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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Der Aufbau des Immunsystems.

Die Funktion des Immunsystems ist es, desrp€r vor eingedrungenen Pathoge-
nen zu schtzen, die ihm schaden oder ihn sogar vernichtamkén.

Das Immunsystem der Vertebraten besteht gleichsam ausistei, die stark
verflochten und voneinander aoigig sind: dem angeborenen (nativen) und dem
erworbenen (adaptiven, antizipatorischen) Teil des Immunsystems.

Der evolutiorar dltere Ast, das angeborene Immunsystem, kann sofort, schon
beim Eindringen von Krankheitserregern, reagieren. Das tut es u.a. mit Hilfe vor-
geformter Rezeptoren, die unaaderliche Merkmale erkennen, wie z.B. LPS (bei
Gram-negativen Bakterien), Lipoteich@usé (bei Gram-positiven) oder doppel-
strdngige RNA (bei einigen Viren). Komponenten dieses Astes sind u.a. Makro-
phagen, Dendritische Zellen, Granulozyten, Nithe Killerzellen, Proteine der
Komplementkaskade, Akute Phase Proteine und Interferone.

Das native Immunsystem bildet damit die erste VerteidigungslinieatZlisfi
aktiviert es den effektiveren, evolutianjlingeren Teil des Immunsystems, den
adaptiven Ast.

Letzterer zeichnet sich durch dielkigkeit zur Erkennung neuer Pathoge-
ne aus, @i die es keine Mglichkeit der evolutioaien Anpassung des Wirtes
gibt, da die infekibsen Organismen bei weitem schneller evolvieren als ihr Wirt.
Hauptcharakteristika des adaptiven Astes sind die Bildung eines immunologi-
schen Gedchtnisses und die klonale Selektion.

Die Rezeptoren des adaptiven Astes werden eabr@nd der Entwicklung ei-
nes Lymphozyten im Laufe der somatischen Rekombination aus Segoukab!”
zusammengesetzt. Ein Rezeptor entsteht awdlguéiusgevahlten Elementen —
eines aus jedem Block —, die somatisch rearrangiert werden. In Verbindung mit
weiteren Diversifikationsmechanismen entsteht eine riesige Anzahloghidi-
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keiten, verschiedene Rezeptoren zu generierelf)1die ein einzelnes Individu-

um gar nicht aussapfen kann (ein Mensch hat ca.'2@ymphozyten). In diesem

Ast gibt es also keine vorgegebenen Rezeptoren, sondern sie weatiesna der
Lymphozytenentstehung aus Segmenten zusammengesetzt, so daf} letzlich jeder
Lymphozyt einen anderen Rezeptadt.”

Durch diese zudllige Generierung von Rezeptoren wird allerdings auch ein
Problem aufgeworfen: Die neuentstandenen Rezeptarendq autoreaktiv sein,
also lorpereigen stattdeperfremd erkennen und dem Individuum dadurch scha-
den. Diese Gefahr wird eingesemkt, indem die Lymphozyten einen Selektions-
prozess durchlaufen, in dem u.a. die selbstreaktiven Zellen eliminiert werden (s.
Kapitel 1.4.4.1).

Im Laufe einer Infektion werden haupiilich die Lymphozyten aktiviert, die
Komponenten des Pathogens erkennen. Diese Zellen proliferieren und beginnen
den Korper zu verteidigen. Das ist das Prinzip der klonalen Selektion bzw. Ex-
pansion.

Die austihrenden Zelltypen des adaptiven Astes des Immunsystems sind v.a.
die T- (fir Thymus) und B (engl. bone marrowyfKnochenmark)-Lymphozyten,
die B- bzw. T-Zellrezeptoren (BCR/TCR) tragen.

Die Funktion der B-Zellen ist es, die in deroKperflissigkeiten vorkommen-
den Pathogene zu bakipfen. Die BCRs werden dazu in riesiger Menge @d§”
che Immunglobuline (slg, auch als Anbilper (AK) bezeichnet) in das Blut ab-
gegeben. Dort heften sie sich an die Pathogene und markieren sig d f~
Zersvrung durch andere Elemente des Immunsystems (z.B. durch Phagozyten
und Komplement).

