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1. Einleitung

1.1 Bestandteile des Immunsystems

Das Immunsystem des Menschen und hoherer Organismen ist ein funktionelles Netzwerk aus
verschiedenen Zellpopulationen und humoralen Bestandteilen, das in einem streng regulierten
Zusammenspiel die Integritit des Individuums gegeniiber dulleren und inneren Noxen aufrecht
erhalt.

Dabei sind Bestandteile zu unterscheiden, die gegen eine Vielzahl variabler Pathogene aktiv
werden (unspezifisches Immunsystem) und solche, die aufgrund ihrer Struktur nach
Aktivierung nur gegen ein bestimmtes Antigen, daflir aber hochaffin und effizient, vorgehen
konnen (spezifisches Immunsystem). Beide sind in der Ausiibung ihrer Funktion eng mitein-

ander verkniipft und aufeinander angewiesen.

1.2 Das unspezifische Immunsystem

Zu dieser Gruppe gehoren einerseits Proteine, die die Wachstumsbedingungen fiir
Mikroorganismen so regulieren, dass diese in ihrer schadigenden Wirkung eingeschriankt wer-
den (z.B. Laktoferrin) oder ubiquitire Bestandteile eines Pathogens direkt
(Komplementsystem, alternativer Lektinweg; Lysozym) bzw. nach Markierung
(Komplementsystem, klassischer Weg) angreifen konnen. Mediatoren, die Abwehrreaktionen
des Organismus koordinieren und insbesondere die Zusammenarbeit des spezifischen und
unspezifischen Immunsystems vermitteln, sind ebenfalls Bestandteile der unspezifischen
Abwehr.

Die =zellulire Komponente beinhaltet phagozytierende Zellen (Granulozyten und
Makrophagen), die eine malgebliche Rolle in der Erregerinaktivierung spielen, und
Entziindungsmediatoren freisetzende Mastzellen, die eine schnelle Einleitung der
Abwehrreaktion bewirken. Ebenfalls zu dieser Gruppe gezidhlt werden natiirliche Killerzellen,
die vor allem die noch unspezifische Erstantwort auf intrazelluldre Erreger (Viren, bestimmte
Bakterien und Parasiten) tragen. Makrophagen und andere sich aus ihren Vorldufern, den
Monozyten, entwickelnde Zellen, sind zusidtzlich wichtige Aktivatoren der spezifischen
Abwehr.

1.3 Zellulére und humorale spezifische Abwehr

Die Effektorzellen des spezifischen Immunsystems sind Lymphozyten, die sich anhand ihres



Rezeptors in eine B- und T-Zellpopulation unterscheiden lassen. Lymphozyten sind sowohl in
threr Aktivierung als auch in ithrer Funktionsausiibung eng mit der unspezifischen Abwehr ver-
kniipft. Im Gegensatz zu dieser erkennt jede Zelle aber nur eine bestimmte Struktur oder
Sequenz, das so genannte Epitop, eines Antigens.

Ursache dafiir ist, dass der Rezeptor das Ergebnis eines zufilligen Zusammenbaus bzw. einer
Modifizierung der ihn kodierenden Gensegmente ist. Aufgrund der Gesamtzahl an
Lymphozyten kann eine unvorstellbar hohe Menge moglicher Antigene erkannt werden.
Weiterhin typisch fiir das spezifische Immunsystem ist die Bildung langlebiger
Gedichtniszellen, die bei erneuter Auseinandersetzung mit einem Erreger eine wesentlich
schnellere Immunantwort als beim Erstkontakt ermdglichen.

Der Antigenrezeptor von B-Lymphozyten (BZR) besteht aus je zwei leichten und zwei schwe-
ren Ketten, die durch VJC- bzw. VDJC-Gensegmente kodiert werden. Die Segmente, die fiir
den variablen Teil des Rezeptors kodieren (VJ bzw. VDJ) liegen genomisch in multiplen
Varianten vor (z.B. schwere Kette des Menschen: V 30-65, D 27, J 4-6). Bei der Ausreifung
der B-Zellen wird {iber die V(D)J-Rekombinase aus diesen Varianten eine kodierende V(D)J-
Sequenz gebildet, wobei nicht verwendete Elemente dem Zellgenom verloren gehen. An den
Verkniipfungsstellen der einzelnen Segmente werden zusétzlich Nukleotide eingefiigt (termi-
nale Desoxynukleotidtransferase) oder entfernt (Exonukleasen) und die Sequenz dadurch noch
zusdtzlich modifiziert. Aufgrund dieser Vorgédnge ist das Endprodukt trotz {iberschaubarem
kodierenden Materials hoch variabel.

Die Aktivierung einer B-Zelle kann auf zwei Wege erfolgen. Besitzt ein Antigen eine grofle
Anzahl gleichartiger Epitope, wie es zum Beispiel bei repetitiv aufgebauten Polysacchariden
der Fall ist, so kann es zu einer Anlagerung vieler BZR einer reaktiven Zelle kommen und diese
durch Kreuzvernetzung direkt aktiviert werden. Andernfalls wird der Antigen-Rezeptor-
Komplex aufgenommen, intrazelluldr abgebaut und entstehende Peptidfragmente an MHC-
Klasse-II-Molekiile gebunden. Diese werden auf der Oberfliche CD4*-T-Lymphozyten prasen-
tiert, die bei Erkennung eine Aktivierung der B-Zelle auslosen.

Beide Wege fiithren zu einer klonalen Expansion der jeweiligen B-Zelle und zur Bildung
Antikorper (AK) sezernierender Effektor- und zunéchst inaktiver Gedédchtniszellen. Zusétzlich
erfolgt in der klonalen Expansion nach CD4-abhéngiger Aktivierung eine Affinitatsreifung und
-selektion des urspriinglichen BZR. Der von B-Lymphozyten als letztendliches
Effektormolekiil gebildete AK ist eine nicht Membran-gebundene Form des BZR und kann
nach Antigenbindung opsonierend auf Phagozyten wirken, das Komplementsystem aktivieren
und direkt durch seine Bindung die Funktion bestimmter Pathogenitédtsfaktoren (z.B. Toxine)
hemmen.

Wihrend B-Lymphozyten native Antigenstrukturen erkennen, ist fiir die Aktivierung von T-
Lymphozyten die Aufbereitung des Antigens zu Peptidfragmenten und deren Prisentation auf
speziellen Molekiilen notwendig. Der Interaktionspartner ist durch Korezeptoren auf der T-
Zelle determiniert, wobei CD4 eine Bindung an MHC-Klasse-11- und CD8 an MHC-Klasse-I-



Molekiile ermoglicht (= MHC-Restriktion; Zinkernagel et al., 1979).

T-Lymphozyten sind durch die Anwesenheit eines typisch aufgebauten Rezeptors (TZR)
gekennzeichnet, der unter 1.4 nidher beschrieben ist. Anhand seines Aufbaus lassen sich zwei
Arten von T-Zellpopulationen unterscheiden, von denen die hdufigere einen Rezeptor aus einer
o~ und einer B-Kette besitzt, wihrend der der kleineren Population aus einer - und einer d-
Kette besteht. Nachfolgend werden vor allem Charakteristika of-TZR"-Zellen beschrieben, da
die Funktion der in bestimmten Geweben sogar dominierenden yd-Population immer noch rela-
tiv unklar ist.

o3-TZR-Lymphozyten sind sowohl indirekt an der Abwehr eines Erregers durch Steuerung
anderer Immunzellen beteiligt, konnen aber auch direkt gegen intrazelluldre Erreger vorgehen,
indem sie befallene Zellen zerstéren. Die erste Funktion wird von CD4*-T-Zellen wahrgenom-
men. Diesen werden durch professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APZ), MHC- Klasse-
II-gebundene Oligopeptide prisentiert, die sie bei reaktivem TZR binden konnen. Bildet sich
eine geniligend groBBe Anzahl an TZR-MHC-Peptidkomplexen und erhilt die Zelle durch ande-
re interzellulire Proteinkontakte zusitzliche kostimulatorische Signale, so erfolgt eine
Aktivierung mit klonaler Expansion dieser Zelle. CD4"-Zellen sind so genannte T-Helferzellen,
die nach ihrer Stimulation entweder als Thl-Zellen eine effektive Immunreaktion durch
Makrophagen und NK-Zellen erméglichen oder als Th2-Zellen vor allem an der Aktivierung
von B-Zellen (s. dort) beteiligt sind.

CD8"-Zellen sind vor allem fiir die Bekdmpfung viraler Infektionen wichtig. Viren nutzen den
zelluldren Biosyntheseapparat zur Produktion eigener Proteine. Zelleiweille unterliegen jedoch
einem stindigen Abbau im Proteasom, wobei ein Teil der entstehenden Peptidfragmente
MHC-Klasse-I-Molekiil-gebunden auf der Zelloberfldache préasentiert wird. Werden APZ durch
Virenbefall zur Produktion von Fremdproteinen gezwungen, so gelangen auf diesem Weg vira-
le Oligopeptide auf die Zelloberfliche. Reaktive CD8*-T-Zellen erkennen den Peptid-MHC-
Klasse-I-Komplex und werden durch zusitzliche kostimulatorische Signale zur Proliferation
angeregt. Die aktivierten CD8"-Zellen werden als T-Effektor- oder -Killerzellen bezeichnet, da
sie nun bei erneuter Bindung eines solchen Komplexes zytotoxische Substanzen freisetzen, die

von der infizierten Zelle aufgenommen werden und deren Zelltod herbeifiihren.

1.4 Der T-Zellrezeptor

Der TZR ist ein Membran-stédndiges, heterodimeres Glykoprotein, das in der Mehrzahl der T-
Zellen aus den durch eine Disulfidbriicke verbundenen o- und B-Ketten besteht. Der TZR-
Aufbau dhnelt einem Antigen-bindenden Fragment des BZR aus dem VC,-Teil einer schweren
Kette und der mit ihm assoziierten leichten Kette. Analog zum BZR ist die genetische
Kodierung des TZR in VJC -Segmenten (bei der B-Kette VDJC) festgelegt, die in unterschied-

lich vielen Varianten vorliegen. Das endgiiltige TZR-Gen entsteht durch Bildung einer funktio-



nalen Sequenz aus den zur Verfligung stehenden Segmenten, deren Variabilitit zusétzlich durch
das Einfiigen von N- bzw. P-Nukleotiden erhoht wird.

Im TZR wird die Aufgabe der Antigenerkennung von den N-terminalen Bereichen der o- und
B-Kette wahrgenommen. Diese bilden jeweils vier Schleifen, so genannte CDR (complemen-
tarity determining regions), von denen CDR4 (oder HV4 fiir hypervariable region 4) allerdings
nicht an der Peptid-MHC-Komplex-Erkennung teilnimmt. CDR1, 2 und 4 liegen auf der V-
Segment kodierten Aminosiduren(AS)-Sequenz, wihrend CDR3 von V-, J- und im Fall der -
Kette auch D-Segmenten kodiert wird. Der Hauptanteil der strukturellen Variabilitit des TZR
ist durch Unterschiede in CDR3 bedingt, wihrend sich CDR1 und 2 trotz hochvariabler AS-
Sequenzen in etwa 90 % der Fille drei bestimmten Strukturgruppen zuordnen lassen (A!/-
Lazikani et al., 2000). Beide CDR3 des TZR stellen die Bindung zum zentralen Anteil des
MHC-gebundenen Peptids her, wihrend CDR1 und 2 sich eher peripher an das Peptid und die
umgebende Bindungsgrube anlagern.

Da T-Zellen eine tragende Rolle in der Aktivierung und Steuerung von Immunprozessen spie-
len, muss die Gefahr einer Aktivierung gegen korpereigene Strukturen minimiert werden. Dazu
dienen Selektionsvorgidnge bei der Reifung von T-Vorlduferzellen im Thymus, die sowohl
CD4"-, als auch CD8"-Zellen betreffen. Stromazellen des Thymus, die présentatorische
Molekiile exprimieren, testen dabei zunichst auf Interaktionsfihigkeit der T-Zellvorldufer mit
MHC-Klasse-I- oder -II-Molekiilen. Dazu fihige Zellen tiberleben (positive Selektion) und
werden in einem zweiten Schritt von Makrophagen und dendritischen Zellen (DZ) darauf
gepriift, ob sie MHC-gebundene Peptide aus korpereigenen Proteinen erkennen und in diesem
Fall eliminiert (negative Selektion). Prinzipiell gelten alle Strukturen bis zu einem variablen
Zeitpunkt nach der Geburt als korpereigen, so dass auch Fremdproteine, denen das Individuum
in diesem Zeitraum exponiert ist, als “Selbst” erkannt werden (s. 1.9).

Potentiell autoreaktive T-Zellen, die diesen Selektionsmechanismen entgehen, werden norma-
lerweise durch periphere Suppressionsvorgidnge inhibiert, so dass keine Autoimmunantwort
ausgelost wird.

Der TZR selbst verfiigt nur tiber kurze intrazelluldre Doménen, die nicht zur Signaliibertragung
ins Zellinnere fihig sind. Diese Aufgabe wird vom CD3-Komplex wahrgenommen, der zusétz-
lich eine stabilisierende Wirkung auf den TZR hat und auch an dessen Transport zur

Zelloberfliache beteiligt ist. TZR und CD3 bilden zusammen den T-Zellrezeptorkomplex.

1.5 Der MHC

Der Haupthistokompatibilitditskomplex (engl. MHC fiir major histocompatibility complex) ist
eine Genregion, die fiir eine Vielzahl an spezifischer und unspezifischer Immunantwort betei-
ligter Proteine kodiert und in insgesamt 3 Regionen unterteilt ist. Seine Entdeckung geht auf

die zu beobachtende AbstoBungsreaktion allo- oder xenogener Transplantate zuriick, die



anfangs allerdings noch keine Hinweise auf die tatsdchliche Bedeutung der Genprodukte gab.
Der menschliche MHC wird als HLA-Komplex bezeichnet und befindet sich auf Chromosom
6. Die Maus- bzw. Ratten-Analoga heilen H2 (Chromosom 17) und RT1 (Chromosom 20).
RT1 und H2 zeichnen sich durch eine kolineare Anordnung aus, bei denen Klasse-I-Gene beid-
seits die Klasse-II-Region flankieren, wihrend im Unterschied dazu sich beim Menschen die
Klasse-I-Region nur auf einer Seite der Klasse-1I-Region befindet (Diamond et. al, 1989).
Wie bereits erwihnt, ist die Antigenerkennung durch den TZR an die Priasentation des Antigens
durch spezielle Molekiile gebunden. Diese MHC-kodierten Proteine zeichnen sich durch einen
hohen Grad an Polymorphie und Polygenie aus.

MHC-Klasse-I-Molekiile (Mensch HLA-A, B, C, Maus H2-K, D, L, Ratte RT1A, C/M, E)
werden mit wenigen Ausnahmen auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Sie bestehen aus
einer transmembranen o-Kette aus 3 Doménen und dem extrazellulidr gelegenen, nicht-kova-
lent gebundenen [,-Mikroglobulin, das allerdings weder MHC-kodiert noch polymorph ist.
Die Funktion von MHC-Klasse-I-Molekiilen liegt in der Prdsentation von Fragmenten zellei-
gener Proteine gegeniiber CD8"-Zellen. Im Normalfall werden diese Peptid-MHC-Komplexe
nicht erkannt, da autoreaktive T-Zellen durch die Thymusselektion eliminiert werden.
Produziert eine Zelle jedoch im Rahmen einer viralen Infektion Fremdproteine oder kommt es
bei Zellentartung zur Entstehung eines neuen Genprodukts bzw. der Expression eines bisher
stummen Gens, so fiithrt die Prdsentation von Oligopeptiden aus diesen Proteinen zur
Erkennung und Abt6étung durch aktivierte CD8"-T-Lymphozyten.

Wird diese Uberwachung durch eine verminderte MHC-Klasse-I-Expression umgangen, so
kommen andere Mechanismen zum Tragen, die z.B. NK-Zellen desinhibieren und dadurch zur
Abtotung derartiger Zellen veranlassen.

MHC-Klasse-1I-Molekiile (Mensch HLA-DP/-DQ/-DR, Maus H2-A, H2-E, Ratte RTI1B,
RT1D) werden nur von bestimmten Zellarten permanent exprimiert, zu denen B-Lymphozyten
und dendritische Zellen als professionelle APZ gehoren. Durch bestimmte Einfliisse (z.B.
IFN-y) kann allerdings fast jede Zellart zur Expression angeregt werden. MHC-Klasse-II-
Molekiile prasentieren CD4"-T-Lymphozyten Oligopeptide aus endozytiertem und intrazellulér
gespaltenem Fremdmaterial.

Ahnlich Klasse-I-Molekiilen sind Klasse-II-Molekiile hoch polymorph. Besonders stark ist
dies bei HLA-DPo, HLA-DQ- und HLA-DRf beim Menschen und allen Einzelketten der
Maus bis auf Ea (McNicholas et al., 1982; Mathis et al., 1983) sowie deren Rattenanaloga aus-
gepréagt (RT1B ist analog zu H2-A und HLA-DQ, RT1D zu H2-E und HLA-DR).
Klasse-1I-Molekiile sind heterodimere Glykoproteine aus zwei transmembranen Einzelketten.
Sowohl a- als auch B-Kette bestehen aus zwei Doménen, deren Amino-Termini nach auflen
weisen und an der Peptidprdsentation teilnehmen, wihrend die C-terminalen Bereiche die
transmembranen und cytoplasmatischen Anteile stellen und die fiir die MHC-Restriktion aus-
schlaggebenden T-Zell-Korezeptoren binden.

Fiir die einzelnen Ketten eines MHC-Klasse II-Isotyps existieren zum Teil mehrere Genloci.



Die MHC-Klasse-1I-Gene der Ratte zum Beispiel enthalten fiir RT1B und RT1D jeweils 3
Gene, von denen 2 fiir eine B-Kette und das andere fiir die a-Kette kodiert. Von den B-B-o
angeordneten Genen werden fiir RT1B jedoch nur das innere und fiir RT1D nur das &uBlere -
Gen translatiert, wihrend das zweite vermutlich funktionslos oder ein stummes Gen ist
(Diamond et al., 1989). Die Bildung von Dimeren innerhalb einer MHC-Klasse-II-Isotyp-
Form liegt unter Kontrolle der B1-Doméne, da bei der Generierung gemischter Haplotypen
unter Verwendung derselben  Eo- und unterschiedlicher EB-Allele verschiedene
Expressionsraten erreicht wurden und sich die EB-Polymorphie vor allem auf den 31-Bereich
konzentrierte (Germain et al., 1985). In anderen Quellen wird ebenfalls eine Rolle der N-ter-
minalen a-Ketten-Doméne diskutiert (Gilfillan et al., 1990).

Die Synthese von MHC-Klasse-II-Molekiilen erfolgt direkt ins rauhe endoplasmatische
Retikulum (rER), wo sich beide Einzelketten sofort zu einem Dimer vereinigen. Da im rER
grofle Mengen korpereigener Peptide vorhanden sind, ist es essentiell, dass diese nicht gebun-
den werden, um das Entstehen einer Immunreaktion gegen den eigenen Organismus zu verhin-
dern. Kurz nach der Dimerbildung assoziiert das neu synthetisierte Molekiil daher mit der so
genannten invarianten Kette (Ii). Dieses Molekiil liegt im rER als Homotrimer vor, wobei
jeweils eine Untereinheit ein MHC-Klasse-II-Molekiil derart bindet, dass dessen Bindungsfur-
che blockiert wird. Im Weiteren wird Ii sequenziell proteolytisch gespalten, so dass nur noch
ein kleiner Rest, das sogenannte CLIP-Fragment (class-II-associated invariant chain peptide),
in der MHC-Klasse-1I-Bindungsgrube verbleibt. Der endgiiltige Austausch des CLIP-
Fragments mit dem zu présentierenden Peptid erfolgt in speziellen Vesikeln, die das MIIC
(MHC class II compartment) bilden (Grigg et al., 1998).

Trotz der li-Bedeutung fiir die Funktion von Klasse-1I-Molekiilen ist eine Expression auch in
Abwesenheit nachzuweisen (Miller et al., 1986). Dennoch kann Ii die Menge von an der
Zelloberflache prasentierten MHC-Klasse-1I-Molekiilen steigern, besonders in Fallen, in denen
die Dimerbildung durch das Vorliegen ungiinstiger Kettenallele (haplotypisch gemischte
MHC-Klasse-11-Molekiile) erschwert ist (Layet et al., 1991).

Der eigentliche Austausch wird von einem MHC-Klasse-II-dhnlichen Molekiil katalysiert, das
beim Menschen als HLA-DM (Maus H-2M, Ratte RT1M) bezeichnet wird. Dieses ermoglicht
die Dissoziation des CLIP-Fragments und stabilisiert durch eigene Bindung noch nicht belade-
ne MHC-Klasse-II-Molekiile, die ansonsten abgebaut werden wiirden. Zusitzlich verhindert es
die Anlagerung von Peptiden, die nur geringe Affinitdt zum Klasse-1I-Molekiil haben und
dadurch an der Zelloberfliche potentiell durch korpereigene Peptide ersetzt werden konnten.
Die Funktion von HLA-DM wird durch HLA-DO, ein weiteres MHC-kodiertes Protein, regu-
liert. Die Polymorphie im MHC ist allgemein auf die présentatorischen Molekiile beschrinkt,
wéhrend Proteine wie i, HLA-DM oder -DO, die Transport oder Peptidbeladung steuern, stark
konserviert sind und oft eine hohe Ahnlichkeit zwischen verschiedenen Spezies aufweisen.
Die nicht polymorphe Klasse-III-Region kodiert fiir Bestandteile des Komplementsystems (C2

und C4), Angehorige der TNF-Familie sowie andere Immunsystemkomponenten.



1.6 Interaktion zwischen TZR und Peptid-MHC-Molekiil-Komplex

Sowohl im Aufbau als auch in der Bindung des TZR an das prisentierte Peptid bestehen
Unterschiede zwischen MHC-Klasse-I- und -1I-Molekiil-Prisentation. In Studien an Kristallen,
bestehend aus den 3 Komponenten des Komplexes konnten Erkenntnisse tiber die rdumliche
Orientierung und die Interaktion der beteiligten Untereinheiten gewonnen werden.

In einem MHC-Klasse-I-Peptid-TZR-Komplex zeigt sich eine diagonale Orientierung des TZR
auf der Peptid-Klasse-I-Molekiil-Oberflache (Sun et al., 1995). VoCDR1 und 2 kommen {iber
dem Amino-Ende des Peptides zu liegen, wihrend CDR1 und 2 der B-Kette in der Nihe des
Carboxy-Endes binden. Alle vier interagieren jedoch nicht nur mit dem Peptid sondern auch
mit der Bindungsgrube benachbarten MHC-Strukturen. Von beiden CDR3, die die hochste
Variabilitdt innerhalb der CDRs aufweisen, bindet CDR3a zentral an das Peptid, wéihrend
CDR3f zum C-terminalen Ende hin verschoben ist. CDR4/HV4 ist vermutlich nicht an der
Erkennung présentierter Peptide beteiligt, interagiert aber mit verschiedenen Superantigen
(Sag, s. 1.8).

In der Priasentation durch MHC-Klasse-I1-Molekiile ist der TZR hingegen orthogonal ausge-
richtet. Vo bindet an die helikale Region der B1- und V3 an die helikale Region der o.1-MHC-
Klasse-II-Doméne (Reinherz et al., 1999). Da die Peptidbindungsgrube im Unterschied zu
MHC-Klasse-I-Molekiilen nach beiden Enden hin offen ist, ist auch die Gré8e der prasentier-

ten Peptide variabler.

1.7 Superantigene

Superantigene sind Proteine bakteriellen oder viralen Ursprungs und fiithren auf einem von der
normalen Antigenprisentation durch MHC-Klasse-1I-Molekiile géinzlich unterschiedlichen
Weg zu einer Aktivierung von T-Lymphozyten.

Ein herausragendes Merkmal aller Sag ist, dass sie ohne proteolytische Aufbereitung, die ihre
Aktivitét zerstoren wiirde, an der Zelloberflache exprimierte MHC-Klasse-1I-Molekiile binden.
Die CD4"-Restriktion der MHC-Klasse-II-Molekiilbindung ist zumindest in vitro aufgehoben,
d.h. auch CD8"-T-Zellen werden aktiviert, allerdings bestehen Hinweise auf eine Dominanz der
CD4"-Aktivierung in vivo (Sundberg et al., 2002) und eine dadurch bestimmte pathogene
Wirkung.

Sag aktivieren T-Zellen nicht abhéngig von der Spezifitit des TZR, sondern basierend auf sei-
ner Zugehdorigkeit zu einer bestimmten VB-Familie. Da z.B. beim Menschen die Anzahl der
VB-Gene auf etwa 60 beschrinkt ist (Torres et al., 2001) und Sag in unterschiedlichem Maf3e
promiskuitiv sind, kénnen 5-30 % aller T-Zellen aktiviert werden. Im Umkehrschluss ist die
Wirksamkeit eines Sag allerdings gleichzeitig an die Anwesenheit reaktiver T-Zellen gebun-

den.



Zudem ist die VP-Spezifitit Spezies-iibergreifend, beispielsweise werden in Maus, Mensch
und Ratte durch MAS, YPM und verschiedene Staphylokokken Enterotoxine (SE) zueinander
homologe VB-T-Zellpopulationen aktiviert (Herman et al., 1991; Sellins et al., 1992;
Herrmann et al., 1994; Kreiss et al., 2004).

Andere Bestandteile des T-Zellrezeptors sind fiir die spezifische Sag-Anlagerung von keiner
oder nur geringer Bedeutung, wirken aber stabilisierend auf den gebildeten Komplex.

Nach Exposition mit einem Sag reagieren T-Zellen zundchst durch Proliferation und einer
damit verbundenen Zytokinausschiittung. Naive T-Zellen werden nachfolgend entweder dele-
tiert oder anerg, wéihrend bereits vorher stimulierte T-Zellen u.U. weiter aktiv bleiben kdnnen
(Torres et al., 2001).

1.8 Bakterielle Superantigene und Interaktion mit TZR und MHC-Klasse-II-Molekiil

Bakterielle Sag finden sich als Produkte von Staphylokokken und Streptokokken (so genannte
pyrogene Sag), Yersinien und Mykoplasmen. Trotz starker Unterschiede in der AS-Sequenz
findet sich bei allen pyrogenen Sag eine dhnliche Struktur. Es sind Proteine mit zwei unter-
schiedlich grofien globuldren Doménen aus B-Faltblittern, die iiber eine zentrale o-Helix mit-
einander verbunden sind (Sundberg et al., 2002; Zhao et al., 2004).

Ihr Carboxy-Ende weist Homologien zu den Immunglobulin(Ig)-Bindungsmotiven der
Streptokokken-Proteine G und L auf, wéihrend das Amino-Ende der Oligonukleotid-/
Oligosaccharid-Bindungsstelle von ABs-Toxinen (z.B. V. cholerae, B. pertussis) &dhnelt.
Einzelne Sag sind hoch polymorph, wobei sich die einzelnen Genprodukte vor allem in ihrer
Antigenitdt, jedoch nicht in ihrer Spezifitdt und Mitogenitét unterscheiden. Pyrogene Sag besit-
zen drei potentielle Bindungsstellen fiir MHC-Klasse-1I-Molekiile, von denen zwei sich iiber-
lappende am Amino-Terminus und eine weitere am C-Terminus liegen.

Die beste Charakterisierung der MHC-Klasse-II-Interaktion mit Sag findet sich fiir HLA-DR.
Dieses Molekiil verfiigt iiber eine hochaffine Bindungsstelle an der B-Kette, an die eine Zink-
abhédngige Sag-Anlagerung erfolgen kann und eine gering affine an der o-Helix der ol-
Domaéne (Sundberg et al., 2002). Sag wie SEA benutzen beide Bindungsmotive, wihrend ande-
re wie SEB und SEC1-3 (Bernal et el., 1999, Hoffmann et al., 1994) nur an die gering affine
oder wie SEH nur an die hochaffine binden. Ebenfalls konnten Auswirkungen der HLA-DR-
Polymorphie auf die Prasentation verschiedener SE gefunden werden (Herman et al., 1990).
Speziell durch Kristallanalysen konnten in den letzten Jahren viele Erkenntnisse tiber die
Interaktion von Sag mit TZR und MHC-Klasse-I1-Molekiil gewonnen worden. In Studien mit
SpeC (Streptokokken-Pyrogenes-Exotoxin C, Li ef al., 2001) und SEH (Petersson et al., 2001)
konnte gezeigt werden, dass diese Sag mit ihrem Carboxy-Ende an die a-Helix der B1-Doméne
von HLA-DR binden und dabei auch mit dem N-terminalen Teil des potentiell gebundenen

Peptids interagieren konnen. In letzter Zeit ist zunehmend die Abhingigkeit der Sag-Funktion



an ein solches am Klasse-II-Molekiil gebundenes Peptid untersucht worden, wobei gezeigt
werden konnte, dass das Vorliegen eines bestimmten Peptids die Sag-Potenz stark erhéhen
kann (Wen et al., 1997).

Moglicherweise imitieren Sag auf diese Art die Dichte von TZR-Peptid-MHC-Klasse-II-
Komplexen einer regulidren T-Zellaktivierung, um dadurch eine eventuelle Uberstimulation mit
direkter Anergie oder Apoptose zu vermeiden (Sundberg et al., 2002). Ebenfalls konnte das
gebundene Peptid auch als Indikator fiir die Art und damit die Stimulationspotenz einer APZ
dienen (Woodland et al., 1997).

Da allerdings bisher mit Ausnahme des nicht pyrogenen MAS (s. dort) die Synthese eines
Kiristalls aus allen vier beteiligten Komponenten nicht gelungen ist, basieren Erkenntnisse iiber
deren rdumliche Anordnung vorliufig noch auf einer grafischen Uberlagerung von
Heterodimeren bzw. -trimeren.

Die Bindung des TZR durch pyrogene Sag erfolgt {iber den Spalt zwischen beiden Sag-
Dominen, dessen Struktur fiir die VB-Spezifitit verantwortlich ist.

Fiir SEB und SEC3 ist bei Bindung V[(8.2°-T-Zellen die Interaktion mit CDR2, framework
region (FR) 2 und in geringerem Umfang mit CDR4/HV4 und FR3 des V[-Bereichs bekannt,
die zusitzlich durch Kontakte von CDRI1 und 2 der TZR-o-Kette mit dem Klasse-1I-Molekiil
stabilisiert wird (Sundberg et al., 2002). Hierbei handelt es sich um eine so genannte konfor-
mationelle Bindung, bei der nur Hauptkettenatome des V[-Abschnitts ohne zusitzliche
Beteiligung der Seitenketten involviert sind.

Die Interaktion von SpeA mit Maus-V[38.2°-TZR geschieht trotz hoher struktureller
Homologie zu SEB zusitzlich auch tiber CDR1 und beinhaltet Kontakte zu Seitenketten der
Aminosduren (AS), wodurch die Bindung zwar weniger variabel aber auch affiner wird
(Malchiodi et al., 1995). SpeC mit der groBten TZR-Kontaktflache unter pyrogenen Sag bin-
det die CDR1-4 sowie FR2 und FR3 (Li et al., 1997).

In einer anderen Studie (Kreiss et al., 2004) konnte gezeigt werden, dass die Reaktivitit
VPB8.2°-T-Zellen in LEW-Ratten gegeniiber den Sag MAS, YPM, SEB und SEC1 durch geziel-
te Mutationen beeinflusst werden kann. Bei Verdnderungen in CDR2f3 oder CDR4f3 erlosch
die Antwort auf SEC1 und SEB, wihrend sich bei YPM und MAS praktisch keine Verdnderung
nachweisen liel3.

Eine noch ungeklarte Frage ist die Funktion von aus einzelnen Sag gebildeten Di- oder
Trimeren. Die Féhigkeit zur Dimerbildung ist fiir verschiedene Sag, vor allem unter
Beteiligung von Zink-lonen beschrieben (A/-Daccak et al., 1998, Langlois et al., 2003). Eine
mogliche Funktion konnte in der Kreuzvernetzung von MHC-Klasse-1I- und TZR-Molekiilen
auf den beteiligten Zellen liegen, die eine Aktivierung von T-Lymphozyten oder APZ begiin-
stigen wiirde (Sundstrom et al., 1996; Roussel et al., 1997).

Trotz ihrer strukturellen Homologie verbinden pyrogene Sag TZR und MHC-Klasse-II-
Molekiile auf durchaus unterschiedliche Weise. SEB z.B. wirkt als Keil zwischen TZR und

Klasse-II-Molekiil, so dass es zu einer TZR-Rotation um dessen Kontaktpunkt mit dem Sag an
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CDR2f kommt und das MHC-gebundene Peptid von allen CDRs bis auf CDR2a entfernt wird.
Ahnlich ist der Mechanismus bei TSST-1 (toxic shock syndrome toxin 1), auch wenn der TZR
in diesem Fall zusitzlich in Richtung der MHC-Klasse-II-B-Kette verschoben wird und
dadurch beide CDR3 {iber dieser zu liegen kommen. SpeC hingegen fungiert als Briicke zwi-
schen TZR und MHC-Klasse-II-Molekiil und hebt den Kontakt zwischen diesen komplett auf
(Sundberg et al., 2002).

