden spezifische, in den jeweilig

zugehörigen Leader Segmenten lokalisierte Primer zur Leader→Cβ Amplifizierung genutzt. Die
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3.3 TCR Expression in Ratten iNKT Zellen

Abbildung 3.29: Durchflusscytometrische Untersuchung der rCD1d Dimerbindung expandierter iNKT Zellen

der Ratte. Gezeigte Färbung represäntativ für drei unabhängige Kulturen. (A) Dimerbindung der expandierten

iNKT Population der Ratte und deren BV8S4 positiver und negativer Subpopulationen. Angegeben sind Popu-

lationsfrequenzen (2.v.r.) und Geometrischer Mittel der CD1d:PBS57 Färbung (1.v.r.) (B) Frequenz der BV8S4

Expression in Abhängigkeit der rCD1d Dimerbindung.
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Abbildung 3.30: Durchflusscytometrische Untersuchung der mCD1d Dimerbindung expandierter iNKT Zellen

der Ratte. Gezeigte Färbung represäntativ für drei unabhängige Kulturen. (A) Dimerbindung der expandierten

iNKT Population der Ratte und deren BV8S4 positiver und negativer Subpopulationen. Angegeben sind Popu-

lationsfrequenzen (2.v.r.) und Geometrischer Mittel der CD1d:PBS57 Färbung (1.v.r.) (B) Frequenz der BV8S4

Expression in Abhängigkeit der mCD1d Dimerbindung.
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Abbildung 3.31: BV Expression von BV8S4 positiven und negativen iNKT Zellen der Ratte. Amplifizierte

Leader→Cβ PCR Produkte generiert wie in 2.2.1.15 beschrieben.

untersuchten BV Segmente sind homolog zu den im Maus iNKT TCR bereits als funktionell

charakterisierten Segmenten [70]. Neben der Untersuchung der sortierten iNKT Zellpopulatio-

nen wurde zum Vergleich auch die cDNA mittels ConA polyklonal aktivierter T Zellen der

F344 Milz untersucht, um Abweichungen der Expressionsfrequenz zwischen iNKT Zellpopula-

tion und polyklonaler T Zellen darzustellen. Unter den untersuchten BV Segmenten wurde in

der iNKT Zellpopulation der F344 Ratte neben dem bereits charakterisierten BV8S4 vor allem

die Expression von BV8S2, ebenso homolog zum BV8S2 der Maus, sowie BV8S1, BV14 und

BV7 gefunden (vgl. Abb. 3.31). Da durch die jeweiligen Primer nicht zwischen BV8S2 und

BV8S4 unterschieden werden konnte, wurden die im Zuge dieser cDNA Analyse generierten

PCR Produkte zur Bestätigung der erfolgreichen Sortierung BV8S4 positiver und negativer

iNKT Zellpopulationen sequenziert. Wie erwartet, erwies sich das BV8S2/BV8S4 PCR Pro-

dukt in der sortierten BV8S4 positiven Population als BV8S4, in der sortierten BV8S4 negativen

Population hingegen als BV8S2 (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 3.2: Statistische Auswertung der Untersuchung der maximalen Bindung unterschiedlich beladener

CD1d Dimere der Ratte (vgl. Abb. 3.7). Maximale Bindung bei Beladung mit αGC, DB01-1 und PBS44 er-

reicht in Gegenwart von Triton X-100, bei Beladung mit PBS57 in Gegenwart von Tyloxapol. Oben angegeben:

Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils mindestens drei unabhängig durgeführten Experimenten (vgl.

3.1.2). Statistischer Vergleich der Dimerbindungen mittels ungepaartem t-Test, in Klammern: p-Wert. ns: p >

0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005.

CD1d Ratte

αGC

(C26:0)

DB01-1

(C24:0)

PBS44

(C24:1)

PBS57

(C24:1)

0,4646

±0,05957

0,2433

±0,04922

0,2975

±0,1444

0,6049

±0,07997

αGC (C26:0) • **

(0,0077)

ns

(0,1374)

ns

(0,0715)

DB01-1 (C24:0) **

(0,0077)

• ns

(0,5718)

**

(0,0026)

PBS44 (C24:1) ns

(0,1374)

ns

(0,5718)

• *

(0,0321)

PBS57 (C24:1) ns

(0,0715)

**

(0,0026)

*

(0,0321)

•

Tabelle 3.3: Statistische Auswertung der Untersuchung der maximalen Bindung unterschiedlich beladener

CD1d Dimere der Maus (vgl. Abb. 3.7). Maximale Bindung bei Beladung von αGC und PBS57 erreicht in

Gegenwart von Tween20, mit DB01-1 in Gegenwart von Triton X-100, mit PBS44 in Gegenwart von Tyloxapol.

Oben angegeben: Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils mindestens drei unabhängig durchgeführten

Experimenten (vgl. 3.1.2). Statistischer Vergleich der Dimerbindungen mittels ungepaartem t-Test, in Klammern:

p-Wert. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005.

CD1d Maus

αGC

(C26:0)

DB01-1

(C24:0)

PBS44

(C24:1)

PBS57

(C24:1)

0,9823

±0,03402

0,3482

±0,05726

0,6630

±0,2111

1,295

±0,2186

αGC (C26:0) • ***

(<0,0001)

ns

(0,0609)

ns

(0,0706)

DB01-1 (C24:0) ***

(<0,0001)

• ns

(0,0673)

**

(0,0019)

PBS44 (C24:1) ns

(0,0609)

ns

(0,0673)

• *

(0,0227)

PBS57 (C24:1) ns

(0,0706)

**

(0,0019)

*

(0,0227)

•
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Tabelle 3.4: Statistische Auswertung der Untersuchung der maximalen Bindung unterschiedlich beladener

CD1d Dimere des Menschen (vgl. Abb. 3.7). Alle maximalen Bindungen erreicht bei Beladung in Gegenwart

von Tyloxapol. Oben angegeben: Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils mindestens drei unabhängig

durchgeführten Experimenten (vgl. 3.1.2). Statistischer Vergleich der Dimerbindungen mittels ungepaartem t-

Test, in Klammern: p-Wert. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005.

CD1d Human

αGC

(C26:0)

DB01-1

(C24:0)

PBS44

(C24:1)

PBS57

(C24:1)

0,9160

±0,2711

0,4170

±0,07353

0,4760

±0,1076

1,209

±0,1962

αGC (C26:0) • *

(0,0370)

ns

(0,0592)

ns

(0,2044)

DB01-1 (C24:0) *

(0,0370)

• ns

(0,4767)

**

(0,0028)

PBS44 (C24:1) ns

(0,0592)

ns

(0,4767)

• **

(0,0048)

PBS57 (C24:1) ns

(0,2044)

**

(0,0028)

**

(0,0048)

•

Tabelle 3.5: Statistische Auswertung der Untersuchung von CDR2α und HV4α (vgl. Abb. 3.12). Oben an-

gegeben: Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils mindestens drei unabhängig durchgeführten Expe-

rimenten. Dimerbindungswerte der entsprechenden TCRα Ketten, gepaart mit CDR(2+4) (BV8S4-ähnliche)

TCRβ Kette wurden wie beschrieben berechnet (vgl. 3.2). Statistischer Vergleich der Dimerbindungen mittels

ungepaartem t-Test, in Klammern: p-Wert. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005.

rAV14S6 93A rAV14S2 93A

S6 S6

T1→2

S6

T1→2++

S6

T1→2++

A68E

S6

A68E

S2 S2

T2→1

S2

E68A

98,89

±12,84

75,50

±24,67

86,80

±29,30

26,13

±13,64

33,80

±7,41

23,61

±8,60

17,83

±3,59

62,93

±14,85

S6 • ns

(0,1321)

ns

(0,4718)

***

(0,0008)

***

(0,0006)

***

(<0,0001)

***

(0,0001)

*

(0,0184)

S6 T1→2 ns

(0,1321)

• ns

(0,5280)

*

(0,0204)

*

(0,0323)

**

(0,0054)

**

(0,0080)

ns

(0,4618)

S6 T1→2++ ns

(0,4718)

ns

(0,5280)

• *

(0,0164)

*

(0,0244)

**

(0,0044)

**

(0,0077)

ns

(0,2459)

S6 T1→2++ A68E ***

(0,0008)

*

(0,0204)

*

(0,0164)

• ns

(0,4405)

ns

(0,7740)

ns

(0,3657)

*

(0,0341)

S6 A68E ***

(0,0006)

*

(0,0323)

*

(0,0244)

ns

(0,4405)

• ns

(0,1622)

*

(0,0284)

*

(0,0384)

S2 ***

(<0,0001)

**

(0,0054)

**

(0,0044)

ns

(0,7740)

ns

(0,1622)

• ns

(0,3314)

**

(0,0066)

S2 T2→1 ***

(0,0001)

**

(0,0080)

**

(0,0077)

ns

(0,3657)

*

(0,0284)

ns

(0,3314)

• **

(0,0069)

S2 E68A *

(0,0184)

ns

(0,4618)

ns

(0,2459)

*

(0,0341)

*

(0,0384)

**

(0,0066)

**

(0,0069)

•

73



3 Ergebnisse

Tabelle 3.6: Statistische Auswertung der Untersuchung von BV Segment und CDR3β (vgl. Abb. 3.22). Oben

angegeben: Mittelwerte und Standardabweichung aus jeweils mindestens drei unabhängig durchgeführten Ex-

perimenten. Dimerbindungswerte der entsprechenden TCRα Ketten, gepaart mit CDR(2+4) (BV8S4-ähnliche)

TCRβ Kette wurden wie beschrieben berechnet (vgl. 3.2). Statistischer Vergleich der Dimerbindungen mittels

ungepaartem t-Test, in Klammern: p-Wert. ns: p > 0.05 ,*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005.

rAV14S6 93A rAV14S2 93A

S6 93A

BV8S4

CDR3β#1

S6 93A

BV8S4

CDR3β#2

S6 93A

BV8S2

CDR3β#1

S6 93A

BV8S2

CDR3β#2

S2 93A

BV8S4

CDR3β#1

S2 93A

BV8S4

CDR3β#2

S2 93A

BV8S2

CDR3β#1

S2 93A

BV8S2

CDR3β#2

98,89

±12,84

37,23

±8,98

67,40

±11,46

36,20

±5,77

23,61

±8,60

24,20

±3,03

13,58

±1,32

22,80

±5,08

S6 BV8S4

CDR3β#1

• ***

(0,0009)

**

(0,0048)

***

(0,0006)

***

(<0,0001)

***

(0,0002)

***

(<0,0001)

***

(0,0002)

S6 BV8S4

CDR3β#2

***

(0,0009)

• *

(0,0123)

ns

(0,08749)

ns

(0,0971)

ns

(0,0758)

**

(0,01)

ns

(0,0726)

S6 BV8S2

CDR3β#1

**

(0,0048)

*

(0,0123)

• **

(0,0030)

***

(0,0009)

***

(0,0002)

***

(<0,0001)

***

(0,0004)

S6 BV8S2

CDR3β#2

***

(0,0006)

ns

(0,08749)

**

(0,0030)

• ns

(0,0820)

*

(0,0332)

**

(0,0024)

*

(0,0392)

S2 BV8S4

CDR3β#1

***

(<0,0001)

ns

(0,0971)

***

(0,0009)

ns

(0,0820)

• ns

(0,9156)

ns

(0,0978)

ns

(0,8920)

S2 BV8S4

CDR3β#2

***

(0,0002)

ns

(0,758)