T-Zellen (TC) erkennen Antigene zellvermittelt, also nur, wenn sie ihnen in
prozessierter Form auf der Obadhe von Zellen @msentiert werden. Das ge-
schieht mit Hilfe von Adaptormolekén, den MHC-Proteinen (Haupthistokom-
patibilitatskomplex, engl.: major histocompatibility complex), die den T-Zellen
Proteinabbauproduktegséntieren.

Die af3T-Zellen {ydT-Zellen sind tir diese Arbeit von untergeordneter Bedeu-
tung und sollen hier nichtalier erdiutert werden) &rfinen grob in zwei Gruppen
untergliedert werden, in zytotoxische (Tc) und Helfer-T-Zellen (Th).

Die Funktion der zytotoxischen T-Zellen ist es, die Integnitormaler Kiper-
zellen zuuberwachen. Sie registrieren einen Virusbefall, eine Infektion durch
intrazelluAre Mikroorganismen oder auch eine tumorigene Entartung und eli-
minieren betroffene Zellen. Daif interagieren sie mittels TCR und dem CD8-
Korezeptor mit MHC KI. I-Molekilen. MHC KI. I-Proteine m3sen daher auf
nahezu allen kernhaltigendfperzellen exprimiert sein. Kl. I-Moleké sind mit
Peptiden besetzt, deren Proteinaoifiér aus dem Zytosol stammen. Dadurch
gewahren sie den T-Zellen gleichsam einen Blick in das Zellinnere, wodurch diese
die Kdrperzellen begutachtemkiien.
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Helfer-T-Zellen sind die Koordinatoren des Immunsystems. Sie interagieren
uber ihren TCR und den CD4-Korezeptor mit MHC II.  KI. II-Proteine sind
nur auf speziellen Immunzellen, den Antigeapentierenden Zellen (APCs) ex-
primiert. Also auf den Zellen, mit denen T-Helferzellen auch kommunizieren.
APCs sind z.B. Dendritische Zellen (DCs), B-Zellen oder Makrophagen. Kl. II-
Molekile prdsentieren auch keine Peptide aus zatkeh Proteinen, sondern Pep-
tide, deren Proteinvaaliferuber spezialisierte Rezeptoren von aul3en aufgenom-
men und in der Zelle prozessiert wurden.

Ein weiteres wichtiges Charakteristikum des adaptiven Astes des Immunsy-
stems ist der Aufbau eines immunologischen &xdiiisses: Bei erneuter Infek-
tion mit dem gleichen Krankheitserreger wird dieser schneller und effizienter eli-
miniert.

1.2 MHC

1.2.1 MHC-Gene: Locus und Polymorphismus.

Die Funktionen der MHC KiI. I- und II-Moleldle wurden im vorangehenden Ab-
schnitt bereits kurz umrissen, nun soll auf die sie codierenden Gene, deren be-
sondere Lage — den MHC — und ihre Vielzahl an polymorphen Allelamen”
eingegangen werden.

Der MHC ist ein ausgedehnter, 4 MBAMADOU et al. 1999; BiIINA et al.
1999) umfassender Locus, der u.a. Gene zas@&rtation und Prozessierung von
Antigenen tegt. Seine amirigliche Charakterisierung und seinen Namen verdankt
er allerdings der Forschung an der Transplantatabstol3ung, eMebeneffekt
der TC-vermittelten Immurustt

Der Multigenkomplex MHC kann in drei Gebiete (I, Il und Ill) grob unterteilt
werden, die bei nahezu allen Vertretern der Vertebraterich angeordnet sind
(PARHAM 1999). MHC KI. I- und KI. 1I-Gene treten das erste Mal in deatfen
Vertebraten vor ca. 400 Mio. Jahren auf, gleichzeitig mit dem gesamten adap-
tiven Immunsystem (ARHAM 1999). Einzelne Gene der KI. II- und IlI-Region
sind jedoch viehlter, bis zu 700 Mio. JahreSEQUENCING CONSORTIUM1999).

Im Rahmen dieser Arbeit soll ausschlie3lich auf HLA, den MHC des Menschen
(Chromosom 6p21.3), auf H-2, den MHC der Maus (MMU17) und auf RT1, den
MHC der Ratte (RNO20)atier eingegangen werden.