In der Stiarke der Bindung eines Sag an seine Zielmolekiile ist somit auch immer der
Restbeitrag an Stabilitit zu berticksichtigen, den verbleibende Klasse-1I-TZR-Kontakte beitra-
gen. Sag wie SpeC miissen daher aufgrund deren kompletten Fehlens eine wesentlich hohere

Bindungsstirke aufweisen als z.B. SEB.

Der Bindungsmodus der ebenfalls in dieser Arbeit verwendeten Sag MAS und YPM unter-
scheidet sich, ebenso wie ihre rdumliche Struktur, dagegen erheblich von dem pyrogener Sag.
Das durch Cole (1991) erstbeschriebene MAS zeichnet sich durch eine fehlende Homologie zu
allen anderen bekannten Sag (Cole et al., 1996) und eine starke Préiferenz in der MHC-Klasse-
[I-Bindung fiir HLA-DR und Analoga der Maus (Etongue-Mayer et al., 2002) aus.

In einer Kristallstrukturanalyse (Zhao et al., 2004) konnte gezeigt werden, dass MAS vor allem
mit N-terminalen Anteilen an die ol- (mit Kontakt zum présentiertem Peptid) und in geringe-
rem Umfang an die B1-Doméne des MHC-Klasse-II-Molekiils bindet, wihrend die Bindung
des TZR tiber eine Vertiefung zwischen beiden MAS-Dominen erfolgt (Wang et al., 2007).
Die Struktur des im Gegensatz zu pyrogenen Sag komplett a-helikal aufgebauten Molekiils ist
L-férmig und durch eine hohen Anteil an Wasserstoftbriicken stabilisiert. In der erstgenannten
Studie konnte auch die Bildung asymmetrischer Dimere aus MAS-Molekiilen und deren poten-
tielle Fahigkeit zur Kreuzvernetzung von Klasse-II-Molekiilen auf der Zelloberflache gezeigt
werden, wobei beide Monomere fiir den Kontakt zum Klasse-II-Molekiil die gleiche
Interaktionsstelle benutzen.

2007 wurde von Wang et. al die Kristallstruktur eines aus MAS, HLA-DR1 mit gebundenem
Héamagglutinin und dem Maus-Einzelketten-TZR T7 bestehenden Komplexes préasentiert. Hier
zeigte sich, dass MAS &dhnlich SpeC die Verbindung zwischen TZR und HLA-DR1 komplett
aufthebt und entsprechend eine Briicke zwischen diesen bildet. Erstaunlich ist der grof3e Anteil
der TZR-Vo-Doméne in der Bindung von MAS, der mehr als 50 % der TZR-V[3-Kontaktflidche
betrdgt und insbesondere CDR2 und 3, aber auch CDR1, FR2 und FR3 beinhaltet. Bereits
Hodltsev et al. (1998) konnten Hinweise dahingehend finden, dass die Erkennung von MAS
durch den TZR mit der selektiven Benutzung bestimmter Va-Regionen einhergeht, so dass im
Unterschied zu den meisten pyrogenen Sag fiir MAS eine Va- und Vf-spezifische TZR-
Bindung zu bestehen scheint. Der Kontakt der Vf-Doméne mit MAS wird vor allem durch
CDRI1 und CDR2, aber auch durch CDR3, FR1, FR3 und HV4 hergestellt und entspricht bis
auf die CDR3-Einbeziehung fast vollstindig der Bindungsstelle von SEB und SEC3. Im

Unterschied zu diesen Sag, bei denen eine konformationelle TZR-Bindung vorliegt (Sundberg
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et al., 2002), bindet MAS neben Haupt- auch im groBBeren Umfang Nebenkettenatome des TZR
(Sequenzabhéngigkeit). Unabhingig davon konnten strukturelle Unterschiede in CDR1, CDR2
und FR3 der VB-Domine fiir Unterschiede in der MAS-Reaktivitét verantwortlich gemacht
werden (Li et al., 2005).

Das von Yersinia pseudotuberculosis produzierte YPM (Erstbeschreibung durch Miyoshi-
Akiyama et al., 1993) unterscheidet sich ebenfalls deutlich von anderen Sag. Die bekannten
Varianten (a,b und c) zeigen keine Sequenz-Homologie zu anderen Proteinen, allerdings &dhnelt
die Struktur einigen viralen Kapsidproteinen und Mitgliedern der TNF-Familie (Holm et. al.,
1993). Andere Yersinien-Spezies wie Y. pestis oder enterocolica besitzen keine YPM-
Gene.YPM besitzt im Vergleich zu pyrogenen Sag ein wesentlich geringeres Molekulargewicht
(14 kd gegeniiber 22-29 kD) und besteht aus zwei B-Faltbldttern mit je 4 antiparallelen
Strangen (Donadini et al., 2004). In einem Kristall ordnet sich YPM &dhnlich den o. g. struktur-
verwandten Proteinen als Trimer an, konnte aber bisher in Losung nur als Monomer nachge-
wiesen werden, so dass eine eventuelle Bedeutung der Aggregation fiir die Sag-Funktion
unklar ist. Allerdings konnte diese auch unter den besonderen Bedingungen in der
Kontaktregion zweier Zellen erfolgen und eine Kreuzvernetzung von MHC-Klasse-1I-
Molekiilen und TZR bewirken. Wenig bekannt ist immer noch {iber die Interaktionsstellen von
YPM zu TZR und MHC-Klasse-II-Molekiil. In der bisher groBten gerichteten Mutationsstudie
(Ito et al, 1999) konnten bei iiber das ganze Molekiil verteilten Verdnderungen starke
Unterschiede in der Mitogenitit festgestellt werden, allerdings zeigte sich, dass dies vor allem
auf Differenzen in der Tertidrstruktur des Molekiils und damit seiner sterischen
Funktionsfdhigkeit zuriick zu fithren war.

In einer anderen Studie zeigten Mutationen in CDR2 oder 4 der V-TZR-Kette reaktiver LEW-
VP78.2-T-Zellen keine Auswirkungen auf die Reaktivitéit gegeniiber YPM und lassen daher auf

andere Interaktionsorte schlieBen (Kreiss et al., 2004).

1.9 Virale Superantigene

Proteine mit Sag-Aktivitdt sind ebenfalls in verschiedenen Virusspezies, darunter Retro-,
Herpes- und Rabiesviren, nachgewiesen worden (Sutkowski et al., 2001).

Das bekannteste und in seiner Funktion am besten charakterisierte Sag ist jedoch das durch das
mammary tumor virus (mtv) 7, ein integriertes Provirus der Maus, kodierte vSag7. Lange Zeit
wurde es als minor lymphocyte stimulating locus-12 bezeichnet, da MHC-Klasse-II-identische,
aber mtv7™- Lymphozyten eine Proliferation auf mtv7-APZ zeigten (Festenstein, 1973) und
man es daher fiir ein funktionell MHC-Klasse-II-dhnliches Molekiil hielt.

In der Nomenklatur werden Mamma-Tumorviren der Maus, die durch Integration in die

Keimbahn genomisch verankert sind, mit mtv abgekiirzt. Nur wenige dieser Proviren haben die
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Fahigkeit zur Virionenproduktion erhalten. Infektiose mtv-Stimme werden hingegen mit
MMTYV (mouse mammary tumor virus) unter Angabe des Stammes der Erstisolierung bezeich-
net. Praktisch alle bekannten mtv und alle MMTYV kodieren fiir ein Sag (Acha-Orba et al.,
1995).

Der Ubertragungsweg des MMTYV zeigt die Bedeutung eines Sag fiir die Persistenz und die
Pathogenitét eines Virus. MMTV wird normalerweise beim Sdugen iiber die Milch vom
Muttertier auf die Jungen iibertragen. Im Darm werden die Virionen in den Peyer’schen
Plaques aufgenommen und infizieren primédr B-Lymphozyten, die das Genom des Retrovirus
integrieren und das Sag MHC-Klasse-II-Molekiil-gebunden CD4*-T-Zellen prisentieren.
Deren reaktive Proliferation und die damit verbundene Zytokinproduktion regen die B-Zellen
zur Teilung an, wodurch gleichzeitig eine massive Vermehrung des Virusgenoms erfolgt.
Infizierte Lymphozyten fungieren auch als Transportvehikel des Virus zu und innerhalb seiner
Zielorgane, insbesondere des Brustdriisenparenchyms. Komplexe Steuerungsmechanismen
(v. a. Sexualhormone) regulieren die Produktion infektioser Partikel und auch mtv-kodierter
Sag und verursachen eine massive Steigerung in Pubertit, Schwangerschaft und Stillzeit.

Die Kanzerogenitidt der MMTV beruht auf dem Einbau in das Genom der Zielzelle und eine
damit verbundene zufillige Aktivierung zelluldarer Onkogene. Auch wenn eine direkte Rolle
des Sag an der Krebsentstehung ausgeschlossen werden kann, korreliert die
Tumorsuszeptibilitidt mit der Giite der Sag-MHC-Klasse-II-Préasentation.

In verschiedenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Infektion in B-Zell-defizien-
ten Méusen nicht moglich ist und in athymischen, also T-Zell-defizienten Tieren, nicht persi-
stieren kann. Auch Sag-Deletionsvarianten von MMTYV fiihren nur zu einer latenten Infektion
(Golovkina et al., 1998).

Perinatal tbertragene Viren bewirken nach initialer Expansion reaktiver T-Zellen deren
Deletion in der Peripherie oder im Thymus, gleiches gilt fiir Proviren, die wéhrend der
Ontogenese Sag exprimieren. Die T-Zelldeletion in der Peripherie bewirkt einerseits eine
erhohte Resistenz gegentiber MMTYV mit derselben T-Zellspezifitit, scheint aber andererseits,
moglicherweise durch Toleranzinduktion gegeniiber viralen Proteinen, die Empféanglichkeit fiir
eine MMT V-Infektion zu erhohen, sofern diese Viren andere VP-TZ-Gruppen aktivieren
(Golovkina et al., 1992).

Die Auswirkungen einer MMT V-Infektion bzw. einer mtv-Expression betreffen jedoch neben
der adaptiven auch die unspezifische Abwehr. Uber das SU-Protein bindet MMTYV neben ande-
ren Oberfldchenproteinen an Toll-like Rezeptor (TLR) 2 und 4 auf APZ und aktiviert damit die
Ausschiittung proinflammatorischer Mediatoren (Rassa et al., 2002). Bhadra et al. (2006)
zeigten, dass ein mtv-negativer Mausstamm sowohl gegen MMT V-Infektion und deren Folgen
als auch gegen andere Erreger resistenter ist als vergleichbare mtv'-Individuen. Bet MMTV-
C3H-Ubertragung zeigte sich eine erniedrigte Viruslast, die jedoch nur in 30% der Fille mit
der Anwesenheit neutralisierender AK einherging, zudem war bei Injektion von mtv-exprimie-

renden Fibroblasten unmittelbar nach Entwéhnung mtv™-Tiere keine periphere TZ-Deletion zu
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detektieren. Auch gegeniiber der Lymphominduktion des nicht Sag-produzierenden TBLV
(Type B leukemogenic virus)-Stammes (MMTV-Variante) waren diese Tiere resistent.

Bei Ubertragung von V. cholerae zeigte sich in mtv™- im Vergleich zu mtv*-Tieren bereits nach
24 Stunden eine reduzierte Erregerlast, zu einem Zeitpunkt also, in der eine effektive adaptive
Immunantwort noch gar nicht besteht. Beides deutet darauf hin, dass auch die Resistenz gegen-
iiber Sag-produzierenden MMTV-Stammen ebenfalls durch die Abwehr des unspezifischen
Immunsystems zumindest mitbedingt ist. Im Gegenzug scheint die Anwesenheit des mtv-Sag
eine verminderte Aktivitit des unspezifischen Immunsystems zu bewirken, so dass der mtv-
Status vor allem bei Tiermodellen infektioser Erkrankungen eine Rolle spielen kann.

Das in dieser Arbeit verwendetet vSag7 ist das Sag von mtv7 und im open reading frame (orf,
U3 Region) des long terminal repeats (LTR) kodiert. Trotz des detaillierten Wissens iiber die
Bedeutung der Sag im MMTV-Lebenszyklus ist {iber die eigentliche Struktur des Sag und seine
Interaktion mit TZR und MHC-Klasse-II-Molekiil relativ wenig bekannt.

In der Lewis/Crl (LEW)-Ratte stimuliert vSag7 VB6'-, V8.2~ und in geringerem Umfang
VB8.5'-T-Zellen, unabhingig von CDR3 und der TZR-o-Kette (Herrmann et al., 1994, Gold
et al., 1994). Der Vergleich verschiedener V38.2-Familienmitglieder zeigte, dass Unterschiede
in CDR2 und 4 einen Verlust der vSag7-Reaktivitit bewirken konnen.

Die AS-Sequenz des vSag7 weist auf ein Transmembranprotein hin, dessen C-Terminus extra-
zelluldr liegt. Allgemein ist die Sequenz innerhalb verschiedener mtv hochkonserviert und
zeigt nur C-terminal ausgepréigte Polymorphismen, die mit einer verdnderten VB-Reaktivitit
assoziiert und damit vermutlich an der Interaktion mit dem TZR beteiligt sind.

Weiterhin ist davon auszugehen, dass die eigentliche Sag-Aktivitdt von einem Fragment des
primédren orf-Genprodukts getragen und dieses zusétzlich durch Glykosylierungsprozesse
modifiziert wird, wobei fiir ein 18 kD grofles C-terminales Spaltprodukt bereits eine Bindung
an MHC-Klasse-1I-Molekiile nachgewiesen wurde. Im Rahmen der proteolytischen Reifung
des Sag ist weiterhin eine nicht-kovalente Assoziierung N- und C-terminaler Spaltprodukte
wahrscheinlich. AuBBerdem konnte nachgewiesen werden, dass reifes vSag7 zunédchst unabhin-
gig vom Klasse-II-Molekiil an die Oberfldche gelangt und erst dort an dieses assoziiert und
dadurch stabilisiert wird (Grigg et al., 1998).

In der MHC-Klasse-II-Interaktion ergibt sich eine Einteilung in zwei Gruppen. Die eine, zu der
auch vSag7 gehort, kann sowohl von H-2E- als auch H-2A-Molekiilen priasentiert werden,
wéhrend andere vSag auf H-2E angewiesen sind. Allgemein wurde bisher davon ausgegangen,
dass H-2E fiir alle vSag, wenn nicht das einzige, so doch das beste Prisentationsmolekiil ist.
Allerdings bestehen Hinweise darauf, dass die eigentliche Bindungsstirke ohne Betrachtung
der T-Zellstimulation bei bestimmten mtv-Sag fiir H-2A hoher ist (Acha-Orbea et al., 1995).
In einem Vergleich der Préasentation durch verschiedene HLA-DR-Allele konnte gezeigt wer-
den, dass Polymorphismen in der B-Kette bei unverédnderter o-Kette die Sag-Bindung stark
verdndern konnen und damit eine Interaktionsstelle im Bereich der B-Kette liegen muss
(Subramanyam et al., 1993).
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Ein Beispiel fiir Sag produzierende endogene Retroviren findet sich auch im menschlichen
Genom. Die HERV-(humanes endogenes Retrovirus)K-Familie enthélt 10 Proviren, deren Sag
bis auf HERV-K 18, bei dem eine starke INF-oi-Abhédngigkeit besteht, konstitutiv und in gerin-
gen Mengen exprimiert werden (Stauffer et al., 2001).

Wie im nédchsten Kapitel ausgefiihrt, ist die Einordnung dieser Proteine in die Gruppe der Sag

bzw. ihre Rolle in bestimmten Krankheiten allerdings teilweise noch sehr umstritten.

1.10 Superantigene und Krankheit

Um eine Verbindung zwischen einem bestimmten Krankheitsbild und einem Sag herzustellen,
war lange Zeit der Nachweis einer V[-spezifischen T-Zellproliferation in situ unter
Anwesenheit eines mutmaBlich als Sag fungierenden Proteins ausschlaggebend. Unter zuneh-
mender Verwendung rekombinanter Techniken zeigte sich jedoch, dass einige dieser “Sag-
Kandidaten” in vitro keine stimulative Kapazitdt aufwiesen.

Ein immer noch umstrittenes Beispiel sind die Exfoliatine A und B, die lange Zeit als Sag und
Verursacher der Epidermisablosung 1-2 Wochen nach einem durch Staphylokokkeninfektion
verursachten toxischen Schocksyndrom galten. Inzwischen wird die Ursache in einer
Serinproteasenaktivitdt dieser Proteine gesehen, die zu einer Spaltung epidermaler
Adhisionsproteine fithrt und auf diesem Weg die Dermisintergritdt authebt (Vath et al., 1997,
Vath et al., 1999).

Auch variieren allgemein Ausmal} und zeitlicher Verlauf einer Sag-bedingten T-Zellreaktion

mit der Dosis und dem Aufnahmeweg (Bernal et al., 1999).

Die Pathogenitit von Sag lésst sich in die direkte Wirkung im Rahmen einer Infektion und
potentielle Folgeerscheinungen unterscheiden, wobei zusdtzlich wichtig ist, dass Erreger oft
ein Gemisch verschiedener Sag gleichzeitig produzieren, dessen Wirkung auBlerdem von der
Anwesenheit neutralisierender AK abhingig ist.

In einer akuten Infektion liegt die das Pathogen begiinstigende Wirkung in der Verhinderung
oder zumindest Verzogerung einer spezifischen Immunantwort durch eine massive, Th1-domi-
nierte Zytokinfreisetzung aus CD4*-T-Zellen (v. a. INF-y, IL-2, TNFa). Dies fiihrt bei pyroge-
nen Sag zu einer systemischen Entziindungsreaktion, die ohne Bakteridmie Symptome einer
Sepsis zeigt (systemic inflammatory response syndrome = SIRS) und auch fiir die lebensbe-
drohlichen Komplikationen verantwortlich ist.

Die generalisierte Mediatorenfreisetzung erhoht die Kapillarpermeabilitdt und verursacht
dadurch einen Flussigkeitsverlust in das umgebende Gewebe, der eine Schocksymptomatik mit
generalisiertem Odem, im weiteren verbunden mit der Gefahr einer Verbrauchskoagulopathie
und eines Multiorganversagens, nach sich ziehen kann (Dinges et al., 2000).

Andere Symptome, wie die durch SE hervorgerufene Emesis und andere gastrointestinale
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Krankheitszeichen konnten auch auf eine direkte oder indirekte Aktivierung von Mastzellen
mit verstarkter Leukotrienfreisetzung zuriickzufiihren sein (Scheuber et al., 1987). Im weiteren
Verlauf verursachen die T-Zell-produzierten Zytokine auch eine Induktion anderer Mediatoren-
produzierender Enzyme, wie z.B. der Cyclooxygenase 2 und der induzierbaren NO-Synthetase
(Bernal et al., 1999).

Von den beiden anderen untersuchten bakteriellen Sag ist YPM mit dem Grof3teil extra-
gastrointestinaler Symptome (z.B. Erythema nodosum, Konjunktivitis) einer Infektion mit
Yersinia pseudotuberculosis assoziiert, wihrend MAS als Virulenzfaktor eines Tierpathogens
an der Entstehung einer rheumatoiden Arthritis bei Nagetieren beteiligt ist.

In einer Untersuchung direkter Therapieansitze bei Sag-bedingten Symptomen konnte
Kdmpfer (2004) zeigen, dass sich die Wirkung pyrogener Sag durch Peptide, die zu konservier-
ten Sag-Sequenzen homolog sind, spezifisch antagonisieren ldsst. Dadurch konnte in
Tierversuchen eine wesentliche Erhohung der Uberlebensrate Sag-exponierter Tiere erreicht
werden. Ein weiterer interessanter Aspekt dieser Studie war, dass den antagonisierten konser-
vierten Sequenzen bisher keine Rolle in der Sag-Funktion zugeschrieben wurde.

Eine potentielle Entstehung autoimmuner Krankheiten als Folge einer Sag-Exposition ist eben-
falls in vielen Studien untersucht worden. Die Annahme basiert auf der Beobachtung, dass
naive T-Zellen bei Sag-Exposition nach anfinglicher Proliferation zwar deletiert oder anerg
werden, dies allerdings nicht bei Sag-Stimulation bereits aktivierter T-Zellen erfolgt. Auf die-
sem Weg konnten Sag autoreaktive T-Zellen, die bisher unter Suppression des Immunsystems
standen, aktivieren und somit zum Krankheitsausbruch beitragen (Torres et al., 2001).

In der experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell fiir bestimmte
Aspekte der Multiplen Sklerose (MS), das durch Applikation ZNS-spezifischer Proteine, wie
z.B. des Myelin-Basischen-Proteins (MBP), ausgelost werden kann, wurde ebenfalls die
Auswirkung einer Sag-Gabe auf Entstehung und Verlauf gezeigt. In Tieren, die normalerweise
gegen die Induktion von EAE resistent sind oder solchen, die sich bereits wieder von einem
Schub erholt hatten, konnte ein EAE-Ausbruch oder -Rezidiv ausgelost werden. Ebenfalls
konnte bei EAE durch Sag-Gabe eine auch bei MS hiufig auftretende intramolekulare
Epitopausbreitung hervorgerufen werden (Soos et al., 2002).

Dariiber hinaus gibt es viele andere Krankheitsbilder, die mit einem fehlgeleiteten
Immunsystem einhergehen und bei denen Hinweise fiir eine Beteiligung von Sag an der
Pathogenese bestehen.

Vor einiger Zeit wurde ein von Darmbakterien produziertes potentielles Sag 12 entdeckt, das
moglicherweise mit M. Crohn assoziiert ist (Dalwadi et al., 2001), dessen Rolle fiir die
Erkrankung allerdings immer noch nicht genau bekannt ist. Andere Beispiele sind das
Kawasaki-Syndrom, die Colitis ulcerosa und rheumatoide Arthritis, aber auch
Hauterkrankungen wie Psoriasis und die atopische Dermatitis (Donadini et al., 2004).
Sutkowski et al. (2001) zeigten die Interaktion einer Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion mit
dem HERV-K18-kodierten Sag. EBV fiihrt zu einer vermehrten Expression dieses Sag auf
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mRNA-Ebene und nachfolgend zu einer Stimulation VB13"-T-Zellen, die zudem durch Anti-
MHC-Klasse-II- und -Sag-Ak inhibierbar war. Die Theorie, dass diese Sag-Funktion fiir eine
EBV-Persistenz erforderlich ist, wird dadurch gestiitzt, dass Primaten-Stamme ohne HERV-
K18 nur latente EBV-Infektionen entwickeln (Thorley-Lawson, unverdffentlichte Daten,
Verweis in Sutkowski et al., 2001).

Eine Beteiligung von HERV-K18-Sag wurde auch im Zusammenhang mit Typ-1-Diabetes ver-
mutet (daher Bezeichung des Sag als IDDM (insulin-dependent diabetes mellitus)-K, ,22).
Stauffer et al. (2001) zeigten, dass die bei viralen Infektionen im Rahmen der Immunantwort
auftretenden erhohten INF-o-Werte zu einer verstdrkten Sag-Expression fithrten und dadurch
eine Proliferation von VPB7'-T-Zellen ausldsen, die sich auch vermehrt in entziindlichen
Infiltraten im Pankreas bei Typ 1 Diabetes zeigen. Allerdings konnte dies, insbesondere der
Nachweis einer Sag-Aktivitit von IDDM-K, ,22, in anderen Arbeitsgruppen bisher nicht besti-
tigt werden (Lapatschek et al., 2000).

Ein in gewisser Weise vergleichbarer Mechanismus ist jedoch fiir das mouse acquired immu-
nodeficiency syndrome (MAIDS) beschrieben. In der durch ein defektes Virus verursachten
Erkrankung wurde lange Zeit aufgrund einer gleichzeitig beobachteten Expansion VB5'-T-
Zellen die Existenz eines viral-kodierten Sag angenommen, jedoch konnte eine derartige
Aktivitdt der Virusproteine ausgeschlossen werden. Gayama et al. (1998) zeigten schlieBlich,
dass die Virusinfektion zu einer verstdrkten Expression endogener Retroviren der mtv-Familie,
speziell der orf-kodierten Sag fiihrte, die ebenfalls die beobachtete T-Zellreaktion erklirte und
daher insgesamt als Beispiel fiir die Interaktion exogener Erreger mit endogenen Retroviren
dienen kann.

Die bei Sag-Applikation beobachtete Verstirkung der Aktivitit bereits stimulierter T-Zellen
bietet allerdings moglicherweise auch einen Ansatz fiir eine therapeutische Verwendung.
Studien an Melanom-erkrankten Méusen zeigten, dass die Gabe eines Sag zu einer verstirkten
Immunantwort gegen die entarteten Zellen und zu einer Verbesserung der Uberlebenszeit fiih-
ren kann (Torres et al., 2001). Inwieweit sich dies jedoch auf andere Karzinomerkrankungen
iibertragen ldsst und ob ein solcher Einsatz beim Menschen tatsichlich erfolgen kann, ist aller-

dings noch nicht abzusehen.



2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Einmalspritzen
Gewebekulturflaschen
Kryor6éhrchen

Mikrotiterplatten (96-Napf) Flachboden
Mikrotiterplatten (96-Napf) Rundboden

Multischale (6/12/24/48 Napfe)
Petrischalen (@ 6¢cm/9cm)
Pipettenspitzen (gelb, blau)
Pipettenspitzen (crystal)
Plastikpipetten
Plastikreaktionsgefife

Sterilfilter

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)

2.1.2 Reagenzkits

Produkt

JetQuick Plasmid Miniprep Spin Kit
QIAgen Plasmid Maxi-Kit

QIAgen Plasmid Midi-Kit

2 * PCR-Kit
OptEIA-IL-2-ELISA-Kit

RNeasy Total RNA Kit

Jet Sorb Gel Extraction Kit

Hersteller

Nenke-Sass-Wolf
Nunc

Eppendorf Gerdtebau
Greiner Labortechnik
Greiner Labortechnik
Greiner Labortechnik
Nunc

Roth

Eppendorf Gerdtebau
Greiner Labortechnik
Eppendorf Gerdtebau
Millipore

Greiner Labortechnik

Hersteller

Genomed
Qiagen

Qiagen

MBI Fermentas
Pharmingen
Qiagen
Genomed
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2.1.3 Enzyme und Inhibitoren

Hersteller
Iodoacetamid Sigma Chemie
Leupeptin Sigma Chemie
Pefabloc Sigma Chemie
Protease Inhibitors Set Roche Diagnostics
Restriktionsenzyme MBI Fermentas, Biolabs
Shrimp acid phosphatase USB
T4 DNA-Ligase MBI Fermentas
2.1.4 Antikorper
Monoklonale Antikoérper (Hersteller: Pharmingen BD)
Antikorper Antigen
Ox6 B-Kette RT1B, H2-A
14-4-4S o-Kette RT1D, H2-E
41A RT1D, H2-E
R73 Ratte: CB-TZR
V65 Ratte: y90-TZR
Ox35 Ratte: CD4
L180/1 Schaf: LFA-1
R78 Ratte: VP38.2-TZR (LEW)
B73 Ratte: VP38.5-TZR (LEW)
HIS 42 Ratte: VB16-TZR (LEW)
SN18B1 Ratte: VB13-TZR (LEW)
Sonstige Antikorper

Hersteller

DaMIg-PE Phycoerythrin-konjugiertes Dakopatts

Esel-anti-Maus-Ig
SaMlg Schaf-anti-Maus-Ig Dakopatts

nMlg normales Maus-Ig Sigma Chemie
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2.1.5 Chemikalien

Substanz

Acrylamid (Mono-/Bis-)
Agar-Agar

Agarose
Ammoniumperoxidisulfat (APS)
Ampicillin
B-Mercaptoethanol
Borsédure

Calciumchlorid
Concanavalin A
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

Fotales Kélberserum
Formaldehyd

Glycerin

Glycin

Geneticin (G418)

IL-2 (rekombinant, human)
Ionomycin

Isopropanol

Luria Broth Base
Mitomycin C

Natriumazid
Natriumacetat
Natriumbutyrat
Nylonwolle

Penicillin

PMA

Polybrene

Ponceau S

SDS

Streptavidin-Red670
Streptomycin
Tetramethylendiamin (TEMED)

Hersteller

Roth

Roth
Gibco/BRL
Roth
Gibco/BRL
Gibco/BRL
Roth

Roth

ICN

Roth

Roth

Ferak

Sigma Chemie
Gibco/BRL
Roth

Ferak

Roth

Sigma Chemie
Hoechst
Sigma Chemie
Roth
Invitrogen
Sigma Chemie
E. Merck
Roth

E. Merck

Fenwal Laboratories

Gibco/BRL
Sigma Chemie
Sigma Chemie
Applichem
Roth
Gibco/BRL
Gibco/BRL

E. Merck
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Substanz Hersteller

Tris Roth

Triton X Sigma Chemie
Trypanblau Sigma Chemie
Tween 20 Sigma Chemie

2.1.6 Nihrmedien

Zellkultur (Hersteller: Gibco BRL., Eggenstein, BRD)

Kodierung
RPMI 1640 # 21875-034
RPMI 1640 Dutch Modification #22409-015

* Verwendung nach Zugabe von 50 ml SC-Supplement (bezeichnet als RPMI")

DMEM mit Pyruvat, ohne HEPES #41966-029
DMEM ohne Pyruvat, mit HEPES # 32430-027

» Verwendung nach Zugabe von 50 ml FCS und 800 pl Streptomycin-Penicillin-
Losung (bezeichnet als DMEM")

Einfriermedium: 50% FCS

40% RPMI"

10% DMSO
Bakterienkultur
LB-Medium 20 g Luria Broth Base

in 1 1 Aqua dest.
* nach Losen autoklavieren

* Verwendung nach Zugabe von Ampicillin (Endkonzentration 100 pg/ml)



LB-Agar
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25 g Luria Broth Base
15 g Agar-Agar
in 1 1 Aqua dest.

* vollstdndiges Losen durch Autoklavieren

» Verwendung als Ndahrmedium in Nicht-Gewebekultur-Petrischalen (@ 9cm):

Zunéchst Abkiihlen auf 50°C, Hinzugabe von Ampicillin (Endkonzentration

100 pg/ml) und Einfiillen von 20 ml pro Schale, Lagerung bei 4°C

2.1.7 Puffer und Losungen

Institutseigene Herstellung

- SC-Supplement

- PBS

- ATV-Losung

- FACS-Puffer

50 % hitzeinaktiviertes FCS

10 % 100 mM Natriumpyruvat

10 % nichtessentielle Aminosduren

10 % Penicillin-Streptomycin (10 kU/ml)
5,84 % Glutaminlosung (5%-1g)

0.5 % 50 mM B-Mercaptoethanol

0,2 g KCl

0,2 g KH,PO,
0,05 g MgCl,

8 g NaCl

1,15 g Na,HPO,
*in 1 1 Aqua dest.

0,05 % Trypsin
0,02 % EDTA
*in PBS

0,2 % BSA
0,02 % Natriumazid
* in PBS
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- BSS e gleiche Volumenanteile BSS I und BSS II

BSS It 50 g Glukose BSS 1I: 9,25 g CaCl,
3 g KH,PO, 20 g KCl
11,9 g NaH,PO, 320 g NaCl
0,4 g Phenolrot 10 g MgSO,

* jeweils in 5 1 Aqua dest

- BSS/BSA 0,2 % BSA in BSS

Eigene Herstellung

- 2xHBS 50 mM HEPES (pH 7,05)
10 mM KCl
12 mM Glucose
280 mM NaCl
1,5 mM NaH,PO,

- ELISA-Coating-Puffer 8,4 g NaHCO,
3,56 g Na,HCO;
*in 1 1 Aqua dest.

- Waschpuffer (ELISA und Westernblot) 0,05 % Tween 20 in PBS
- ELISA-Blockierungspuffer 10 % FCS in PBS
- TBE-Puffer (5x) 495 mM Tris

495 mM Borséure

10 mM EDTA

* in Aqua dest.
- TE-Puffer I mM Tris

0,1 M EDTA

* in Aqua dest.

- SaMlg-Losung 40 pg/ml in PBS

- Ethidiumbromidlosung 10 mg/ml in Aqua dest.