***

(0,0002)

*

(0,0332)

ns

(0,9156)

• **

(0,0032)

ns

(0,7037)

S2 BV8S2

CDR3β#1

***

(<0,0001)

**

(0,01)

***

(<0,0001)

**

(0,0024)

ns

(0,0978)

**

(0,0032)

• *

(0,0324)

S2 BV8S2

CDR3β#2

***

(0,0002)

ns

(0,0726)

***

(0,0004)

*

(0,0392)

ns

(0,8920)

ns

(0,7037)

*

(0,0324)

•
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4 Diskussion

4.1 Beladung von CD1d Dimeren

CD1d Oligomere haben sich als wertvolles Werkzeug zur Untersuchung von iNKT Zellen und

deren TCR abhängigen Interaktionen erwiesen [50, 86, 104, 120]. Aufgrund geringer Spezies-

kreuzreaktivität des Ratten iNKT TCR, war die Generierung von Ratten CD1d Dimeren ein

wichtiger Schritt zur direkten Identifizierung einer primärer Ratten iNKT Zellpopulation und

eröffnete auch die Möglichkeit zur Analyse deren Ligandenbindungseigenschaft [78, 79]. Um

diese auch auf Untersuchungen der humanen Interaktionspartner in vergleichbarer Art auszu-

dehnen, wurden in dieser Arbeit humane CD1d Dimere zusätzlich zu denen aus Ratte und Maus

in entsprechender Weise generiert und, im Vergleich mit humanen CD1d Tetrameren, anhand

ihrer Bindung an humane iNKT TCR getestet (vgl. 3.1.1). Das generierte Konstrukt zeigte im

Test eine deutliche Bindung an humanen iNKT TCR, vergleichbar mit der Funktionalität des

humanen CD1d Tetramers, und nur geringe unspezifische Bindung in unbeladener Form.

Da iNKT Zellrezeptoren CD1d Moleküle im Komplex mit Lipidantigenen binden, müssen

CD1d Dimere zuvor jedoch in vitro mit Lipiden beladen werden. α-Galactosylceramid (αGC),

ein Cerebrosid, dessen polare Kopfgruppe (Galactose) α anomerisch mit der Sphingosinkette

verbunden ist, stellt das meistgenutzte, da potenteste bisher bekannte Antigen der iNKT Zellen

dar. Vorangegangene Versuche zeigten, dass eine effektive Beladung der generierten Ratten

CD1d Dimere, erkennbar an deren Bindungsfunktionalität, nur unter Beihilfe eines Detergens

möglich ist [79]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Abhängigkeit der CD1d Beladung mit

verschiedenen, auf αGC basierenden, Lipidantigenen von (Art des) Detergens und Ursprung

des CD1d Moleküls untersucht (vgl. 3.1.2). Die Beladung erfolgte durch Inkubation von in

PBS gelösten CD1 Dimeren zusammen mit in DMSO gelösten Lipiden bei einem molaren

Verhältnis von 1:40. Hierbei zeigte sich, dass die Wahl des Detergens zur Optimierung der

Beladungseffektivität sowohl von der Art des CD1d Moleküls abhängt, als auch von der Struktur
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des zur Beladung verwendeten Lipids.

Während der Beladung muss der hydrophobe Teil des Glycolipids in Form der beiden Li-

pidketten innerhalb einer wässrigen Lösung in die, zwischen den α1 und α2 Helices des CD1d

Moleküls verborgenen, hydrophoben Bindungstaschen A’ und F’ eingefügt werden. In wässri-

ger Lösung tendieren amphiphile Moleküle zur Formierung von Micellen. Aufgrund der unter-

schiedlichen Wasserlöslichkeit von polarer Kopfgruppe und unpolaren Lipidketten lagern sich

mehrere Glycolipide zusammen. Hierbei bilden die wasserunlöslichen Lipidketten, sich parallel

zueinander nach innen ausrichtend, eine eigene Phase im Inneren dieses Aggregats, die durch

die verknüpften polaren Kopfgruppen von der wässrigen Umgebung abgegrenzt wird. Es ist zu

erwarten, dass sich die Formierung einer derartigen Struktur negativ auf die Effektivität der

Beladung auswirkt, da die solcherart zusammengelagerten Lipidketten nicht länger zugänglich

sind. Zur Veränderung der spontanen Selbstassemblierung der Glycolipide kann eine Modifizie-

rung ihrer Struktur und damit die Beeinflussung ihrer Wasserlöslichkeit ebenso wie die Zugabe

von Detergenzien beitragen. Diese stellen selbst amphiphile Moleküle dar, die mit den Glyco-

lipidaggregaten interferieren können, wobei es zu einer Verbesserung der Löslichkeit einzelner

Glycolipide kommt. Dies kann die generelle Abhängigkeit der Beladungseffektivität von der

Anwesenheit eines Detergens in der Lösung erklären.

Auffällig war, dass von den untersuchten αGC Derivaten nur PBS57 (C24:1) ohne Zugabe von

Detergens zur Beladung genutzt werden konnte. Ähnliche Studien der in vitro Beladung von

CD1d aus Mensch und Maus zeigten bereits die Detergensabhängigkeit bei Beladung mit αGC

(C26:0) und DB01-1 (C24:0), die erst bei zusätzlicher Modifizierung der Alkylkette (C20:2) auf-

gehoben wurde [92]. Es ist daher anzunehmen, dass die hier untersuchten Veränderungen der

Alkylkette in Form einer Verkürzung und der Einführung einer Doppelbindung, die Wasserlös-

lichkeit des Moleküls im Gesamten nicht ausreichend beeinflussen, um die Detergensabhängig-

keit der Beladung aufzuheben. Wird jedoch zusätzlich zu den beschriebenen Modifikationen der

Alkylkette die polare Kopfgruppe modifiziert, wie bei PBS57 (C24:1) in Form einer Amidgruppe

am C6 Atom der Glucose, ist die Beladung nicht länger von Detergenzien abhängig. Dies weist

auf eine Veränderung der Zugänglichkeit einzelner Lipidmoleküle in wässriger Lösung während

des Beladungsprozesses hin. Die Veränderung der polaren Kopfgruppe führt mutmaßlich zu

einer Änderung des Verhältnisses zwischen hydrophilem bzw. lipophilem Anteil des Moleküls

und damit einer Veränderung seiner Eigenschaften bezüglich Löslichkeit und Aggregatbildung.

Weniger wahrscheinlich erscheint hingegen eine Optimierung des Einfügens in die CD1d Bin-
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dungstaschen, wie man es bei der Modifizierung der Alkylkette erwartet, da anzunehmen ist,

dass die zu jedem Zeitpunkt aus der hydrophoben Bindungstasche herausragende polare Kopf-

gruppe im Verlauf der Beladung eine vergleichsweise geringe Rolle spielt.

Dass die Wahl des Detergens nicht allein von der Struktur des Lipidantigens abhängt, son-

dern ebenso von der Beschaffenheit des CD1d Moleküls, lässt hingegen auf Unterschiede im

Aufbau der Antigenbindungstaschen der CD1d Moleküle schließen. Es ist vorstellbar, dass die

Interaktion eines Detergens mit der hydrophoben Bindungstasche des CD1d diese öffnet und

dadurch deren Zugänglichkeit für freie Glycolipide erhöht. Da sich Maus, Mensch und Rat-

ten CD1d auch in den Antigenbindungstaschen der jeweiligen CD1d Moleküle unterscheiden,

könnte darin eine Erklärung für unterschiedliche Detergenspräferenzen während der Beladung

zu finden sein. Modifikationen der Alkylkette können das Einfügen von Lipiden in die CD1d

Bindungstaschen beeinflussen [92]. Die ursprünglich beobachtete Triton X-100 Abhängigkeit

der Ratten CD1d Beladung mit αGC (C26:0) konnte deutlich bestätigt werden, während für

Maus CD1d mit Hilfe von Tween20 die höchste Wirksamkeit erzielt wurde und humanes CD1d

unabhängig von der Art des eingesetzten Detergens war. Die Verkürzung der Alkylkette (αGC

(C26:0) zu DB01-1 (C24:0)) hatte eine Verringerung der Detergenspräferenz während der Be-

ladung von CD1d aus Ratte und Maus zur Folge, zeigte jedoch den gegenteiligen Effekt auf

die Beladung von humanem CD1d. Die Einführung eines Knickes in die Alkylkette in Form

einer C-C Doppelbindung (DB01-1 (C24:0) zu PBS44 (C24:1)) verringerte die Hierarchie der

Detergenspräferenz für die Beladung von CD1d aus allen untersuchten Spezies. Dies könnte

auf eine vereinfachte Beladung aufgrund der verkürzten und in ihrer Konformation veränder-

ten Alkylkette zurückzuführen sein, wodurch die optimale Öffnung der CD1d Bindungsgrube

durch das Detergens einen niedrigeren Stellenwert einnimmt. Kristallstrukturanalysen zeigten,

dass αGC (C26:0) eine diesem Knick der Alkylkette entsprechende Konformation während der

Präsentation durch CD1d annimmt (Prof. Dr. Thomas Müller, persönliche Kommunikation).

Dies lässt den Schluss zu, dass die Einführung der C-C Doppelbindung die Beladung von CD1d

begünstigen kann.

Wie sich die Unterschiede in der Beladungseffektivität von CD1d Molekülen auf eine Di-

merfärbung auswirken könnten, ist in Abbildung 4.1 dargestellt: Während der Inkubation der

transduzierten Zellen mit CD1d Dimeren, befinden sich unbeladene, einfach beladene und dop-

pelt beladene CD1d Dimere in der Lösung. Deren Verhältnis hängt von der Effektivität der

vorangegangenen in vitro Beladung von CD1d mit dem jeweiligen Lipid ab. Im Gegensatz
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Abbildung 4.1: Modell der Dimerfärbung in Abhängigkeit der Beladung. Vergleichend dargestellt: Verlauf

der Dimerfärbung von iNKT TCR exprimierenden Zellen mit unterschiedlich effektiv beladenen CD1d Dimeren

(oben: ineffektiv, unten: effektiv). Schritte: Inkubation/Waschen/Detektion.

zu vollständig unbeladenen CD1d Dimeren, können sowohl einfach als auch doppelt belade-

ne CD1d Dimere an iNKT TCR binden. Geht man davon aus, dass sich die Assoziationsrate

beider Arten von Dimeren nicht unterscheidet, kann man ein ihrem Verhältnis in der Lösung

entsprechendes Bindungsverhältnis erwarten. Jedoch sind nur doppelt beladene Dimere in der

Lage als Dimer zu fungieren und zwei iNKT TCR gleichzeitig zu binden. Dadurch wird de-

ren Bindungsstabilität stark erhöht. Einfach beladene CD1d Dimere wären eher als Monomere

zu betrachten, die durch die Beschränkung auf eine einzelne Bindung auch eine entsprechend

höhere Dissoziationsrate aufweisen. Dies müsste bereits während der Inkubation dazu führen,

dass vermehrt einfach beladene Dimere dissoziieren und sowohl durch einfach als auch durch

doppelt beladene Dimere ersetzt werden. Hierdurch würde sich während der Inkubation, bei der

sich freie Dimere im Überstand befinden, das Verhältnis zwischen einfach oder doppelt bela-

denen gebundenen Dimeren zugunsten der doppelt beladenen Dimere verschieben. Nach einem

erfolgtem Waschschritt können dissoziierende Dimere jedoch nicht mehr in diesem Maße ersetzt

werden. Geht man davon aus, dass aufgrund der hohen Dissoziation die Bindung eines Groß-

teils der verbliebenen einfach beladenen Dimere im weiteren Verlauf der Färbung verloren geht

und hauptsächlich die Bindung doppelt beladener CD1d Dimere detektiert und gemessen wer-

den kann, so würde das anfängliche Verhältnis zwischen einfach und doppelt beladener Dimere

die letztendlich gemessene maximale Bindung beschränken. Daraus würden sich, abhängig von
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der Beladungseffektivität, verschiedene Sättigungen der Dimerbindung für dieselbe Interaktion

ergeben, wie es sich auch im Verlauf der Beladungsuntersuchungen gezeigt hat.