Beim Menschen liegt die K. l1I-Region proximal (centromergelegen) auf HSAG,
gefolgt von der KI. IlI-Region und distal (telomer) abgeschlossen durch die KI. I-
Region. Bei Maus und Ratte hat eine Insertion eines kleinen Fragments der KI. |-

1Da HFE 4 Mb telomer von HLA-F gefunden wurde, wird diedBg jetzt auch als 8 Mb
angegeben (KSAHARA 1999).
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Region (H2-K bzw. RT1.A) proximal der K. lI-Region stattgefunden(&HER
1996; AMADOU et al. 1999), Abb. 1.1.

Die Kl. I-Region dehnt sicluber 1,8 Mb aus (SIINA et al. 1999) und ist das —
evolutiorér betrachtet — divergierendste der drei GebieteA®ER und HUGHES
1999; AMADOU et al. 1999; GINTHER 1996). Der GC-Gehalt (46%) und die
Gendichte dieser Region (118 beim Menschen) sind sehr hoch und die codierten
Geneuben teils immunrelevante Funktionen ausi(S8A et al. 1999):

Im MHC-I-Locus gibt es drei Arten von Genen, klassische (la), nicht klassi-
sche (Ib) und solche, digbérhaupt nicht mit MHC-Genen verwandt sind. Die
la-Gene wurden schon im vorhergehenden Abschnitt besprochen. Sie sind hoch-
polymorph, auf nahezu allen kernhaltigenrigérzellen exprimiert und bewirken
die Restriktion der zytotoxischen T-Zellen: Die T-Zellen erkennen Antigen im
Zusammenhang mitdtpereigenem, aber nicht mibkperfremden MHC (& -
KERNAGEL und DOHERTY 1974). Beim Menschen sind la-Gene HLA-A, -B und
-C, beider Maus H2-K, -D und -L und bei der Ratte RT1.A1 und RT1.A2 (&
etal. 1999; GINTHER 1996; DLy et al. 1998). Das Vorkommen von zumindest
zwei la-Genen auch bei der Ratte, die beide in der A-Region liegen, wurde erst
kiirzlich entdeckt (QLy et al. 1996; &Ly et al. 1998).

Ib-Gene gibt es sehr viele, simén nur teils immunrelevante Funktionen aus
und sind nicht so gut charakterisiert wie die la-Geney®®N und P.J. 1998;
BRAUD et al. 1999). Sie sind vermutlich in jeder Ordnung eigeangij aus den
la-Genen entstanden, da sie mit den la-Genen derselben Ordnung verwandter sind
als mit den Ib-Genen einer anderereAGER und HUGHES 1999; HUGHES et al.
1999). Sie sind — im Vergleich zu la-Genen -aufig weniger stark und gewebs-
spezifischer exprimiert, sie sind wenig polymorph und ihre Genzahl schwankt
sogar unter Haplotypéreiner Spezies gewaltig. Beim Menschen sind z.B. HLA-
E, -F, -G, -H und MIC A und B gut charakterisiert; zu den MICs sind Homologa
weder bei der Maus noch bei der Ratte bekanni@HER 1996; AMADOU et al.
1999). Die Ib-Gene der Maus liegen in den Q-, T- und M-RegionemABOU
et al. 1999). Bei der Ratte liegen ca. 60 (hier gibt es vermutlich die meisten)
Ib-Gene in der C/E-Region ((&NTHER 1996). AuRerdem gibt es bei allen drei
Spezies nicht MHC-codierte K. I-artige Gene, wie z.B. CD1 oder FcRn.

In der I-Region liegen des weiteren Gene, die weder mit Kl. I-Genen verwandt
sind, noch eine immunologische Funktion absii. Diese Gene sind ortholog
zwischen den Arten und bilden eine Aencestral framework* ( einegfRahmen®,
aufgespannt von urspnglich vorhandenen Genen), innerhalb dessen die KI. I-
Gene inserieren und expandieren konntemgAouU et al. 1999).

2Der Haplotyp sind die Gene in einem haploiden Genom, die in Kombination vererbt wer-
den. Also eine Gruppe von Genen, die auf einem Chromosom liegen und so nahe benachbart
sind, daf3 sie ohne Rekombination als Ganzes vererbt werden. Das Paradebeispiel einer derartigen
Gengruppe, die als Haplotyp vererbt wird, ist der MHC.
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Abbildung 1.1: EineUbersicht der MHC-Loci von Maus, Ratte und Mensch im
Vergleich (QUNTHER 1996; AMADOU et al. 1999;SEQUENCING CONSORTIUM
1999).