23

- Trypanblaulésung 0,04 % Trybanblau in FACS-Puffer
- Westernblot-Puffer
Anode [-Puffer Anode [1-Puffer Kathoden-Puffer
1 M Tris (pH 10,4) 25 mM Tris (pH 10,4) 25 mM Tris (pH 10,4)
10 % Methanol 10 % Methanol 10 % Methanol
40 mM Glycin
- Western-Blot-Blockierungspuffer 75 g Milchpulver in 1 1 PBS/0,1% BSA
- Zelllysispuffer (RIPA) 20 mM Tris
150 mM NaCl
1 mM EDTA
2,5 mM Natriumpyrophsphat
1% Triton X

1 mM B-Glycerolphosphat

2.1.8 Versuchstiere

Verwendet wurden LEW/Crl-Ratten und BALB/c-Méuse im Alter zwischen 6-12
Wochen aus institutseigener Ziichtung.

2.1.9 Zelllinien

* 1L929-Zellen MHC-Klasse-II"-Fibroblastenzelllinie der Maus

e P80-Zellen MHC-Klasse-11"-, Ratten-CD80-transduzierte P815
Maus-Mastozytomlinie der DBA/2 Linie (Maeda et
al., 1997)

*+534 Ratten-TZR-V[8.2°-TZH, generiert durch Fusion der

MBP-spezifischen Zelllinie MBP13 und BW58, TZR
identisch mit TZH 35/1 (Kreiss et al.,2004)



* RG17

* P3/2 + CD80

* 3A5

* Klon 19

*LBB 3.4.16

« LBB IIV1I

*293T

2.1.10 Bakterienstimme

* Top 10 F’

* DH5o

2.1.11 Primer

» mtv-7-orf forward

* mtv-7-orf reverse
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TZR-VB6'-Maus-TZH (Dr. Glasebrook, Lilly Research
Laboratories, Indianapolis, USA)

mit HLA-DR1 (Herman et al., 1990) und Ratten-CD80
(AG Herrmann) transtizierte DAP3-Mausfibroblasten

mit HLA-DR1 und vSag7 transfizierte DAP3-
Mausfibroblasten (Subramanyam et al., 1993)

TZH, generiert durch Fusion einer L.casein-spezifischen
Zelllinie und BW 58 (4G Herrmann)

mtv7*-Hybridom aus der B-Zelllymphomlinie
M12.4.15 (H-2¢) und RF/J-Milzzellen (H-2*, mtv-7")
(Nicolas et. al, 1987)

mtv-7-Deletionsvariante von LBB 3.4.16
(Nicolas et. al, 1987)

urspriinglich als 293tsA1609neo bezeichnete
Verpackungszelllinie fiir retrovirale Transfektion
(ATCC#CRL11268), freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Dr. Dirk Lindemann, Institut fiir Virologie

und Immunbiologie, Wiirzburg

One ShotTM Top 10F" kompetente Bakterien
(Invitrogen)

Novagen

5’-GGGAATTCATGCCGCGCCTGCAG-3’

5’-GGGTCGACAGATCTCCGCAAGTAGACCTG-3’
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2.1.12 Bakterielle Superantigene

* MAS freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. L.
Rink, Medizinische Universitdtsklinik, RWTH Aachen

* SEB, SEC 1-3 Toxin Technology, Saragota, Florida, USA

*YPM freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr.

Miyoshi Akiyama, Institut fiir Mikrobiologie und
Immunologie, Tokyo Womens Medical School, Japan
2.1.13 Antigene

* MBP Biotrend

* L.casein freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr.
Gerhild Wildner, Augenklinik der Universitit
Miinchen

2.1.14 Vektoren (Plasmide)

* SFG-GFP (S65T) enthilt das fiir das griin-fluoreszierende Protein (gfp)
kodierende Insert (Bueler et al., 1996)

Nach Entfernung des Inserts zusétzlich verwendet als Trager fiir:

- RT1Blo / RT1BIB: beide freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Matthias Kreil3, AG Herrmann (Kreiss et al., 2004)

- RT1Dlot / RT1DIB: beide freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von

Hatice Karatiziim, AG Herrmann (Karaiiziim, 2003)

* pczCFG-IEGZ-3mli: Zeomycin-Resistenz- und gfp-kodierender Vektor,
Vektor ohne Insert freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Dr. I. Berberich, Institut fiir Virologie und
Immunbiologie, Wiirzburg, Insert kodiert fiir die inva-
riante Kette der Maus (Klonierung: Henry Dlaske,
AG Herrmann)

* pHBA-Pr-1-neo: Neomycin-Resistenz tragender Vektor, Insert unter
Kontrolle des humanen [-Aktin-Promotors (Gunning et
al., 1987)
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* pHBA-Pr-1-orf: pHPBA-Pr-1-neo, der die vSag7-kodierende orf-Sequenz
enthélt (Beutner et al., 1992), wie leerer Vektor freundli-
cherweise zur Verfligung gestellt von Natalie Sutkowski,
Department of Pathology, Tufts University School of
Medicine, USA

* pHIT 60 pHIT-60-CMV-MV V-gag-pol-SV40 ori, enthdlt Gene fiir
gag und pol des Moloney-Murinen-Leukédmie-Virus
(MoMLYV) unter Kontrolle des humanen Cytomegalie-
virus (CMV)-Promotors (Soneoka et al., 1995)

* pczVSV-G pczVSV-G wt, enthélt das env-Gen des Vesicular
Stomatitis Virus (VSV, Yee et al., 1994)

* pcEx-3mli enthélt als Insert das Gen fiir die invariante Kette der
Maus, freundlicherweise zu Verfiigung gestellt von Dr.
Norbert Koch, Institut fiir Molekulare Physiologie und

Entwicklungsbiologie, Universitidt Bonn

2.1.15 Marker

DNA-Marker (MBI-Fermentas)
vor Verwendung jeweils mit Gelladepuffer versetzte DNA-Fragmentkombinationen
* 100 bp-Marker (10 Fragmente von 100 bis 1000 bp in 100er Schritten)
* | kbp-Marker (14 Fragmente: 250 - 10000 bp)

Proteinmarker (MBI Fermentas)
* 180 kD-Marker (Banden zwischen 10 und 180 kD)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Restriktionsspaltung

Der Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen wurde zur Charakterisierung und
Identifizierung benutzter Vektoren, aber auch im Rahmen von Klonierungen zur Vorbereitung
der jeweiligen Komponenten und zur Uberpriifung der Insertorientierung nach erfolgter
Ligation verwendet.

Ein Ansatz enthielt im Normalfall folgende Bestandteile

* 0,3 ug DNA in TE-Puffer
2 ul 10x Puffer (fiir Enzym ausgewéhlt nach Herstellerangaben)
*0,5-1pul Restriktionsenzym (5-10 U Gesamtaktivitét)

Der Ansatz wurde mit destilliertem Wasser auf 20 pl aufgefiillt und fiir 60 min unter fiir die
Aktivitit des jeweiligen Enzyms optimaler Temperatur inkubiert.

Die Uberpriifung eines Restriktionsverdaus erfolgte durch Gelelektrophorese.

2.2.2 DNA-Auftrennung mittels Gelelektrophorese

Die Analyse von DNA-Spaltprodukten erfolgte je nach erwarteter Grofe der einzelnen
Fragmente in 1 %- oder 2 %-igen Agarosegelen.

Die abgewogene Menge Agarose wurde in 0,5 %-igem TBE-Puffer aufgekocht, nach Abkiihlen
im Wasserbad auf < 60°C mit Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 1 pg/ml) und in
einer Gelkammer ausgegossen.

Aufzutrennenden Ansitzen wurde ein Zehntel ihres Volumens an Ladefarbstoff hinzugefiigt
und diese anschlieBend in die Geltaschen verbracht. Zusétzlich wurde ein Marker (1 kbp oder
100 bp) mit zur Analyse geeigneten DNA-Fragmentldngen aufgetragen.

Nach einer 45-60-mintiitigen Auftrennung bei 115 V wurde das Gel unter UV-Licht, das das
zwischen die Doppelstrange der DNA interkalierende Ethidiumbromid zur Fluoreszenz anregt,
fotografiert.
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2.2.3 Elution von DNA aus Agarosegelen

Nach einer elektrophoretischen DNA-Auftrennung wurde unter UV-Licht zunichst das die
gewiinschte DNA enthaltende Gelstiick ausgeschnitten und gewogen.

Die eigentliche Elution geschah mit Hilfe des Jet Sorb Gel Extraction Kits.

Nach Anweisung des Herstellers wurde das Gelstiick zunéchst in Puffer geschmolzen und die
enthaltene DNA an zugegebene Silikatpartikel gebunden. Nach mehrfachem Waschen wurde
die DNA durch Resuspension in TE-Puffer wieder gelost. Mittels Zentrifugation konnten die
Silikatpartikel abgetrennt und der die DNA enthaltende Uberstand isoliert werden.

2.2.4 Transformation

Die bei -70°C gelagerten kompetenten Bakterien wurden zunédchst auf Eis aufgetaut und ein
Volumen von 100 pl in Eppendorf-Réhrchen mit 5 ng des zu iibertragenden Plasmids ver-
mengt. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz 45 s in einem Wasserbad
(42°C) erwdrmt und anschlieBend fiir 2 min erneut auf Eis gelagert.

Danach wurde der Ansatz in 15 ml-Réhrchen verbracht und nach Zugabe von 900 ul SOC-
Medium 60 min in einem Bakterienriittler geschwenkt (37°C, 180 RPM).

Volumina von 50 bzw. 100 pl aus diesem Ansatz wurden auf vorgewdrmten, Ampicillin-halti-
gen LB-Agarplatten ausplattiert und {iber Nacht im Brutschrank gelagert, jedoch nicht ldnger
als 15 h. AnschlieBend wurde der Transformationserfolg mittels Restriktionsverdau bzw.

Sequenzierung ermittelt.

2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.5.1 Anlage einer Vorkultur

In 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium wurden mittels Impfose Bakterien einer einzelnen
Kolonie nach erfolgreicher Transformation oder aus einem bei -70°C gelagerten Glycerinstock
der gewiinschten Plasmid-Bakterienkultur verbracht und 8 h im Bakterienriittler bei 37°C und
180 RPM geschwenkt.

Aus dieser Vorkultur konnte Suspensionsvolumen sowohl direkt zur Plasmidbestimmung im
analytischen MafBstab als auch zur GroBprédparation nach weiterer Vermehrung in frischem
Nédhrmedium entnommen werden.

Zur Erstellung eines Glycerinstocks wurden 150 pl einer Vorkultur mit 850 pl Glycerin (4°C)
vermischt und in Kryor6hrchen bei -70°C gelagert.
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2.2.5.2 GroBpriparation von Plasmid-DNA

Die Isolation grofler Plasmidmengen geschah mit Hilfe des QIAgen Maxi bzw. Midi Kits.
Hierzu wurde zunédchst Volumen einer Vorkultur 1/500 bis 1/1000 in Ampicillin-haltigem LB-
Medium verdiinnt (bis zu 50 ml in Midi Kit bzw. 500 ml in Maxi Kit) und tiber Nacht
(12-16 h) im Bakterienriittler geschwenkt (37°C, 180 RPM).

Entsprechend den Anweisungen des Herstellers wurden die Bakterien am nédchsten Tag lysiert
und auf eine Sdule geladen, an deren Filtermatrix die Plasmid-DNA zunéchst band und aus der
sie in einem weiteren Schritt eluiert werden konnte.

Die DNA wurde mit Ethanol prézipitiert und in TE-Puffer gelost.

2.2.5.3 Analytische Priparation von Plasmid-DNA

Zur Analyse einer groBeren Anzahl von Ansitzen, z.B. zur Uberpriifung einer Klonierung
wurde das JetQuick Plasmid Miniprep Spin Kit verwendet.

Hierfiir wurden zunéchst 1,5 ml Bakteriensuspension aus einer Vorkultur in Eppendorf-Caps
bei 14000 RPM und RT pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 250 ul
Zelllosung (L1) resuspendiert und mit 250 ul Lysispuffer (L2) aufgefiillt. Nach 5 min
Inkubation bei RT wurden 250 pl Neutralisationspuffer (L3) hinzugegeben und der Ansatz 10
min bei RT und 14000 RPM zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein neues Cap verbracht und mit 70 % des Ansatzvolumens an
2-Propanol (hier 525 pl) aufgefiillt. Nach 15-miniitiger Zentrifugation bei 13000 RPM und 4°C
wurde der Uberstand verworfen und 500 ul 70%-iges Ethanol hinzugegeben wurden.

Nach einer erneuten Zentrifugation (10 min) unter denselben Bedingungen wurde der Uber-
stand verworfen und das Pellet nach kompletter Ethanolabdunstung in 50 pl TE-Puffer gelost.
Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde durch Extinktionsmessung im Photometer

bestimmt.

2.2.6 Klonierungen

2.2.6.1 Vorbereiten des Vektors

Von den benutzten Vektoren pczCFGS-IEGZ und pczCFGS5-1Z lag nur der erste direkt verwen-
dungsfihig in linearisierter und dephosphorylierter Form vor.

Der Vektor pczCFG5-IZ enthielt als Insert die DNA-Sequenz des Ratten CD80-Molekiils.
Durch Restriktionsverdau von 5 pg Vektor mit Eco RI wurde das Insert ausgeschnitten und der
linearisierte Vektor nach Auftrennung in einem préparativen Agarosegel ausgeschnitten und

eluiert.
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Um wiéhrend der Ligation eine End-zu-End-Verkniipfung ohne Einbau des Inserts zu vermei-

den, wurde zusétzlich eine Dephosphorylierung durchgefiihrt.
Der Ansatz aus

* 32 pl Vektoreluat (mit max. 5 pg DNA)

* 4 ul 10x Puffer

* 4 ul shrimp acid phosphatase (1 U/pl)

wurde 15 min bei 37° C inkubiert und anschlieBend die Reaktion durch 15-miniitige Inkubation

bei 65°C gestoppt.

2.2.6.2 Vorbereiten des Inserts

Das fiir Maus-Ii kodierende Insert wurde durch Restriktionsverdau mit EcoRI aus dem Vektor

pcEx-3mli ausgeschnitten und nach elektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel eluiert.

2.2.6.3 Ligation

Zur Abschitzung der einzusetzenden Vektor- und Insertvolumina wurden Aliquots in einem
Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht fotografiert. Aus der Intensitdt der Banden wurden
die fiir ein gewliinschtes “-Verhiltnis von Vektor zu Insert benttigten Mengen abgeleitet.

Der Ansatz, bestehend aus:

0,6 -1l Vektor

2 ul Insert
1l 10x-Puffer
I ul T4-Ligase

54-5ul destilliertes Wasser

wurde tiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert

2.2.7 RNA-Extraktion aus Zellkulturen

Die Gewinnung von RNA wurde mit Hilfe des QIAgen RNeasy Kits durchgefiihrt.
Maximal 1*107 Zellen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers zundchst behandelt

und auf eine Sdule aufgetragen, an deren Filtermatrix die RNA band und durch nachfolgende
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Elution von anderen Zelllysatbestandteilen isoliert werden konnte.

Der RNA-Gehalt eines Ansatzes wurde mittels Extinktionsmessung im Photometer bestimmt.

2.2.8 PCR

Die PCR (polymerase chain reaction) dient zur Vermehrung geringer Mengen vorhandener
DNA. Dabei werden 2 Oligonukleotide (Primer) benutzt, die zu den 3'-Enden des zu amplifi-
zierenden Abschnitts komplementér sind.

Durch Erhitzen werden zunéchst die beiden DNA-Stringe getrennt (Denaturierung) und eine
Anlagerung der Primer ermdglicht (Hybridisierung).

Mit Hilfe einer DNA-Polymerase wird ausgehend vom Primer ein zum Ausgangsstrang kom-
plementdrer Strang gebildet (Elongation), der in einem néchsten Zyklus als Ausgangsstrang fiir
eine erneute Primeranlagerung zur Verfiigung steht.

Dies bewirkt eine exponentielle Vermehrung der gewiinschten Sequenz, so dass im Anschluss
auch weniger sensitive Verfahren zur Analyse eingesetzt werden kénnen.

Um die fiir die Einzelschritte eines Zyklus erforderlichen Temperaturen optimal einzustellen,

wurde die PCR in speziellen diinnwandigen 0,5 ml Mikroreaktionsgefdf3en durchgefiihrt.

Zusammensetzung eines typischen Ansatzes:

* 12,5 ul 2 x PCR Master-Mix, enthilt

Tag-DNA-Polymerase 0,05 U/ul
MgCl, 4 mM

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) jeweils 0,4 mM
in Reaktionspuffer

* 0,1-1 uM forward primer
* 0,1-1 uM reverse primer
* 10 pg- 1 ng DNA

jeweils in destilliertem Wasser
Der Ansatz wurde mit Aqua dest. auf 25 pl aufgefiillt und die Reaktion mit Hilfe eines Perkin-
Elmer-Thermocyclers durchgefiihrt.
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Insgesamt wurden 30 Zyklen, bestehend aus

Denaturierung: 60 s bei 94°C
Hybridisierung: 60 s bei 64°C
Verldngerung: 60 s bei 72°C

durchlaufen. Die letzte Verldngerungsphase (final elongation) betrug 10 min, um noch nicht
vollstdndig auspolymerisierte Stringe zu komplettieren.

Wihrend Denaturierungs- und Verldngerungstemperatur Primer-unabhédngig sind, wird die
Hybridisierungstemperatur 5°C niedriger gewéhlt als der Mittelwert der Schmelztemperaturen
beider Primer. Generell kann man bis zu einer gewissen Basenanzahl die Schmelztemperatur
T,, eines Primers aus den in ihm vorhandenen Basenanteilen mit folgender Formel nédherungs-

weise berechnen.

T,, = (4*(Guanin+Cytosin)+2*(Adenin+Thymin))°C

Das Vorhandensein eines PCR-Produkts wurde durch elektrophoretische Auftrennung in einem

Agarosegel liberpriift.

2.2.9 RT-PCR

Die Reverse-Transkriptase(RT)-PCR dient zur Gewinnung von cDNA aus RNA. Im Gegensatz
zur Standard-PCR findet nur ein Oligothymidin als Primer Verwendung, das zum
Polyadenosinende reifer mRNA komplementér ist.

Durch eine reverse Transkriptase wird ausgehend vom Primer ein zur mRNA-komplementérer
cDNA-Strang gebildet.

Die RT-PCR erfasst Sequenz-unabhingig jedes poly-Adenosin-tragende RNA-Molekiil und
vermehrt die Nukleinsduremenge nur linear, da in der Polymerisierung keine zur

Primeranlagerung geeigneten Stridnge synthetisiert werden.

Zusammensetzung eines Ansatzes:

*0,1-0,5 pg  Gesamt-RNA in Nuklease-freiem, destilliertem Wasser (DEPC-Wasser)
o1l Oligothymidinprimer (0,5 pg/ul)
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Der Ansatz wurde mit DEPC-Wasser auf 11 pl aufgefiillt und 5 min bei 70°C inkubiert.

AnschlieBend wurde der Ansatz auf Eis gekiihlt und folgende Komponenten hinzugegeben:

*4pul 5x Reaktionspuffer
o1yl RNase-Inhibitor (20 U/ul)
2 ul dNTP-Mix (10 mM)

Der Ansatz wurde 5 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von
*2ul Maus-MuLV reverse Transkriptase (20 U/ul)

Nach 60 min Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion im Anschlul durch 10-miniitiges
Inkubieren bei 70°C gestoppt. Die synthetisierte cDNA konnte danach direkt, z.B. in einer
PCR, weiterverwendet werden.

2.2.10 Sequenzierung

Um nach Ubertragung eines Inserts in einen neuen Vektor die korrekte Integration zu priifen
wurde eine Sequenzierung unter Einbeziehung der Einfligungsstellen durchgefiihrt.

In der auf der Methode nach Sanger basierenden Sequenzierung wird nur ein zu einer im
Vektor vorhandenen Basenabfolge komplementérer Primer verwendet.

Die Komponenten entsprechen ansonsten denen einer normalen PCR, bis auf die Tatsache, dass
neben normalen dNTPs Farbstoff-markierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) hinzu-
gegeben werden, wobei jeder Farbstoff auf eine bestimmte Basenart beschréankt ist.

Da den ddNTPs die Verkniipfungsstelle fiir eine weitere Verldngerung der Nukleinsdure fehlt,
erfolgt bei ihrem Einbau der Syntheseabbruch, so dass {iber den Verlauf der Reaktion ein
Gemisch aller moglichen Fragmentldngen entsteht.

Die Sequenz wurde nach Reaktionsende und Féllung des Fragmentgemisches mittels des ABI
310 Sequencers ermittelt, wobei Position und Typ einer Base in der Ausgangssequenz aus der

Fragmentldnge und dem endstdndigen Farbstoff bestimmt wurde.
Bestandteile des Ansatzes:

1 ulBD

e 1 pl Primer

o 1 ul 2,5x Puffer
* 2 ul DNA
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Insgesamt wurden 30 Zyklen im Sequenzier-PCR-Gerét durchlaufen, die aus jeweils 3 Phasen
bestanden (10 s 96°C, 5 s 50°C, 4 min 60°C).

2.2.11 Transduktion von Genen in eukaryontische Zellen

2.2.11.1 Kalziumphosphatprizipitation

Diese Methode basiert auf der Bildung von Prizipitaten aus DNA und CaPO, die von Zellen
aufgenommen werden und sowohl zu einer transienten als auch permanenten Expression des
Zielgens fithren konnen.

Obwohl zeitlicher und materieller Aufwand gering sind, liegen die Schwichen dieser Methode
im geringen Anteil erfolgreich transfizierter Zellen und dem Problem der transienten
Transfektion verbunden mit dem progredienten Verlust des iibertragenen Gens, so dass hiufig
eine Selektion durch Genkopplung mit einer Resistenz oder Fluoreszenz erfolgen muss.

Die Kalziumphosphatprizipitation wurde in der Ubertragung des vSag7-Gens in native und
bereits RT1B!- bzw. RTI1D!-transfizierte 1.929-Zellen angewendet. Einen Tag vor der
Transfektion wurden je 5*10° Zellen in TC-Petrischalen (@ 6 cm) ausgesit und {iber Nacht im
Brutschrank kultiviert (Kulturmedium DMEM). Je 15 pg der zu tibertragenden DNA wurden
mittels Ethanol prézipitiert und sterilisiert, in 100 pl sterilem destilliertem Wasser aufgenom-
men und bis zur Transfektion bei 4°C (max. 2 Tage) oder -20°C gelagert.

Vor der Transfektion wurde das Medium der Zielzellen durch DMEM ohne HEPES ersetzt, da
HEPES den fiir die Prézipitatbildung kritischen pH beeinflusst, und die Zellen 1 h im
Brutschrank inkubiert. Die DNA Ansédtze wurden mit 338 pl Aqua dest. und 62 pl 2M CaCl,-
Losung auf 500 pl Endvolumen aufgefiillt und gut durchmischt. Jeweils 500 ul 2x HBS wur-
den hinzugegeben und mit Hilfe einer Pipette unter Schaumbildung vermengt, bevor der
Ansatz moglichst gleichméBig tiber die Zellkultur getropfelt und durch leichtes Schwenken
verteilt wurde. Es folgte eine 6-8-stiindige Inkubation im Brutschrank, nach der die Zellen
zundchst jeweils einmal mit PBS + 3x EDTA und PBS ohne Zusatz gewaschen wurden, um
verbliebene Prézipitate vollstdndig zu entfernen, wonach das Medium durch HEPES-haltiges
DMEM" ersetzt wurde.

Eine Selektion der Zellen begann aufgrund der Zellmembranschiadigung durch die gebildeten
Prézipitate frithestens 2 Tage nach der Transfektion.

Als Anhaltspunkt fiir die Effizienz einer Transfektion diente ein Ansatz mit gfp, der in einem
Mikroskop unter UV-Licht auf das Vorhandensein griin-fluoreszierender Zellen iiberpriift
wurde. Der Nachweis der vSag7-Ubertragung geschah funktionell und durch direkten
Gennachweis in einer RT-PCR/PCR.
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2.2.11.2 Retroviraler Gentransfer

Diese Methode der Geniibertragung basiert zundchst auf der Transfektion einer
Verpackungszelllinie (hier 293 T-Fibroblasten) durch Kalziumphosphatprézipitation und einer
darauf aufbauenden Gentransduktion in die Zielzelllinie durch ein in den 293T-Zellen gebilde-
tes Retrovirus.

In der Kalziumphosphatprizipitation werden die fiir die Bildung des Retrovirus notwendigen
Komponenten und das zu untersuchende Gen iibertragen.

Verwendet wurden hier das im pHIT-60 enthaltene gag- und po/-Gen des MoMLV und das im
pVSV-G enthaltene VSV-env-Gen. Das env-kodierte G-Glykoprotein ermdoglicht die
Transfektion einer Vielzahl von Zelllinien tiber Interaktion mit Phospholipidkomponenten der
Zellmembran.

Die iibertragenen Gene werden in der Verpackungszelllinie transkribiert und translatiert und
Viruspartikel aus den synthetisierten Proteinen gebildet.

Der das interessierende Gen tragende Vektor enthilt ein Verpackungssignal, das den Transport
zugehoriger mRNA in die Virionen ermdglicht. Gleichzeitig bleibt das entstehende Virus ver-
mehrungsunfidhig, da den fiir die Virusproteine kodierenden Sequenzen bzw. ihren Plasmiden
dieses Signal fehlt und diese daher nicht eingebaut werden.

In der Regel besteht das Virus also aus MoMLV- bzw. VSV-Hiill- und Kapsidkomponenten und
enthilt als Genom das interessierende Gen als mRNA.

Durch Inkubation der Zielzelllinie mit dem virushaltigen Uberstand wird die mRNA iibertra-
gen und anschlieBend durch die im Virus enthaltene reverse Transkriptase in cDNA umge-
schrieben, die iiber die enthaltenen LTR-Sequenzen ins Zielzellgenom eingebaut und von der

transfizierten Zelle abgelesen wird.
lag 1

0,8 - 1,6 * 10° 293T-Zellen wurden in 6-cm-TC-Petrischalen ausgesit und tiber Nacht im
Brutschrank kultiviert.

Je 5 ng der Plasmide pHIT 60, pVSV und dem das zu untersuchende Gen tragenden Plasmid
wurden in einem Ansatz mittels Ethanol prézipitiert, sterilisiert und in 100 pl sterilem Aqua

dest. aufgenommen.
lag 2
Die Weiterbehandlung der Plasmidansitze und deren Ubertragung erfolgten entsprechend

2.2.11.1. Nach der Inkubation wurde das Medium direkt durch HEPES-haltiges DMEM*

ersetzt und tiber Nacht im Brutschrank gelagert.
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Tag 3

Das Medium wurde durch DMEM* mit 10 mM Natriumbutyrat ersetzt, da dieses, moglicher-
weise als Histondeacetylierungsinhibitor, die Transkription der eingebrachten Plasmide erhoht
und damit die Virusproduktion steigert. Nach 8-12 h Inkubation wurde das Medium abgenom-
men, Natriumbutyrat-Reste durch einmaliges Waschen mit Medium entfernt und die Zellen in
DMEM' iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Tag 4

Der virushaltige Uberstand wurde abgenommen, durch 0,45 pum Filter steril filtriert und
Polybrene zu einer Endkonzentration von 8 pg/ml hinzugegeben.

Polybrene ist ein Polykation, das die Einschleusung des Virusgenoms durch Interaktion mit
negativ geladenen Strukturen der Virus- und Zelloberfldche erleichtert.

1*10° adhdrente Zielzellen wurden an Tag 3 in 12-well-Kulturplatten ausgesét und tiber Nacht
im Brutschrank inkubiert. An Tag 4 wurde das Medium abgenommen und durch jeweils 1-1,5
ml des benétigten Virusiiberstandes ersetzt.

Suspensionszellen hingegen wurden direkt an Tag 4 geerntet und in einer Konzentration von
1*10° Zellen auf jeweils 1-1,5 ml Virusiiberstand in 12-well-Platten getropft.

In beiden Fillen wurden die Ansdtze zundchst fiir 60 min im Brutschrank inkubiert und
anschliefend 100 min bei 37°C und 2000 RPM zentrifugiert.

Nach erneuter 60-miniitiger Inkubation im Brutschrank wurde der Uberstand abgenommen und

durch normales Medium ersetzt.

Zusétzlich wurde auch hier ein gfp-Ansatz verwendet, der zur Kontrolle der Transfektion der
Verpackungs- und der Transduktion der Zielzelllinie diente.
Die Zielzellen wurden frithestens nach 2 Tagen, entweder AK-vermittelt oder durch Detektion

einer mitiibertragenen Fluoreszenz (gfp), auf Expression des iibertragenen Gens getestet.

2.2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Proteingemische konnen in einem elektrischen Feld aufgetrennt und dadurch einzelne
Fraktionen sichtbar gemacht bzw. durch weitere Bearbeitung (hier Western Blot) sogar ein ein-
zelnes Protein identifiziert werden.

Bei der SDS-PAGE wird Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate) hinzugegeben,
das in einem konstanten Verhéltnis an Proteine bindet. Dadurch wird deren Eigenladung mas-
kiert und ein dhnliches Ladungs-Masse-Verhiltnis erreicht.

Da auch die Tertidrstruktur der Proteine durch den SDS-Einfluss angeglichen wird, erfolgt die
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Auftrennung dementsprechend nur auf Basis des Molekulargewichts.

Zur Herstellung des zu untersuchenden Proteingemisches wurden 1*107 Zellen pelletiert, in
200 pl RIPA-Puffer + Protease-Inhibitoren sorgfiltig resuspendiert und in ein Eppendorf-
GefdB tiberfiihrt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde der Ansatz fiir 30 min bei 13000 RPM
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in Aliquots von 100 pl aufgeteilt und bei -70°C bis
zur Verwendung gelagert.

Zur Auftrennung wurden 100 pl des Lysats mit 20 pl 6x Loading Dye versetzt (enthilt 5%
Mercaptoethanol), 4 min bei 102°C im Heizblock erhitzt und anschlieBend sofort wieder auf
Eis gelagert. Die Separierung erfolgte etwa 150 min bei 35 mA in 12%-igen Polyacrylamid-

Gelen, denen 3%-ige Sammelgele {iberschichtet waren.

Gelzusammensetzung 3%-1g (6 ml) 12%-1g (10 ml)

* Acrylamid (Mono-/Bis-) 0,78 ml 4 ml

* Tris 0,75 ml (1 M, pH 6,8) 2,5 ml (1,5 M, pH 8,8)
* SDS (10 %) 60 pl 100 pl

* Aqua dest. 3,76 ml 3,35 ml

* TEMED/APS (10%) 14 pl/40 pl 10 pl/ 50 pl

2.2.13 Western Blot

Nach Beendigung einer SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine in einem zweiten
Schritt auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Dies fand in einer speziellen Blotkammer
unter Verwendung der unter 2.1.7 aufgelisteten Anoden- und Kathodenpuffer statt.

Im Anschluss wurde der Proteintransfer durch Anfiarbung mit Ponceau S iiberpriift. Nach
Entfernung des Farbstoffes durch ausgiebiges Waschen mit PBS/Tween 20 (0,05 %) wurden
die Membranen zunéchst tiber Nacht in Blockierungspuffer unter langsamen Schwenken bei
4°C gelagert.

Am néchsten Tag wurde der Blockierungspuffer durch zweimaliges Waschen (je 3 min) ent-
fernt und die Membranen fiir 60 min mit dem Primér-AK in Blockierungspuffer inkubiert. Es
folgten 5 Waschschritte (je 5 min) und eine 60-miniitige Inkubation mit dem Sekundédr-AK
(Maus-Ig-gekoppelte Peroxidase, Konzentration 1/10000), nach der erneut fiinfmal (je 5 min)
gewaschen wurde. Die Membranen wurden kurz abgetropft und 1 min in Substratlosung inku-
biert, erneut abgetropft und in eine Filmkassette verbracht.

In einer Dunkelkammer wurde direkt im Anschluss ein Film in die Kassette eingelegt und in
Abhingigkeit von der Intensitdt der Lumineszenz 2-180 min belichtet, bevor Entwicklung und

Fixierung erfolgten.
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2.3 Zellbiologische Methoden

Der im weiteren verwendete Begriff “Waschen” im Zusammenhang mit Zellsuspensionen
bezeichnet den Vorgang des Auffiillens mit dem entsprechenden Medium, das Pelletieren durch
Zentrifugation, das Verwerfen des Uberstandes und die Resuspension.

Allgemein wurden Zellen bei 1600 RPM fiir 5 min bei RT zentrifugiert, abweichende

Parameter sind angegeben.

2.3.1 Kultivierung von Zellen

Die verwendeten Zelllinien bzw. gemischten Zellsuspensionen wurden im Brutschrank bei
37°C und 5 %-igem CO,-Luftgehalt sowie 100 %-iger Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Als Ndhrmedium fiir Suspensions- und adhérente Zellen diente mit SC-Supplement komplet-
tiertes RPMI bzw. bei Kultur und Transfektion von 293T-Zellen DMEM'. Zur DZ-
Anreicherung wurde RPMI in einer speziellen Zusammensetzung (Dutch Modification) ver-
wendet (s. 2.3.11).