Es zeigte sich jedoch nicht nur der Einfluss von Beladungsbedingungen auf die CD1d Di-

merbindung, sondern auch eine signifikant niedrigere maximale Ligandenbindung bei Beladung

aller CD1d Dimere mit DB01-1 (24:0) im Vergleich zu αGC (C26:0). Dieser Einfluss wurde

bereits für Mensch und Maus CD1d Tetramere gezeigt [92]. Die strukturellen Unterschiede

beider Lipide finden sich in der modifizierten Lipidkette der αGC Derivate, diese ist während

der Interaktion jedoch in die hydrophoben Bindungstasche des CD1d Moleküls eingepasst und

wird nicht durch den iNKT TCR gebunden. Die Konformation von CD1d wird jedoch durch

dessen Beladung mit Glycolipiden verändert [121] und diese Veränderung kann, abhängig von

der Länge der eingefügten Lipidketten, zu einer Veränderung der iNKT TCR Affinität führen

[108]. Wahrscheinlicher scheint jedoch wiederum eine unterschiedlich effektive maximale Bela-

dung der αGC Derivate, was die maximale Dimerbindung, wie zuvor ausgeführt, beeinflussen

kann und somit unabhängig von der eigentlichen iNKT TCR/CD1d:Lipid Interaktion zu deut-

lich veränderten Sättigungskurven führen würde. Dieser Effekt auf die Beladung wurde jedoch

durch die zusätzliche Modifizierung der polaren Kopfgruppe in Form einer Addition von Aceta-

mid am C6 Atom aufgehoben, wie bei PBS57 (C24:1) beobachtet werden konnte. Die maximale

Bindung von CD1d Dimeren aller Spezies war nach Beladung mit PBS57 (C24:1) signifikant

höher als nach Beladung mit PBS44 (C24:1). Die hohe Wirksamkeit von PBS57 (C24:1) als

iNKT Zellligand wurde bereits beschrieben [91]. Dessen Lipidketten sind jedoch identisch mit

PBS44 (C24:1). Daher muss die erhöhte Beladungseffektivität auf die Modifikation des Zuckers

zurückzuführen sein, die, wie zuvor ausgeführt, dessen Löslichkeit beeinflussen kann.

Zum weiteren Vergleich der Affinitätsunterschiede unterschiedlicher αGC Derivate zu CD1d

Molekülen aus Mensch, Maus und Ratte, sollte deren Bindung anhand eines kompetitiven Im-

munassays bestimmt werden. In dieser Methode wird die Beladung von CD1d mit biotinylier-

tem Reporterlipid (18:1 Biotinyl Phosphoethanolamin, Bio-PE) detektiert und deren Reduktion

aufgrund der Kompetition durch Beimischung des zu untersuchenden Lipids bestimmt. Diese

Methode wurde bereits mehrfach zur vergleichenden Untersuchung der CD1d Lipidbindung

eingesetzt [122–124]. Es wurden zwei verschiedene, dort beschriebene Ansätze getestet: A) Im-

mobilisierung der CD1d Dimere auf mit anti-mIgG Antikörper beschichteten 96 well Platten,

Bindung des Bio-PE an immobilisiertes CD1d, Detektion der durch die Bindung immobiliserten

Bio-PE Moleküle mittels enzymgekoppeltem Streptavidin. B) Immobilisierung des Bio-PE auf
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mit NeutrAvidin beschichtenen 96 well Platten, Bindung der CD1d Dimere an immobilisiertes

Bio-PE, Detektion der durch die Bindung immobiliserten CD1d Dimere mittels enzymgekop-

peltem anti-mIgG Antikörper. Es konnte jedoch bei Ansatz A) keine (nicht biotinyliertes PE)

oder eine nur teilweise (PBS57) Kompetition erreicht werden. Zusätzlich zeigte sich bei Ansatz

B) eine vollständige Inhibition der CD1d/Bio-PE Interaktion unabhängig von Kompetitorlipi-

den auch durch alleinige Zugabe geringer Mengen von DMSO bzw. Detergens (Triton X-100).

Ein Verlust der Bindung von CD1d Molekülen an eine mit biotinyliertem αGC beschichtete

Oberfläche durch die Zugabe von Detergens (Tween 20) oder DMSO wurde auch bei Oberflä-

chenplasmonenresonanzspektroskopieuntersuchungen beobachtet [125]. Dort wurde auch eine

hohe unspezifische Bindung von CD1d Molekülen an hydrophobe Oberflächen beschrieben, die

das Ergebnis von Untersuchungen dieser Art zusätzlich verfälschen kann.

4.2 CD1d Dimerbindungsstudien

Die AV14 Genfamilie der Ratte unterscheidet sich hauptsächlich in der Sequenz ihrer CDR2α

Region, anhand derer sie gruppiert wurde [83, 84]. Durch die Nutzung von αGC beladenen

CD1d Dimeren [78, 79] konnte in der vorliegenden Studie deren Ligandenbindung durchflusscy-

tometrisch untersucht werden. Hierzu wurden repräsentative Vertreter beider Typen an rAV14

Gensegmenten mit unterschiedlichen CD1d Bindungseigenschaften mittels Mutagenese verän-

dert und die Auswirkung auf die CD1d Dimerbindung analysiert (vgl. 3.2). Es konnte gezeigt

werden, dass rCD1d:αGC Bindungsunterschiede, die zunächst zwischen Typ 1 und Typ 2 AV14

enthaltenden Ratten iNKT TCR beobachtet wurden, unabhängig von den jeweiligen CDR2α

Sequenzen bestehen. Da der Austausch der genutzten Aminosäuresequenz zwischen Typ 1 und

Typ 2 (AV14S6 CDR2α T1→2{++} bzw. AV14S2 T2→1) keine signifikante Auswirkung auf die

ursprüngliche rCD1d Bindung der entsprechenden Rezeptoren hatte, kann ein wesentlicher Ein-

fluss dieser Region auf die Ligandenbindung ausgeschlossen werden. Die CDR2α unabhängige

CD1d:αGC Bindung von iNKT TCR Rezeptoren wurde bereits bei Mensch und Maus Rezep-

toren beschrieben [67, 71, 112, 113]. Darin konnte, auch anhand von Kristallstrukturanalysen

der entsprechenden Interaktion, gezeigt werden, dass kein direkter Kontakt zwischen CDR2α

und Ligand während der Interaktion hergestellt wird. Jedoch kann anhand einer fehlenden di-

rekten Interaktion allein nicht ausgeschlossen werden, dass die jeweilige Region Einfluss auf

die Bindung besitzt. Indirekte Effekte, wie Stabilisierung der Struktur und Konformation des
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Rezeptors während der Interaktion, aber auch Erhöhung der Flexibilität, können entscheidende

Bedeutung für die Ligandenbindung besitzen [75]. Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte zum

ersten Mal der maßgeblicher Einfluss auf die CD1d Bindung durch die vierte Hypervariable Re-

gion der TCRα Kette (HV4α) von Ratte und Maus gezeigt werden. Die rAV14 Gensegmente

der Ratte weisen, unabhängig von der klassischen Einteilung anhand ihrer CDR2α Sequenz,

Unterschiede innerhalb ihrer HV4α Regionen auf [78, 83]. Die Aminosäure an Position 68, wel-

che sich in den untersuchten Ratten iNKT TCR AV14 Gensegmenten unterscheidet, konnte als

verantwortlich für deren Ratten CD1d Bindungsunterschiede identifiziert werden (vgl. 3.2.1).

Unabhängig von der CDR2α Sequenz führte der Austausch des im rAV14S6 (Typ 1) genutzten

Alanins zu Glutaminsäure (rAV14S6 {CDR2α T1→2++} A68E) zu einer signifikant niedrigeren

rCD1d:αGC Dimerbindung, die sich nicht von rAV14S2 unterscheidet. Umgekehrt führte eine

E68A Substitution bei rAV14S2 zu einer signifikanten Erhöhung der Bindung. Der resultierende

Rezeptor rAV14S2 E68A zeigte eine signifikant höhere Ligandenbindung als alle untersuchten

Rezeptorvarianten, die Glutaminsäure an Position 68 trugen, unabhängig von Typ des CDR2α

und des restlichen Gensegments. Diese Untersuchungen zeigen deutlich die Modulierung der

CD1d:αGC Bindung durch, in Ratten AV14 Gensegmenten natürlich auftrende, Varianten an

Position 68 innerhalb des HV4α. Mit dem iNKT TCR der Maus durchgeführte Bindungsanaly-

sen der CD1d:αGC Interaktion zeigten keine direkte Beteiligung von Aminosäure 68 im HV4α

der Maus (Lysin) [71]. Durch die in der vorliegenden Arbeit erstmalig durchgeführte Alaninsub-

stitution von 68K im Maus iNKT TCR konnte jedoch der signifikante Einfluss dieser Position

auf die Ligandenbindung auch in der Maus nachgewiesen werden. Genauere Modellierungen,

anhand der bereits publizierten Kristallstrukturen, erlaubten einen Einblick in die intramole-

kularen Interaktionen des HV4α im Maus iNKT TCR (vgl. Abb. 3.14A). Hier zeigte sich die

direkte Interaktion zwischen Position 68 (K68) und dem CDR1α. Von besonderem Interesse er-

schien die Wasserstoffbrückenbindung der K68 Seitenkette mit Asparagin an Position 31 (N31),

das wesentlich zur direkten Bindung von αGC beiträgt [71]. Ein Verlust dieser Interaktion, wie

bei einer K68A Substitution zu erwarten wäre, könnte zu einer Destabilisierung der Struktur,

einhergehend mit dem Verlust der Bindungsaffinität, führen. Wie bereits gezeigt wurde, ist die

Interaktion des semi-invarianten iNKT TCR wenig flexibel [66]. Im Zuge der Bindung werden

von CD1d präsentierten Antigene weitestgehend in eine durch die Konformation des iNKT

TCR definierte Stellung gezwungen. Die Anpassung erfolgt somit beim Liganden, wobei es von

Vorteil erscheint, einen hohen Grad an Stabilisierung innerhalb des iNKT TCR zu erreichen.
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Im Gegensatz zum iNKT TCR der Maus führte die Nutzung von Alanin an Position 68

im iNKT TCR der Ratte zu keinem kompletten Verlust der CD1d:αGC Bindung. Um die ge-

gensätzlichen Effekte dieser Region auf die Bindungsunterschiede des Rezeptors im Ganzen zu

verstehen, müssen die Interaktionen der Aminosäurereste beider Spezies im Detail betrachtet

werden. Da kein Modell der Kristallstruktur des Ratten iNKT TCR oder dessen Ligandenin-

teraktion existiert, wurde von Prof. Dr. Thomas Müller ein Homologiemodell der Interaktion

eines Typ 1 rAV14S6 93A Ratten iNKT TCR mit rCD1d:αGC erstellt, welches auf der Kris-

tallstruktur der entsprechenden Maus Interaktion basiert (PDB Code 3HE6, [71]) (vgl. Abb.