Die KI. I-Region ist rot markiert, die Kl. lI-Region blau und die KI. Ill-Regionugr.”
Bedeutende Gene dieser Regionen sind farblich hervorgehoben.
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Die KlI. lI-Region dehnt sictuber 1,2 Mb aus undagt (mit Ausnahme von
Ring3) ausschliel3lich Gene, die eine Funktion bei der Antiges®rtation und
-prozessierung aubpén (BEck und TROWSDALE 1999).

Die Antigenpasentation wird von den klassischen KI. [I-Gene aubgeHLA-

DQ, HLA-DR und HLA-DP beim Menschen, H-2IA und H-2IE bei der Maus (H-
2P ist ein Pseudogen) und RT1.B und RT1.D (RT1.H ist ein Pseudogen) bei der
Ratte. Sie besitzen teils mehrere Exemplarecdarnd 3-Kette und pasentieren

den Helfer-T-Zellen Antigen. Beteiligt an der Antigenprozessierung sind die Ge-
ne flir TAP1 und 2, Tapasin, LMP2 und 7, und die nicht klassischen KIl. 1I-Gene
DM (entsprechend H-2M bzw. RT1.M) und DO (H-20, RT1.DO).

Die Divergenz der Gene der KI. II-Region liegt zwischen denen der KI. |- und
der KI. lll-Region, die Kl. 1I-Region hat mit 40 % einen geringeren GC-Gehalt
als die Kl. I- und KI. Ill-Region und &gt auch weniger (40) Gene £BK und
TROWSDALE 1999).

Die KIl. 1lI-Region (knapp 1 Mb) ist dealteste und konservierteste Teil des
MHC (KASAHARA 1999), Gendichte sowie GC-Gehalt sind hier sehr hoslr{P
HAM 1999). Die KI. 11I-Gene sind immunologisch nur teilweise relevant, K. llI-
Gene sind z.B. Gene der Komplementkaskade (C2, Bf und C4), das 21-Hydro-
xylase-Gen Cyp21, Gene der Hitzeschockprotein-Familie (Hsp70)oTunte 3
(Tumornekrosefaktor) und weitere, wie z.B. die Gene der G(BAT)-Serie.

Ein Charakteristikum der klassischen KI. I- und fast aller Kl. 1I-Gene ist ihr
hoher Grad an Polymorphismusirféinzelne Gene kann es mehr als 200 Allele
geben §EQUENCING CONSORTIUM1999; RRHAM 1999). Dieser Polymorphis-
mus ist bedingt durch Selektion, so lassen sich z.B. echte Mutaticagigér
finden als stumme und die Introns sind weniger polymorph als die Exons-(Y
GERUNd HUGHES 1999).

Die Ursachelif den Selektionsdruck in Richtung eines hohen Grades an Po-
lymorphismus ist vor allem digfrequency dependent selection* durch Pathogene
auf Populationsebene: Jedes MHC-Allel ist in der Lage, ein breites, aber dennoch
begrenztes Spektrum an Peptiden (sieleespAnkerreste) zu psentieren. Das
fuhrt zur evolutioaren Auslese von Individuen mit MHC-Molelen, die durch
Prasentation der Krankheitserreger dem Immunsystem einen Angriffspunkt bieten
kdnnen und damit dem Organismus diedlichkeit geben, zuberleben und sich
zu reproduzieren (HL 1999; CARRINGTON et al. 1999).

Individuen mit laufigen Allelen haben einen selektiven Nachteil, da sich Krank-
heitserreger, die von diesen Allelen nichapentiert werdenddinen, besonders
gut (in sehr vielen Individuen) ausbreitearkien. Dasuhrt dazu, dal3 diese Al-
lele seltener werden und letztlich dazu, daR alle Allele in gleichen Mengen expri-
miert werden (BTTs und S.EV 1995)2 Entsprechend der Selektion der MHC-

SAusnahmen: Papua-Neuguinea: 60 % derddesring tragen das HLA-A11 Allet> EBV
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Molekile auf die Pasentation von wglichst vielen verschiedenen Peptiden hin,
liegt der Ort des bchsten Polymorphismus in einem MHC-Molgkiuch in den
Peptidbindungsregionen, so dal3 sich die Allele vor allem in ihren Peptidbindungs-
eigenschaften unterscheiden.