Als KulturgefiaBBe dienten {ibliche Gewebekulturflaschen, -platten und -petrischalen.

Die fiir die Dauerkultur notwendige periodische Verdiinnung von Zellen erfolgte bei
Suspensionszellen durch Uberfiihrung eines kleinen Volumenanteils der Zellsuspension in fri-
sches Medium. Adhérente Zelllinien wurden nach Absaugen des Mediums zunichst mit AT V-
Losung bedeckt, nach erfolgter Ablosung zur Entfernung von ATV-Resten zweimal in Medium
bzw. BSS/BSA gewaschen und schlie8lich wieder in Medium resuspendiert und zur weiteren
Kultur entsprechend verdiinnt.

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Suspension wurde je nach erwarteter Zellzahl ein Aliquot
1/2 bzw. 1/10 mit Trypanblau-Lésung vermischt, davon 10 pl auf eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben und unter dem Mikroskop ausgezihlt. Dabei konnten sowohl tote von lebenden Zellen
unterschieden werden, als auch in gemischten Populationen eine orientierende Einschitzung

des Anteils bestimmter Zellarten erfolgen.

2.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Eine geeignete Zahl von Zellen (1-10 * 10°) in exponentieller Wachstumsphase wurde abzen-
trifugiert, in 1 ml vorgekiihltem Einfriermedium resuspendiert und dieses in ein Kryoréhrchen
tiberfithrt, das umgehend bei -70°C eingefroren und innerhalb eines Zeitintervalls von max.
6 Monaten zur dauerhaften Lagerung in eine -140°C-Gefriertruhe transferiert wurde.

Zur Rekultivierung wurden die eingefrorenen Zellen zunéchst bei 37°C im Wasserbad fiir eine

Minute erwirmt und nach vollstandigem Auftauen in 37°C warmes BSS/BSA tiberfiihrt. Nach
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Pelletierung durch Zentrifugation (1600 RPM, 5 min) wurden die Zellen in Ndhrmedium in
Kultur genommen, wobei aufgrund des Einflusses der Zelldichte auf die
Wachstumsbedingungen Verdiinnungsreihen angelegt wurden, aus denen gut wachsende

Ansitze zur Dauerkultur ausgewéhlt werden konnten.

2.3.3 Erstellen von Zellsuspensionen

Durch CO,-Begasung getoteten LEW-Ratten wurden abhidngig vom jeweiligen Versuch
Thymus, Milz oder Lymphknoten entnommen und in Eis-gekiihltem BSS gelagert. Die Organe
wurden steril in einer 6-cm-Petrischale zunédchst mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein
Metallsieb gerieben und die entstehende Suspension in einem Plastikr6hrchen 5 min auf Eis
gelagert. Die sich dabei am Boden ablagernden groben Gewebsteile wurden verworfen, der
Uberstand in ein neues Rohrchen iiberfiihrt und dreimal mit BSS gewaschen. Die letzte
Resuspension erfolgte in RPMI, in dem die Zellen bis zu ihrer Verwendung auf Eis gelagert

wurden.

2.3.4 Stimulation des 53.4-T-Zellhybridoms durch immobilisierte Antikorper

In Nipfe einer 96-well-Flachbodenplatte wurden zunéchst jeweils 50 ul SaMIg-Losung gege-
ben und {iber Nacht bei 4°C gelagert. Am nichsten Tag wurden nach 5-maligem Waschen mit
BSS 100 pl eines 2. Ak hinzugegeben (hier R73 und R78) und 1 h inkubiert. Nach 6-maligem
Waschen mit BSS wurden 1*10° 53/4-Zellen in 100 pl RPMI" hinzugegeben, tiber Nacht im
Brutschrank inkubiert und der Kulturiiberstand nach 24 h auf seinen IL-2-Gehalt getestet (s.
2.3.10).

2.3.5 Behandlung von Zellen mit Mitomycin C

Mitomycin C, das Produkt einer Streptomyces-Art, fithrt zu Quervernetzungen der DNA-
Strange durch Alkylierung, wodurch die fiir die DNA-Replikation notwendige Trennung der
Strange verhindert und die Vermehrung der Zellen gehemmt wird.

Suspensionszellen wurden vor ihrer Aussaat fiir die Stimulation zunichst dreimal mit auf 37°C
vorgewdrmtem BSS gewaschen und anschlieBend 45 min in 1 ml Mitomycin-C-Losung (50
pug/ml in 37°C warmem BSS, maximal 1,7*%10° Zellen/ml) unter Lichtausschluss bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und die Zellen viermal mit 37°C warmem RPMI* gewaschen und entsprechend des

Stimulationsprotokolls weiterverwendet.
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Adhirente Zellen wurden erst einen Tag nach ihrer Aussaat behandelt, da durch Mitomycin C
das Adhédrenzvermogen der Zellen beeintrachtigt wird.
Das Waschen und die Inkubation wurden nach gleichem Protokoll in 24-well Platten durchge-

fiihrt, wobei pro Napf 0,4 ml Mitomycinlésung verwendet wurden.

2.3.6 Selektion transfizierter Zellen mit Geneticin (G418)

Geneticin ist ein Aminoglykosid-Antibiotikum, das ebenfalls die Proteinbiosynthese in
Mitochondrien eukaryontischer Zellen inhibiert und dadurch zum Absterben der Zelle fiihrt.
Dadurch ist es moglich, Zellen, die erfolgreich mit fiir eine Geneticin-Resistenz kodierenden
Vektoren transfiziert wurden, zu selektionieren.

Jeweils 3 Ansidtze der zu behandelnden, adhirenten Zellen in DMEM' wurden in einer
Konzentration von 1*10° Zellen in 6-cm-TC-Petrischalen ausgesit und das Medium am folgen-
den Tag durch G418-haltiges DMEM" in Konzentrationen von 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 1,5
mg/ml G418 ersetzt.

Ein deutlicher zytotoxischer Effekt setzte meist nach zweitdgiger Behandlung ein und war im
Allgemeinen erst bei Konzentrationen ab 1 mg/ml zu beobachten

Nach 5-7 Tagen Kultur, wihrend denen abgestorbene Zellen regelméBig durch Waschen ent-
fernt wurden, waren praktisch alle nicht resistenten Zellen abgetotet. Die Zellen wurden jedoch
bis zu ihrer Verwendung weiterhin in Selektionsmedium gehalten, um einen Verlust des

Resistenz-gekoppelten Gens zu vermeiden.

2.3.7 Isolation mononukleérer Zellen mittels Ficoll-Gradient

Zur Gewinnung mononukleédrer Zellen aus einer gemischten Population wurde ein Volumen
Zellsuspension einem gleichem Volumen Ficoll (beide RT) in einem 15 ml-Réhrchen vorsich-
tig tiberschichtet. Anschlieend erfolgte eine 30-miniitige Zentrifugation bei RT und 400 g
ohne Bremse. Die Interphase wurde abgenommen, dreimal in BSS/BSA gewaschen und die
gewonnenen Zellen in Kulturmedium angeziichtet.

2.3.8 Stimulation von Lymphknotenzellen durch Superantigene/Mitogene

2.3.8.1 Bakterielle Superantigene

RT1B!- bzw. RTI1D!-transfizierte 1.929-Zellen sowie Kontrollpopulationen (untransfizierte
L929- und P3/2+CD80-Zellen) wurden in einer Konzentration von 5*10* Zellen/cm? in 24-
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well-Kulturplatten ausgesit (2 cm? Oberflache/well) und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.
Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit Mitomycin C (2.3.5) behandelt und mit durch
Nylonwollsdulenpassage (2.3.13.1) und fakultativ Panning (2.3.13.2) gereinigten LEW-
Lymphknotenzellen (2*10%ml) in 1,5 ml RPMI" zusammengebracht.

AnschlieBend wurde Sag in einer Konzentration von 5 ng/ml (MAS) bzw. 2 pg/ml (SEC 1 und
YPM) hinzugegeben und die Ansétze im Brutschrank inkubiert.

Nach 3 Tagen wurden die Zellen in 12-well-Platten mit frischem RPMI" transferiert (zusétzlich
Gabe von IL-2, 50 U/ml), 2 Tage im Brutschrank gehalten und am 5. Stimulationstag am
FACS-Gerit analysiert.

Um die Wirksamkeit der Aufreinigung zu testen, wurden in einer ersten Versuchsreihe DZ
einer Rattenmilz als Prisentatoren (2.3.11) fiir gereinigte LEW-T-Zellen verwendet. Dieser
Versuch unterschied sich vom o.g. Ablauf dadurch, dass eine Behandlung mit Mitomycin C
entfiel und nur YPM und MAS als Stimulatoren verwendet wurden. Verglichen wurde die
Stimulation unter An- und Abwesenheit DZ und wahlweiser Zugabe von IL-2 (Aktivitét
50 U/ml), das im Gegensatz zu o. g. Protokoll bereits am 1. Tag der Stimulation zugefiihrt

wurde.

2.3.8.2 Virale Superantigene

VSag7-Gen-transfizierte und mittels G418 selektionierte L929 Zellen (nativ/RT1BI/RT1DY)
sowie Kontrollpopulationen (3A5-Zellen, native/RT1BY-/RT1D!-1.929-Zellen, die nur die
G418-Resistenz, nicht aber das vSag7-Gen enthielten) wurden analog 2.3.8.1 ausgesét und mit
Mitomycin C behandelt. Fiir die erste Stimulation wurde eine Dichte von 0,5%10° Zellen/cm?,
fiir alle weiteren eine Dichte von 1*10° Zellen/cm? gewéhlt.

2.3.8.1 entsprechend wurden sowohl ungereinigte (1.Stimulation) als auch durch
Nylonwollsdulenpassage behandelte LEW-Lymphknotenzellpopulationen (folgende
Stimulationen) eingesetzt und die Ansétze im Brutschrank kultiviert.

Die Suspensionszelllinien LBB 3.4.16 (mtv7") und LBB I.V.11 (mtv7") wurden nach 2.3.5 mit
Mitomycin C behandelt und jeweils 1*10° Zellen (in 100 pl) in 96-well-Rundbodenplatten mit
2*10°durch Nylonwollsdulenpassage behandelten Lymphknotenzellen (ebenfalls in 100 pl) im
Brutschrank inkubiert. Entsprechend 2.3.8.1 wurden die Ansédtze nach 3 Tagen in 24-well-
Platten mit frischem Medium (50 U IL-2/ml) transferiert und nach 2 weiteren Tagen Inkubation
am FACS-Gerit analysiert.

In gemischten Ansdtzen wurden analog vorbereitete MHC-Klasse-11"-, vSag7--1.929-Zellen
(1*10%cm?) mit gereinigten LEW-Lymphknotenzellen und Mitomycin C behandelten LBB
II.V.11-Zellen (2*10°/Ansatz) zusammengebracht und geméaf 2.3.8.1 weiterbehandelt. Analog
wurden Ansédtze mit zunichst LPS-stimulierten (2.3.8.4) und anschlieBend Ficoll-gereinigten
(2.3.7) LEW-Milzzellen (4*10°/Ansatz) an Stelle von LBB 1IV11-Zellen getestet.
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2.3.8.3 Concanavalin A (ConA)

ConA ist ein Mitogen verschiedener Canavalia-Arten, das T-Zellen unabhingig von ihrer
Spezifitit und VB-Zugehorigkeit zur Mitose anregt.
Entsprechend 2.8.3.1 wurde es bei ansonsten identischem Protokoll in einer Konzentration von

3 ng/ml anstelle eines Sag eingesetzt.

2.3.8.4 Lipopolysaccharid (LPS)

Milzzellsuspensionen aus LEW-Ratten bzw. BALB/c-Miusen wurde in einer Konzentration
von 2*10° Zellen/ml ausgesit und LPS in einer Konzentration von 15 pg/ml zugefiigt. Nach 2-
tagiger Inkubation wurden lebende von toten Zellen mittels Ficoll-Gradienten (s. 2.3.7)

getrennt und in TZH- oder polyklonalen Stimulationen eingesetzt.

2.3.9 Stimulation von T-Zellhybridomen

2.3.9.1 Bakterielle Superantigene

RT1BY- bzw. RT1D!"-1.929-Zellen sowie Kontrollpopulationen (untransfizierte 1.929- und
P3/2+CD80-Zellen) wurden in einer Konzentration von 25000 Zellen/Napf in 96-well-
Flachbodenplatten ausgesét und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am néchsten Tag wurde
der Uberstand abgenommen und 5*10* 53.4-Zellen sowie das zu testende Superantigen (beide
in RPMI") zu einem Endvolumen von 200 pl hinzugegeben. SEB, SEC 1, 2 und 3 sowie YPM
wurden in 6 bzw. MAS in 4 verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Als Negativkontrolle
diente jeweils ein Ansatz aus zu testender Zellart und Hybridom ohne Sag.

Nach einer 24-stiindigen Inkubation im Brutschrank wurden die Uberstinde auf ihren IL-2-
Gehalt untersucht (s. 2.3.10).

2.3.9.2 Virale Superantigene

Entsprechend der Konzentration von 2.3.9.1 wurden adhérente Zellen aus 2.3.8.2 in 96-well-
Flachbodenplatten ausgesit. Nach Inkubation iiber Nacht im Brutschrank wurde der Uberstand
abgenommen und durch 5*10* RG17-Zellen in 200 pul RPMI" ersetzt. Als Negativkontrolle
diente ein Ansatz von RG17-Zellen ohne Prédsentatoren.

Nicht adhédrente LBB 3.4.16-Zellen (5*10%/well) wurden mit RG17-Zellen (5*10%/well) in einer
96-well-Rundbodenplatte in 200 pl zusammengebracht.

Des Weiteren wurden MHC-Klasse-11"-, vSag77--L929-Zellen und RGI17 in gleichen
Zellzahlen mit LBB [IV11- (2,5*%10*well) oder LPS-behandelten (s. 2.3.8.4) und anschlieBend
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Ficoll-gereinigten (s. 2.3.7) BALB/c- bzw. LEW-Milzzellen (jeweils 1*10° Zellen/well)
gemischt (300 pl).

Hier erfolgte nach 48, ansonsten bereits nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank ein Test
der Uberstinde auf ihren IL-2-Gehalt.

2.3.9.3 gpMBP

Dem Stimulationsprotokoll 2.3.9.1 ansonsten vollstdndig entsprechend wurde anstelle eines

Sag guinea pig (gp) MBP in 6 verschiedenen Konzentrationen eingesetzt.

2.3.9.4 L.casein

L.casein ist ein in Sdugetiermilch enthaltenes Eiweil3, dessen Fragmente nach Endozytose und
intrazelluldrem Verdau auf MHC-Klasse-II-Molekiilen prasentiert werden kénnen.

Die unter 2.3.9.1 erwédhnten adhdrenten Zellen wurden ausgesét und entsprechend kultiviert.
Am darauffolgenden Tag wurde das Medium durch L.casein in 4 unterschiedlichen Konzen-
trationen und 5*10* Zellen des L.casein-spezifischen Klons 19, beide in insgesamt 200 pl
RPMI', ersetzt. Zur Positivkontrolle wurden 1*10° Thymuszellen in 96-well-Rundbodenplatten
mit 5*10* Zellen Klon 19 verbracht und mit gleichen L.casein-Konzentrationen inkubiert
(Endvolumen ebenfalls 200 pl).

Auch hier erfolgte nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank ein Test der Uberstinde auf IL-
2-Gehalt.

2.3.9.5 Phorbolmyristatacetat (PMA) und Ionomycin

Beide Substanzen bewirken in der Zelle eine Erhohung des zytoplasmatischen Calcium-
Gehalts, im Fall von Ionomycin vermutlich direkt durch eine erhdhte Freisetzung aus intrazel-
luldren Speichern (Wirkung als Ionophor), bei PMA durch Aktivierung von an der
Calciumeinstromregulation beteiligten Proteinen (z.B. Proteinkinase C).

Dieser Effekt wurde zur Kontrolle der IL-2-Produktion der verwendeten Hybridome (53.4,
Klon 19, RG17) benutzt, da iiber die Calciumerhhung im Zytoplasma eine vermehrte 1L-2-

Bildung und -Freisetzung vermittelt wird.

2.3.10 ELISA

Die Bestimmung des IL-2-Gehalts eines Stimulationsansatzes wurde durch einen ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) durchgefiihrt. Bei diesem werden IL-2-Molekiile

zundchst an immobilisierte AK gebunden. In einem zweiten Schritt wird ein Enzym-konjugier-



44

ter AK, der fiir ein anderes IL-2-Epitop spezifisch ist, hinzugegeben. Das Enzym katalysiert
eine Farbreaktion, deren Stirke mit der Menge des gebundenen AK und damit der vorhande-
nen IL-2-Molekiile proportional ist. Aus der in Ansétzen bekannter Konzentration gemessenen
Extinktion kann somit der IL-2-Gehalt unbekannter Ansitze ermittelt werden.

Uberstinde aus Hybridomstimulationen wurden nach der Inkubationszeit in neue 96-well-
Rundbodenplatten tiberfiihrt und bei 2000 RPM 5 min zentrifugiert, um noch enthaltene Zellen
zu pelletieren. Die gereinigten Uberstéinde wurden entweder direkt auf ihren IL-2-Gehalt gete-
stet oder nach erneuter Uberfiihrung in frische Platten bei -20°C gelagert und zu einem spiite-
ren Zeitpunkt analysiert.

Die Bestimmung der IL-2-Konzentration erfolgte mit Hilfe des BD Biosciences OptEIA 1L-2
Kits. Dazu wurde am Vortag eine 96-well-halfsize-ELISA-Platte mit der angegebenen
Verdiinnung des Capture-AK in Coating-Puffer beschichtet und tiber Nacht bei 4°C gelagert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS/0,05% Tween 20 (>150 pl/Napf) wurden zunéchst freie
Bindungsstellen der Platte fiir 1 h mit PBS/10% FCS blockiert und nach erneutem dreimaligem
Waschen eine Verdiinnungsreihe des Standards mit bekannten Konzentrationen sowie die zu
analysierenden Kulturiiberstdnde in einem Volumen von jeweils 50 ul aufgetragen.

Nach zweistiindiger Inkubation und fiinfmaligem Waschen wurden je 50 pl einer Verdiinnung
des Detektions-AK und des Avidin-Peroxidase-Konjugats in PBS/10%FCS hinzugegeben und
erneut 1 h inkubiert.

Nach abschlieBendem siebenmaligen Waschen wurden jeweils 50 pl Substratloung hinzugege-
ben und fiir 30 min in Dunkelheit inkubiert. Die Reaktion wurde danach durch Hinzugabe von
25 ul 2M H,SO, gestoppt und die Extinktion des Farbstoffes innerhalb von 30 min am ELISA-

Reader gemessen.

2.3.11 Anreicherung dendritischer Zellen im Metrizamid-Gradienten

Im Gegensatz zur normalen Erstellung von Einzelzellsuspensionen wurde eine entnommene
Milz mit einem Spritzenstempel zerstampft und sowohl Gewebsreste als auch die entstandene
Suspension iiber Nacht in einer 50 ml-Kulturflasche mit Dutch RPMI (10% FCS) im
Brutschrank gelagert (Macatonia et al., 1989).

Uber Nacht wurden enthaltene Makrophagen an der Kunststoffoberfliche adhirent, wihrend
dendritische und andere Zellen durch vorsichtiges Resuspendieren wieder in Losung iibergin-
gen und abgenommen werden konnten.

Das abgenommene Volumen wurde in kleinen Zentrifugenréhrchen auf 2 ml Metrizamid-
Losung (14,5 g/100 ml Dutch RPMI") geschichtet und fiir 10 min bei 600 g ohne Abbremsen
zentrifugiert. Die Interphase wurde abgenommen und Metrizamidreste durch dreimaliges
Waschen in Medium entfernt. Der DZ-Anteil konnte bei der Zellzahlbestimmung im

Mikroskop durch deren sternformige Morphologie bestimmt werden.
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2.3.12 Grenzverdiinnung (limited dilution)

Zur Gewinnung einzelner Zellklone wurde ein Aliquot einer Zellsuspension bis zu einer rech-
nerischen Konzentration von 3 Zellen/ml in Medium verdiinnt.

Hiervon wurden je 100 pl/Napf in 96-well-Rundbodenplatten ausgesit und nach einer Woche
auf Wachstum tiberpriift. Durch die Verdiinnung konnte jede Zellpopulation mit sehr hoher

Wahrscheinlichkeit auf eine einzige Zelle zuriickgefiihrt werden.

2.3.13 Anreicherung von T-Zellen

Um bei Stimulationen von Lymphknotenzellen durch MHC-Klasse-II-Transfektanten den
Einfluss von in der Lymphknotenzellsuspension enthaltenen RT1B!-/RT1Dl-positiven Zellen
moglichst gering zu halten und dadurch eine Untersuchung der Prisentationseigenschaften

bestimmter MHC-Klasse-II-Arten zu ermdglichen, wurden 2 Verfahren angewendet.

2.3.13.1 Nylonwollsdulenpassage

In eine 20ml-Spritze wurden 1,2 g Nylonwolle fein ausgezupft und autoklaviert. Zur
Verwendung wurde die Sdule zunédchst mit BSS/5 % FCS &quilibriert und auf 37°C vorge-
wérmt, bevor die aufzureinigenden Zellen in einem ebenfalls vorgewdrmten Volumen von
2,5 ml BSS/5 % FCS in die Sdule einlaufen gelassen wurden. Nach 45-miniitiger Inkubation
bei 37°C im Brutraum wurden die Zellen mit einer Geschwindigkeit von 30 Tropfen/min mit
5-15 ml warmen BSS/5 % FCS eluiert. Die Geschwindigkeit der Elution bestimmt mafgeblich
den Aufreinigungsgrad, der mit langsamerer Geschwindigkeit, allerdings auf Kosten der
Zellzahl, ansteigt.

MHC-Klasse-II-positive Zellen blieben durch ihre besonderen Adhérenzeigenschaften an der
Nylonwolle bevorzugt in der Sdule zuriick, wihrend vor allem T-Lymphozyten von dieser
Passage unbeeinflusst blieben und eluiert wurden. Der Anteil MHC-Klasse-11-positiver Zellen

konnte auf diese Art auf weniger als 10 % des Ausgangswertes gesenkt werden.

2.3.13.2 Panning

Bei dieser Methode werden Zellen mit AK gegen bestimmte Oberflaichenmerkmale inkubiert,
so dass Merkmal-positive Zellen bei AK-Bindung durch immobilisierte AK zuriickgehalten
und aus einer Population entfernt werden konnen.

Petrischalen (@ 9 cm) wurden am Vortag mit SaMIg in Coating-Puffer benetzt und {iber Nacht
bei 4°C gelagert. Vor der Benutzung wurde der Uberstand zur erneuten Verwendung abgenom-

men und die Schalen sechsmal mit BSS gewaschen.
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Die zu behandelnde Lymphknotenzellsuspension war bereits durch Nylonwollsdulenpassage
aufgereinigt und danach mit Anti-MHC-Klasse-1I-AK in einer Konzentration von 20 pg/ml in
2 ml fiir 30 min gefiarbt worden.

Nach der Inkubation wurden die Zellen einmal mit Medium gewaschen, in einem Volumen von
5 ml resuspendiert und fiir 1 h auf die Platte bei 4°C gegeben.

AnschlieBend wurde das Medium abgenommen und die nicht auf der Plattenoberfldche haften-
den Zellen durch viermaliges vorsichtiges Abspiilen in Medium aufgenommen und weiterver-

wendet.

2.3.14 In-vivo-Stimulation durch virale Superantigene

1,5%107 MHC-Klasse-II"-, vSag7"--1.929-Zellen wurden in einem Volumen von 200 ul PBS
aufgenommen und dieses subkutan in die linke Fu3sohle von LEW-Ratten injiziert. Nach 4
Tagen wurden die Tiere durch CO,-Begasung getotet und die drainierenden poplitealen
Lymphknoten sowohl auf der Applikations- als auch der Gegenseite entnommen. Die gewon-
nenen Zellsuspensionen wurden mittels Durchflusszytometrie auf vSag7-spezifische

Verdnderungen hin analysiert.

2.3.15 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Zellproteinen. Dabei werden Fluoreszenz-markierte AK verwendet, die entweder direkt gegen
die zu analysierenden Merkmale gerichtet sind oder die als Anti-Igs an nicht-markierte spezi-
fische AK binden und diese dadurch nachweisen kénnen.

Nach der im Weiteren beschriebenen Farbung wurden die Zellpopulationen am FACScanll-
Gerit untersucht. Die Suspension wird dabei im Gerit so verdiinnt, dass die Zellen in einem
feinen Fliissigkeitsstrahl hintereinander an einem Laserstrahl vorbeigeleitet werden kdnnen.
Das vom Laser emittierte Licht wird dabei einerseits zu einem gewissen Teil seitlich gestreut
(side scatter) oder bleibt in seiner Richtung unbeeinflusst (forward scatter) und regt anderer-
seits die Fluoreszenzstofte der AK zur Photonenemission an. Sowohl die Streuung als auch die
Fluoreszenz werden von Photodetektoren registriert, wobei die Stirke der Fluoreszenz mit der
Menge des gebundenen AK und die Streuung im Fall des forward scatters mit der Gréf3e bzw.
im Fall des side scatters mit der Zellgranularitét (antiproportional zur Vitalitit) proportional ist.
Die Streuungsparameter dienen der Unterscheidung zwischen lebenden und toten, aber auch
lebender Zellen untereinander und erlauben eine Fluoreszenzanalyse in verschiedenern
Populationen durch Festlegung so genannter Gates in der Auswertung (hier durch CellQuest-
Software).
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2.3.15.1 Analyse von Oberflichenantigenen

Allgemein wurden AK in austitrierten, geséttigten Konzentrationen verwendet. Die pro
Féarbeansatz verwendete Zellzahl lag bei max. 0,5%10° Zellen, Farbung und Messung erfolgte
in PP-FACS-R6hrchen.

Einfarbenimmunfluoreszenz

indirekt Fluoreszenz-markierter Antikorper
» Zugabe des unkonjugierten AK
* 20 min Inkubation bei 4°C
* Waschen mit FACS-Puffer
» Zugabe von DaMIg-PE
* 20 min Inkubation bei 4°C
» Waschen mit FACS-Puffer und Analyse

direkt Fluoreszenz-markierter Antikérper
» Zugabe des PE- oder FITC-konjugierten AK
* 20 min Inkubation bei 4°C
» Waschen mit FACS-Puffer und Analyse

biotinylierter Antikorper
» Zugabe des biotinylierten AK
* 20 min Inkubation bei 4°C
» Waschen mit FACS-Puffer
» Zugabe von Streptavidin-Cychrome
* 20 min Inkubation bei 4°C
» Waschen mit FACS-Puffer und Analyse

Zweifarbenimmunfluoreszenz

* zunédchst Durchfithrung einer Einfarbenimmunfluoreszenz
» Zugabe von nMIg (Endkonzentration 1 pg/100 pl)

* 10 min Inkubation

» Zugabe des 2., konjugierten AK

* 20 min Inkubation bei 4°C

» Waschen mit FACS-Puffer und Analyse
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2.3.15.2 Analyse intrazelluldrer Proteine

Neben der Analyse von Oberflichenantigenen durch Durchflusszytometrie ist es ebenfalls
moglich, Proteine in intrazelluldren Kompartimenten mittels Fluorochrom-markierter AK
nachzuweisen.

Hierfiir wurden in einem 1. Schritt die Zellen eines Farbeansatzes (0,5 * 10° in 100 ul FACS-
Puffer) mit einem monoklonalen unkonjugierten AK gegen RT1D! 20 min bei 4°C inkubiert
und danach einmal mit FACS-Puffer gewaschen. Dieser AK blockiert oberfldchliche
Zellmolekiile, um eine spétere positive Fluoreszenz dem Zellinneren zuordnen zu kénnen. Um
den Erfolg zu iiberpriifen, wurde ein derart geblockter Ansatz RT1D!-Zellen nachfolgend mit
einem PE-konjugierten AK derselben Spezifitit nach gleichem Schema inkubiert, gewaschen
und am FACS-Gerit analysiert. War keine positive Fluoreszenz sichtbar, so war von einer aus-
reichenden Blockade auszugehen.

Die weiteren Farbeansédtze wurden nun zunéchst in Formaldehyd fixiert und dann mit 0,8 ml
5%-1ger Saponinlosung (in PBS/0,1% BSA) gewaschen.

Es folgte eine 30-miniitige Inkubation in derselben Losung bei 4°C, durch die die
Zelloberflache durchlédssig wurde.

Daraufhin wurde der PE-konjugierte AK in {iblicher Farbekonzentration hinzugegeben und fiir
30 min bei 4°C inkubiert. Erneut wurde mit zweimal mit 0,8 ml Saponin-Losung gewaschen,
die Ansidtze mit 100 pul FACS-Puffer aufgefiillt und am FACS-Gerit analysiert.

2.3.15.3 Anreicherung von Zellpopulationen durch FACSort

Durch Fluoreszenzfarbstoffe gegen bestimmte Zellmerkmale markierte Zellen konnen im
Rahmen der Durchflusszytometrie auch gezielt ausgewdhlt werden. Erfiillt eine Zelle in der
Messung die Kriterien fiir eine Selektion wird der die Zelle enthaltene Fliissigkeitstropfen
unmittelbar nach Durchlaufen des Laserstrahls durch ein Magnetfeld polarisiert und in einem
zweiten Magnetfeld so abgeleitet, dass er in einem separaten Gefdll aufgefangen wird.

Zellen wurden entsprechend dem Protokoll fiir Einfarbenimmunfluoreszenz in einer Zelldichte
von maximal 2*10°100 ul mit einer geséttigten AK-Losung inkubiert.

Samtliche Medien mussten steril und frei von Natriumazid sein, um die Zellen nach erfolgtem
Sort weiter kultivieren zu konnen. Die Anzahl der geférbten Zellen richtete sich nach dem pro-
zentualen Anteil der zu selektionierenden Zellen an der Gesamtpopulation und der fiir die
jeweiligen Versuche benétigten Zellzahl. Zu beachten blieb ebenfalls, dass 50 % der ausge-
wihlten Zellen direkt oder im Anschluss an den Sort abstarben.

Die Zellen wurden bereits wéhrend des Sorts wieder in RPMI™ suspendiert und nach Abschluss

in Kultur genommen.
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3. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit sollte die Priasentation von MHC-Klasse-1I-Molekiilen der LEW-Ratte
beziiglich Sag bakterieller und viraler Herkunft sowie definierter Peptidantigene charakterisie-
ren. Ein Schwerpunkt dabei war der Vergleich zwischen RT1B! und RT1D! sowie zwischen
diesen und humanen MHC-Klasse-1I-Molekiilen.

Zuniachst wurden Zelllinien mit MHC-Klasse-I1-Kettengenen und fakultativ mit der orf-
Sequenz von mtv7 transfiziert. Bei Nachweis einer Oberflichenexpression bzw. einer erfolg-
reichen vSag7-Geniibertragung wurden die Transfektanten einem Test auf Sag-
Préasentationsfihigkeit gegeniiber aufgereinigten LEW-T-Zellen (s. 2.3.8) und einem TZH
(s. 2.3.9) unterzogen.

Die Expression gemischter Isotypen als ein weiterer Aspekt dieser Arbeit sollte einerseits
Aufschluss tiber die Generierungsmoglichkeit solcher Molekiile in der LEW-Ratte geben und
gleichzeitig erlauben, mit Hilfe dieser Heterodimere die Bindung verschiedener Sag an die
Einzelketten von RT1B! bzw. RT1D! zu untersuchen. Hierfiir wurden verschiedene Zelllinien
mit zwei MHC-Klasse-II-Einzelkettengenen in physiologischer oder isotypisch gemischter
Zusammensetzung transfiziert und die Oberfldchenexpression der Ansidtze verglichen. Im
Weiteren wurde bei einer der erstellten Zelllinien ein MHC-Klasse-1I-Molekiilnachweis mittels
Western Blot nach SDS-PAGE (2.2.13 und 2.2.12) und einer intrazelluldren Férbung
(s. 2.3.15.2) durchgefiihrt.

3.1 Prisentation von Antigenen und Superantigenen durch LEW-MHC-
Klasse-1I-Molekiile

3.1.1 Die Stimulation gereinigter T-Zellen durch die untersuchten bakteriellen Sag ist

abhiingig von der Anwesenheit Antigen-prisentierender Zellen

Um Unterschiede der beiden untersuchten LEW-MHC-Klasse-1I-Molekiile in der Présentation
von Sag festzustellen, war es essentiell, den Anteil MHC-Klasse-II-positiver Zellen in den zu
stimulierenden Lymphknotenzellsuspensionen so weit zu reduzieren, dass diese keinen bedeut-
samen Beitrag mehr zur Prasentation leisteten. Daflir war es zunédchst notwendig, die verwen-
deten Zellaufreinigungsmethoden auf ihre Wirksamkeit zu priifen.