4.2). Anhand dieser Modelle war es ihm möglich, die beobachteteten, unterschiedlichen Einflüs-

se des HV4α und Effekte der Alaninsubstitution von Position 68 in beiden Spezies genauer zu

erklären. Die gewonnenen Erkenntnisse bestätigten die zuvor durchgeführten Modellierungen

im Detail und lieferten zusätzlich Erklärungen für den beobachteten Einfluss des HV4α in der

Ratte. Daher möchte ich diese im Folgenden referieren:

Die Schleifen der CDR1-3α sowie der HV4α Region sind durch ein komplexes Netzwerk aus

Wasserstoffbrückenbindungen verbunden. Diese Vernetzung trägt zur Stabilisierung ihrer Kon-

formation bei, welche maßgeblich für die effektive Ligandenbindung ist. CDR2α und HV4α

bilden, wie im Modell zu erkennen, keine direkte Bindung zum Liganden aus. Jedoch entste-

hen Wasserstoffbrückenbindungen, die zur Positionierung der CDR3α und vor allem CDR1α

Region beitragen. Hierbei ist speziell die Lage von Asparagin an Position 31 (Position 30 im

ursprünglichen Modell) im CDR1α von Interesse, da es genau über dem vom CD1d Molekül

präsentierten αGC positioniert wird und dieses direkt bindet (vgl. Abb. 4.2B + C). Im iNKT

TCR der Maus werden die Asparaginsäure an Position 30 (D30, 29 im ursprünglichen Modell)

und Asparagin an Position 31 (N31, 30 im ursprünglichen Modell) im CDR1α durch Wasser-

stoffbrückenbindungen der Seitenkette des Lysins 68 (K68) im HV4α und des Tyrosins 25 (Y25,

24 im ursprünglichen Modell) im CDR1α selbst stabilisiert. Bei einer K68A Substitution, wie in

dieser Arbeit durchgeführt, kommt es zu einem Verlust der Interaktion zwischen K68 und D30,

sowie K68 und N31. Zusätzlich wird die negative Ladung der Seitenkette von D30 nicht länger

durch die positiv geladene Seitenkette des K68 neutralisiert, was ebenso zu einer Destabilisie-

rung des CDR1α führen kann. In einigen Typ 1 iNKT TCR der Ratte, wie etwa bei rAV14S6,

befindet sich an Position 68 im HV4α ein Alanin. Im Gegensatz zur Maus, führt die Nutzung

von 68A nicht zu einem Verlust der Ligandenbindung, während die im Typ 2 rAV14S2 Genseg-

ment vorhandene Glutaminsäure (68E) diese signifikant reduziert. Diese Unterschiede zwischen
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Maus und Ratte können durch die abweichende Sequenz des CDR1α erklärt werden. Während

an Position 30 im CDR1α der Maus (Position 29 im ursprünglichen Modell), wie beschrieben,

Asparaginsäure zu finden ist, ist diese Position in der Ratte von Phenylalanin (F30) besetzt,

welches mit der hydrophoben Seitenkette von A68 wechselwirken kann Dies trägt ähnlich zur

Stabilisierung bei, wie die Ausbildung einer Wasserstoffbrückenbindung zwischen D30 und K68

im Maus iNKT TCR. Ist nun Glutaminsäure anstatt Alanin an Position 68 im HV4α des Ratten

iNKT TCR codiert, wird nicht nur diese hydrophobe Wechselwirkung gestört, sondern es wird

auch eine ungepaarte negative Ladung in das System eingeführt und die im Vergleich längere

Seitenkette des E68 ist sterisch in ungünstiger Nähe zu F30 im CDR1α.

Der in den CD1d Dimerbindungsstudien dieser Arbeit erstmalig beobachtete Einfluss von

Position 68 im HV4α des iNKT TCR der Ratte und Maus, kann somit auf molekularer Ebene

erklärt werden. Im iNKT TCR des Menschen ist ebenso Alanin an Position 68 im HV4α zu

finden. Der Austausch dieser Aminosäure zu einer Glutaminsäure, entsprechend den Unter-

schieden im Ratten iNKT TCR, führte jedoch zu keiner Veränderung der Ligandenbindung.

Die Stabilisierung des CDR1α scheint hier, unabhängig davon, auch bei einer K68A Substi-

tution zu bestehen, obwohl im Menschen, wie bei der Ratte, an Position 30 im CDR1α ein

Phenylalanin codiert ist. Nähere Betrachtungen der Kristallstruktur der humanen iNKT TCR

Interaktion mit huCD1d:αGC (PDB code: 2PO6 [67]) zeigten im Gegensatz zur Maus und des

Homologiemodells der Ratte keine Interaktion von Position 68 im HV4α des Menschen mit dem

CDR1α (vgl. Abb. 3.14B). Hier könnte der CDR1α, der ebenso wie in der Maus entscheidend

zur Lipidbindung beiträgt [67, 113], über ein differenzielles Netzwerk an Wasserstoffbrücken-

bindungen und hydrophoben Wechselwirkungen unabhängig vom HV4α stabilisiert werden. So

bildet Serin 31 im iNKT TCRα des Menschen beispielsweise eine Wasserstoffbrückenbindung

mit der Hauptkette des CDR2α, die die in Maus und Ratte bestehende Interaktion mit Position

68 zu ersetzen scheint. Ebenso könnte eine abweichende Positionierung des HV4α und damit

der Position 68 die sterische Hinderung durch die A68E Substitution ausschließen.

Während Variabilität im HV4α nur durch die Existenz verschiedener AV14 Gensegmente

möglich ist, welche keimbahncodierte Sequenzunterschiede aufweisen, können Abweichungen

an Position 93 der TCRα Kette im Zuge der für deren Produktion nötigen somatischen Rekom-

bination zufällig auftreten [20, 26]. Hierbei kann die keimbahncodierte Nukleotidsequenz an der

Schnittstelle zwischen V und J Gensegment während der enzymabhängigen Umlagerung durch

eingefügte Nukleotide verändert werden [29, 65]. Der Einfluss dieser natürlich auftretenden Di-
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Abbildung 4.2: Modell der iNKT TCR Interaktion von Maus und Ratte (Homologiemodell). (A) Übersicht des

Homologiemodells von Ratten CD1d (grün) in Komplex mit β2-Microglobulin (cyan) und Ratten iNKT TCR

(hellgrau: Typ 1 rAV14S6 93A TCRα Kette, dunkelgrau: CDR(2+4), BV8S4-ähnliche TCRα Kette). CDRα 1-3

sowie die Hypervariable Region HV4α in rot, blau, magenta sowie gelb. (B) Vergrößerte Darstellung des Kontak-

tes zwischen Ratten CD1d:αGC und Ratten iNKT TCR, mit Fokus auf Interaktion zwichen CDR1α und αGC

(C Atome in cyan abgebildet). A68E Substitution im HV4α transparent dargestellt, C Atome in magenta. (C)

wie (B), jedoch für die ursprüngliche Interaktion zwischen Maus iNKT TCR und Maus CD1d:αGC. (A-C) An-

merkung: Zählung der Aminosäurereste 1-60 im ursprünglichen Modell der Mausinteraktion entspricht 2-61 der

in dieser Arbeit genutzten Zählung, ab Position 62: identische Zählung. Position 61 ist im ursprünglichen Modell

nicht vergeben. Ursprüngliches Modell der Maus iNKT TCR Interaktion: PDB Code 3HE6, [71]. Modellierung

durchgeführt von Prof. Dr. Thomas Müller.
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versität am Beginn des CDR3α des iNKT TCR auf die Bindung diverser Lipidantigene wurde

im Menschen bereits beschrieben [75]. Die gefundenen Abweichungen (Threonin, Asparagin oder

Isoleucin anstatt des keimbahncodierten Serins) gingen mit einem Verlust an Avidität einher,

was die Bedeutung einer kanonischen, invarianten TCRα Sequenz im iNKT TCR unterstreicht.

In der Ratte wurden, neben dem keimbahncodierten Alanin, Glycin und Valin in umgelagerten

iNKT TCRα Ketten an Position 93 beschrieben [69, 78, 79, 83]. In der vorliegenden Arbeit wur-

de die Auswirkung dieser natürlichen Variabilität auf die CD1d Dimerbindungseigenschaften

verschiedener Ratten iNKT TCR untersucht (vgl. 3.2.2). Ebenso wie für den Menschen be-

schrieben [75], zeigte Position 93 der iNKT TCRα Kette in Maus und Ratte einen signifikanten

Einfluss auf die Ligandenbindung.

Im Typ 1 rAV14S6 Gensegment bewirkte die A93V Substitution eine Reduktion der Bindung

von rCD1d:αGC auf ein Minimum, wie es auch die aus primären IHL klonierte iNKT TCRα

Kette rAV14S8 93V zeigte, dessen Ligandenbindung nach der reversen V93A Substitution si-

gnifikant erhöht wurde. Diese Ergebnisse erklären die ursprünglich beobachteten Unterschiede

in Bindung und Aktivierung zwischen diesen Vertretern der Typ 1 rAV14 Gensegmente [69]. Im

Gegensatz hierzu führte eine A93G Substitution bei rAV14S6 zu einer signifikanten Erhöhung

der rCD1d Dimerbindung. Darüber hinaus ermöglichte die Nutzung von Glycin an Position

93 die Bindung speziesfremder CD1d Dimere aus Maus und Mensch. Diese Spezieskreuzreak-

tivität ist auch für den Maus iNKT TCR beschrieben, in dem Glycin an Position 93 in der

kanonischen iNKT TCRα Umlagerung präsent ist [21, 26]. Dies legt die Vermutung nahe, dass

die beobachtete Spezieskreuzreaktivität des Ratten iNKT TCR nach einer A93G Subsitution

darauf zurückzuführen ist, dass die Sequenz der TCRα Kette der Maus ähnlicher wurde. Jedoch

führte eine entsprechende A93S Substitution, welche den Ratten iNKT TCR dem des Menschen

ähnlicher gestaltet, nicht zu einer signifikant erhöhten Bindung von CD1d Dimeren aus Mensch

und Maus, während die Bindung an Ratten CD1d Dimeren weitestgehend erhalten blieb. Daher

ist anzunehmen, dass 93G im iNKT TCRα der Ratte dessen Bindungsfähigkeit generell erhöht.

Darauf weisen auch die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen der primären iNKT

Zellpopulation hin (vgl. 3.3), die eine Erhöhung der CD1d Bindung durch die A93G Substituti-

on im natürlichen System zeigten. Dieser Effekt kann darin begründet liegen, dass die CDR3α

Schleife nach einer A93G Substitution aufgrund der geringen Größe von Glycin eine flexiblere

Struktur aufweist und somit die Bindung vereinfacht. Genauere Betrachtungen des Homologie-

modells (vgl. Abb. 4.3), durchgeführt von Prof Dr. Thomas Müller, zeigten, dass Alanin die
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Abbildung 4.3: Homologiemodell des iNKT TCR der Ratte mit Fokus auf Position 93 im CDR3α. (A) Position

93 = Alanin. (B) Position 93 = Valin. (C) Position 93 = Serin. Modellierung durchgeführt von Prof. Dr. Thomas

Müller.

Bildung der iNKT TCR typischen Konformation des CDR3α zwar nicht sterisch behindert,

jedoch dessen Positionierung über dem Liganden weniger begünstigt. Der Austausch zu Serin

hingegen führt eine polare Seitengruppe in das System ein, welche mit dem oben beschriebenen

Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen interferieren könnte, welche das CDR1α stabili-

siert, während die unpolare Seitenkette von Valin durch die erhöhte räumliche Ausdehnung

sterisch ungünstig erscheint.

Natürlich auftretende Abweichungen von der kanonischen AV14/AJ18 Umlagerung an Positi-

on 93, dem Beginn des CDR3α, wurden in der Maus mehrfach beschrieben [21, 26, 69, 114–116].

Jedoch wurde bisher nur der Einfluss von Position 94 bis Position 99 des CDR3α auf die CD1d

Bindung des iNKT TCR der Maus untersucht [68]. Speziell an Position 94 tritt in der Maus

natürliche Variabilität in ähnlicher Weise auf, wie an Position 93 [46], was mit Veränderungen

der Ligandenbindung einhergeht. In der vorliegenden Arbeit konnte nun zusätzlich auch die

signifikante Reduktion der CD1d Bindung durch eine natürlich auftretende Alaninsubstitution

an Position 93 der Maus iNKT TCRα Kette gezeigt werden. Der generelle Vorteil der Nutzung

eines Glycin an Position 93 im iNKT TCRα sollte auch für den Menschen getestet werden,

für den dieses nicht zu den dort natürlich auftretenden Varianten gehört [26]. Hier zeigte sich

erneut eine tendenzielle Erhöhung der Bindung von CD1d Dimere aus Ratte und Mensch, je-

doch war diese nicht statistisch signifikant. Allerdings zeigte der humane iNKT TCR bereits bei

Nutzung des kanonischen Serins an Position 93α eine ebenso starke Ligandenbindung wie der

iNKT TCR der Maus mit Glycin an Position 93α und eine deutlich höhere Kreuzreaktivität

mit Ratten CD1d.
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Die beobachteten Bindungsunterschiede zwischen 93A und 93G im iNKT TCRα von Maus

und Ratte spiegelten sich in vergleichbarem Muster ebenso in der Aktivierung dieser Rezeptoren

wider. rAV14S6 93G iNKT TCR transduzierte Zellen zeigten bereits bei niedrigerer Dimerkon-

zentration, im Vergleich zu mit rAV14S6 93A iNKT TCR transduzierten Zellen eine tendenziell

stärkere Stimulation durch Ratten CD1d:PBS57 Dimere. Darüber hinaus wurde eine starke

Stimulation durch CD1d Dimere fremder Spezies ermöglicht. Beim Maus iNKT TCR, der ein

keimbahncodiertes Glycin an Position 93 enthält, konnte im Vergleich mit einer G93A Substi-

tution eine generell stärkere Stimulation durch CD1d Dimere aller Spezies beobachtet werden.

Die S93G Substitution im humanen iNKT TCR hatte kaum Auswirkungen auf dessen Stimula-

tion, die ähnlich der Stimulation des iNKT TCR der Maus unabhängig von der Art der CD1d

Dimere war. Zusammen bestätigen die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen der

V-J Umlagerung deren hohen Einfluss auf die Ligandinteraktion. Zusätzlich konnte Position 93

als Schlüssel für die bereits beschriebene Speziesspezifität des Ratten iNKT TCR identifiziert

werden [69, 78, 79].

Im Vergleich zeigte sich für den iNKT TCR von Maus und Mensch eine niedrigere Bindung

an Ratten CD1d als an CD1d Dimere aus Maus und Mensch, wie es schon für primäre iNKT

TCR Populationen der Maus beschrieben wurde [78]. Die hohe Kreuzreaktivität zwischen Maus

und Mensch bestätigte sich hingegen. Ebenso wurde eine generell schwächere Bindung von

Ratten iNKT TCR an Ratten CD1d beobachtet als bei der Interaktion von Maus iNKT TCR

und Maus CD1d oder humanem iNKT TCR und humanem CD1d. Dies weist auf generelle

Unterschiede im Ratten CD1d oder dessen Lipidpräsentation hin, welche die Bindung des iNKT

TCR benachteiligen könnte.

Alle Bindungsstudien zur Untersuchung der iNKT TCRα Ketten wurden mit einer konstan-

ten β Kette durchgeführt, die einer BV8S4 β Kette der F344 Ratte gleicht [69, 85, 100]. Eine

V14L Substitution, der einzige Unterschied zwischen CDR(2+4) und dem BV8S4 Segment der

F344 Ratte, ist ohne Einfluss auf die Ligandenbindung des iNKT TCR (Daten nicht gezeigt).

In frühreren Studien wurde bereits gezeigt, dass das genutzte BV Segment, wie auch die durch

die V-D-J Umlagerung definierte CDR3β Region, Einfluss auf die Ligandenbindung des iNKT

TCR in Mensch und Maus haben [70, 113, 117, 118]. Auch für die Ratte wurde der Einfluss

von CDR2β und HV4β auf Bindung und Stimulation zweier Typ 1/68A AV14 Ratten iNKT

TCR gezeigt [69]. In vorliegender Arbeit wurde der Einfluss des BV Segments auf die CD1d

Dimerbindung zusätzlich für einen Typ 2/68E AV14 iNKT TCR der Ratte analysiert und
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auch der Einfluss des CDR3β in Abhängigkeit der gepaarten α Kette untersucht (vgl. 3.2.3).

Für alle untersuchten β Ketten, außer rBV8S4 CDR3β #2, erwies sich die rCD1d Dimerbin-

dung in Paarung mit AV14S6 (Typ 1/68A) als signifikant besser, verglichen mit AV14S2 (Typ

2/68E). Ebenso konnte der signifikante Einfluss des BV Segments auf die Dimerbindung bei

einer Kombination mit rAV14S6 bestätigt werden (BV8S4 > BV8S2 ) und auch in Kombination

mit rAV14S2 zeigte sich die gleiche Tendenz, jedoch ohne statistische Signifikanz. Zusätzlich

zeigte der Austausch der CDR3β, dass dieser Einfluss nicht nur von der gepaarten α Kette,

sondern auch von der V-D-J Umlagerung abhängt und nicht für alle CDR3β im Allgemeinen

gültig ist. Im Gegensatz hierzu erwies sich der Einfluss des CDR3β zwar als signifikant für bei-

de untersuchten α Ketten, jedoch in gegensätzlicher Ausprägung. rAV14S6 zeigte unabhängig

von dem umgelagerten BV Segment mit CDR3β#1 eine höhere rCD1d Dimerbindung als in

Kombination mit CDR3β#2, während das Verhältnis bei rAV14S2 für BV8S2 sogar umgekehrt

wurde. Dies lässt den Schluss zu, dass während der Interaktion des Ratten iNKT TCR mit Rat-

ten CD1d:αGC die β Kette unterschiedlich positioniert wird, abhängig davon, ob die Bindung

von einer Typ 1/68A oder Typ 2/68E AV14 α Kette dominiert wird. Betrachtet man den poten-

tiell negativen sterischen Einfluss der Seitenkette der im rAV14S2 an Position 68 vorhandenen

Glutaminsäure, ist eine Verschiebung des CDR1α und damit auch des CDR3α denkbar. Davon

könnte auch die Positionierung der β Kette beeinflusst werden, dessen CDR3β die CD1d:αGC

Interaktion differenziell unterstützen kann. Einen zweiten interessanten Aspekt dieser Ergeb-

nisse stellt der Umstand dar, dass bei gleichzeitigem Austausch von BV Segment und CDR3β

eine nahezu identische rCD1d Dimerbindung erreicht wird, während diese bei Austausch nur

einer dieser Komponenten verringert wurde, wie für AV14S2 gezeigt. Dies zeigt, dass der Ein-

fluss des BV Segments durch differenzielle CDR3β Umlagerung kompensiert werden kann und

umgekehrt.

4.3 TCR Expression von Ratten iNKT Zellen

Die primäre iNKT Zellpopulation der F344 Ratte wurde bereits hinsichtlich ihrer BV8S4 Ex-

pression (30-40%) charakterisiert [78]. Ebenso zeigte sich in jener Studie die generell in der

F344 Ratte vorhandene Tendenz zur dominanten Nutzung von Typ 2 AV14 Gensegmenten

bereits im Thymus und unabhängig von V-J Umlagerung. Zusätzlich wurde in dieser Studie

die bereits gezeigte Funktionalität von Typ 1/68A AV14 Gensegmenten im Ratten iNKT TCR
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bestätigt [69]. Daher kann davon ausgegangen werden, dass dies nicht spezifisch für Umlage-

rungen des iNKT TCR (AV14/AJ18 ) oder in der Selektion von iNKT Zellen begründet ist,

sondern generell in Umlagerungen von Typ 1 rAV14 Gensegmenten im Genom der F344 Ratte.

Weiterhin wurde bereits eine hohe Frequenz an nicht-kanonischen AV14/AJ18 Umlagerungen

mit A93G Substitution in der Ratten beschrieben [69, 78, 79, 83]. Zur weitergehenden Untersu-

chung der TCR Expression von Ratten iNKT Zellen und deren Subpopulationen wurden diese

aufgrund ihrer niedrigen Frequenz in vitro expandiert (vgl. 3.3). Die spezifische Expansion von

Ratten iNKT Zellen mittels des αGC Derivats PBS57 und mit rCD1d:PBS57 Dimer/JJ316

beschichteter Dynabeads erwies sich als hoch effektiv und erlaubte die langfristige Kultivierung

durchflusscytometrisch isolierter iNKT Zellen aus der Rattenmilz. Aufgrund der Art der Ex-

pansion mittels Lipidantigen, ist eine Selektion während der Expansion denkbar. Jedoch zeigten

die resultierenden expandierten iNKT Zellpopulationen eine vergleichbare Frequenz an BV8S4

positiven Zellen, eine reine rAV14S2 Nutzung und eine ähnlichen Anteil an A93G Substitution

in der TCRα Kette, wie es auch für primäre Populationen beschrieben wurde. Diese bestehen-

den Charakteristika weisen darauf hin, dass primäre und expandierte iNKT Zellpopulationen

der Ratte hinsichtlich ihrer TCR Expression und Diversität vergleichbar und Rückschlüsse von

expandierten iNKT Zellen auf die ursprüngliche Population zulässig sind. Die in dieser Arbeit

durchgeführte Charakterisierung von Dimerbindung und TCR Expression expandierter iNKT

Zellen der F344 Ratte zeigte deutlich den Einfluss von AV14/AJ18 Umlagerung und der β Ket-

tenexpression auf die Ligandeninteraktion. Während die BV8S4 Expression die Bindung von

rCD1d Dimeren tendenziell negativ beeinflusste, zeigte sich die Bindung von mCD1d Dimeren

tendenziell unabhängiger von der β Kette, wobei die Expression von BV8S4 im Gegensatz zur

Bindung von rCD1d zu einer leicht verbesserten mCD1d Bindung führte. Der Einfluss des BV

Segments auf die rCD1d:PBS57 Bindung von Ratten iNKT Zellen war nicht von der V-J Umla-

gerung der α Kette abhängig, da in BV8S4 positiver und BV8S4 negativer iNKT Zellpopulation

bei Untersuchung der isolierten cDNA die gleiche Frequenz an A93G Substitutionen gefunden

wurden. Der negative Einfluss der BV8S4 Expression auf die rCD1d:PBS57 Dimerbindung steht

auf den ersten Blick im Kontrast zu früheren Vergleichen der CD1d Bindung verschiedener BV

Gensegmenten, die auch in dieser Arbeit bestätigt werden konnten [69] (vgl. 3.2.3). Hier zeigte

sich eine erhöhte Dimerbindung von BV8S4 β Ketten im iNKT TCR der Ratte im Vergleich mit

BV8S2. Jedoch trat dieser Unterschied nur in Paarung mit Typ 1/68A rAV14 Gensegmenten

und nur für eine der beiden untersuchten V-D-J Umlagerungen der β Kette signifikant auf. In

89
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Paarung mit dem Typ 2/68E Gensegment rAV14S2 konnte dieser Unterschied ebenso nur für

eine der beiden CDRβ Umlagerungen tendenziell beobachtet werden. Dennoch überrascht der

ins Gegenteil umgekehrte Effekt einer BV8S4 Expression in der expandierten iNKT Zellpopula-

tion. In dieser polyklonalen Population muss jedoch neben der BV Segmentexpression auch die

Diversität des CDR3β betrachtet werden. Wie in dieser Arbeit ebenso gezeigt, kann dieses den

Einfluss des BV Segments kompensieren. Außerdem beinhaltet die BV8S4 negative Population

der iNKT Zellen neben BV8S2 noch weitere BV Segmente, deren Einfluss auf die rCD1d Bin-

dung nicht charakterisiert ist. Die im Vergleich zu BV8S4 höhere CD1d Dimerbindung anderer

BV Gensegmente innerhalb dieser Population können für die niedrigere Bindung von BV8S2

Gensegmenten kompensieren.