Gemadl 2.3.11 wurden aus einer Rattenmilz DZ gewonnen, die anschlieBend als Présentatoren
fir durch Nylonwollsdulenpassage und Panning aufgereinigte T-Zellen (s. 2.3.13) dienten. Die

Stimulation erfolgte wie in 2.3.8.1 beschrieben.
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Fig. 1: Zusammensetzung der Lymphknotenzellsuspension vor (A) und nach (B) Nylonwollsdulen-
passage bzw. nach Panning (C), Zweifarbenfluoreszenz mit Anti-RT1Bf- und -Ratten-Cp-TZR-
AK

Fig. 1 stellt den Effekt der verwendeten Aufreinigungsmethoden dar. Zeigte sich in einer unbe-
handelnten Lymphknotenzellsuspension noch ein Anteil RT1B!*-Zellen von 17,3 %, so wurde
dieser mittels Nylonwollsdulenpassage auf 3,3 % abgesenkt und durch Panning noch zusétz-
lich um fast zwei Drittel reduziert. In der Auswertung wurden zwei Rechenwerte als Marker
fiir eine Stimulation eingesetzt (s. Fig. 2).

R2 Berechnung des Anteils V*CD4*-

z| Gate 1 (kleine Zellen) Zellen an CD4*-Zellen

55C

R2

R2 + R4

Gate 2 (grof3e Zellen)

1023

ot
FsC 36.4%

A B
O Gesamt- < | Blasten
) 2
%] population o (Gate 2)
FSC CD 4

Fig. 2: Berechnung von Stimulationsmarkern. In der Gesamtpopulation wurden zunéchst die stimulier-
ten Zellen anhand ihrer GroRRe identifiziert (Gate 2) und innerhalb dieser Gruppe V3 gegen CD4
gefarbt (B), woraus der Anteil einer VB-Gruppe an CD4*-Zellen berechnet wurde (s. Kasten).
Als Stimulationsnachweis wurde eine Zunahme Sag-spezifischer VB-Gruppen mit gleichzeitiger
Abnahme nicht stimulierter VBs gegeniiber der Konfiguration in einem unstimulierten Ansatz
gewertet. Als Bestatigung diente der Nachweis eines erhdhten Blastenanteils in der C3*CD4*-
Gesamtpopulation (CB*CD4" in Gate 2 geteilt durch CB*CD4" in Gate 1 und 2)
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Anteil V3*-Zellen an CD4*-Zellen ohne Anteil V3*-Blasten an CD4*-Blasten
Stimulation (Gate 1, Negativkontrolle) nach MAS-Gabe (5 ng/ml)
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Anteil V3*-Blasten an CD4*-Blasten

nach YPM-Gabe (2 pg/ml) Fig. 3: Anteil VR*-Blasten an CD4*-Blasten
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1233% | 28,7 %] 60,9%| 57,2 %]| unter angegebenen Stimulationsbedin-
60,00% gungen. TZ = aufgereinigte T-Zellen,
40.00% DZ = dendritische Zellen, IL-2 = Zugabe
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In Fig. 3 ist die VB-Verteilung innerhalb der CD4'-Population unter unterschiedlichen
Stimulationsbedingungen dargestellt. Wie zu erwarten, zeigten sich innerhalb der
Negativkontrolle nur geringe Differenzen im Anteil V38.2%- und 8.5"-Zellen. Unter Zugabe von
MAS erhohte sich der Anteil V[B38.2*-Zellen in Gegenwart DZ um fast 100 %, wihrend der
VB8.5'-Anteil abnahm, allerdings immer noch iiber den Werten der Negativkontrolle lag und
daher fiir eine Stimulation von V8.5 durch MAS spricht. Auch in DZ-Abwesenheit lieBen sich
diese Verdanderungen gegeniiber der Negativkontrolle erkennen, so dass davon auszugehen ist,
dass durch den Restanteil MHC-Klasse-1I'-Zellen eine im Vergleich zu den Ansétzen mit DZ
allerdings geringere Stimulation getragen wird.

Besonders ausgeprdgt waren die Verdnderungen bei Stimulation mit YPM. Gegeniiber der
Negativkontrolle zeigte sich massiver Anstieg der V[38.2*-Population, die in Anwesenheit von
DZ knapp 70 % der CD4*-Blasten ausmachte, wihrend die VP8.5"-Untergruppe auf fast nicht
mehr nachweisbare Werte zuriickging. Diese Verdnderungen lie8en sich in geringerem Umfang
auch in DZ-Abwesenheit beobachten und weisen ebenfalls auf einen Beitrag der MHC-Klasse-
II"-Restpopulation in aufgereinigten T-Zellen an der Sag-Prisentation hin. Die Zugabe von
IL-2 in den Versuchsansétzen fiihrte in keinem der getesteten Ansétze zu einem unterschiedli-
chen Ergebnis.

Gegeniiber diesen zum Teil sehr ausgeprdgten Unterschieden waren die Verdnderungen des
Blastenanteil innerhalb der CD4"-Population deutlich geringer ausgepragt.

Bereits in der Negativkontrolle zeigte sich eine Erh6hung des Blastenanteils in DZ-Gegenwart
und IL-2-Zugabe.
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In Anwesenheit von MAS fiihrte die DZ-Pridsenz zu einem Anstieg des Blastenanteils um ca.
20 % gegeniiber aufgereinigten T-Zellen ohne APZ, wobei allerdings in diesen Ansdtzen der
Blastenanteil bereits zwischen 30-40 % hoher lag als in der Negativkontrolle.

Unter YPM-Stimulation waren die Verdnderungen gegeniiber der Negativkontrolle in Nur-T-
Zellansitzen sehr gering, dagegen kam es bei DZ-Anwesenheit zu einem ausgeprigten Anstieg
des Blastenanteils in CD4"-Zellen um etwa 30 %, aber nur um 10 % gegeniiber der Negativ-
kontrolle.

Die Ergebnisse dieses ersten Versuchs zeigten, dass die Verwendung aufgereinigter LEW-T-
Zellen in einer Sag-Stimulation es erlauben wiirde, eine Prasentation durch zusétzlich zugefiig-
te potentielle Prisentatoren, also RTIB!- bzw. RTI1D!-Transfektanten, zu analysieren.
Allerdings zeigte sich auch, dass trotz massiver Reduktion MHC-Klasse-1I'-Zellen in der
Lymphknotenzellpopulation durch die verwendeten Aufreinigungsmethoden ein sichtbarer

Beitrag dieser Gruppe in der Sag-Prédsentation bestehen blieb.

3.1.2 Expression von RT1B! bzw. RT1D! in LEW-MHC-Klasse-II-transfizierten
L.929-Zellen

Zur Expression der klonierten Ratten-MHC-Klasse-II-Gene wurde die L.929-Zelllinie gewihlt.
Diese Maus-Fibroblasten exprimieren keine H2-A/E-Molekiile auf ihrer Oberfldche und sind
grundsitzlich zur Prozessierung exogener Proteine fahig (Germain et al., 1987).

Zur Ubertragung der Zielgene wurde der unter 2.2.11.2 beschriebene retrovirale Gentransfer
verwendet. Um eine moglichst homogene und damit gut vergleichbare Expression zu errei-
chen, wurden MHC-Klasse-II"-Zellen durch FACSort (s. 2.3.15.3) angereichert, bevor sie als
Stimulatoren Verwendung fanden.

Fig. 4 zeigt das Ergebnis einer Oberflachenanalyse durch Durchflusszytometrie (2.3.15.1) nach
Transfektion.

Die verwendeten AK 14-4-4S und Ox6 sind gleichzeitig kreuzreagierend mit Maus- MHC-
Klasse-1I-Molekiilen, wobei Ox6 die B-Kette von H2-A (RT1B-Homolog) und 14-4-4S die o~
Kette von H2-E (RT1D-Homolog) bindet.

Auf diese Weise konnte also nicht nur das Vorhandensein der RT1B!-/RT1D!-Kettengene nach-
gewiesen, sondern gleichzeitig auch die fehlende H2-A/E-Expression bestétigt werden.

Fig. 4 (s. ndchste Seite) zeigt die fehlende Expression von Maus- und Ratten-MHC-Klasse-I1-
Molekiilen in nicht transfizierten L-Zellen. Nach Ubertragung der Einzelkettengene wiesen die
jeweiligen Zelllinien zu iiber 94 % eine RTI1BL-/RT1D!-Oberflichenexpression dhnlicher

Intensitdt bei gleichzeitigem Fehlen des jeweils anderen Isotyps auf.
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& L929 nativ i 5 L929 + RT1B! "
Kontrolle: 1,5 %
Kontrolle: 0,8 % RT1B: 97,2 %
RT1B: 1,2 % o RT1D: 1,7 %
RTID: 0,8 % :
10 10 .
‘] L929 + RT1D! "
Kontrolle: 1.6 % Fig. 4: FACS-Farbung nativer bzw. RT1B/

RT1B: 09 % RT1D-transfizierter L929-Zellen mit
RT1D: 94,8 % mAK gegen yd-Ratten-TZR (V65-
PE, Isotypkontrolle), RT1B (Ox6-
PE) und RT1D (14-4-4S-PE)

3.1.3 Unterschiede in der Reaktivitit von TZH gegeniiber RT1B!-, RT1D!- und HLA-

DRI1-priisentierten Superantigenen und Antigenen

Die in 3.1.2 beschriebenen Zelllinien wurden auf ihre Prasentationsfunktion gegeniiber reakti-
ven TZH untersucht. Als Positivkontrolle diente mit Ausnahme der L.casein-Stimulation die
Zelllinie P3/2+CD80, die neben HLA-DR1 zusitzlich das kostimulatorische Ratten-CD80
tragt und auf DAP3-Fibroblasten zuriickgeht. Die Prasentationsfihigkeit dieser Zelllinie (ohne
CD80) fiir verschiedene SE wurde von Herrmann et al. (1994) beschrieben.

Als reaktives TZH in den Ansétzen mit den Superantigen SEB, SEC1-3, YPM und MAS sowie
gpMBP wurde die 53/4-Zelllinie verwendet, deren TZR (V[B8.2") mit den oben genannten Sag
und RT1Bl-restringiert mit gpMBP interagieren kann.

Als zu stimulierende Zelllinie bei L.casein-Prasentation wurde das reaktive TZH Klon 19 und
als Positivkontrolle LEW-Thymozyten als Prasentatoren eingesetzt, wobei in der heterogenen
Population der Thymuszellen die Antigenprisentation von RT1B!- und RT1D!-positiven den-
dritischen und Epithelzellen wahrgenommen wird.

Der detaillierte Ablauf der 53/4-Stimulation ist unter 2.3.9.1 (Sag) und 2.3.9.3 (gpMBP)
beschrieben bzw. fiir L.casein unter 2.3.9.4.

Nach der angegebenen Inkubationszeit wurden die Uberstinde mittels ELISA auf ihren IL-2-
Gehalt hin untersucht (s. 2.3.10), der als Indikator fiir eine TZH-Reaktion auf priasentierte Sag

und Antigene diente.
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Die Fahigkeit der TZH zur IL-2-Produktion wurde vor der eigentlichen Versuchsdurchfiihrung
durch immobilisierte AK gegen die TZRB-Kette (R73) bzw. bei 53/4 zusitzlich gegen TZR-
VPB8.2 (R78) getestet (s. 2.3.4) und in den spiteren Analysen eine Aktivierung mit
PMA/Ionomycin (s. 2.3.9.5) zur Bestimmung der maximalen IL-2-Produktion durchgefiihrt

(beides nicht gezeigt).

3.1.3.1 Reaktivitit gegeniiber Staphylokokken-Enterotoxinen
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Die Reaktivitit von 53/4 (Fig. 5) gegeniiber den untersuchten Enterotoxinen war bei
Prasentation durch HLA-DR1 wesentlich ausgeprédgter als bei LEW-MHC-Klasse-1I-

Molekiilen. Dies war vor

allem bei SEC-Sag gut zu beobachten, bei denen die IL-2-Produktion

um das 10-20-Fache hoher lag. Unter HLA-DR1-Prédsentation war schon bei geringen Sag-

Konzentrationen eine sehr hohe 53/4-Antwort festzustellen, die bei SEC-Konzentrationen von

iiber 0,4 pg/ml bzw. bei SEB-Konzentrationen tiber 0,016 pg/ml ein Plateau aufwies.
Die IL-2-Antwort verhielt sich bei SEB und RTI1B!-/RT1D!-Prisentation #hnlich der
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Prasentation durch humanes MHC-Klasse-II, hingegen filihrte die Stimulation mit SEC1-3 zu
einem Dosis-abhédngigen Anstieg der IL-2-Produktion bis zur Sag-Maximalkonzentration bei
10 pg/ml.

Innerhalb der LEW-MHC-Klasse-II-Molekiile lie sich besonders bei SEB- und SEC3-
Stimulation eine verstirkte Antwort des TZH in Gegenwart von RT1B! beobachten.

Auffillig ist die IL-2-Produktion in Gegenwart nativer L929-Zellen bei Zugabe von SEB. Im
Unterschied zu SEC1-3, bei denen diese Zellen nicht stimulierten, zeigte sich hier eine der
53/4-Reaktion auf RT1B!"-/RT1D!-Transfektanten dhnliche IL-2-Antwort, die fast 50 % der
Werte unter RT1Bl-Prisentation erreichte.

Nachdem die Nichtexpression von MHC-Klasse-II-Molekiilen in nativen L929-Zellen durch
eine Durchflusszytometrie erneut bestitigt werden konnte, ergab die Wiederholung der SEB-

Stimulation ein vergleichbares Ergebnis (nicht gezeigt).

3.1.3.2 Reaktivitéit gegeniiber MAS und YPM

Stimulation durch MAS Stimulation durch YPM
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Anders als bei SE war der beobachtete Unterschied zwischen humanen und LEW-MHC-
Klasse-1I-Molekiilen bei MAS-Stimulation wesentlich geringer ausgeprigt (Fig. 6). Die IL-2-
Antwort in Gegenwart von RT1D! war bei niedrigeren MAS-Konzentrationen hoher als bei
HLA-DRI1, nur bei der hochsten getesteten MAS-Konzentration konnte eine stdrkere IL-2-
Produktion in diesen Ansédtzen nachgewiesen werden. Hingegen konnte sowohl bei nativen als
auch RT1B!-transfizierten L929-Zellen keine Reaktion des TZH festgestellt werden.

Die Prisentation von YPM durch RT1B! und RT1D! zeigte keine erheblichen intermolekularen
Unterschiede. Humane MHC-Klasse-II-Molekiile erreichten schon bei sehr niedrigen Sag-
Konzentrationen hohe IL-2-Antworten (hochste getestete Konzentration 0,08 pg/ml), die bei
mehr als dem Doppelten der bei RT1B!-/RT1D!-Présentation gemessenen Werte lagen. Bei bei-
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den Ratten-MHC-Klasse-II-Molekiilen stiegen die IL-2-Werte oberhalb der zweithdchsten
YPM-Konzentration nicht mehr wesentlich an, die Priasenz nativer L929-Zellen bewirkte keine
53/4-Stimulation.

3.1.3.3 Reaktivitiit gegeniiber gpMBP und L.casein

Zusitzlich zur Aktivierung durch Sag sollte die Reaktion der verwendeten TZH bei RT 1Bl-oder
RT1D!-Prisentation ihres spezifischen Antigens untersucht werden. 53/4 und Klon19 entstan-
den durch die Fusion eines gpMBP- bzw. L.casein-spezifischen T-Zellklons mit BW58-Zellen
und erkennen Peptidfragmente dieser Proteine RT1B!-(53/4) bzw. RT1D!-(Klon 19) restrin-
giert.

500.- Stimulation durch gpMBP 60- Stimulation durch L.casein
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Wie Fig. 7 zeigt, waren RT1Bl-transfizierte L.929-Zellen die einzigen Prdsentatoren, die der
53/4-Zellreihe gpMBP derart prasentieren konnten, dass es zu einer starken IL-2-Freisetzung
kam. Lediglich bei einer gpMBP-Konzentration von 10 pg/ml lieB sich auch bei RT1D!-
Prisentation eine TZH-Antwort feststellen, die allerdings nur etwa 5% der bei RT1B!'-
Transfektanten beobachteten Menge erreichte. P3/2 + CD80-Zellen und untransfizierte L929-
Zellen stimulierten nicht. L.casein wurde im Gegensatz zu gpMBP von RT1D!-Zellen prisen-
tiert. Obwohl eine IL-2-Produktion durch Klon 19 nur bei der hochsten verwendeten
Konzentration (100 pg/ml) feststellbar war und bei weitem unter der 53/4-Antwort auf gpMBP
lag, erreichte diese bei RT1D!-transfizierten L929-Zellen um fast ein Drittel hohere Werte als
in Gegenwart von APZ des Thymus, die als Positivkontrolle dienten.

Unter HLA-DR1- und RT1Bl-Anwesenheit lieB sich keine Aktivierung beobachten.
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3.1.4 Verinderungen in der VP-Verteilung einer LEW-T-Zellpopulation unter
Prisentation von SEC1, MAS und YPM durch LEW- und humane MHC-
Klasse-1I-Molekiile

Nach den Ergebnissen der Stimulation gereinigter T-Zellen durch DZ (s. 3.1.1), wurde das dort
verwendete Protokoll zur Untersuchung der Prisentationsfunktion erstellter Transfektanten
(s. 3.1.2) und der bereits erwidhnten P3/2 + CD80-Zelllinie verwendet.

Eine genaue Beschreibung des Versuchsablaufs findet sich unter 2.3.8.1.

Da bei einer kombinierten Aufreinigung der T-Zellen die absolute Zellzahl stark reduziert wird,
wurde auf ein Panning verzichtet und nur eine Nylonwollsdulenpassage durchgefiihrt.

Fig. 8 stellt die Zusammensetzung der Lymphknotenzellsuspension vor und nach Passage dar.

B

1,8% 1.1 % 0.5 %

93,1 %

10t o

10* ot

RT1B

Fig. 8: Zusammensetzung der Lymphknotenzellsuspension vor (A) und nach (B)
TZR Nylonwollsdulenpassage, Zweifarbenfluoreszenz mit Anti-RT1BB- und
-Ratten-CB-TZR-Antikérpern

Obwohl kein Panning durchgefiihrt wurde, konnte durch eine langsamere Passage der
Zellsuspension eine Reduktion des MHC-Klasse-II"-Anteils auf Werte dhnlich 3.1.1 erreicht
werden. Ebenfalls analog zur Stimulation durch DZ wurden als Stimulationsmarker ein Sag-
spezifischer Anstieg einer VB-Gruppe mit gleichzeitiger Verringerung nicht-reaktiver V[3-
Populationen und ein Anstieg des Blastenanteils gewihlt, die angegebenen Werte beziehen sich
im Gegensatz zu 3.1.1 aber in beiden Fillen auf CB’-Zellen. Zusitzlich wurde die VB16-
Gruppe durch den mAK HIS42 in die Analyse miteinbezogen.

Die errechneten Werte in Abwesenheit eines Sag sind in Fig. 9 dargestellt.
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70,00% | mVp 8.2 Fig. 9: Zusammensetzung der T-Zellpopulation
60,00% EXE?: ohne Sag. Das Diagramm zeigt den
50,00% Anteil der jeweiligen VB-Population an
40,00% [4.54%[21,12% [ 26.61% | 25,54% 22,27% | der CpB*-Zellgruppe (kleine Zellen) sowie
000 den Blastenanteil in der CB*-Gruppe
(Zahlenwerte). TZ = T-Zellen; HLA-DR,
20.00% RT1IB und RTID = jeweiliges
10,00% Prasentationsmolekil  exprimierende
0,00% Zelllinie
TZ TZ+HLA-DR TZ+L929 TZ+RT1B TZ+RT1D

Alle Stimulationsansétze zeigten dieselbe V-Verteilung. In Gegenwart prisentierender Zellen
stieg der Anteil an Blasten in der C3-Gruppe gegeniiber dem Nur-T-Zell-Ansatz an, was sich

in dhnlichem Umfang ebenfalls in allen analysierten V[-Populationen beobachten lief3 (nicht

gezeigt).

Stimulation mit SEC1

70,00% [mVp 8.2 Fig. 10:Zusammensetzung der T-Zellpopulation
60.00% [TVB 8.5 nach Zugabe von SEC1 (2 ug/ml). Das
50,005 | EVE 16 Diagramm zeigt den Anteil der jeweili-
. [19,12% [ 63,45%] 19,0% [ 21,34%] 14,47%| gen VB-Gruppe an CB*-Zellen (Blasten)
30,00% sowie den Blastenanteil in der Cp*-
20,00% Gruppe (Zahlenwerte). TZ =T-Zellen;
10,00% 1 HLA-DR, RT1B und RT1D = jeweiliges
0,00% 1 Prasentationsmolekil  exprimierende
TZ TZ+HLADR TZ+L929 TZ+RT1B TZ+RT1D Zelllinie

Die Zugabe von SEC1 (Fig. 10) bewirkte bei nativen und RT1D!-transfizierten L929-Zellen
nur geringe Unterschiede in der VB-Zusammensetzung, auch der prozentuale Blastenanteil
blieb in diesen Ansétzen auf niedrigem Niveau. Die in der Negativkontrolle (Fig. 9) festgestell-
te Hierarchie der einzelnen Untergruppen blieb ebenfalls erhalten. In Gegenwart HLA-DR1"-
Zellen (P3/2 + CD80) kam es zu einer starken Erhohung V8.2~ und in geringerem Maf3e auch
VPB8.5*-Zellen bei gleichzeitiger Reduktion des VB16-Anteils, wodurch sich die Reihenfolge
der VB-Hiufigkeit gegeniiber Fig. 9 umkehrte. Ebenfalls liel sich in der gesamten Cf*-
Zellpopulation ein ausgeprigter Anstieg des Blastenanteils beobachten.

Die fiir humane MHC-Klasse-II-Molekiile beschriebenen Verdnderungen waren auch bei
SEC1-Prisentation durch RT1B!-Transfektanten zu beobachten. Auch hier kehrte sich die
Hierarchie der VB-Verteilung um. Im Vergleich zur P3/2 + CD80-Stimulation waren die
Verianderungen jedoch nur schwach ausgepriagt und dementsprechend gering der Blastenanteil
unter CB*-Zellen. Die VB8.2°-Gruppe, die unter den getesteten V3 am stérksten stimuliert
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wurde, zeigte jedoch einen deutlichen Unterschied im Blastenanteil gegeniiber den nicht reak-

tiven Ansétzen (nicht gezeigt).

Stimulation mit MAS

70,00%( mVp 8.2 .
Fig. 11: Zusammensetzung der T-Zellpopula-

mVp 8.5

60.00%| 2y 16 tion nach Zugabe von MAS (5 ng/ml).

50,00% Das Diagramm zeigt den Anteil der
[20,57% |50,12% | 24,42% | 40,87% | 58,28% | N

40.00% jeweiligen VB-Gruppe an Cp*-Zellen

(Blasten) sowie den Blastenanteil
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— RT1D = jeweiliges Prasentations-
molekil exprimierende Zelllinie
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Die Stimulation mit MAS (Fig. 11) fithrte im Vergleich mit SEC1 zu weniger ausgeprigten
Verdanderungen. Bereits ohne zusdtzliche MHC-Klasse-II"-Zellen (Nur-T-Zellen, L.929 nativ)
kam es zu Verdnderungen in der T-Zell-VB-Zusammensetzung mit einem Anstieg von V[38.2
und 8.5 gegeniiber Fig. 9, der sich ebenfalls in einem Anstieg der Blasten im Nur-T-Zellansatz
zeigte. Gegeniiber den restlichen Ansédtzen war jedoch die Reduktion VB16'-Zellen weniger
stark ausgeprigt und der Anteil der Blasten an der Cf*-Zellpopulation zwischen 15 und 35 %
geringer.

Wurde MAS im Zusammenhang mit HLA-DR1"-Zellen oder den RT1DV-Transfektanten pré-
sentiert, kam es neben dem beschriebenen VP38.2- und V[8.5-Anstieg zu einer ausgepriagten
Verringerung der V16'-Zellen. Der hohe Blastenanteil der CB*-Population zeigte eine ausge-
prégte Proliferation an, wobei RT1DV-Transfektanten Werte knapp 10 % iiber denen der P3/2-
Zelllinie erreichten.

Die Priasenz der RT1B!-Transfektanten fiihrte sowohl in der VB-Verteilung als auch in den
Blastenanteilen zu Ergebnissen zwischen denen nativer und RT1DF-1929-Zellen. Waren die
Unterschiede in der VB-Zusammensetzung noch gering im Vergleich zu MHC-Klasse-I1"-
Ansitzen, stieg der Blastenanteil um 20 % in der CP'-Population, lag aber dennoch knapp
20 % unter dem der RT1D!-Transfektanten.
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Stimulation mit YPM

70,00% [mVp 8.2
oVvp 8.5
mVp 16 nach Zugabe von YPM (2 pg/ml). Das

] Diagramm zeigt den Anteil der jeweili-
w000 18,48% [52,45% [14,1% [50,11% | 41,22% gen VB-Gruppe an CB-Zellen (Blasten)
sowie den Anteil an Blasten in der Cf*-
Gruppe (Zahlenwerte). TZ = T-Zellen,

Fig. 12:Zusammensetzung der T-Zellpopulation
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20,00% 1 HLA-DR, RT1B und RT1D = jeweiliges
10,00% Prasentationsmolekil exprimierende
0,00% Zelllinie

TZ TZ+HLA-DR TZ+L929 TZ+RT1B TZ+RT1D

Auch in der Stimulation mit YPM zeigten verbliebene APZ innerhalb der Lymphknotenzellen
einen gewissen Beitrag zur T-Zell-Stimulation (Fig. 12). Sowohl im nur T-Zellen als auch im
zusitzlich native L.929-Zellen enthaltenden Ansatz stieg der Anteil VB8.2'-Zellen gegeniiber
Fig. 9 um bis zu 20 % an. Eine Reduktion der V[38.5- und 16-Gruppe, wie sie zumindest fiir
VB8.5 aus 3.1.1 zu erwarten war, lieB sich jedoch nicht beobachten und auch der fehlende
Anstieg des Blastenanteils innerhalb der CB*-Population spricht fiir eine schwache
Aktivierung.

HLA-DR1-, RT1B!- und RT1D!-Transfektanten fiihrten im Unterschied dazu zu einem 20-
40 % hoheren Anteil der VB8.2'-Gruppe und einer ausgeprigten Verringerung V8.5~ und
VB16*-Zellen. War diese Verdnderung am stirksten bei RT1D-1.929-Zellen, so fand sich mit
mehr als 50 % der hochste Blastenanteil in der C*-Gruppe bei HLA-DR-Anwesenheit und lag
etwa 10 % iiber dem bei RT1D!- sowie knapp iiber dem bei RT1B!-Prisentation.

3.2 Prisentation von vSag7 durch RT1B! und RT1D!

3.2.1 Generierung vSag7-positiver Zelllinien

Neben der Prisentation bakterieller Sag durch RT1B! und RT1D! sollte als Beispiel fiir virale
Sag die Stimulation durch das in der orf-Sequenz des endogenen Mausretrovirus mtv7 kodier-
te vSag7 untersucht werden. Dafiir wurden die in 3.1.2 generierten 1.929-Zelllinien durch
Kalziumphosphatprizipitation mit dem dieses Gen enthaltenden pHBA-orf-Plasmid bzw. als
Negativkontrolle mit pHBA-neo transfiziert (s. 2.2.11.1) und erfolgreich transformierte Zellen
durch eine Plasmid-kodierte Geneticin-Resistenz selektioniert (s. 2.3.6).

Ein direkter Nachweis der orf-Sequenz in diesen Zelllinien erfolgte durch PCR (s. 2.2.8) unter

Verwendung der unter 2.1.11 aufgelisteten mtv7-orf-forward- bzw. -reverse-Primer, wobei
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zundchst mRNA der Zelllinien mit Hilfe des Qiagen RNeasy Kits isoliert (s. 2.2.7) und in einer
RT-PCR (s. 2.2.9) in cDNA umgeschrieben wurde.

Als Positivkontrolle wurden neben pHBA-orf 3A5-Zellen, die bereits das pHBA-orf enthielten,
und mtv7"-LBB 3.4.16-Zellen benutzt.

Die in der PCR amplifizierte DNA wurde in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt (s. 2.2.2),
dessen Fotografie in Fig. 13 gezeigt ist.

1 kbp L929 |L929 |L929 |L929 |L929 L929 |3A5 LBB Nega- |pHBA- 1 kbp-
Marker +neo |+RT1B |[+RT1D |+orf +RT1B +RT1D 3.4.16 |tivkon- |orf Marker
+neo |+neo +orf +orf trolle

B 1500

1000
750

Fig. 13:Elektrophoretische Auftrennung der PCR von pHBA-orf- bzw. -neo-transfizierten L929-Zellen
(nativ und RT1B-/RT1D-positiv), sowie 3A5- und LBB 3.4.16-Zellen in einem 1%-igen
Agarosegel, zusatzlich pHBA-orf als Positiv- und Aqua dest. als Negativkontrolle. Zum
Grolenvergleich wurde ein 1kbp-Marker verwendet. neo/orf = entsprechendes Plasmid

Der Erfolg der Transfektion zeigte sich bei den Zelllinien, denen pHBA-orf iibertragen worden
war, in einer Bande bei etwa 1000 bp entsprechend der Linge der bekannten Sequenz. 3A5-
Zellen reagierten ebenfalls positiv, wihrend bei Zellen, die pHBA-neo erhielten, kein PCR-
Produkt nachgewiesen werden konnte. Unerwartet war allerdings das Fehlen der Bande bei
mtv7'-LBB 3.4.16-Zellen (s. 4.4).

Die erstellten Zelllinien wurden &hnlich bakteriellen Sag auf ihre Prisentationsfunktion in

einer Hybridom- und einer T-Zellstimulation getestet.

3.2.2 Das TZH RG17 erkennt vSag7 nicht im Zusammenhang mit LEW-MHC-
Klasse-1I-Molekiilen

Nachdem der Erfolg der Transfektion unter 3.2.1 iiberpriift worden war, wurden die pHBA-

neo/orf-transfizierten Zelllinien in einem unter 2.3.9.2 beschriebenen Versuch als Stimulatoren
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fur das vSag7-reaktive TZH RG17 verwendet (Subramanyam et al., 1993).
Als Positivkontrolle wurden 3A5- und LBB 3.4.16-Zellen als Stimulatoren verwendet. Nach
Inkubation wurden die Uberstinde gereinigt und mittels ELISA auf ihren IL-2-Gehalt unter-

sucht, analog zu 3.1.3 diente ein Ansatz mit PMA/lonomycin als Positivkontrolle.

300
250
200
150
100

50

IL-2 (pg/ml)

Fig. 14:1L-2-Produktion (in pg/ml) durch RG17 in Gegenwart der angegebenen Zelllinien. RG17 =
Hybridom alleine als Negativkontrolle, PMA/lono = RG17 + PMA/lonomycin, RT1B und
RT1D = jeweiliges Prasentationsmolekil exprimierende L929-Zellen, neo/orf = pHBA-neo/orf
transfizierte L929-Zellen

Keine der vSag7-Gen'-L929-Zelllinien konnte eine TZH-Antwort auslosen, unabhingig
davon, ob diese mit Ratten-MHC-Klasse-II-Molekiilen transfiziert worden waren oder nicht.

3A5-Zellen mit HLA-DR1 als Prédsentationsmolekiil bewirkten eine sehr geringe IL-2-
Produktion, hingegen konnte in Gegenwart von H2-A/E (LBB 3.4.16) eine Stimulation von
RG17 beobachtet werden, wobei die IL-2-Werte knapp 50 % der bei PMA/Ionomycin-Zugabe

gemessenen Werte erreichten.

3.2.3 Stimulation von Lymphknotenzellen durch vSag7-positive Zelllinien

3.2.3.1 LEW-Lymphozyten werden durch Kokultur mit vSag7-exprimierenden Zellen aktiviert

In einer zweiten Prédsentationsanalyse wurden die in der RGI17-Stimulation getesteten
Zelllinien als Aktivatoren fiir ungereinigte LEW-Lymphknotenzellen eingesetzt.