Unabhängig von der β Kette konnte jedoch auch der Einfluss von Position 93 der TCRα

Kette auf die rCD1d Dimerbindung von Ratten iNKT Zellen gezeigt werden. cDNA sortierter

iNKT Zellen mit hoher rCD1d:PBS57 Dimerbindung beinhaltete eine höhere Frequenz an A93G

Substitution in der umgelagerten AV14 α Kette als cDNA von iNKT Zellen mit niedrigerer

Bindungseigenschaft. Diese Tendenz konnte auch bei in vitro Untersuchungen transduzierter

rAV14S2 iNKT TCR beobachtet werden, jedoch erwies sich die Verbesserung der rCD1d:αGC

Dimerbindung bei A93G Substitution als nicht signifikant. Hierbei wurde dieser Einfluss in der

TCRα Kette jedoch nur in Paarung mit einer Art β Kette untersucht. Dass sich der die Bindung

verstärkende Effekt in der expandierten iNKT Zellpopulation dennoch beobachten lässt, kann

in der Expression diverser β Ketten begründet liegen. Darüber hinaus muss in Betracht gezogen

werden, dass die Expression von Glycin an Position 93 nicht durch kanonische AV14/AJ18 Um-

lagerungen zustande kommt, sondern zusätzliche Nukleotidadditionen während dieses Prozesses

nötig sind. Zusätzlich konnte sie nur bei iNKT TCR Umlagerungen des AV14 Gensegments der

Ratte in hoher Frequenz beobachtet werden, tritt jedoch bei nicht-iNKT Zellen der Ratte nicht

auf. Das deutet darauf hin, dass sie einen Vorteil während der positiven Selektion von iNKT Zel-

len im Thymus darstellt, wodurch die Frequenz dieser nicht-kanonischen Umlagerung innerhalb

der Zellpopulation nach der Selektion höher ist als ihr theoretisches zufälliges Auftreten. Die

in den in vitro Untersuchungen transduzierter Ratten iNKT TCR beobachtete Abhängigkeit

der Spezieskreuzreaktivität von einer A93G Substitution an Position 93 der α Kette, konnte

innerhalb der expandierten iNKT Zellpopulation nur tendenziell beobachtet werden. Während

die mCD1d hoch bindende Fraktion der iNKT Zellen zwar eine leicht erhöhte Frequenz an 93G

aufwies, war 93A noch immer dominant vertreten. Innerhalb der polyklonalen Population vor-
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4.3 TCR Expression von Ratten iNKT Zellen

handene, nicht charakterisierte BV Segmente und V-D-J Umlagerungen der β Kette könnten

zusätzlich die Spezieskreuzreaktivität beeinflussen und die beobachtete Abhängigkeit von Gly-

cin an Position 93 der α Kette, mittels verstärkter Bindung des mCD1d durch die β Kette,

aufheben.

Zur weiteren Charakterisierung der TCR Expression von Ratten iNKT Zellen wurde die cD-

NA der BV8S4 negativen Population expandierter Ratten iNKT Zellen untersucht und mit

cDNA polyklonal expandierter T Zellen verglichen. Im Zuge dieser Untersuchung wurden ge-

zielt umgelagerte BV Segmente amplifiziert, deren Homologe im iNKT TCR der Maus als

funktionell beschrieben worden waren [70]. Hierbei zeigte sich eine präferenzielle Nutzung von

BV8S1, BV8S2 und BV14. Die Auswahl der in der F344 Ratte bevorzugt zur Bildung des

iNKT TCR genutzten BV Segmente zeigte sich somit ähnlich eingeschränkt wie in der Maus,

in der bevorzugt BV8S2 und BV7 im iNKT TCR genutzt werden. Zusammen betrachtet zeig-

te die iNKT Population der F344 Ratte eine sehr eingeschränkte Variabilität hinsichtlich der

TCR Expression, verglichen mit dem theoretischen Potential der genomischen Vielfalt an AV14

Gensegmenten. Zusätzlich erwies sich die BV Diversität als ähnlich niedrig wie in Maus iNKT

Zellen. Die vorhandenen Sequenzunterschiede der gefundenen BV Segmente, die hohe Frequenz

nicht kanonischer V-J Umlagerungen der TCRα Kette und die CDR3β Region verbleiben somit

als Quellen der Variabilität des iNKT TCR der F344 Ratte. All den genannten Bereichen konnte

in dieser Arbeit Einfluss auf die Bindung von Ratten CD1d nachgewiesen werden. Jedoch zeigte

sich die iNKT Zellpopulation im ganzen als relativ homogen in ihrer rCD1d:PBS57 Dimerbin-

dung. Es kann daher spekuliert werden, dass entsprechende Unterschiede dieser auf die Bindung

einwirkenden Faktoren selektionsbedingt größtenteils zur gegenseitigen Kompensation genutzt

werden, wenn davon ausgegangen wird, dass ein begrenzter Rahmen an Affinität des iNKT

TCR, innerhalb dessen eine positive Selektion im Thymus erfolgen kann, existiert. Ähnliches

wurde bereits für die Selektion der iNKT Zellpopulation in der Maus vorgeschlagen [46, 73].

Jedoch kann durch die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente nicht ausgeschlossen wer-

den, dass bei Präsentation anderer Lipidantigene Unterschiede in der Aktivierung innerhalb

der iNKT Zellpopulation auftreten, die bei hochpotenten Liganden wie αGC und PBS57 nicht

sichtbar werden.

Die generell beobachtete fehlende Vielfalt an exprimierten AV14 Gensegmenten in der F344

Ratte und damit auch innerhalb der iNKT Zellpopulation beschränkt die Möglichkeiten einer

Diversifizierung dieser uniformen Zellpopulation zusätzlich. Zur Untersuchung dieser Auswir-
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kungen müssten andere Rattenstämme herangezogen werden. LEW Ratten, deren generelle

AV14 Expression von Typ 1 Gensegmenten dominiert wird, zeigten jedoch keine detektierbare

iNKT Zellpopulation [78]. Andere vielversprechende Stämme, in denen iNKT Zellen gefunden

wurden, sind DA und BN [79]. Während in DA eine ähnliche Dominanz an AV14S2 Expression

gefunden wurde, zeigte BN größtenteils Expression von Typ 1 AV14 Segmenten mit gemisch-

ter HV4α Region (A. Fichtner, D. Paletta, E. Monzon-Casanova, T. Herrmann, unveröffetliche

Daten). Auffallend ist hierbei, dass F344 und DA einerseits bzw. BN und LEW andererseits,

sich in ihren Tcra und Tcrb Haplotypen unterschieden. Daher besteht die Möglichkeit, dass

die in F344 und DA gefundene Dominanz an Typ 2 AV14 Gensegmenten in direktem Zu-

sammenhang mit ihrem Haplotyp steht. Die in LEW und BN gefundene Dominanz an Typ 1

AV14 Gensegmenten ist aufgrund des Verhältnisses der jeweiligen Anzahl im Genom hingegen

eher zu erwarten. Andererseits könnte auch die BV Expression eine Rolle spielen. F344 und DA

(Tcrba) unterschieden sich von BN und LEW (Tcrba) hinsichtlich ihrer BV Allele, so findet sich

in ersteren ein funktionelles BV8S2 Gensegment, nicht jedoch in BN und LEW [85, 126–128].

4.4 Ausblick

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal der modulatorische Einfluss der HV4α auf die iNKT

TCR Bindung von Ratte und Maus gezeigt werden. Im Maus iNKT TCR führte der Verlust

der Seitenketteninteraktionen von Position 68 der TCRα Kette auch zu einem Verlust der

CD1d:αGC Bindung. Es gibt jedoch keine der im iNKT TCR der Maus durchgeführten K68A

Substitution entsprechende in vivo Situation. Im Gegensatz hierzu scheint sich im iNKT TCR

der Ratte ein System entwickelt zu haben, in dem sowohl Alanin als auch Glutaminsäure prä-

sent sein können ohne die Bindungsfähigkeit komplett einzubüßen. Beide Aminosäuren sind

funktionell und ihr unterschiedlicher intramolekularer Einfluss führt zu unterschiedlich starken

CD1d:αGC Bindungen. Dies gilt jedoch nicht uneingeschränkt für alle im TCR von Ratten

iNKT Zellen genutzten β Ketten und CDR3β Umlagerungen. Es konnte deutlich gezeigt wer-

den, dass einzelne Einflüsse von Regionen der α und β Ketten nicht isoliert voneinander zu

betrachten sind, sondern sich gegenseitig beeinflussen. Unterschiede zwischen verschiedenen BV

Segmenten oder CDR3β Regionen konnten in unterschiedlicher α Kettenpaarung verschieden

stark auftreten, nicht länger vorhanden sein oder sich sogar ins Gegenteil umkehren. Ähnliches

konnte für das Zusammenspiel von BV Region und CDR3β innerhalb der β Kette selbst be-
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4.4 Ausblick

obachtet werden. Die Bindung scheint im Allgemeinen für beide Arten der intramolekularen

Stabilisierung, durch Alanin auf der einen und Glutaminsäure auf der anderen Seite, unter-

schiedlich von der gepaarten β Kette abhängig zu sein.

Die durchgeführten Untersuchungen können jedoch nur die Auswirkungen auf die Bindung

von CD1d:αGC Komplexen wiedergeben. Werden durch die differenzielle Einflüsse von 68A

bzw. 68E tatsächlich unterschiedliche Bindungsmodi eingenommen, könnten sich diese Unter-

schiede, je nach Art des Liganden, auch verschieden auswirken. Dies kann für starke Liganden,

wie etwa αGC Derivate, in ähnlicher Weise durchflusscytometrisch getestet werden. Die Bin-

dung von mit schwächeren Liganden, wie β-anomerisch verknüpften Glycolipiden, beladenen

rCD1d Dimeren erwies sich in ersten Experimenten jedoch als durchflusscytometrisch nicht

ausreichend detektierbar. Erste Versuche zeigten jedoch, dass es durch zusätzlichem Einsatz

von anti-Phycoerythrin (PE) Antikörpern möglich ist, dieses Signal zu verstärken, wie es auch

für andere Oligomere beschrieben wurde [129]. Ebenso zeigte der Einsatz von rCD1d Tetrame-

ren nach Beladung mit β-Glucosylceramid eine niedrige, aber detektierbare Färbung (Daten

nicht gezeigt). Dennoch könnten hier sensitivere Methoden, wie die Detektion von gebundenem

CD1d mittels ELISA angewendet werden, wodurch auch die Bindung von CD1d Monomeren

gemessen werden könnte. Ebenso wäre die Messung von CD1d abhängiger Luciferaseaktivität

eine Möglichkeit der sensitiven Detektion schwacher Bindungen. Erste Versuche der Generie-

rung von Luciferase gekoppelten Ratten CD1d Monomeren führten aufgrund der zu geringen

Produktionseffizienz jedoch zu keinem Ergebnis.

Zusätzlich stellt sich die Frage nach der physiologischen Auswirkung der Bindungsunterschie-

de auf die Immunantwort von Ratten iNKT Zellen. Die in dieser Arbeit verbesserte Technik

der Langzeitkultivierung und Expansion von Ratten iNKT Zellen ermöglicht es, diesen Aspekt

näher zu untersuchen. Erste Versuche der Stimulation einer expandierten, reinen iNKT Zell-

population mittels rCD1d:PBS57 Dimer- und anti-rCD28 beschichteter Beads als künstliche

APC, führten zu einer starken Cytokinproduktion. Dies ermöglicht den Vergleich von unter-

schiedlichen und mit verschiedenen Lipiden beladenen CD1d Dimeren hinsichtlich der Stimula-

tion von Ratten iNKT Zellen oder sortierten Subpopulationen. Mittels Cytometric Bead Array

(CBA) könnten so nicht nur Stärke der Immunantwort, sondern auch unterschiedliche Cyto-

kinproduktion der durch den jeweiligen Stimulus aktivierten Populationen bestimmt werden.

Allerdings erscheint die F344 Ratte aufgrund ihrer mangelnden Vielfalt an exprimierten AV14

Gensegmente nicht geeignet, um die Frage nach physiologischen Konsequenzen abweichender
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4 Diskussion

Bindungsmodi auf die Ratten iNKT Zellpopulation zu beantworten. Erste Versuche zeigten,

dass sich hierfür der BN Stamm besser eignen könnte.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen der iNKT TCR Interaktion der Ratte

im Vergleich mit Maus und Mensch deuten auch auf Unterschiede seitens der Lipidpräsentation

durch das jeweilige CD1d hin. Zum einen zeigten sich in der in vitro Beladung der verschiedenen

Dimere deutlich abweichende Präferenzen des zur effektiven Beladung nötigen Detergens, zum

anderen erwies sich CD1d:αGC aus der Ratte im Vergleich als weitaus schwächer in der Bin-

dung von nicht Ratten iNKT TCR als CD1d aus Mensch oder Maus, welche untereinander eine

hohe Spezieskreuzreaktivität aufweisen. Am deutlichsten zu erkennen war dieser Effekt bei der

Bindung des Maus iNKT TCR. Der Grund hierfür muss in Abweichungen seitens des Ratten

CD1d innerhalb der Kontaktfläche der CD1d-iNKT TCR Interaktion gesucht werden, die zu

einer verringerten Bindungsfähigkeit des Maus iNKT TCR führen können. Dies betrifft die α1

und α2 Helices des CD1d selbst, aber auch Veränderungen, die eine abweichende Positionierung

des Lipids zur Folge haben können. Da die charakterisierten direkten Interaktionspartner [71]

seitens des CD1d zwischen Maus und Ratte bis auf eine V149M Substitution (149V kontaktiert

99L im iNKT TCR der Maus) weitestgehend konserviert sind, erscheint eine allgemeine Ände-

rung der Konformation des CD1d oder eine unterschiedliche Positionierung der kontaktierten

Atome im Zucker bzw. der Sphingosinkette des Liganden wahrscheinlich. Auf Abweichungen

im Aufbau der Antigenbindungsgrube weisen auch die unterschiedlichen optimalen Beladungs-

bedingungen hin, die zwischen den Spezies gefunden wurden. Eine gezielte Mutagenesestudie

könnte, im Falle einzelner für die verringerte Ligandenbindung verantwortlicher Aminosäuren,

zur Klärung dieser Frage beitragen. Unterscheidet sich die Art der Antigenpräsentation des

Ratten CD1d und die Interaktion der Ratten iNKT TCR jedoch in größerem Ausmaß von der

Situation in Maus und Mensch, könnte dies nur durch eine Analyse der Kristallstruktur und

deren Modellierung geklärt werden.
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5 Zusammenfassung

Typ 1 NKT Zellen oder iNKT Zellen (invariante Natürliche Killer T Zellen) stellen eine Sub-

population der αβ T Zellen dar, die sich durch mehrere charakteristische Eigenschaften aus-

zeichnet. Ihr Hauptmerkmal ist die Expression eines semi-invarianten T Zellrezeptors (TCR),

der die Bindung von CD1d:Glycolipid Komplexen ermöglicht, wohingegen ‚klassische‘ T Zellen

an Komplexe aus MHC (Haupthistokompatibilitätskomplex) Molekülen und Peptiden binden.

Die während der Reifung im Thymus durch Transkriptionsfaktoren festgelegte Voraktivierung

der iNKT Zellen ermöglicht das unmittelbare Freisetzen von Cytokinen bei Antigenkontakt,

wodurch iNKT Zellen die adaptive Immunantwort stark beeinflussen können: Sie tragen so-

wohl zur Regulation von Autoimmunerkrankungen als auch der Bekämpfung von Krebs und

Infektionen bei.

Der iNKT TCR setzt sich aus einer invarianten α Kette (AV14/AJ18 in der Maus bzw.

AV24/AJ18 im Menschen) und einer charakteristischen Auswahl an β Ketten (vorwiegend

BV8S2, BV7 und BV2 in der Maus und BV11 im Menschen) zusammen. Das Cerebrosid α-

Galactosylceramid (αGC, KRN7000) stellt eines der potentesten Antigene für iNKT Zellen dar.

Die Präsentation dieser Antigenklasse erfolgt durch CD1d Moleküle, die, abgesehen von tiefen

hydrophoben Bindungstaschen, strukturell MHC I Molekülen ähneln, jedoch nicht polymorph

sind und außerhalb des MHC Locus codiert sind. Die, zwischen Maus und Mensch hochkon-

servierte, Interaktion von iNKT TCR und CD1d:αGC Komplex zeichnet sich bei potenten

Antigenen durch die eingeschränkte Nutzung der Antigenspezifität bestimmenden Regionen

aus: CDR1α, CDR3α und CDR2β. Die den CDR3β definierende V-D-J Umlagerung der β Ket-

te stellt im iNKT TCR den Bereich der höchsten Variabilität dar, beeinflusst jedoch nur die

Bindung schwächerer Antigene. Natürlich auftretende Variabilität innerhalb der α Kette kann

durch Abweichungen von der kanonischen V-J Umlagerung am Beginn des CDR3α entstehen

und beeinflusst ebenfalls die Bindung des iNKT TCR.

Die iNKT Zellpopulation in F344 Ratten ähnelt in Frequenz und Korezepotorexpression
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derjenigen des Menschen. Ratten besitzen ein CD1D Gen, welches hoch homolog zu denen der

Maus ist und zwei dem BV8S2 Gensegment der Maus homologe BV Segmente (BV8S2 und

BV8S4 ), die in F344 Ratten beide funktionell sind. Eine Besonderheit der Ratte ist jedoch das

Auftreten einer AV14 Multigenfamilie von bis zu zehn Gensegmenten. Diese unterscheiden sich

neben dem HV4 vor allem in ihren CDR2 Sequenzen und werden anhand dieser Unterschiede in

zwei Gruppen (Typ 1 und 2) eingeteilt. Zusätzlich wurde in der iNKT Zellpopulation eine hohe

Frequenz an natürlich auftretenden A93G Substitutionen in der TCRα Kette beschrieben und

es wurde gezeigt, dass, im Gegensatz zur Kreuzreaktivität zwischen iNKT TCR und CD1d von

Maus und Mensch, iNKT Zellen der Ratte nicht an Maus CD1d binden. Die Besonderheiten des

Ratten iNKT TCR und deren Auswirkungen auf die TCR Expression und Ligandenbindung

der Ratten iNKT Zellpopulation wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Die Analyse der Ratten iNKT TCR Bindung wurde erst vor kurzem durch die Generie-

rung von Ratten CD1d Dimeren ermöglicht. Zur Optimierung der, für die Untersuchungen

entscheidenden, in vitro Beladung von CD1d verschiedener Spezies mit Lipidantigenen, wurden

Beladungsstudien mit verschiedenen αGC Derivaten durchgeführt. Hierbei zeigten sich die lipi-

dabhängige Detergensabhängigkeit der Beladung und die speziesabhängige Detergenspräferenz.

Bereits vor Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass sich verschiedene Vertreter der AV14

Genfamilie der Ratte, sowie die BV8S4 und BV8S2 Gensegmente der β Kette, unterschiedliche

Ligandenbindung aufweisen. Durch in dieser Arbeit durchgeführte in vitro Mutagenesestudien

konnten Position 68 in der vierten Hypervariablen Schleife (HV4α) und Position 93 zu Be-

ginn des CDR3α als entscheidende Modulatoren der CD1d Bindung im iNKT TCR von Ratte

und Maus identifiziert werden, wobei auch speziesspezifische Unterschiede aufgedeckt werden

konnten. Die Spezieskreuzreaktivität des Ratten iNKT TCR selbst hing stark von einer A93G

Substitution im TCRα ab. Bei Untersuchungen der β Kette zeigte sich, dass sowohl BV Segmen-

te als auch CDR3β Region die Ligandenbindung in differenziellem Zusammenspiel beeinflussen,

was bei Paarung mit unterschiedlichen AV14 Segmenten verschieden ausgeprägt sein konnte.

Weiterhin wurden humane CD1d Dimere generiert und zum ersten Mal die Bindung von Ratten

CD1d an humane iNKT TCR gezeigt.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit das TCR Repertoire von iNKT Zellen der F344 Ratte und

deren CD1d Bindungseigenschaften charakterisiert. Hierzu wurde die bereits etablierte Methode

der in vitro Expansion von iNKT Zellen aus der Rattenmilz weiterentwickelt, was die Langzeit-

kultur und -expansion der sortierten iNKT Zellpopulation ermöglichte. Bei Untersuchung der
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TCR Expression konnte gezeigt werden, dass die Auswahl der im Ratten iNKT TCR genutzten

BV Gensegmente ähnlich limitiert ist wie in der Maus. Neben der dominanten Nutzung der

BV8S4 und BV8S2 Gensegmente wurden hauptsächlich BV8S1, BV14 und BV7 gefunden. Bei

Untersuchungen der CD1d Dimerbindung der iNKT Zellpopulation konnte der Einfluss der na-

türlich auftretenden A93G Substitution in der iNKT TCRα Kette bestätigt werden. Außerdem

zeigte sich hier ebenfalls der Einfluss des BV Gensegments auf die Ligandenbindung, wobei

BV8S4 negative Zellen im Vergleich zu BV8S4 positiven Zellen eine stärkere Ratten CD1d

Dimerbindung zeigten.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Studie die iNKT TCR Expression in der

F344 Ratte und die Ratten iNKT TCR Interaktion durch neu generierte Reagenzien und durch

die Optimierung und Weiterentwicklung etablierter Methoden zum ersten Mal ausführlich cha-

rakterisiert werden konnte. Zusätzlich vertieft wurde diese Erkenntnisse durch die Ausweitung

der Untersuchungen auf die besser charakterisierten Interaktionspartner aus Maus und Mensch.