Eine genaue Angabe des Versuchsprotokolls findet sich unter 2.3.8.2, in der Auswertung wurde
derselbe Weg zur Berechnung der Stimulationsmarker gewéhlt wie in der Stimulation durch

DZ (s. 3.1.1), zusitzlich wurde wie in 3.1.4 auch die VB16-Gruppe analysiert.
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leer L929-neo L929-orf RT1B-neo RT1B-orf RT1D-neo RT1D-orf 3A5 LBB 3.4.16

Fig. 15:T-Zell-Zusammensetzung nach 5-tdgiger Inkubation mit Prasentatoren. Anteil einer Vj-
Gruppe an CD4*-Zellen. Zuséatzlich Angabe des Blastenanteils in CB*CD4*-Population
(Zahlenwerte). “Leer” = Lymphknotenzellen ohne Prasentatoren, ansonsten Angabe der zuge-
gebenen Zelllinie (L929 = native L-Zellen, RT1B/RT1D = LEW-MHC-Klasse-ll-transfizierte
L-Zellen, neo/orf = mit jeweiligem Plasmid transfizierte L-Zellen)

Wie aus Fig. 15 ersichtlich, zeigte die CD4*-Population ohne Stimulatoren und in Anwesenheit
von pHPBA-neo-transfizierten L929-Zelllinien trotz Unterschieden in den absoluten Werten die
gleiche Hierarchie in der VB-Haufigkeitsverteilung. So stellten VB16°-Zellen die grofite hier
untersuchte Gruppe, wihrend V8.2 und 8.5 in etwa gleich, bzw. VB8.5'-Zellen etwas hiufi-
ger waren.

Die Ursache fiir die um bis zu 10 % erhohten absoluten Werte ist unklar, allerdings ist eine Sag-
spezifische Proliferation sehr unwahrscheinlich, da sich alle untersuchten VB-Gruppen gleich-
sinnig verhalten.

Bei allen drei vSag7-transfizierten L-Zellen, auch den MHC-Klasse-II-negativen, liel} sich eine
Umkehr der Haufigkeitsverteilung feststellen. Die urspriinglich kleinste der getesteten
Gruppen, V[38.2, stellte nach der Inkubation mit knapp 15 % den groBiten Anteil. V16 war bis
auf den Ansatz mit RT1D!- und vSag7-transfizierten-Zellen mit ca. 5 % die kleinste Gruppe
und lag damit noch 1-2 % unter V[38.5.

Besonders bei RT1B!-und RT1DY-L-Zellen war der Anteil an Blasten in der gesamten CD4'-
Population gegeniiber vSag7 -Ansitzen erhoht (etwa 20 %) und unterschied sich damit auch
von MHC-Klasse-II"-, orf*-Zellen, bei denen dieser Wert nur leicht anstieg.

Unerwartet schwach waren die Verdnderungen mit 3A5-Zellen als Prdsentatoren. In der V[3-
Verteilung lief sich eine V38.2- und 8.5-Proliferation gegeniiber VB16 beobachten, allerdings
war der Blastenanteil in CD4"-Zellen nicht von nicht-stimulatorischen Ansétzen zu unterschei-
den.

Die LBB 3.4.16-Zelllinie fiihrte gegeniiber den 3AS5-Zellen nicht nur zu einer starken
Stimulation von V8.2 und 8.5 mit Blastenanteilen von iiber 90 % (nicht gezeigt), vielmehr
kam es zusitzlich zu einer starken Stimulation von V16, die so ausgeprégt war, dass trotz der
Proliferation der anderen V[ diese Gruppe in ihrer Haufigkeit auf etwa 20 % anstieg, wihrend
VB8.2 im Vergleich zum Leeransatz ohne Prisentatoren gleich blieb und V8.5 sogar in der

Héaufigkeit abnahm.
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3.2.3.2 Das TZH RG17 wird durch eine Kombination aus H2-A/E exprimierenden Zelllinien
und 1.929-vSag7-Transfektanten aktiviert

Da unerwarteterweise auch in Gegenwart Nicht-RT1B!- oder -RT1D!-transfizierter 1.929-
Zellen bei Vorhandensein des vSag7-Gens eine Stimulation zu beobachten war, wurde der
Versuch zunéchst mit durch Nylonwollsdule (s. 2.3.13.1) gereinigten Lymphknotenzellen wie-
derholt, um eventuelle Auswirkungen der in Lymphknoten enthaltenen MHC-Klasse-II*-
Population beurteilen zu kénnen.

In der Auswertung zeigte sich, dass nach der Aufreinigung die Gesamtstimulation wesentlich
geringer ausfiel und sowohl zwischen neo- und orf-, als auch innerhalb der orf-transfizierten
L-Zellen nur noch geringe Unterschiede bestanden, wobei die Verdnderungen in Gegenwart
RT1B!-Transfektanten noch am ausgepriigtesten waren (nicht gezeigt).

Diese Beobachtungen lieen, aufgrund der gezeigten Stimulation in Gegenwart MHC-Klasse-
II"-, aber vSag7'-1.929-Zellen und den geschilderten Auswirkungen einer T-Zellanreicherung,
den Schluss auf eine Interaktion zwischen orf-Transfektanten und zur Prisentation beféhigten
Zellen der Lymphknotenpopulation zu.

Um dies zu testen, wurde zunéchst eine RG17-Stimulation durchgefiihrt. Entsprechend 2.3.9.2
wurden jeweils LBB IIV11-Zellen, eine mtv7-Deletionsvariante der LBB 3.4.16-Zelllinie,
sowie LPS-stimulierte (s. 2.3.8.4) und Ficoll-gereinigte (s. 2.3.7) LEW- bzw. BALB/c-
Milzzellen mit dem TZH und den MHC-Klasse-1I"-, neo- oder orf-transfizierten 1.929-Zellen
48 h inkubiert und anschlieBend die Kulturiiberstande mittels ELISA (s. 2.3.10) auf ihren IL-
2-Gehalt untersucht.

In Gegenwart von BALB/c-Zellen konnte bereits im Zusammenhang mit L929-neo-
Transfektanten eine TZH-Stimulation nachgewiesen werden, wihrend dieses bei LBB 11V11-
und LEW-Zellen nicht zu beobachten war (Fig. 16). Waren vSag7-Zellen anwesend, stieg die
IL-2-Synthese im Ansatz mit BALB/c-Zellen auf mehr als das Doppelte und auch die
Anwesenheit von LBB 1IV11-Zellen fiihrte zu einer nachweisbaren TZH-Reaktion, wihrend
diese bei den LEW-Milzzellen ausblieb.

Fig. 16:Gemessene IL-2-Werte in
Gegenwart der angegeben

50 Zelllinien und -populationen,

“leer” = RG17-Hybridom als

40 W leer )

m BALGYC Negativkontrolle,

30 OLEW BALB/c und LEW = LPS- und

20 W LBBIV 1 Ficoll-behandelte Milzzellen

aus BALB/c-Mausen bzw.

LEW-Ratten,

neo/orf = mit jeweiligem Plas-

mid transfizierte L-Zellen

a0

c(IL-2; pg/ml)

L928-nen L928-orf
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Diese Ergebnisse wiesen auf eine vSag7-bedingte Stimulation im Zusammenhang mit Maus-
Klasse-1I-Molekiilen (BALB/c und LBBIIV11) und damit auf eine Interaktion der anwesenden
Zelllinien hin. Da dies aufgrund vorangegangener Versuche auch fiir die Transfektanten und
RT1BY/RT1D!-Lymphknotenzellen zu bestehen schien, wurde anschlieBend an diesen Versuch
eine polyklonale Stimulation durchgefiihrt. Im Gegensatz zu 3.2.3.1 wurden auch hier nur die
MHC-Klasse-11"-L.929-Transfektanten und durch Nylonwollsdulenpassage (s. 2.3.13.1) gerei-
nigte Lymphknotenzellen als Testpopulation eingesetzt. Fig. 17 zeigt die Zusammensetzung
der Lymphknotenzellen vor und nach T-Zellanreicherung in Bezug auf MHC-Klasse-II-
Molekiile.

A B
30,9 % 0,0 % 3,7 % 0,0 %

107

0,0 %

o' 02 T 0t

Fig. 17: Zusammensetzung der verwendeten Lymphknotenzellsuspension vor (A) und
nach (B) Nylonwollsdulenpassage. Einfarbenfluoreszenz mit Anti-RT1BB-mAK

RT1B

Vor der Aufreinigung lieBen sich etwa 30 % RT1B!-Zellen nachweisen, deren Anteil sich

durch die Aufreinigung auf etwas weniger als 4 % verringerte.

3.2.3.3 LEW-T-Lymphozyten proliferieren ausgeprigt in Gegenwart vSag7-MHC-Klasse-I1--

Transfektanten bei Kombination mit Maus- oder Ratten-Klasse-1I"-Zellllinen

In der Stimulation (entsprechend 2.3.8.2) wurden verschiedene Kombinationen getestet, die
neben den aufgereinigten Lymphknotenzellen entweder L929-neo- bzw. -orf-Zellen alleine
oder zusitzlich LBB I1V11 oder LPS-stimulierte LEW-Milzzellen enthielten. Ebenfalls wurden
LBB 3.4.16 und LBB IIV11 sowie 3AS5 als alleinige Stimulatoren eingesetzt.

Die Auswertung erfolgte analog 3.1.1, bezog allerdings zusitzlich die VB13- und VB16-
Gruppe mit ein.
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40,00% |V 8.2
ovp 8.5

mVB 16
30,00% |®VB 13

20,00% I I I I I

35% [62% [11,9% |39,8% | 10,8% | 47,0% | 29,0% | 454% | 86,8% | 88,3%

10,00%

0,00% -

leer L929-neo  L929-neo 3A5 L929-orf L929-orf  L929-neo  L929-orf LBBIV11 LBB3.4.16
LPS LPS LBBIV11 LBBIV11

Fig. 18:T-Zell-VB-Zusammensetzung nach 5-tagiger Inkubation mit angegebenen Zelllinien. Anteil
einer VB-Gruppe an CD4*-Zellen sowie Blastenanteil der C3*CD4*-Zellen (Zahlenwerte)
“Leer” = Lymphknotenzellen ohne Préasentatoren, ansonsten Angabe der zugegebenen
Zelllinie (L929-neo/orf = native L-Zellen mit jeweiligem Plasmid transformiert, LPS = LPS- und
Ficoll-behandelte LEW-Milzzellen)

Die in Fig. 18 dargestellten Ergebnisse zeigen in den Sag-freien Ansitzen eine einheitliche V3-
Verteilung, in der VB13*-Zellen mit ca. 3,5 % die kleinste und VB16*-Zellen mit 8-12% die
grofite Zellpopulation stellten, wihrend die VB8.2- und 8.5-Gruppen in der Haufigkeit zwi-
schen diesen Werten lagen. Der Blastenanteil war insgesamt gering ausgepridgt. Die
Stimulation mit vSag7 bei HLA-DR-Prisentation (3A5-Zellen) fiihrte zu einem Anstieg der
VB8.2°-Gruppe auf iiber 25 % bei gleich bleibenden Werten fiir die V38.5'-Zellen und einem
Riickgang der VP13- und 16-Population. Ebenfalls vergroBerte sich der Blastenanteil auf
knapp 40 %. Waren an Stelle von 3A5-Zellen vSag7'-1.929-Zellen vorhanden, kam es ebenfalls
zu dhnlich stark ausgeprigten Verdnderungen in der V[B-Verteilung, die zusitzlich mit einer
Zunahme des Blastenanteils von etwa 10 % auf iiber 45 % in CD4'C[*-Zellen und von 37 auf
etwa 86 % in V[8.2"-Zellen einhergingen (nicht gezeigt), wenn LPS-behandelte Zellen hinzu-
gegeben wurden.

LBB 3.4.16-Zellen aktivierten wie bereits unter 3.2.3.1 dargestellt vor allem V16°-T-Zellen,
sowie V[.8.2 in geringerem Umfang bei insgesamt sehr starker Gesamtstimulation
(Blastenanteil fast 90 %). Die hier zusitzlich analysierte VP13-Gruppe blieb in ihrer
Haufigkeit dhnlich V8.2 in etwa gleich, was bei Betrachtung der starken Gesamtproliferation
ebenfalls fiir eine mittlere Reaktivitit spricht.

Die vSag7--LBB IIV11-Zelllinie aktivierte ebenfalls VB16 und 13, wihrend jedoch V[38.2"-
und 8.5%-Zellen in ihrer Haufigkeit stark zurtickgingen. Dies lieB sich ebenfalls im gemischten
Ansatz aus L929-neo- und LBB IIVI11-Zellen beobachten, in dem allerdings die
Gesamtstimulation, erkennbar am Blastenanteil, wesentlich geringer und auch die Abnahme
vSag7-areaktiver VB-Gruppen nicht gleich stark ausgeprigt war.

Kombinierte man jedoch LBB IIV11- mit L929-orf-Zellen, so zeigte sich einerseits eine star-
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ke Zunahme VPB16'-Zellen, andererseits auch der VB8.2*-Gruppe, die von LBB 1TV 11 alleine
nicht stimuliert wurde. Die Verdnderungen entsprechen denen der LBB 3.4.16-Stimulation,
wobei der hier beobachtete V[38.2-Anstieg noch ausgeprigter war. Zusétzlich lieB sich im
Vergleich zum gemischten Ansatz aus L.929-neo- und LBB IIV11-Zellen eine starke Erh6hung

des Blastenanteils von knapp 30 auf tiber 45 % feststellen.

3.2.3.4 Die Injektion vSag7-transfizierter Zellen fiihrt in vivo zu einer Expansion reaktiver V[3-
Gruppen in der LEW-Ratte

Um die bisherigen Ergebnisse zu bestitigen, wurden jeweils MHC-Klasse-11"-1.929-neo- bzw.
-L.929-orf-Zellen auf ihre Stimulationsfihigkeit in vivo getestet.

Nach Durchfiihrung entsprechend 2.3.14 wurden die erstellten Zellsuspensionen auf ihre Vj3-
Zusammensetzung und den Blastenanteil in CD4'Cf*-Zellen getestet. Zusétzlich dienten die
drainierenden poplitealen Lymphknoten auf der nicht injizierten Seite als Kontrolle.

Wie in Fig. 19 dargestellt (s. ndchste Seite), zeigten die Lymphknoten beider Seiten bei L929-
neo- und auf der Kontrollseite bei L.929-orf-Applikation vergleichbare VB-Anteile. Wie in
3.2.3.3 stellten VB16'-Zellen die grofite und VB13'-Zellen die kleinste Population bei mittle-
ren Werten fiir V8.2 und 8.5. Auf der L929-orf-Applikationsseite hingegen dominierten
VB8.2 mit fast 15%, verbunden mit einer Zunahme der V[38.5-Zellen auf Werte dhnlich V316.
Ein Anstieg des Blastenanteils im Vergleich zwischen L929-neo- und -orf-Applikation war

ebenfalls zu beobachten, allerdings nur relativ schwach ausgeprégt.

2000% 1mVp 8.2 Fig. 19: T-Zell-VB-Zusammensetzung in

ovp 8.5
IVE16 15,5 % drainierenden Lymphknoten, vier

15,00% {1mVp 13 Tage nach Applikation angege-
bener Zellllinien. Anteil einer Vj3-
10,00% Gruppe an CD4*-Zellen sowie

des Blastenanteils in CB*CD4*-

Zellen (Zahlenwerte)

L929-neo/orf = native L-Zellen

mit jeweiligem Plasmid transfi-
ziert, Kontrolle = Lymphknoten

L928-neo L823-nen L928-orf La28-orf

{Kortrollg) {Kortrollg) der Applikationsgegenseite

5,00% -

0,00% A
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3.3 Expression gemischter LEW-MHC-Klasse-II-Isotypen

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Erstellung gemischter Isotypen aus RT1B!- und
RT1D!-Einzelketten untersucht. Ziel war es zunichst, diese Molekiile zu generieren und
anschlieBend bei Nachweis einer Oberfldchenexpression auf ihre Funktionalitdt zu priifen. Da
sich diese Proteine wie spéter gezeigt nicht auf den Transfektanten detektieren lieBen, wurden
Zelllinien zusitzlich mit der invarianten Kette (Ii) der Maus transfiziert, um eine Expression zu
erleichtern. Da aber auch nach Ii-Ubertragung keine gemischten Isotypen nachzuweisen waren,
wurden ein Western Blot und eine Durchflusszytometrie nach intrazelluldrer Farbung durchge-
fithrt, um Hinweise auf mogliche Ursachen der fehlenden Expression zu finden.

In der Versuchsdurchfithrung wurden die jeweiligen Zelllinien durch retroviralen Gentransfer
(s. 2.2.11.2) mit der physiologischen oder isotypisch gemischten Kettengenkonfiguration
transfiziert. Der normale Ansatz diente dabei zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz und
als Referenzwert fiir eine mogliche Expression gemischter Isotypen.

Die Oberflichenexpression wurde im Anschluss durch Durchflusszytometrie mit Hilfe mAK
gegen RT1B! (Ox6) und RTID! (14-4-4S) gepriift. Eine Detektion der gemischten Ansitze
konnte allerdings aufgrund der Spezifitdt von Ox6 fiir die RT1B!B-Kette und 14-4-4S fiir die
o-Kette des RT1D! nur in der Kombination RT1D!oB!f erwartet werden.

3.3.1 P80-Zellen exprimieren nach Transfektion keine gemischten Isotypen auf ihrer
Oberfliche

In einem ersten Versuch wurden nach dem unter 3.3 beschriebenen Schema P80-Zellen mit
LEW-MHC-Klasse-II-Kettengenen transfiziert. Die Ergebnisse der in der FACS-Analyse
bestimmten Expression sind in Fig. 20 gezeigt. In den normal konfigurierten Ansétzen zeigte
sich eine durchweg hohe Transfektionsrate mit ca. 80 % RT1B!-Zellen und knapp 70 % bei
RT1D!-Transfektanten. Wahrscheinlich wurden jedoch fast 100 % der Zellen erfolgreich trans-
fiziert, da in der Dichtedarstellung keine negative Population erkennbar war.

In den Ansétzen RT1BlaD! und RT1D!aB!B konnte weder mit dem mAK Ox6 noch mit 14-

4-4S das Vorliegen eines gemischten Isotyps nachgewiesen werden.
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Kontrolle (L180) RT1B (Ox6-PE) RT1D (14-4-4S)

0,4 % 0,1 % . 0 % 0,1 % . 0% 0,2 %
0,6 % . 99,1% 0,7 % . 0,5 %

0,4 % 0,2 % 0,5 % . 1,7 % 0,2 %
, 04 % 2 191 % 01% . 04 %

0,5 % 0,2 % 0,1 % 0,1 % 0,3 %
0,3 % 0,3 % o 31,8 % 0,1%

0,2 % 0,2 % 0,1 % 0,2 % 0,7 % 0,2 %
0,4 % 0,5 % 0,4 %

0,3 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,7 % 0,3 %
0,3 % 0,4 % 5 0,4 %

Fig. 20:FACS-Analyse von LEW-MHC-Klasse-II-Kettengen-transfizierten P80-
Zellen. Verwendeter AK oben, Kettenkombination links (nativ = untransfi-
ziert). Farbung auf Ratten-MHC-Klasse-lI-Molekule

RT1B/RT1D
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3.3.2 Transfektion von P80- und L929-Zellen mit der invarianten Kette der Maus

Eine mogliche Ursache fiir das in 3.3.1 beobachtete Fehlen der Expression gemischter Isotypen
konnte die zu geringe Expression der invarianten Kette in den transfizierten P80-Zellen sein.
Wihrend Ii fiir die Oberflachenexpression isotypisch korrekter MHC-Klasse [I-Molekiile nicht
essentiell ist, die Expressionsrate allerdings in gewissem Umfang steigern kann, ist zumindest
fur haplotypisch gemischte Isotypen eine Verstirkung der Expression um bis zu Faktor 18
beschrieben (Layet et al., 1991). Basierend auf diesen Hinweisen wurden native P80- und
L929-Zellen zundchst mit Maus-Ii und anschliefend entsprechend dem Schema in 3.3.1 mit
MHC-Klasse I1-Kettengenkombinationen transfiziert.

Das Gen der invarianten Kette lag wurspriinglich in einem fiir die verwendete
Transfektionsmethode schlecht geeigneten Vektor (pcx-3mli) vor und wurde daher vor
Verwendung in pczCFG-IEGZ umkloniert. Dafiir wurde das Insert in einem Restriktionsverdau
mit EcoRI herausgeschnitten (s. 2.2.1) und nach elektrophoretischer Auftrennung in einem 1%-
igem Agarosegel (s. 2.2.2) aus diesem eluiert (s. 2.2.3). Da der gewiinschte Vektor pczCFG-
IEGZ bereits linerarisiert und in dephosphorylisierter Form vorlag, konnte er direkt in der
Ligation eingesetzt werden (s. 2.2.6.3). Neben pczCFG-IEGZ wurde auch eine Ligation mit
pczCFG-IZ durchgefiihrt, der vor der Ligation noch aufbereitet werden musste (s. 2.2.6.1). Die
Ergebnisse sind allerdings, da nachfolgend nur pczCFG-IEGZ verwendet wurde, nicht gezeigt.
Im Weiteren wurden kompetente Top 10 F'-Bakterien mit dem neu generierten Plasmid trans-
formiert und je 100 pl auf Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platten (s. 2.2.4) aufgebracht. Uber
Nacht wuchsen Einzelkolonien Plasmid-transformierter Bakterien heran, aus denen 13 ausge-
wihlt wurden. Da das Wachsen auf Selektionsmedium zwar die Anwesenheit des fiir die
Ampicillin-Resistenz kodierenden Vektors anzeigt, allerdings keine Aussage iiber
Vorhandensein und Orientierung des Inserts nach Ligation trifft, wurde jeweils eine Vorkultur
der 13 Einzelkolonien angelegt und eine analytische Praparation der Plasmid-DNA durchge-
fuhrt (s. 2.2.5.3). Die gewonnene DNA wurde in einem Restriktionsverdau mit Sacl gespalten
und in einer Gelelektrophorese aufgetrennt. Da von den insgesamt drei Sacl-Schnittstellen eine
innerhalb des Inserts lag, konnte aus Anzahl und GroBe der Fragmente des Verdaus eine
Aussage tiber den Erfolg der Klonierung gemacht werden.

Fig. 21 zeigt die Ergebnisse des Verdaus der 13 Einzelkolonien. Bei korrekter Ligation wurden
drei Fragmente in einer Lénge von etwa 5000, 1600 und 3200 Basenpaaren erwartet, was nur
fur die beiden Klone 1 und 10 zutrifft (griin markiert). Klon 7 ist ein Beispiel fiir eine umge-
kehrte Insertorientierung, bei der zwar das etwa 5000 bp gro3e Fragment vorliegt, die beiden
anderen jedoch mit ca. 2400 Basenpaaren fast dieselbe Groe aufweisen.

Klon 1 und 10 wurden fiir die weitere Verwendung ausgewéhlt und eine Sequenzierung durch-
gefiihrt (s. 2.2.10), die die korrekte Ligation bestétigte (Ergebnis nicht gezeigt).

Im Anschluss wurde eine Grofpriparation der Plasmid-DNA mit Hilfe des Qiagen Maxi Kits
durchgefiihrt (s. 2.2.5.2) und die gewonnene DNA fiir die folgenden Transfektionen eingesetzt.
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1 Ko Mini-Prep Einzelkolonien 1-13 1 Kop-

Marker Marker

Fig. 21:Restriktionsverdau-Gelelektrophorese der Plasmid-DNA von 13 Einzelkolonien nach
Transformation mit Maus-li in pczCFG-IEGZ. Restriktionsenzym Sac |, verwendeter
Marker 1 kbp. Ansatze mit erwarteten Fragmentlangen griin geféarbt.

Durch retroviralen Gentransfer wurden die in 3.3.1 verwendeten P80-Zellen und zusétzlich
auch native 1.929-Zellen mit dem neu generierten Vektor transfiziert (s. 2.2.11.2). Das im
Vektor ebenfalls kodierte gfp diente in der Durchflusszytometrie als Indikator fiir das li-
Vorliegen in den Transfektanten. Fig. 22 (s. néchste Seite) zeigt die FACS-Analyse der erstell-
ten Transfektanten, in der in beiden Zelllinien jeweils etwa 80 % der Zellen positiv fiir gfp
waren.

Allerdings zeigte sich im weiteren Verlauf, dass P80-Zellen, angezeigt durch einen
Intensititsverlust der assoziierten Fluoreszenz, zunehmend das Ii-Gen zu verlieren schienen
(s. Fig. 23). Eine Unterscheidung zwischen Ii- und nicht-transfizierten Zellen blieb aber den-
noch moglich.

3.3.3 Unter Kotransfektion mit Maus-li steigt die Expression reguliirer LEW-MHC-II-
Molekiile, gemischte Isotypen sind jedoch nicht eindeutig auf der Zelloberfliche
nachweisbar

Die in 3.3.2 erstellten li-positiven L929- und P80-Zellen wurden entsprechend dem Schema in
3.3.1 erneut mit Ratten-MHC-Klasse-II-Kettengenkombinationen durch retroviralen
Gentransfer (s. 2.2.11.2) modifiziert.
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L929-Zellen P80-Zellen

0,0 % 0,7 % 0,4 % 1,4 %

FL-2
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|1 0?

107
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Fig. 22: FACS-Analyse Maus-li-transfizierter L929- und P80-Zellen. Quadranten-
setzung orientiert an nicht gezeigten untransfizierten Zellen. Bestimmung
des mitlibertragenen gfp in Fluoreszenz 1.

murines li (gfp)

Die Ergebnisse dieser Transfektion sind in Fig. 23 (P80-Zellen) und Fig. 24 (L929-Zellen) dar-
gestellt mit jeweils komplett untransfizierten (li-negativ) Kontrollen in der ersten Zeile.

Die Zelllinien zeigten eine Expression reguldren RT1B! mit etwa 72 % bei P80-Zellen und
65 % bei L.929-Zellen. Die RT1D!-Expression lag fiir P80-Zellen bei etwa 50 % und fiir L929-
Zellen bei 85 %, so dass insgesamt von einer guten Transfektionseffizienz ausgegangen wer-
den kann. Im Falle der gemischten Ansétze, im engeren Sinne des mit den verwendeten AK
nachweisbaren RT1D!oB!B, konnte keine klare Oberflachenexpression detektiert werden. In
P80-Transfektanten zeigte dieser Ansatz gegeniiber sicher negativen Zelllinien oder nicht
detektierbaren Kettenkombinationen (RT1BlaD!B) eine etwa 1 (14-4-4S)- 2,5 % (Ox6) hohere
Fluoreszenz, bei 1L.929-Zellen lag diese ebenfalls 0,5 (14-4-4S) - 2 % (Ox6) hoher. Bei beiden
lagen die mutmallich doppeltpositiven Zellen grafisch im Bereich der hochsten Ii-
Konzentration (gfp-Intensitit). Gleichzeitig lieB sich vor allem bei RT1B-P80-Zellen ein
Anstieg der MHC-Klasse-11-Expression bei verstirktem Vorliegen von i beobachten. In L929-

Zellen war dies zusitzlich bei RT1D!-Transfektanten nachzuweisen.
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Kontrolle (V65-PE) RT1B (Ox6-PE) RT1D (14-4-4S-PE)
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Fig. 23:FACS-Analyse von LEW-MHC-Klasse-ll-Kettengen-transfizierten P80-
Zellen, denen zusétzlich Maus-li Ubertragen wurde. Verwendeter AK oben,

Kettenkombination links (nativ = untransfiziert). Farbung auf Ratten-MHC-
afp Klasse-II-Molekile und gfp

RT1B/RT1D
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Fig. 24:FACS-Analyse von LEW-MHC-Klasse-lI-Kettengen-transfizierten L929-Zellen,
denen zuséatzlich Maus-li Ubertragen wurde. Verwendeter AK oben,
Kettenkombination links (nativ = untransfiziert). Farbung auf Ratten-MHC-
Klasse-II-Molekile und gfp
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3.3.4 Nachweis der RT1B!B-Kette in isotypisch gemischten und reguliren 1.929-

Transfektanten im Western Blot

Da unter Kotransfektion mit der invarianten Kette der Maus keine eindeutige Aussage iiber das
Vorhandensein gemischter Isotypen getroffen werden konnte, wurde nachfolgend ein Western
Blot zum Nachweis intrazellularer MHC-Klasse-I1-Produkte unter reduzierenden Bedingungen
(s. 2.2.13) durchgefiihrt .

Die in 3.3.3 erstellten zundchst Ii- und anschlieBend mit unterschiedlichen RT1BYRT1D!-
Kettengenkombinationen transduzierten 1L929-Zellen wurden lysiert und das gewonnene
Proteingemisch zusammen mit einem Proteinmarker in einer SDS-PAGE aufgetrennt (s.
2.2.12). Die Separation wurde in zweifacher Ausfertigung durchgefiihrt, um gleichzeitig eine
Detektion der RT1B!B-Kette mit dem mAK Ox6 und der RT1D!o-Kette mit 14-4-4S durchfiih-
ren zu kénnen.

Nach der Ubertragung auf die Nitrocellulose-Membran wurden die o. g. AK in Konzentratio-
nen von 1/500 (Ox6) und 1/250 (14-4-4S) in Blockierungspuffer eingesetzt und geméfl dem
zugehorigen Protokoll weiterbehandelt.

Fig. 25 zeigt einen Ausschnitt einer entwickelten Fotografie.

Ox6-PE (anti-RT1Bp)

Marker | L929 | Bafy |BoDB [DoBp | Dof
nativ Fig. 25:Western-Blot Analyse von LEW-MHC-

Klasse-ll-transfizierten 1L929-Zellen
(li-positiv)  mit  Anti-RT1BB-mAK

=89 kd3 (Ausschnitt). Jeweilige Kettenkom-
bination angeben (L929 nativ
nur li-transfiziert). Verwendung eines
L - fert) g
180 kD-Protein-Markers (Spalte 1)
= 24 kd

Die Detektion der RT1Dla-Kette mittels 14-4-4S verlief ergebnislos, d.h. weder im regulér
RT1D!-transfizierten Ansatz, der in 3.3.3 eine hohe Oberflichenexpression zeigte, noch im
gemischten Ansatz RT1D!oB!B konnte diese Kette nachgewiesen werden (nicht gezeigt). In
der Analyse mit Ox6 zeigte sich im RTI1Bl-transfizierten Ansatz eine Bande von hoher
Intensitdt und erwartetem Gewicht (~ 28 kD). Ebenfalls lie sich im isotypisch gemischten
Ansatz RTID!oBIB eine spezifische Bande detektieren, die sowohl in Intensitit als auch

Molekulargewicht geringer ausfiel aus die des korrekt RT1B!-transfizierten.
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3.3.5 Gemischte Isotypen lassen sich nicht durch intrazellulire Firbung in transfi-

zierten 1.929-Zellen nachweisen

Da im Western Blot kein Nachweis der RT1D!o-Kette im RT1DloB- und RT1D!oB!B-Ansatz
moglich war, wurde nachfolgend eine intrazelluldre Farbung mit den im Western Blot analy-
sierten L929-Zelllinien durchgefiihrt.

Entsprechend Protokoll 2.3.15.2 wurde ein PE- bzw. unkonjugierter 14-4-4S-AK (anti-
RT1D!a) in einer Konzentration von 1/500 verwendet bzw. als Isotypkontrolle PE-konjugier-
tes Maus-Ig eingesetzt.

Vor der Permeabilisierung der Zellmembran musste zunichst oberfldchliches RT1D! durch
unkonjugierte AK blockiert werden. Um den Einsatz einer dafiir ausreichenden Konzentration
zu tiberpriifen, wurden als Kontrollansatz RT1D!-Transfektanten mit unkonjugiertem 14-4-4S
inkubiert und nach einmaligem Waschen mit jetzt PE-konjugiertem AK gefarbt. Bei ausrei-
chender Konzentration sollten sich diese Zellen in der FACS-Analyse negativ darstellen, da der
PE-konjugierte AK durch die Blockade nicht mehr an Oberflichen-RT1D!-Molekiile binden
kann. Die FACS-Analyse dieses Ansatzes ist in Fig. 27 gezeigt, wobei die Quadrantensetzung
der in Fig. 26 benutzten entspricht und eine bereits ausreichende Blockade durch eine 14-4-4S-
Konzentration von 1/500 dargestellt ist.

In der Auswertung (Fig. 26) zeigte sich, dass die Konzentration des Kontroll-AK Maus-Ig-PE
so hoch gewihlt worden war, dass gegeniiber Negativergebnissen in der Farbung mit 14-4-4S
ein groBBer Unterschied bestand und daher, auch wenn die Quadranten nach der Isotypkontrolle
gesetzt wurden, ein Vergleich innerhalb der 14-4-4S-gefiarbten Ansdtze in der
Ergebnisbeurteilung sinnvoller ist.

In der Analyse RT1D!-transfizierter Zellen zeigte sich die erwartete Anfirbung. Dabei war die
Prozentzahl positiver Zellen aufgrund der o .g. Methode der Quadrantensetzung etwas gerin-
ger als in der Oberfldchenexpression in Fig. 24. Hingegen zeigte die Firbung RT1D!-Zellen
mit dem reaktiven AK 14-4-4S im Vergleich zu Fig. 26 die erfolgreiche Permeabilisierung der
Zellen.