Hierdurch konnten Parallelen sowie speziesspezifische Eigenheiten verdeutlicht und auch für

Maus und Mensch neue Erkenntnisse gewonnen werden. Die Charakterisierung der Ratten iNKT

TCR Interaktion ist vor allem auch durch das bessere Verständnis der iNKT Zellpopulation

der Ratte von Interesse, da diese als Modellorganismus für die Untersuchung von Autoimmun-

krankheiten und anderen pathologischen Zuständen genutzt wird, in denen iNKT Zellen eine

wichtige Rolle spielen können.
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6 Summary

Type 1 NKT cells, also called iNKT cells (invariant Natural Killer T cells), are a subpopulation

of αβ T cells with characteristic features. Their hallmark is the expression of a semi-invariant T

cell receptor (TCR) which binds CD1d:glycolipid complexes. This is in contrast to ‚conventio-

nal‘ T cells which bind complexes of MHC (major histocompatibility complex) molecules and

peptides. iNKT cells show a transcription factor dependend, preactivated phenotype which is

obtained during their development in the thymus. This allows for immediate cytokine release

after antigen encounter and enables iNKT cells to strongly influence the adaptive immune re-

sponse: They are not only able to help regulating autoimmune diseases, but also contribute to

the clearance of cancer and infections.

The iNKT TCR is composed of an invariant α chain (AV14/AJ18 in mice, AV24/AJ18 in

humans) and a limited number of β chains (mostly BV8S2, BV7 and BV2 in mice and BV11

in humans). α-galactosyceramide (αGC, KRN7000), a cerebroside, is one of the most potent

iNKT cell antigens known so far. iNKT cell antigens are presented by CD1d, a non polymorphic

molecule which is encoded outside the MHC locus. CD1d molecules resemble MHC I structurally

but possess deep hydrophobic pockets as antigen binding grooves. The iNKT TCR interaction

with CD1d:αGC complexes is highly conserved between mice and humans. Its binding mode

is characteristic for the restricted CDR (complementarity determining region) usage and relies

mostly on CDR1α, CDR3α and CDR2β. The only highly variable region within the iNKT

TCR, the CDR3β defining diverse V-D-J rearrangement of the TCRβ chain, has been shown

to only influence binding to less potent antigens. Natural variability within the TCRα chain

is usually only possible due to non canonical AV14/AJ18 rearrangements at the beginning of

CDR3α and has been shown to indirectly influence ligand binding.

The iNKT cells in F344 rats resemble human iNKT cells in terms of frequency and coreceptor

expression profile. Rats have one CD1D gene, highly homologous to those found in mice, and two

BV8S2 homologs (BV8S2 and BV8S4 ), which are both functional in F344 rats. Peculiar for the
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rat is the presence of an AV14 gene family with up to ten members, which have been grouped by

their CDR2α sequences into Type 1 and 2, and a high frequency of A93G substitutions within

the iNKT TCRα chains. Additionally, in contrast to the species cross-reactive interaction of

iNKT TCR and CD1d from mice and humans, a lack of mouse CD1d binding by the rat

iNKT TCR has been demonstrated. Those characteristic features of the rat iNKT TCR and

its influence on TCR expression and ligand binding of rat iNKT cells were investigated in this

study.

The analysis of rat iNKT TCR binding was made possible only recently due to the generation

of rat CD1d dimers. To optimize in vitro loading of CD1d with various αGC derivatives, which

is crucial for binding analysis, loading studies with CD1d dimers from different species were

conducted. Thereby, it could be shown that the need for detergents during the loading process

depends on the structure of the lipid, while the origin of the CD1d molecule did influence the

relative efficiency of different detergents.

It was already known that differences between the AV14 gene segments as well as differences

between the BV8S2 and BV8S4 segments influence ligand binding of the rat iNKT TCR.

Due to in vitro mutagenesis studies conducted in this thesis, position 68 within the fourth

hypervariable loop of the TCRα chain (HV4α) as well as position 93 at the start of CDR3α

could be identified as strong modulators of CD1d binding within the iNKT TCR of rat and

mouse with specific features for both species. Furthermore, species cross-reactivity of rat iNKT

TCR was found to be strongly enhanced due to the naturally occuring A93G substitution within

the rat TCRα chain. The analysis of the rat iNKT TCRβ chain showed that BV segments as

well as the highly diverse CDR3β region influence CD1d binding in a complex interplay, which

also differs depending on the paired α chain. Furthermore, human CD1d dimers were generated

and for the first time binding of rat CD1d to human iNKT TCRs could be shown.

Additionally, the TCR repertoire of F344 rat iNKT cells and its ligand binding has been

characterized in this study. For this purpose, the already established in vitro expansion of rat

iNKT cell from splenocytes was further developed, allowing long term culture and expansion

of purified iNKT cell populations. Analysis of the TCR expression did reveal a restricted BV

segment usage, similar to mouse iNKT cells. Besides the predominant usage of BV8S2 and

BV8S4 gene sements, mainly BV8S1 BV14 and BV7 were found. CD1d dimer binding studies

confirmed the influence of the A93G substitution on ligand binding properties of the rat iNKT

cell population and the influence of different BV segments on CD1d binding could also be seen
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6 Summary

by comparison of BV8S4 positive and negative iNKT cell subpopulations, where BV8S4 usage

led to a lower rat CD1d binding profile.

In conclusion, this study provides the first detailed characterization of iNKT TCR expression

in F344 rats and the rat iNKT TCR interaction by using newly generated reagents and due

to the refinement and optimization of established methods. Furthermore, new insight could be

gained by also including the better characterized mouse and human interaction partners, by

wich similarities as well as species specific properties could be revealed. The characterization of

the rat iNKT TCR interaction leads to a better understanding of the rat iNKT cell population,

which can prove itself valuable, since rats are used as model organism for the investigation

of several autoimmune diseases and other pathologic conditions where iNKT cells can play a

major role.
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Abkürzungsverzeichnis

∞ Unendlich

Ø Durchmesser
◦C Grad Celsius

A Adenin

A Alanin

AA Acrylamid

AB Antibiotikum

Abb Abbildung

αGC α-Galactosylceramid

Ala Alanin

APC Antigenpräsentierende Zellen

APS Ammoniumpersulfat

Asn Asparagin

Asp Asparaginsäure

ATV Antibiotic-Trypsin-Versene

β2M β2Microglobulin

BCR B Zellrezeptor

Bio Biotin

BM Knochenmark

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

BSS Buffered sodium salts

bzw. beziehungsweise

C Cystein

C Cytosin
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c Konzentration

ca. circa

CD Cluster of Differentiation

cDNA complementary DNA

CDR Complementarity-Determining Region

CLIP Class II-associated Ii peptides

CLP Gemeinsame Lymphoide VOrläufer

cm Centimeter (10−2 Meter)

CO2 Kohlenstoffdioxid

ConA Concanavalin A

CTL zytotoxische T Lymphozyten

Cy5 Cyanine5

Cys Cystein

D Asparaginsäure

Da Dalton

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DC Dendritische Zelle

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dH2O destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethlysulfoxid

DN Doppelnegative T Zelle

DNA Desoxyribonukleinsäure

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DP Doppelpositive T Zelle

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E Glutaminsäure

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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ER Endoplasmatisches Reticulum

et al. und andere

EtOH Ethanol

F Phenylalanin

FACS Fluorescence activated cell sorting

FCS Fötales Kälberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FL Fluoreszenz

FSC Forward Scatter

fwd forward

G Glycin

G Guanin

g Gramm

GFP Grün fluoreszierendes Protein

Gln Glutamin

Glu Glutaminsäure

Gly Glycin

GM Geometric Mean

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony Stiumulating Factor

H Hsitidin

h Stunde

H2O Wasser

H2O2 Wasserstoffperoxid

H2SO4 Schwefelsäure

HAT Hypozanthine-Aminopterin-Thymidine

HBS HEPES gepufferte Salzlösung

HDAC Histondeacetylase

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure

His Hsitidin

HLA Human Leucocyte Antigen

HRP Horseradish Peroxidase

HV Hypervariable Region
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I Isoleucin

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

iG3b Isoglobotrihexosylceramid

IHL Intrahepatische Lymphozyten

Ii Invariante Kette

IL Interleukin

Ile Isoleucin

iNKT Zelle Invariante Natürliche Killer T Zelle

IRES Internal Ribosomal Entry Signal

ISP Intermediäres Einzelpositivstadium

ITAM Immunrezeptor Tyrosinbasierte Aktivierungsmotife

K Lysin

k Kilo- (103)

KCl Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

λ Wellenlänge

L Leucin

l Liter

LB Lysogeny Broth

LDLR Low Density Lipoprotein Rezeptor

Leu Leucin

LTP Lipid-Transfer Proteine

LTR Long Terminal Repeat

Lys Lysin

M molare Masse

M Methionin

m Milli- (10−3)

m Masse

MAIT Mukosa assoziierte invariante T Zellen

max. maximal

µ Mikro- (10−6)
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Met Methionin

MgCl2 Magnesiumchlorid

MgSO4 Magnesiumsulfat

MHC Haupthistokompatibilitätskomplex

min Minute

MPP Multipotente Vorläufer

mRNA messenger RNA

MTP Microsomales Transferprotein

N Asparagin

n Nano- (10−9)

Na2CO3 Natriumcarbonat

Na2HPO4 Natriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchlorid

NaH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

NaOH Natriumhydroxid

NaN3 Natriumazid

NK Zellen Natürliche Killerzellen

NKT Zellen Natürlichen Killer T Zellen

o.n. über Nacht

Orient. Orientierung

P Prolin

PBS Phosphat gepufferte Salzlösung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE R-Phycoerythrin

PEG Polyethylenglycol

pH pondus Hydrogenii oder potentia Hydrogenii

Phe Phenylalanin

PLZF promyelocytic leukemia zinc finger

Pro Prolin

PRR Pattern Recognition Receptor
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Q Glutamin

R Arginin

rcf Relative centrifugal force

rev reverse

RNA Ribonukleinsäure

rpm Rounds per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RSS Recombination Signal Sequences

RT Raumtemperatur

S Serin

SC Supplement Complement

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

sek Sekunde

Ser Serin

SOB Super Optimal Broth

SSC Side Scatter

T Threonin

T Thymin

Tab Tabelle

TAC Tris-Ammoniumchlorid

TBE TRIS-Borat-EDTA

TCR T Zellrezeptor

TE Tris EDTA

TEMED Tetramethylethylendiamin

TGS Tris-Glycin-SDS

TH T Helferzellen

Thr Threonin

TM Schmelztemperatur

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin

TNF Tumor Nekrose Faktor

TLR Toll-like Rezeptoren
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TReg Regulatorische T Zellen

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol

Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

U Units

unkonj. unkonjugiert

UV Ultraviolett

V Valin

v Volumen

Val Valin

vgl. vergleiche

W Tryptophan

Y Tyrosin
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