In den isotypisch gemischten Ansétzen lie3 sich sowohl im Vergleich zur Isotypkontrolle als

auch untereinander keine positive Farbung darstellen.
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Fig. 26:Intrazelluldre FACS-Analyse von LEW-MHC-Klasse-II-Kettengen-transfizierten
L929-Zellen, denen zusatzlich Maus-li Gibertragen wurde. Verwendeter AK oben,
Kettenkombination links (nativ = nur li-transfiziert). Farbung auf RT1D und gfp



78

RT1D

05%

0,1%

107
I

FL-2
o

0,8 %

14-4-4S

10!
h

17,4 %

o
=}

%o

0°
17.4%

ns
1.7%

Fig. 27:Kontrollfarbung RT1D-transfizierter L929-Zellen mit PE-konjugiertem

RT1D

gfp

14-4-4S (anti-RT1Do-mAK) nach Blockade mit unkonjugiertem 14-4-4S.
Fluoreszenz 1 bedingt durch li-assoziiertes gfp.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war eine Funktionalitdtsuntersuchung der LEW-MHC-Klasse-I1-Molekiile
RT1B! und RTID! Dabei sollten vor allem Unterschiede in der Prisentationsfihigkeit ver-
schiedener Sag-Gruppen analysiert und mit der Prasentation durch HLA-DR1 verglichen wer-
den.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Generierung gemischter Isotypen aus RT1B!-/RT1D!-
Einzelketten. Hierfiir wurden 2 Zelllinien unter verschiedenen Bedingungen mit LEW-MHC-
Klasse-II-Kettengenen transfiziert und eine Expressionsanalyse der iibertragenen Gene durch

extra- und intrazelluldre Nachweismethoden vorgenommen.

4.1 Expression von LEW-MHC-Klasse-1I-Molekiilen in 1.929-Zellen

Als Présentatoren fiir Ag und Sag wurde die murine Fibroblastenzelllinie L.929 verwendet.
Durch retroviralen Gentransfer wurden in diese Zellen RT1B!- bzw. RT1D!-Kettengene iiber-
tragen und MHC-Klasse-II-Molekiil*-Zellen durch FACSort angereichert (s. Fig. 4). Dieser
Vorgang ermoglichte dhnliche Expressionsraten und daher auch einen besseren Vergleich zwi-
schen beiden Priasentationsmolekiilen. Die verwendeten AK 14-4-4S und Ox6, die bei dieser
Farbung verwendet wurden, konnten gleichzeitig aufgrund ihrer Kreuzreaktivitit mit Analoga
der Maus ausschlief3en, dass auf nativen 1L.929-Zellen konstitutionell MHC-Klasse-II-Molekiile
vorliegen.

Die erstellten Zelllinien und HLA-DR17-P3/2 + CD80-Zellen wurden mit verschiedenen Ag
und Sag auf ihre Stimulationsfdhigkeit gegeniiber reaktiven TZH und Ratten-T-Lymphozyten
getestet.

4.2 Stimulation von TZH durch Peptidantigene und bakterielle Sag

RT1B!- und RT1D!-transfizierte sowie native L.929- und HLA-DR1*-P3/2 + CD80-Zellen wur-
den mit den bakteriellen Sag SEB, SEC1-3, MAS und YPM auf Stimulation des reaktiven TZH
53/4 (identisch mit TZH 35/1, Kreiss et al., 2004) getestet.

In der Priasentation von SEB und SEC1-3 (Fig. 5) zeigten sich bereits bei niedrigen Sag-
Konzentrationen hohe IL-2-Antworten des TZH in Gegenwart von HLA-DR1 (P3/2 + CD80-
Zellen). RT1Bl-/RT1D!-Transfektanten zeigten die stirkste 53/4-Reaktion in Anwesenheit von
SEB (ca. 50 % im Vergleich zu HLA-DR), wihrend die bei SEC1-3 detektierten IL-2-Werte
nur zwischen 5-10 % der in Gegenwart humaner Prédsentationsmolekiile beobachteten Werte
erreichten. Zusitzlich setzte eine TZH-Reaktion auf RT1B!-/RTI1D!-prisentierte Sag im
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Allgemeinen erst bei 25-fach hoherer Konzentration ein. Die schlechte Prasentation von SEB
und SECI durch Ratten-MHC-Klasse-1I-Molekiile wurde bereits fiir Rattenlymphknotenzellen
demonstriert (Herrmann et al., 1994), wobei sich erst nach Zugabe von HLA-DR"-Zellen eine
Proliferation von T-Lymphozyten nachweisen lie. Diese Ergebnisse wurden dahingehend
interpretiert, dass die verwendeten Sag nur schlecht an priasentatorische Molekiile der Ratte
binden konnten und keine primére Areaktivitit vorlag. Eine schlechte Prisentation von SEB
speziell durch RT1D! wurde von Karaiiziim (2003) beobachtet.

Die Ergebnisse hier zeigen, dass LEW-MHC-Klasse-II-Molekiile in einem gewissen Mal3 zur
Préasentation von SE fdhig sind, da alle verwendeten Sag hohere IL-2 Antworten in Gegenwart
der RT1Bl-/RT1D!-Transfektanten erreichten als bei nativen L929-Zellen, bei denen sich bis
auf SEB keine Stimulation nachweisen liel. Der Vergleich innerhalb der Ratten-
Prisentationsmolekiile liefert in allen SE-Stimulationen eine bessere Stimulation durch RT1Bl,
wobei der Unterschied fiir SEB und SEC3 am grofiten und fiir SEC2 am geringsten ist. In
Experimenten mit humanen und Maus-MHC-Klasse-II-Isotypen wurde von Herman et al.,
(1990) hingegen beschrieben, dass HLA-DR1 und H2-E (RT1D-Analoga) besser SEB und
SEC1 prisentieren als RT1B-Analoga. Auch Herrmann et al., (1989) konnten die bevorzugte
Bindung von SEB an HLA-DR zeigen. Die hier gezeigte Priferenz konnte zum Einen auf einer
geringeren Expression an RT1D! beruhen, die sich allerdings in Oberflichenfirbungen nicht
bestitigen lieB, oder auf einer geringeren Vitalitit der RTI1D!-Transfektanten in der
Versuchsdurchfithrung. Da gleichzeitig durchgefiihrte Stimulationen mit MAS und YPM
jedoch eine starke RT1D!-Prisentation zeigten und die IL-2-Antwort in den SE-Fillen bei
RT1B!- teilweise iiber 50% stirker als bei RT1D!-Transfektanten war, ist von einer besseren
Stimulation durch RT1B! auszugehen.

Analog zu der hier gezeigten TZH-Reaktion in Gegenwart untransfizierter L929-Zellen konn-
te bereits Karatiziim (2003) in einer dhnlichen Versuchsdurchfithrung mit MHC-Klasse-II"-
293T-Zellen eine Stimulation durch SEB feststellen.

Eine mogliche Ursache dafiir konnte die Induktion endogener Maus-MHC-Klasse-1I-Molekiile
in L929-Zellen sein. Da ein Test auf H2-A/E- bzw. RT1B/RT1D-Oberflachenexpression nur
vor und nicht nach der Stimulationsdurchfithrung erfolgte, ist dies nicht auszuschlief3en.
Allerdings wire die wahrscheinlichste Ursache dafiir die Wirkung TZH-produzierter
Mediatoren wie z.B. IFN-y. Da jedoch in keiner anderen Sag-Stimulation eine Aktivierung
durch untransfizierte 1929-Zellen auftrat, ist eine andere Annahme wahrscheinlicher.
Herrmann et al. (1991) konnten beobachten, dass SEB in Gegenwart von Maus- oder huma-
nen Zelllinien ohne présentatorische Molekiile CD8'-T-Zellen VB-spezifisch aktivieren kann.
Dies konnte durch eine direkte Bindung und Kreuzvernetzung von SEB an den TZR des
Hybridoms erkldrt werden, wie sie fiir humane T-Zellen zu bestehen scheint (Fleischer et al.,
1988), oder durch eine Prasentation mittels bisher unbekannter Molekiile, die ebenfalls stimu-
lierend auf 53/4 wirken kann.

Wihrend die erste Moglichkeit aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse unwahrscheinlich ist,
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konnte beispielsweise eine Bindung von SEB an Nicht-MHC-Klasse-1I-Molekiile, allerdings
ohne Stimulation, von Rogers et al. (1995, 1997) beobachtet werden.

Ein direkter Vergleich zwischen humanen und LEW-MHC-Klasse-I1-Molekiilen ist aufgrund
der unterschiedlichen verwendeten Zelllinien nicht moglich. Die bereits erwéhnten
Veroftentlichungen iiber eine nicht nachweisbare Stimulation in Rattenlymphknotenzellen
durch SEB und SEC1 bzw. von RT1D-Transfektanten durch SEB lassen jedoch den Schluss
zu, dass der hier beobachtete Unterschied zwischen humaner und LEW-Prisentation tatsdch-
lich vorhanden und unter Umstinden durch die hohe RTI1B!-/RT1D!-Expression der
Transfektanten in vivo noch groBer ist. In einer &hnlichen Versuchsdurchfithrung in der
Arbeitsgruppe Herrmann konnte zudem ein entsprechendes Ergebnis fiir die hier verwendeten
L929-Zellen und eine andere P3/2-Zelllinie ohne das kostimulatorische Ratten-CD80 ermittelt
werden (Herrmann, Thomas; persénliche Mitteilung), so dass ein bedeutsamer Einfluss dieses
Molekiils ausgeschlossen werden kann.

In der TZH-Stimulation durch MAS (Fig. 6) ergab sich nur in Anwesenheit HLA-DR1- und
RT1D!-positiver Zellen eine IL-2-Antwort durch 53/4. Anders als bei SE zeigte sich diese bei
LEW-MHC-Klasse-1I-Molekiilen im Vergleich zu humanen schon bei geringerem MAS-
Gehalt, auch wenn bei der hochsten MAS-Konzentration HLA-DR1 besser stimulierte. RT1Bl-
Transfektanten und native 1L929-Zellen aktivierten nicht, so dass von einer RT1D!-getragenen
Stimulation ausgegangen werden kann. Dies konnte zusétzlich in einer von Prof. Rink, RWTH
Aachen durchgefiihrten FACS-Féarbung der hier verwendeten L929-Transfektanten mit einem
MAS-gfp-Fusionsprotein bestétigt werden (personliche Mitteilung), in der sich bei nativen
L.929-Zellen und RT1B!-Transfektanten keine Bindung nachweisen lie. Hingegen zeigte sich
eine deutliche Anlagerung des Fusionsproteins an RT1D!"-Zellen, iibereinstimmend mit der
bereits beschriebenen priferentiellen MAS-Bindung an die RT1D-Homologa HLA-DR und
H2-E durch Etongue-Mayer et al., 2002.

Die YPM-Prisentation (Fig. 6) durch RT1B! und RT1D! war in etwa vergleichbar, zeigte aber
im Vergleich zu HLA-DR1*-Zellen deutlich niedrigere IL-2-Werte. Zudem lieB sich eine TZH-
Antwort bei P3/2 + CD80-Zellen im Gegensatz zu L929-Transfektanten schon bei der gering-
sten Sag-Konzentration nachweisen, so dass eine bessere Stimulation durch humane

Priasentationsmolekiile zu bestehen scheint.

Die erstellten Transfektanten wurden ebenfalls auf Prasentation von Peptidantigenen gegen-
iber reaktiven TZH getestet (Fig. 7). Das gpMBP-spezifische TZH 53/4 zeigte nur in
Gegenwart RT1B!"-Zellen eine deutliche IL-2-Antwort, so dass eine RTIBl-restringierte
Erkennung durch das TZH (Kreiss et al., 2004) bestitigt werden konnte. Die geringe Antwort
in Gegenwart der RT1D!"-Transfektanten bei der hdchsten verwendeten Ag-Konzentration
spricht dafiir, dass 53/4 RT1D!-prisentiertes gpMBP in eingeschrinktem Umfang erkennen
kann.

In der Stimulation mit L.casein wurden die bisher verwendeten Zelllinien und zusitzlich
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Thymozyten miteinander verglichen. Als reaktives TZH diente in diesem Fall der in der AG
Herrmann erstellte Klon 19. Eine IL-2-Antwort fand sich nur bei Thymozyten und RT1D!-
Transfektanten und bestitigt somit die durch Karaiiziim (2003) gezeigte RT1D!-Restriktion der
L.casein-Reaktivitit dieser Zelllinie. Allerdings war eine TZH-Aktivierung erst bei der hoch-
sten gewdhlten Ag-Konzentration von 100 pg/ml nachweisbar und im Vergleich zu gpMBP
wesentlich geringer ausgeprigt. Die Ursache dafiir liegt moglicherweise in einer allgemein
relativ schlechten Bindung des Ag an RTID! oder einer geringeren Affinitdt des TZR.
Zusitzlich zeigte sich nach einer ersten Stimulation (Daten nicht gezeigt) in einer FACS-
Analyse eine erheblich geringere TZR-Dichte bei Klon19 als bei 53/4, worauthin Zellklone
durch Grenzverdiinnung isoliert und solche mit hoher TZR-Expression, die allerdings nicht die
des 53/4-TZH erreichte, in Kultur genommen und hier verwendet wurden.

Die Prisentationseigenschaften der RT1D!-Transfektanten sind allerdings prinzipiell als gut
einzustufen, da die durch sie bewirkte Klon19-Antwort die der Positivkontrolle (Thymozyten)

sogar iibersteigt.

4.3 Stimulation von LEW-Lymphozytenpopulationen durch bakterielle Sag

Zur Bestitigung der durch TZH-Stimulation gewonnenen Ergebnisse wurden die Sag SECI,
MAS und YPM und die in 4.2 verwendeten Zelllinien als Stimulatoren fiir LEW-T-Zellen ein-
gesetzt, die aus Lymphknotenzellen durch Aufreinigung in einer Nylonwollsidule gewonnen
wurden.

In einem Vorversuch zur Untersuchung dieser Aufreinigungsmethoden, bei dem DZ der LEW-
Ratte als Prédsentatoren eingesetzt wurden (s. 3.1.1), war bereits aufgefallen, dass ein
Restbestand MHC-Klasse-II"-Zellen in der zu stimulierenden Population in einem gewissen
Umfang zur Gesamtstimulation beitrug. So war auch in Abwesenheit DZ eine Proliferation
Sag-spezifischer VB-T-Zellen bei Gabe von YPM und MAS nachweisbar. Allerdings konnte
unter gemeinsamer Betrachtung der als Stimulationsmarker gewéhlten Indizes, sprich einer
Sag-spezifischen Verschiebung der VB-Verteilung in T-Zellblasten und einer Erhohung des
Blastenanteils innerhalb der CB*CD4"-Population, diese Aktivierung klar von einer durch hin-
zugefiigte APZ getragenen Stimulation unterschieden werden.

In der Kontrollgruppe ohne Sag war ein unspezifischer Anstieg des Blastenanteils in CP'-
Zellen nach Zugabe der Fibroblastenzelllinien zu beobachten (Fig. 9). Moglicherweise handelt
es sich hierbei um eine Fremdreaktion der T-Zellen auf Proteine des zugesetzten Mediums oder
der transfizierten Zelllinien oder eine allein durch die Adhdrenz zwischen den verschiedenen
Zellen bedingte GroBenzunahme. Eine Sag-bedingte Proliferation ist allerdings aus der
Unabhéngigkeit vom MHC-Klasse-I1-Status der APZ und den in allen Ansétzen sehr &hnlichen
Verdnderungen auszuschlief3en.

Wie von Kreiss et al. (2004) beschrieben, proliferierten in der Stimulation mit SECI (s. Fig.10)
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VB8.2 in Anwesenheit HLA-DR'-P3/2 + CD80-Zellen sehr ausgepréigt und V8.5 in geringe-
rem Umfang.

In Abwesenheit von MHC-Klasse-1I-Molekiilen blieb die in der Mediumkontrolle beobachtete
Hierarchie der einzelnen VB-Gruppen erhalten. Dies galt ebenfalls fiir RT1D!-Transfektanten,
so dass von einer sehr geringen bis fehlenden Stimulation durch dieses Molekiil ausgegangen
werden muss, wie sie sich bereits in der TZH-Stimulation zeigte. Bei RT1B-Zellen verénder-
te sich die Hierarchie der VB-Gruppen im Sinne der bei HLA-DR-Présentation beobachteten
Verschiebung. Diese war zwar in ihrem Ausmal3 wesentlich geringer, aber dennoch klar von
der nicht-stimulierender Ansédtze zu unterscheiden. Zusitzlich zeigte sich in der Analyse des
Blastenanteils ein deutlicher Anstieg innerhalb der V[38.2-Population (nicht gezeigt), so dass
sich die in 4.2 diskutierten Ergebnisse einer RT1B!-getragenen SECI-Stimulation unter den
dort aufgefiihrten Gesichtspunkten bestdtigen lassen.

In der Auswertung der MAS-Stimulation (Fig. 11) zeigte sich der durch MHC-Klasse-1I"-
Zellen der Lymphknotenpopulation verursachte Aktivierungsbeitrag besonders ausgeprégt.
Gegeniiber der Mediumkontrolle war in MHC-Klasse-II-negativen Ansétzen eine Proliferation
von V8.2 und 8.5 zu beobachten, wie sie bei einer MAS-spezifischen Aktivierung, zumindest
fiir V8.2, zu erwarten war (Kreiss et al., 2004). Hier ist moglicherweise ausschlaggebend,
dass, wie in der TZH-Stimulation durch MAS zu beobachten, RT1D! ein HLA-DR1 zumindest
ebenbiirtiges, wenn nicht sogar iiberlegenes Prasentationsmolekiil ist und dadurch anders als
bei SECI bereits ein geringer Anteil prasentierender Zellen in der Lymphknotenzellpopulation
eine starke Proliferation tragen kann.

HLA-DR1*- und RT1D!-APZ fiihrten zu einer ausgeprigten Proliferation von V(8.2 und 8.5,
aber nicht VB16. Zudem scheint, wie aus den héheren Blastenanteilen innerhalb der Cf*-Zellen
ersichtlich, sogar eine leicht bessere Prisentation durch RT1D! vorzuliegen, was ebenfalls dem
Ergebnis unter 4.2 entspriiche. Allerdings zeigte sich bei RT1B!*-Transfektanten, anders als aus
der TZH-Stimulation zu erwarten war, eine Sag-spezifische T-Zellproliferation, die beziiglich
der VB-Verschiebung zwar nicht eindeutig von der MHC-Klasse-I1"-Ansétze zu unterscheiden
ist, in der Darstellung des Blastenanteils jedoch zwischen diesen und HLA-DR1*- und RT1D!"-
Ansitzen liegt. Fiir die Analyse der MAS-Stimulation ist weiterhin nicht unerheblich, dass
zwar in den untersuchten VB-Gruppen V8.2 und 8.5 reagieren, die stirkste Proliferation in
Ratten-T-Zellen nach MAS-Gabe jedoch fiir V6 beschrieben ist (Baccala et al., 1992). Analog
den Ergebnissen fiir YPM und der dort vorliegenden, ausgeprigten VB8.2-Dominanz in der
Sag-Reaktion, hitte durch Einbeziehung der VB6-Gruppe eine bessere Beurteilung der RT1B!-
abhédngigen Stimulation erreicht werden konnen, was aber auf Grund fehlender reaktiver mAK
nicht moglich war.

Die Ergebnisse der Stimulation mit YPM (Fig. 12) entsprachen weitgehend den aus der TZH-
Reaktion hergeleiteten Erwartungen. Eine durch MHC-Klasse-1I"-Lymphknotenzellen beding-
te Aktivierung liel3 sich auch hier in MHC-Klasse-1I"-Ansétzen beobachten, war allerdings in

threm Ausmal} deutlich geringer als in Anwesenheit transfizierter Zellen. YPM wird sowohl
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durch HLA-DRI, als auch durch RT1B!und RTID! prisentiert und stimuliert vor allem
V[B8.2°-T-Zellen.

In Gegenwart der P3/2+CD80-Zellen zeigt sich auch der hochste Blastenanteil in C*-T-Zellen.
Da dieser Wert als Marker fiir die Gesamtstirke der T-Zellstimulation verwendet wurde, kann
diese Beobachtung das in 4.2 beschriebene Ergebnis einer besseren Prisentation durch
HLA-DRI bestitigen. Allerdings konnen die dort beobachteten starken Unterschiede der 53/4-
Antwort zwischen den MHC-Klasse-II-Molekiilen beider Spezies nicht im selben Umfang
nachgewiesen werden, da die Sag-spezifischen Verdnderungen der V- und Blastenanteile

auch fiir die présentatorischen Molekiile der LEW-Ratte sehr ausgeprégt sind.

4.4 Reaktivitit des TZH RG17 und gemischter T-Zellpopulationen auf LEW-MHC-

Klasse-II-prisentiertes vSag7

Neben der Prisentation bakterieller Sag durch RT1B! und RT1D! wurde die Aktivierung des
durch das endogene Retrovirus der Maus mtv7 kodierten vSag7 analysiert, wofiir die in 4.1
beschriebenen Zelllinien durch Kalziumphosphatprizipitation mit der vSag7-kodierenden orf-
Sequenz oder als Negativkontrolle nur mit dem leeren Vektor supertransfiziert wurden. Beide
Zellarten wurden durch G418 selektioniert. Das Vorhandensein der orf-Sequenz wurde mittels
RT-PCR und nachfolgender PCR mit Insert-spezifischen Primern qualitativ nachgewiesen
(Fig. 13). Als Vergleich dienten HLA-DRI1- und vSag7'-3A5-Zellen sowie das H2-A/E- und
mtv7'-B-Zelllymphom LBB 3.4.16. 3A5-Zellen wiesen ebenfalls das orf-kodierende Insert
auf, wihrend LBB 3.4.16-Zellen in der PCR negativ blieben. Dies ist vermutlich durch eine
fehlende Anlagerung der verwendeten Primer an die native orf-Sequenz bedingt, da alle ande-
ren vSag7°-Zelllinien in der Sequenz zusétzliche Restriktionsenzymsschnittstellen enthielten,
die ebenfalls in den Primern vorlagen (Beutner et al., 1992).

In einem ersten Versuch (s. Fig. 14) wurden die generierten Zelllinien sowie 3A5- und
LBB 3.4.16-Zellen auf Stimulation des vSag7-reaktiven TZH RG17 (Subramanyam et al.,
1993) getestet. Hier zeigte sich, dass keine der RT1BY/RT1D!-exprimierenden L929-Zellllinien,
die zusétzlich das vSag7-Gen enthielten, eine IL-2-Antwort auslosen konnte. 3A5-Zellen zeig-
ten nur eine minimale Stimulation und einzig in Gegenwart von LBB 3.4.16 konnte eine gute
TZH-Reaktion ermittelt werden. Die Ursachen dafiir konnten zum Einen in einer schlechten
Bindung von vSag7 an Ratten- und humanes MHC-Klasse-II begriindet sein, wihrend H2-E
bzw. H2-A als physiologische Prisentationsmolekiile zu einer besseren Stimulation befdhigt
sind. Da von Herrmann et al. (1994) und auch im weiteren Verlauf dieser Arbeit eine gute
Aktivierung von Ratten-T-Zellen durch die verwendete 3A5-Zelllinie beobachtet werden konn-
te, erklért dies jedoch nicht die sehr geringe Reaktion des Hybridoms auf HLA-DR1-présen-
tiertes vSag7.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Abhéngigkeit der TZH-Aktivierung von Kostimuli.
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LBB 3.4.16 sind als B-Zellen bzw. deren Abkommlinge allgemein als beste vSag7-
Préasentatoren unter verschiedenen APZ beschrieben (Acha-Orbea et al., 1995) und in diesem
Zusammenhang als wesentlich hoherwertiger einzustufen. Weiterhin ist es moglich, dass der
Maus-VB6'-TZR des RG17-Hybridoms nur ungeniigend zur Interaktion mit vSag7 in einem
humanen bzw. Ratten-Prisentationskontext fihig ist. Diese Erklarungen konnten zwar fiir die
mangelnde Stimulation durch RT1BF-/RT1D!-Transfektanten herangezogen werden, machen
aber nicht die geringe Reaktivitit auf 3AS5-Zell-prisentiertes vSag7 plausibel, da deren
Préasentationsféhigkeit gegeniiber RG17 von Subramanyam et al. (1993) bereits gezeigt wurde.
Somit bleibt die Ursache der hier beobachteten geringen TZH-Reaktivitit auf 3A5-Zellen letzt-
endlich unklar.

Nachfolgend wurden die hier getesteten Zelllinien als Stimulatoren fiir T-Zellen aus LEW-
Lymphknoten verwendet. Auf eine Aufreinigung der Zellen durch Nylonwollsdulenpassage
wurde aus der Uberlegung heraus verzichtet, dass MHC-Klasse-II*-Lymphknotenzellen auf-
grund des vSag7-Fehlens keinen Beitrag zur Stimulation leisten wiirden.

Nach der Inkubation wurden mittels mAK die gleichen VB-Gruppen wie in 4.3 in einer FACS-
Oberfliachenfirbung analysiert und als Stimulationsmarker ebenfalls Verdnderungen der V[3-
Verteilung und ein Anstieg des Blastenanteils in CB'-T-Zellen, beides allerdings bezogen auf
die CD4"-Population, verwendet.

Herrmann et al. (1994) zeigten, dass von den hier analysierten LEW-V[-Gruppen 8.2 und 8.5
auf HLA-DR1-présentiertes vSag7 reagieren, so dass deren Proliferation auch im Fall einer
RT1B!- oder RT1D!-Prisentation zu erwarten war.

Die Auswertung der Stimulationsansitze (s. Fig. 15) zeigte diese Verdnderungen in allen
vSag7'-1.929-Zellen mit einem deutlichen Anstieg der V[8.2"-Population und einer aus der
Darstellung der Blastenanteile ersichtlichen geringeren Stimulation von V8.5 (nicht gezeigt).
VP16 zeigte keine Proliferation auf vSag7. Die als Positivkontrolle eingesetzte 3A5-Zelllinie
zeigte nur eine schwache Gesamtproliferation (Blastenanteil in CB'CD4'-Zellen), die aller-
dings ebenfalls mit einer vSag7-spezifischen Reaktion von V8.2 und 8.5 einherging.
LBB 3.4.16-Zellen waren duBlerst effektive T-Zellaktivatoren und bewirkten durch vSag7 eine
Stimulation von V[38.2 und 8.5 (nicht gezeigte Blastenanteile). Die ebenfalls von Herrmann et
al. (1994) beschriebene zusitzliche Aktivierung der VB16'-Population, die, wie auch in nach-
folgenden Versuchen gezeigt, vSag7-unabhingig ist, war allerdings so ausgeprigt, dass in der
VB-Zusammensetzung der analysierten Blasten Zuwéchse nur in dieser Gruppe zu verzeichnen
waren.

Grundsitzlich ldsst sich aus dem Stimulationsergebnis eine vSag7-Présentation durch Ratten-
MHC-Klasse-II-Molekiile ableiten, da in allen L929-haltigen Ansétzen nur RT1B! und RT1D!
als prasentatorische Molekiile vorhanden waren und die Prasenz des vSag7-Gens eine Sag-spe-
zifische T-Zellreaktion bewirkte. Die Moglichkeit, dass endogenes H2-E bzw. H2-A der L929-
Zellen fiir diese Stimulation verantwortlich war, konnte in einem im Weiteren diskutierten

Versuch ausgeschlossen werden.
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Unerwartet war jedoch die gut erkennbare Stimulation durch vSag7*-, jedoch MHC-Klasse-
[17-L929-Zellen, in deren Anwesenheit sich eine zwar im Vergleich zu RT1B!- und RT1D!-
Transfektanten geringere Gesamtstimulation beobachten liel, jedoch in allen anderen
Parametern nur geringe Unterschiede bestanden. Als Erkldrung hierfiir kommen eine
Préasentationsmolekiil-unabhidngige vSag7-Aktivierung oder eine Bindung des Sag an die
MHC-Klasse-1I-Molekiile der Lymphknotenzellen in Frage.

Um diese Moglichkeiten und auch eine Induktion endogener Prédsentationsmolekiile in L-
Zellen abzukldren, wurden verschiedene zusitzliche Versuchsreihen durchgefiihrt. In einem
ersten Ansatz wurden MHC-Klasse-II"-, vSag7*/"-1.929-Zellen mit LBB 1IV11- und LPS- und
Ficoll-behandelten BALB/c- bzw. LEW-Milzzellen auf Aktivierung des TZH RG17 getestet.
LBBIIV11 ist eine mtv7-Deletionsvariante von LBB3.4.16, die dieser bis auf den dafiir urséch-
lichen Chromosom-1-Fragmentverlust entspricht, also auch den H2d-Haplotyp tréigt.

Unter diesen Bedingungen (s. Fig. 16) zeigte sich zwar eine RG17-Reaktion bereits auf L929-
neo- und BALB/c-Zellen, die allerdings in Gegenwart vSag7-transfizierter L-Zellen deutlich
anstieg. Die basale IL-2 Produktion ist vermutlich durch eine unspezifische Aktivierung, ver-
mittelt durch die bereits LPS-stimulierten BALB/c-Zellen und im Medium enthaltene
Fremdproteine, bedingt, wihrend fiir die gesteigerte IL-2-Synthese eine zusitzliche Wirkung
durch vSag7 ursdchlich ist. Dies wird dadurch unterstrichen, dass LBB IIV11-Zellen in
Zusammenhang mit vSag7*-, nicht jedoch mit vSag7--1.929-Zellen aktivierend auf RG17
wirken.

LPS-stimulierte LEW-Milzzellen zeigten keine IL-2-Produktion im Zusammenhang mit
vSag7*-Transfektanten. Dies entspricht den Ergebnissen unter 3.1.1, in denen ebenfalls keine
TZH-Reaktion auf RTI1B!Y/RT1D!-vSag7 -Transfektanten nachgewiesen werden konnte.
Wahrscheinlich liegt dies an einer generell schlechten Interaktionsfihigkeit der RG17-Zelllinie
mit Ratten-MHC-Klasse-II-Molekiilen, da im weiteren Verlauf eine Expansion Sag-reaktiver
LEW-VB-Gruppen im Zusammenhang mit LPS-stimulierten LEW-Milzzellen und vSag7
gezeigt werden konnte.

Zunichst wurden jedoch in einer weiteren  Versuchsdurchfithrung durch
Nylonwollsdulenpassage aufgereinigte LEW-T-Zellen (ansonsten analog 3.2.3.1) verwendet,
deren zugehorige Ergebnisse hier zusammengefasst werden. Es zeigten sich nur bei 3AS5-
Zellen die vSag7-spezifischen Verdnderungen der V[B-Untergruppen. Bei allen 1.929-
Zelllinien, die in der ersten polyklonalen Stimulation eine T-Zellaktivierung bewirkten (s.
3.2.3.1), war eine starke Reduzierung der Proliferation auf fast nicht mehr nachweisbare Werte
zu beobachten. Eine Sag-bedingte Aktivierung lieB sich am ehesten noch fiir RT1B!'-
Transfektanten nachweisen, da hier beide Stimulationsindizes im Gegensatz zu vSag7-negati-
ven RT1B!'-Transfektanten die groften Verdnderungen zeigten. Bei RT1D!-Transfektanten
war keine Stimulation mehr nachweisbar und im Zusammenhang mit nativen, ausschlieBlich
vSag7-transfizierten L-Zellen zeigten sich nur geringe Verdnderungen. Dies ist insofern ein

unerwartetes Ergebnis, da alle mtv-Sag entweder ausschlieBlich oder wie im Fall von vSag7
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zumindest dominierend im Zusammenhang mit H2-E, dem RT1D-Analogon der Maus, stimu-
lierend wirken (Acha-Orbea et al., 1995), auch wenn die Bindung an H2-A in bestimmten
Fillen stirker sein kann (Grigg et al., 1998). In eine dhnliche Richtung wies auch das Ergebnis
der RT1Bl-dominierten Aktivierung bei SEB-Stimulation (s. 4.2 und 4.3).

Dass die Reduktion der MHC-Klasse-1I"-Population der Responderzellen mit einer ausgeprig-
ten Verringerung der T-Zellstimulation einherging, ldsst eine Induktion von Maus-
Prisentationsmolekiilen in L929-Zellen ebenso unwahrscheinlich wirken wie eine MHC-
Klasse-1I-unabhingige Aktivierung durch vSag7. Zudem ist auch hier zu beachten, dass die
APZ der Lymphknotenzellen vor allem B-Lymphozyten sind, die in ihrer kostimulatorischen
Kapazitit den transfizierten Fibroblastenzelllinien iiberlegen sind.

Letztendlich sprechen die Ergebnisse dieser polyklonalen Stimulation und der RGI17-
Stimulation unter 3.2.3.2 einerseits fiir eine schlechte vSag7-Priasentation durch die erstellten
Zelllinien und andererseits fiir eine Interaktion der vSag7-produzierenden 1.929-Zellen ohne
prasentatorische Molekiile mit dem MHC-Klasse-1I*-Anteil der Lymphknotenzellen bzw. H2-
A/E-Molekiilen der zugefiigten LBB 1IV11- und BALB/c-Zellen.

In einer weiteren T-Zellstimulation wurden Kombinationen MHC-Klasse-II-negativer-vSag7--
Transfektanten mit LBB 1IV11- und LPS-behandelten LEW-Zellen als Aktivatoren fiir gerei-
nigte T-Zellen getestet (s. Fig. 18). Bei der Analyse konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz
zu vSag7-negativen Transfektanten die L929-orf-Zelllinie sowohl alleine, aber wesentlich stér-
ker mit zusdtzlichen Maus- bzw. LEW-MHC-Klasse-1I"-Zellen eine vSag7-spezifische
Aktivierung der T-Zellpopulation erreichen konnte. Der Effekt durch Zugabe LPS-stimulierter
LEW-Zellen zeigte sich einerseits in einer stirkeren CB'CD4'-Blastenanteilzunahme, dariiber
hinaus aber auch in einer spezifischen Zunahme des Blastenanteils in reaktiven VB-Gruppen
gegeniiber Ansitzen ohne zusétzliche LPS-Blasten (nicht gezeigt). Dies spricht beides wieder-
um fiir einen Austausch von an der Stimulation beteiligten Komponenten, speziell des vSag7
und/oder prasentatorischer Molekiile, zeigt aber zusitzlich auch im Fall der Zugabe LPS-sti-
mulierter LEW-Zellen erneut und in eindeutigerem Umfang, dass LEW-MHC-Klasse-II-
Molekiile zur vSag7-Présentation féhig sind.

Zusitzlich wurde in einer Farbung auf MHC-Klasse-11-Oberfldchenexpression, der die in den
Stimulationsansitzen verbliebenen 1.929-Zellen nach Versuchsende unterzogen wurden, die
Induktion endogener H2-A/E-Molekiile ausgeschlossen (nicht gezeigt).

In einem In-vivo-Experiment, bei dem die gleichen vSag7-positiven und -negativen L929-
Zelllinien getrennt in LEW-Ratten appliziert wurden, konnte in den drainierenden
Lymphknoten, eine Expansion vSag7-spezifischer VB-Gruppen detektiert werden (Fig. 19),
die die vSag7-Priasentation durch LEW-MHC-Klasse-I1-Molekiile zusétzlich belegt.

Da sowohl die Ergebnisse der polyklonalen als auch der zweiten RG17-Stimulation ein
Zusammenspiel beteiligter Zelllinien an der vSag7-Prisentation nahe legen, stellt sich die
Frage, welche Stimulationskomponenten letztendlich an diesem Vorgang beteiligt sind.

Grundsitzlich bestehen die zwei Moglichkeiten, dass vSag7 als gelostes Protein von produzie-
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renden Zellen direkt auf prédsentatorische Molekiile anderer Zellen iibertragen wird und/oder
dass durch Ubertragung MHC-Klasse-II-Molekiil-tragender Membranfragmente auf vSag7
synthetisierende Zellen, u. U. mit kostimulatorischen Molekiilen, diese zur Prisentation befa-
higt werden.

Fiir die erste Variante spricht die Beobachtung, dass vSag7 unabhingig von MHC-Klasse-I1-
Molekiilen zur Zelloberflache transportiert wird und erst dort an diese bindet (Grigg et al.,
1998). Die fiir die Stabilisierung von vSag7 benétigte Bindung an présentierende Molekiile
konnte unter den Stimulationsbedingungen, unter denen die Zelllinien dicht beieinander liegen,
ebenfalls durch direkte Ubertragung auf MHC-Klasse-II-Molekiile der Nachbarzelle erfolgen.
Delcourt et al. (1997) konnten zeigen, dass die Transfektion MHC-Klasse-1I"-Maus-
Fibroblasten mit dem vSag7-Gen und Kokultur mit vSag7-negativen, jedoch priasentatorische
Molekiile der Maus tragenden Fibroblasten, zur Stimulation reaktiver TZH fiihrte. Der Transfer
in diesem Versuch war nicht an einen direkten Zellkontakt oder eine vorhergehende Bindung
an MHC-Klasse-II-Molekiile gebunden, da bei Trennung der beiden Fibroblastenzelllinien
durch eine semipermeable Membran ebenfalls eine Stimulation auf der MHC-Klasse-1I"-Seite
erfolgte. Eine detektierbare Stimulation war auch nach Injektion dieser vSag7-positiven
Zelllinie in Méuse zu beobachten.

Auch durch Reilly et al. (2000) konnte ein Transfer von vSag7 auf Maus-Klasse-II-exprimie-
rende Zellen nachgewiesen werden, da hier auch der zellfreie Uberstand vSag7-produzierender
Zellen in Gegenwart H2-A/E*-Zellen stimulativ wirkte.

Wiirde man in den hier gezeigten Versuchen von einem Transfer der prisentatorischen
Molekiile auf die vSag7:-1.929-Zellen ausgehen, so hitte sich dieser ab einem bedeutendem
Umfang in der MHC-Klasse-II-FACS-Analyse der L929-Zellen nach der Stimulation darstel-
len miissen.

Da dies nicht der Fall war und alle Ergebnisse inklusive der angegebenen Quellen fiir eine
Ubertragung des geldsten vSag7 sprechen, ist dies, auch wenn eine geringe Ubertragung von
Préasentationsmolekiilen mittels Membranfragmenten nicht vollstdndig ausgeschlossen werden
kann, auch fiir die hier gemachten Beobachtungen in der LEW-Ratte die wahrscheinlichste

Erklarung.

4.5  Expression gemischter LEW-MHC-KIlasse-I1-Isotypen

Um die Rolle der o bzw. B-Kette von RT1Bl/D!-Molekiilen in der Pridsentation von Sag und
Ag untersuchen zu kénnen, wurde versucht, diese Ketten zur Generierung gemischter Isotypen
zu verwenden und im Vergleich zu reguliren LEW-MHC-Klasse-1I-Molekiilen auf ihre
Stimulationseigenschaften zu testen.

Erkenntnisse iiber die Existenz und Funktion iso- und haplotypisch gemischter Molekiile wur-

den bisher vor allem im Mausmodell gewonnen. Malissen et al. (1984) zeigten, dass nach
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Ubertragung von E‘ci- und A‘B-Kettengenen in L-Zellen ein aus diesen Komponenten beste-
hendes Molekiil oberflachlich exprimiert wurde. Dieses Molekiil war in der Lage, verschiede-
ne TZH durch Ag-Prisentation zu stimulieren und warf dadurch die Frage nach einer physio-
logischen Funktion gemischter Isotypen auf (Spencer et al., 1989).

Grundsitzlich ist davon auszugehen, dass die Existenz von Heterodimeren aus unterschiedli-
chen Haplo- bzw. Isotypen das Repertoire prisentierender Molekiile erhéht und dadurch von
Vorteil sein konnte (Matsunaga et al., 1990). Da allerdings aufgrund eines ineffizienten
Zusammenbaus oder Transports die Oberflachendichte gemischter Haplo- oder Isotypen nor-
malerweise nur einen Bruchteil der reguldrer MHC-Klasse-11-Molekiile erreicht, sind sie mog-
licherweise auch einer weniger strikten Selektion im Thymus unterworfen (Sant et al., 1989).
T-Zellen, die von diesen Molekiilen prasentierte Selbstproteine erkennen, werden somit u. U.
nicht eliminiert und kénnen in der Peripherie, besonders unter den Expressions-steigernden
Bedingungen einer Entziindung an der Entstehung von Autoimmunkrankheiten beteiligt sein.
Auch eine potentielle Priasentation von vSag7 durch gemischte Maus-Isotypen wurde von
Anderson et al. (1989) beschrieben.

Neben der Existenz gemischter Isotypen in der Maus ist eine Expression unter bestimmten
Bedingungen auch in menschlichen Zellen (Lotteau et al., 1987) sowie in Versuchen mit
Kettengenen zweier verschiedener Spezies beobachtet worden. So konnten Norcross et al.
(1986) zeigen, dass nach Ubertragung von H2-AB in eine humane Zelllinie diese HLA-
DRoA‘B-Dimere bildete und damit zusitzlich der Theorie einer bevorzugten Dimerbildung aus
zueinander homologen MHC-Klasse-1I-Isotypen widersprach, da A‘S DQPB homolog ist.
Ebenfalls beschrieben sind funktionelle DRaE"B-Heterodimere in transgenen Méusen (Fukui
et al., 1993) sowie aus Hamster- und Maus-Ketten gemischte MHC-Klasse-11-Molekiile nach
Ubertragung der Mauskettengene in Hamsterzellen (Malissen et al., 1984).

In dieser Arbeit wurden durch retroviralen Gentransfer die RT1B!Y/RT1D!-Einzelkettengene in
isotypisch normaler und gemischter Konfiguration in zwei Zelllinien tibertragen und diese mit-
tels mAK auf Expression von MHC-Klasse-II-Molekiilen getestet. Die beobachteten
Dichtewerte fiir reguldres RT1B! und RT1D! galten als MaB fiir die Transfektionseffizienz und
als Referenzwert fiir die Expressionsrate. Da von den verwendeten AK Ox6 spezifisch an die
RT1B!B-Kette und 14-4-4S an die RT1D!o-Kette bindet, war von vornherein eine Detektion
gemischter Isotypen nur im Ansatz RT1D!aB!B zu erwarten.

In einem ersten Ansatz wurde das mit dem Ratten-CD80-Gen transduzierte Mausmastozytom
P80 als Transfektionsziel verwendet. Die in Fig. 20 dargestellte FACS-Analyse zeigt eine
Oberflichenexpression reguldrer RT1B!- und RT1D!-Molekiile von ca. 80 bzw. 70 %.
Hingegen lieBen sich in keiner der isotypisch gemischten Konfigurationen MHC-Klasse-I1-
Molekiile detektieren. Aufgrund der hohen Dichte reguldrer MHC-Klasse-1I-Molekiile ist
daher davon auszugehen, dass eine Oberflichenexpression gemischter Isotypen aus den
Einzelkettengenen der LEW-Ratte in nativen P80-Zellen nicht moglich ist oder auf einem so
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geringen Niveau erfolgt, dass sie mit der Durchflusszytometrie nicht nachgewiesen werden
kann.

Die Kettenpaarung eines MHC-Klasse-II-Molekiils liegt innerhalb eines Isotyps mindestens
unter Kontrolle der B1-Doméne. Germain et al. (1985) zeigten, dass bei Transfektion mit ver-
schiedenen H2-EB-Allelen in Kombination mit einem H2-Eo-Allel hochgradig unterschiedli-
che Expressionsraten erreicht wurden, deren Ursache sie in der Polymorphie des B1-Anteils
sahen, wihrend von Gilfillan et al. (1990) zusétzlich von einem Einfluss der oc1-Doméne aus-
gegangen wird. In der Paarung von Ketten isotypisch unterschiedlicher Zugehorigkeit wird
ebenfalls eine Steuerung durch die B1-Doméne angenommen, wobei Lechler et al. (1990)
unterschiedliche Expressionsraten in Experimenten mit humanen und Maus-MHC-Klasse-II-
Molekiilen auf eine einzelne unterschiedliche AS zuriickfiithren konnten.

Grundsitzlich ist eine Bevorzugung haplo- bzw. isotypisch passender Einzelketten in der
Dimerbildung gegeniiber gemischten Molekiilen (Sant et al., 1989) sowie eine stark Allel-
abhéngige Expressionsrate zu beobachten, wobei die Bildung gemischter Dimere durch asym-
metrische Kettensynthese und dadurch unphysiologisch hohe Einzelkettenkonzentrationen
stark erleichtert wird. Bei Beheben der Asymmetrieursache, z.B. durch Ersatz einer defekten
Kette mittels Transfektion, féllt der Anteil gemischter Dimere wieder auf normal geringe Werte
ab. Durch Untersuchung von transfizierten Zellklonen mit einer unterschiedlichen Anzahl von
Kettengenkopien konnte die Priferenz einer Dimerisierung aus passenden gegeniiber gemisch-
ten Ketten im Fall H2-E* gegeniiber H2-E*0E*B beim 4-8-Fachen (McNicholas et al. 1982),
bzw. im Fall von H2-A" beim 3-5-Fachen gegeniiber H2-E‘0tA‘B ermittelt werden (Sant et al.,
1989).

Da jedoch im hier verwendeten Versuchsaufbau durch die Transfektion mit nur zwei
Kettengenen diese begiinstigende Asymmetrie grundsitzlich besteht, ist ein auf zu geringen
Einzelkettenkonzentrationen beruhendes Expressionsfehlen nicht anzunehmen.

Unterschiede in der Generierung gemischter Haplo- und Isotypen sind ebenfalls bei
Verwendung verschiedener Allelkombinationen bekannt.

So konnte im Fall der bereits erwdhnten Detektion eines E‘0A‘B-Dimers (Malissen et al.,
1986) bei Austausch von A‘B mit A*B trotz asymmetrischer Kettensynthese keine Expression
mehr nachgewiesen werden. Ebenso nicht zu exprimieren scheint E*0lA*B (Germain et al.
1986) zu sein, wihrend E*0AB und E¥*atA“B detektierbar sind. Dass die Verwendung haploty-
pisch identischer Ketten in der Genese gemischter Isotypen zu einer schlechteren bzw. nicht
nachweisbaren Expression fithren kann (E*0tA*B), als dies unter Verwendung anderer
Haplotypen oder gar haplo- und isotypisch gemischter Einzelketten der Fall ist (E*ctA"B), konn-
te ebenfalls das hier vorliegende Ergebnis erkldren.

Layet et al. (1991) konnten zeigen, dass wéhrend sich die Expression haplotypisch identischer
H2-E/A-Molekiile durch die Anwesenheit von Ii nur gering steigern ldsst, ungiinstige
Allelkombinationen, die ohne Ii nicht oder nur in sehr geringem Umfang entstehen, an der

Oberflache bis zu 18-fach stirker detektiert werden koénnen. Der begiinstigende Effekt von Ii
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wurde dabei in einer vermehrten Ausschleusung gemischter Molekiile aus dem rER bzw. dem
cis-Golgi vermutet.

Da dieser Effekt ebenfalls fiir gemischte Isotypen bestehen konnte und die verwendeten P80-
Zellen li-defizient sind (Herrmann, Thomas; personliche Mitteilung), wurden diese und die in
vorhergehenden Versuchen verwendeten nativen L929-Zellen fiir weitere Versuche zunéchst
mit Maus-li transfiziert.

Als Marker fiir eine erfolgreiche Geniibertragung in der Transfektion wurde die Expression des
Vektor-kodierten gfp gewertet, die sich in der FACS-Analyse detektieren lie3 und allgemein
fur eine gleich hohe oder stiarkere Translation des mitiibertragenen Ii-Gens spricht. P80- und
L929-Zellen waren nach Transfektion zu etwa 80 % positiv fiir gfp (Fig. 22), allerdings verlo-
ren P80-Zellen in Kultur zunehmend an gfp-Intensitit (Fig. 23), wofiir moglicherweise ein
Selektionsnachteil durch die Zielgenintegration in das Zellgenom und dadurch bedingte
Expressionsverdnderungen endogener Proteine verantwortlich war. Dennoch war der
Unterschied zu li-untransfizierten Zellen in Bezug auf die gfp-bedingte Fluoreszenz auch im
weiteren Verlauf deutlich nachweisbar.

Die Transfektion der nun li-positiven P80-(Fig. 23) und L929-(Fig. 24) Zellen mit regulidren
und isotypisch gemischten Kettenpaargenen fiihrte analog zur ersten Transfektion zur
Expression normaler RT1B!- und RT1D!-Molekiile. Der Erfolg der Geniibertragung war in
P80-Zellen in etwa mit dem der ersten Transfektion vergleichbar, wihrend sie in L929-Zellen
geringer ausfiel. Die bereits erwédhnte Expressionssteigerung regulirer MHC-Klasse-II-
Molekiile durch zusitzliche Anwesenheit von Ii konnte ebenfalls in der mit der gfp-Rate kor-
relierenden MHC-Klasse-II-Dichte in RT1B!-transfizierten P80-Zellen und RT1B!-/RT1D!-
transfizierten L.929-Zellen bestétigt werden und stellt einen Hinweis fiir die Interaktion von
Maus-Ii mit MHC-Klasse-11-Molekiilen der Ratte dar.

Ein Nachweis gemischter Isotypen war jedoch in beiden Zelllinien trotz der erfolgreichen
Gentibertragung nicht eindeutig moglich. Beide Zelllinien wiesen bei Transfektion mit
RT1D!aBIf eine gegeniiber sicher negativen Ansétzen um maximal 2,5 % hohere Fluoreszenz
in der Detektion mit Ox6 und 14-4-4S auf, die, wie aus der grafischen Darstellung ersichtlich,
durch Zellen hochster gfp-Intensitdt bedingt ist. Sollte es sich dabei tatsdchlich um einen
gemischten Isotyp handeln, wére von einer sehr schlechten Exprimierbarkeit gemischter
Isotypen in LEW-Zellen auszugehen, die vermutlich kein physiologisches Korrelat in der
LEW-Ratte haben.

Zusitzlich konnte dieses Ergebnis ebenfalls die vermutete Interaktion der Maus-Ii mit LEW-
MHC-Klasse-II-Molekiilen unterstiitzen, sofern die Ii-Anwesenheit bei hoher Konzentration
tatsdchlich auch die Expression gemischter Isotypen ermoglicht. Letztendlich sind jedoch die
Unterschiede zu negativen Ansédtzen zu gering ausgeprigt, um eine eindeutige Aussage treffen
zu konnen.

Durch zwei intrazelluldre Proteinnachweise wurden im Weiteren in L929-Zellen mogliche

Ursachen fiir die schlechte Detektierbarkeit gemischter Isotypen untersucht.
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Zunichst wurden Zelllysate der L929-Transfektanten in einem Western Blot unter reduzieren-
den Bedingungen getestet (s. Fig. 25). Dabei konnte die Do-Kette mit 14-4-4S in mit regulé-
ren RT1D!- und RT1D!oB!B-transfizierten Zellen nicht detektiert werden, was entweder durch
eine zu geringe AK-Konzentration, einer fehlenden Erkennung durch den Sekundér-AK oder
am wahrscheinlichsten durch eine Zerstorung der Epitopstruktur durch Reduktion zu erklaren
ist.

Die RT1BIB-Kette hingegen lieB sich durch Ox6 in RT1B!l- und RT1D!oB!B-Transfektanten
detektieren, die Bande war allerdings im gemischten Isotyp von geringerer Intensitit als die des
reguldren Ansatzes und wies ein niedrigeres Molekulargewicht auf. Diese Beobachtungen
konnten einerseits Hinweis auf einen erhohten intrazelluliren Abbau der Kette, unter
Umstédnden bedingt durch eine fehlende und nur geringe Dimerisierung mit RT1Dlo
(Intensitit), und andererseits ein verdndertes Reifungsstadium der B-Kette (Molekulargewicht),

die mit einem differenten Glykosylierungsstatus einhergeht, sein.

Da die Detektion im Western Blot fiir die RT1Dlo-Kette nicht erfolgreich war, wurde eine
intrazelluldre Farbung mit PE-konjugiertem mAK gegen RT1Dlat (14-4-4S) durchgefiihrt (Fig.
26). Die fiir die intrazelluldre Farbung notwendige Blockade von auf der Zelloberflache gele-
genen Molekiilen wurde mittels eines unkonjugierten mAK derselben Spezifitit erreicht. Der
in Fig. 27 dargestellte Kontrollansatz nicht permeabilisierter Zellen zeigt die ausreichende
Blockade durch das Fehlen einer RT1DF-Population in RT1D!-Transfektanten (vgl. Fig. 24).
Da allerdings die mlg-PE-Konzentration im weiteren Verlauf sehr hoch gewéhlt wurde, erga-
ben sich fiir sémtliche derart gefiarbten Ansdtze durch inkomplette AK-Entfernung hohere
Fluoreszenzwerte als in MHC-Klasse-1I-negativen, 14-4-4S-gefdrbten Zellen, so dass ein
Vergleich innerhalb der 14-4-4S-Ansétze sinnvoller ist. Fiir die mit reguldren Isotypen transfi-
zierten Zelllinien ergab sich die aus der Oberflachendetektion erwartete Anfarbung, wihrend
in gemischten Ansédtzen keine MHC-Klasse-II-Expression festgestellt werden konnte.

Dieses Ergebnis ist allerdings nicht grundsétzlich mit der in der FACS-Farbung vermuteten
geringen Oberflichenexpression (s. Fig. 23, 24) gemischter Isotypen unvereinbar, da, wie von
Gilfillan et al. (1990) gezeigt wurde, ungepaarte oder haplotypisch gemischte Molekiile, die an
die Zelloberfliche gelangen konnen, in der Zelle schnell abgebaut werden und auch mittels
Immunoprizipitation intrazelluldr nicht nachzuweisen sind. Dementsprechend kann dieses
Ergebnis auch mit einer bereits vermuteten ungiinstigen Bildung von gemischten Isotypen ver-

einbar sein und muss deren Existenz nicht ausschlief3en.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Priasentationsfunktion der LEW-Ratten-MHC-Klasse-I1-
Molekiile RT1B! und RTID! fiir verschiedene Super-(Sag) und Peptidantigene sowie die
Generierung gemischter MHC-Klasse-II-Isotypen in der LEW-Ratte untersucht.

Sag sind Proteine bakterieller und viraler Herkunft und fithren nach Bindung an MHC-Klasse-
II-Molekiile durch Interaktion mit dem TZR-V[3-Teil zu einer von der TZR-Spezifitdt unabhén-
gigen Aktivierung von T-Zellen, die bis zu 30 % der Gesamt-T-Zellpopulation eines
Organismus erfassen kann. Die dadurch bedingte Mediatorenfreisetzung aus T- oder konseku-
tiv aktivierten Zellen ist einerseits fiir die Entwicklung bestimmter akuter Krankheitsbilder wie
des toxischen Schocksyndroms, Gastroenteritiden u. a. verantwortlich, kann aber auch poten-
tiell zu einer Aktivierung autoreaktiver T-Zellen und der Entstehung von Autoimmunkrankhei-
ten beitragen.

Zur Untersuchung der LEW-MHC-Klasse-II-Charakteristika wurden zunédchst mittels retrovi-
ralen Gentransfers RT1Bl- und RTI1D!-Gene in L929-Zellen iibertragen und die
Oberflachenexpression durch die mAK Ox6 und 14-4-4S nachgewiesen. Anschlielend erfolg-
te der Nachweis einer Sag-Prisentation durch Stimulation des LEW-V[8.2°-TZH 53/4 durch
die bakteriellen Sag SEB, SEC1-3, MAS und YPM und von aus Lymphknoten isolierten LEW-
T-Zellen durch SEC1, MAS und YPM, die beide mit der durch eine HLA-DR1*-Zelllinie getra-
genen Aktivierung verglichen wurden. Beide Experimente ergaben fiir die Sag des primir hu-
manpathogen Staph. aureus eine weitaus stiarkere Reaktivitdt in Anwesenheit humaner gegen-
iiber LEW-MHC-Klasse-II-Molekiilen bei RT1B!-dominierter Antwort innerhalb der prisenta-
torischen Rattenmolekiile. Fiir SEB ergaben sich zusitzlich Hinweise auf eine MHC-Klasse-
[I-unabhéngige Aktivierung.

Das von Yersinia pseudotuberculosis produzierte Sag YPM wurde ebenfalls wesentlich besser
von humanen als LEW-MHC-Klasse-II-Molekiilen présentiert, zeigte allerdings nur geringe
Unterschiede zwischen RT1B! und RT1DL

Fiir das aus Nagern isolierte Sag von Mykoplasma arthritidis MAS konnte eine praferentielle
Bindung an RT1D! mit HLA-DR1-dhnlicher Stimulationskapazitit nachgewiesen werden.
Dartiber hinaus wurden die generierten Zelllinien auf Prisentation der definierten Antigene
L.casein und gpMBP gegeniiber reaktiven TZH getestet. Dabei konnte die RT1D!-restringierte
Antwort von Klon19 auf L.casein und die RT1B!-restringierte Antwort von 53/4 auf gpMBP
bestétigt werden.

Ebenfalls wurden die erstellten Transfektanten mit einem viralen Sag der Maus, dem vSag7-
Gen des mtv7, transfiziert und auf Stimulation des TZH RG17 und von LEW-Lymphozyten
getestet. Dabei zeigte sich eine geringe Reaktivitit gegeniiber den erstellten Transfektanten, die
RT1B!-dominiert war. Gleichzeitig ergaben sich in der Auswertung Hinweise fiir einen vSag7-
Transfer von MHC-Klasse-II"-Produzenten auf MHC-Klasse-II"-Rattenzellen, die durch weite-

re Experimente inklusive eines In-vivo-Tests bestitigt werden konnten.
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In der Generierung gemischter Isotypen aus MHC-Klasse-II-Einzelkettengenen der LEW-
Ratte konnte gezeigt werde, dass die Ubertragung der RT1D!oB!B-Genkombination mit Hilfe
eines retroviralen Gentransfers auf P80- und L929-Zellen nicht zu einer sicher detektierbaren
Oberflachenexpression fiihrte, auch nicht bei Kotiibertragung der invarianten Kette der Maus.
Durch einen Western Blot unter reduzierenden Bedingungen konnte eine beziiglich
Molekulargewicht und Quantitit zu einem reguldren RT1B!-Molekiil differente RT1BIB-
Einzelkette in der Kombination RT1D!oB!f nachgewiesen werden.
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6. Summary

In the work at hand the presenting function of LEW rat MHC class II molecules RT1B! and
RT1D! for various superantigens and antigens as well as the generation of mixed MHC class II
isotypes in the LEW rat have been investigated.

Superantigens are proteins of bacterial and viral origin, which lead to a TCR-specificity-inde-
pendent activation of up to 30 % of the individual's T-cell population by interacting with the
VP part of the T-cell receptor after having bound to an MHC class II molecule.

The release of mediators by T- and consecutively activated cells causes on the one hand deve-
lopment of acute diseases like toxic shock syndrome, gastroenteritis and other, but can also
potentially activate autoreactive T-cells and lead to autoimmune diseases.

In order to examine characteristics of LEW MHC class II molecules, first RT1B! and RT1D!
chain genes were transferred into L929 cells via a retroviral transfection system and surface
expression was demonstrated by using the monoclonal antibodies Ox6 and 14-4-4S.
Successively, superantigen presentation was verified by stimulation of the LEW V[8.2* T-cell
hybridoma 53/4 by bacterial superantigens SEB, SEC1-3, MAS and YPM and of LEW T-cells
isolated from lymph nodes by SEC1, MAS and YPM. Both results were compared to activati-
on in context of an HLA-DR1" cell line. Experiments showed a much higher reactivity for the
superantigens of human pathogen staph. aureus in presence of human versus LEW MHC class
II molecules and an RTIB! dominated answer amongst LEW presentatory molecules.
Additionally, clues for MHC class II independent activation were found in case of SEB.

The superantigen of yersinia pseudotuberculosis YPM was also much better presented by
human than LEW MHC class II molecules while showing little differences between RT1B! and
RT1DL

MAS bound preferentially to RT1D! and equal stimulative capacity compared to HLA-DR1
could be detected.

Accessorily, generated cell lines were analysed for presentation of peptide antigens L.casein
and gpMBP towards reactive T-cell hybridomas, in which RT1D!-restricted answer of Klon19
to L.casein and RT1Bl-restricted answer of 53/4 to gpMBP could be confirmed.

Also generated cell lines were transfected with a viral mouse superantigen, the vsag7 gene of
mtv7, and tested for stimulation of the RG17 T-cell hybridoma and LEW lymphocytes. Low
reactivity towards transfected cell lines was detected, which was dominated by RTI1BL
Additionally, evidence for a transfer of vsag7 from MHC class II” producers to MHC class II
rat cells could be found, which was enhanced by additional experiments including in vivo tes-
ting.

Attempting to create mixed isotypes consisting of LEW rat MHC class II chains, it was
demonstrated, that transferring the gene combination RT1D!aB!B via retroviral gene transfer
into P80 and 1929 cell lines resulted in no certain surface expression, also not under cotrans-

fection of these cells with mouse invariant chain. Using western blot method under reducing
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conditions, a RT1B single chain different to the one of the regular RT1B! molecule concerning

molecular weight and quantitiy could be detected in the combination RT1D!aBIp.



7. Vektorkarten

pczVSV-G wt

6691 bp

\
| LEcoNT15T2
i Xem 11675

il
[ AsTIB 1942

97

Fig. 28:Vektorkarte = des  SFG-GFP(S65T)-
Plasmids, anstelle der fur gfp kodieren-
den Sequenz wurden ebenfalls Versionen
mit den LEW-Einzelkettengenen von
RT1B und RT1D als Expressionsvektoren
im retroviralen Gentransfer verwendet

Fig. 29:Vektorkarte des pczVSV-G-Plasmids,
enthalt das fir den retroviralen Gentrans-
fer bendétigte VSV-env-Gen

Fig. 30:Vektorkarte = des  pHIT60-Plasmids,
enthalt die ebenfalls fir den retroviralen
Gentransfer bendétigten MoMLV-gag- und
-pol-Gene
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9. Abkiirzungen

(m)AK
APS
APZ
AS
ATP/CTP/GTP/TTP
ATV
bp
BSA
BSS
BZR
CD
CDR
CLIP
CMV
ConA
d

D
DaMIg
DMSO
(c)DNA
DZ
EAE
EBV
EDTA
ELISA
env
FACS
FCS
FITC
FR

gag
gfp

HBS
HERV
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(monoklonaler) Antikorper
Ammoniumperoxidisulfat
Antigen prasentierende Zelle

Aminosiure

Adenosin-/Cytidin-/Guanosin-/Thymidin-Triphosphat

Adjusted-Trypsin-Versen

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Balanced salt solution

B-Zellrezeptor

Cluster of differentiation
Complementarity determining region
Class II associated invariant chain peptide
Cytomegalievirus

Concanavalin A

Tag

Dalton

Donkey anti-mouse immunoglobulin
Dimethylsulfoxid

(complementary) Deoxyribonucleic acid
Dendritische Zelle

Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis

Epstein-Barr-Virus
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked immunosorbent assay
Envelope proteins (retrovirus)
Fluorescence-activated cell sorting
Fetal calf serum
Fluoresceinisothiocyanat

Framework region

Gramm bzw. Fallbeschleunigung
Gruppenspezifisches Antigen (Retrovirus)
Griin-fluoreszierendes Protein

Hour

HEPES buffered saline

Humanes endogenes Retrovirus
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HLA Human leukocyte antigen

HV Hypervariable Region

IDDM Insulin-dependent diabetes mellitus
Ig Immunglobulin

Ii Invariante Kette

IL Interleukin

INF Interferon

1 Liter

LEW LEWIS/Crl-Rattenstamm

LFA Leukocyte functional antigen

LPS Lipopolysaccharid

LTR Long terminal repeat

M Mol

MAIDS Mouse acquired immunodeficiency syndrome
MAS Mycoplasma arthritidis Superantigen
(gp)MBP (guinea pig) myelin basic protein
MHC Major histocompatibility complex
MIIC MHC class II compartment

min Minute

MMTV Mouse mammary tumor virus
MoMLV Moloney-Murines-Leukédmie-Virus
MS Multiple Sklerose

mtv Mammary tumor virus

NK-Zellen Nattirliche Killerzellen

nMlIg Normales Maus-Immunglobulin
(d(d))NTP ((d1)desoxy) Nukleosidtriphosphate
orf Open reading frame

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphate buffered salines

PCR Polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

PMA Phorbolmyristatacetat

pol Polymerase (Retrovius)

PP Polypropylen

rER Raues endoplasmatisches Retikulum
(m)RNA (messenger) Ribonucleic acid
RPM Rounds per minute

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR



Sag
SaMlIg
SC
SDS
SE
SIRS
Spe
SuU
TBLV
TEMED
TLR
TNF
TSST
TZ
TZH
TZR

vSag7
VSV
YPM
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Sekunde

Superantigen
Schaf-anti-Maus-Immunglobulin
Serum complement

Sodium dodecyl sulfate
Staphylokokken-Enterotoxin

Systemic inflammatory response syndrome
Streptokokken-Pyrogenes-Exotoxin
Surface unit

Type B leukemogenic virus
Tetramethylendiamin

Toll-like receptor

Tumornekrosefaktor
Toxisches-Schocksyndrom-Toxin
T-Zelle

T-Zellhybridom

T-Zellrezeptor

Unit

Virales Superantigen des Provirus mtv7
Vesicular Stomatitis Virus

Yersinia pseudotuberculosis Mitogen
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