Auf der Populationsebenaeaitiit dieser Selektionsdruck also zu Polymorphis-
mus, auf der Ebene des Individuums hingegen zur Polygenie (jeweils drei K. I-
und KIl. Il-Loci beim Menschen) und verursacht dgmeterozygote advantage®
(einen Vorteil tir MHC-Allel-heterozygote Individuen) @rTsund S Ev 1995):
je mehr unterschiedliche Allele ein einzelnes Individuum exprimiert, desteh”
ist seine pemxiliche Fitness (HL 1999). Die KI. I-Expression der jeweils drei
Loci erfolgt kodominant von den homologen Chromosomen. Selten wird von
einem Locus das gleiche Allel auf beiden Chromosomen exprimiert, so dal3 die
meisten Menschen sechs verschiedene KI. I-Gene exprimieren.

Auf genetischer Ebene entstehen diese Polymorphismen mittels Punktmutati-
on, kleinerer Deletionen und Insertionen, Rekombination — auch zwischen nicht
homologen Gebieten — und Genkonver$i¢RarHAM 1999). Die Organisation
des MHC in einem Cluster mit Familien homologer Geneoéthaufgrund der
Maoglichkeit der Genkonversion und anderer Rekombinationsarten die Geschwin-
digkeit der Evolution (RRHAM 1999).

Dabei sind die Gene im MHC einer \&@rderung unterschiedlich zugeneigt
und untersitzen die Rekombination unterschiedlich stark: Gene, die mit der Ent-
wicklung oder essentiellen zelarén Funktionen zu tun haben, ehen die Sta-
bilitat des MHC — hier widenAnderungen zum Tod des Individuumshfen —,
gleichzeitig aber sind sie auch die Orte der homologen Rekombination und da-
mit ,recombinational hotspots” (bevorzugte Stellen der Rekombination). Auf die
klassischen KI. I- und KI. 1I-Gene dagegen wirkt der Selektionsdruck in Richtung
auf die Veenderung des MHC. Da diese Gene aber auf den homologen Chro-
mosomen nicht gleich sindyfift das zu einer Unterdckung der Rekombination
an diesen Orten. Sie bilden damolymorphic frozen blocks® fingefrorene”
Regionen, die polymorphe Loci enthalten), was zur Stabilisierung von Haplo-
typen, also bestimmter Genkombinationen, bzw. zur Erhaltung der Varabilit”
fuhrt (RACHED und MCDERMOTT 1999; YEAGER und HUGHES 1999; RRHAM
1999).

Fir die Transplantatabstol3ung sind — wie der Name schon vermafter-I”
nicht nur die major histocompatibility Gene verantwortlich, sondern es gibt auch
minor histocompatibility Gene, die ebenfalls eine, wenn auch untergeordnete,
Rolle spielen; bei HLA-identischen Geschwistern z.@hrén sie zu vei@jerter

von dort hat eine Mutation, so daf? es von diesem Allel nicas@ntiert werden kann.
4Ein Stick aus einem Gen wird durch einuBK eines in der Meiose gepaarten homologen
Chromosoms ersetzt.
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Abstof3ung. Sie sind nicht MHC-codiert und sindei das gesamte Genom ver-
teilt. Sie fihren zu unterschiedlicher TC-Restriktion, da sie polymorph sind und
dabei so abundant und gutgsentiert, dal’ sie immundominant wirken. Beispiele
sind die mitochondrial (also maternal) vererbten Gene ND1 und COI oder SMCY
auf dem Y-Chromosom (8PSON und ROOPENIAN 1997).

1.2.2 Die dreidimensionale Struktur der MHC-Proteine.

In diesem Abschnitt wird die Struktur der KI. I-Molal€ erbiutert. Dabei wird
zurdichst der allgemeine Aufbau egkt, dann etwas genauer auf die Peptidbin-
dung eingegangen und schliel3lich kurz die Assoziation mit dem Korezeptor CD8
erwdhnt. Zuletzt wird nur knapp auf die Struktur der KIl. [I-Moldk eingegan-
gen, da siedi die vorliegende Arbeit weniger wichtig sind.

Ein MHC KI. I-Molekdl ist ein nicht kovalent assoziiertes heterodimeres Gly-
koprotein, aus der MHC-codierten 45 kibeKette und dem nicht MHC-codierten
[6slichen 15 kD#,-Mikroglobulin (Bom). Als dritte Komponente, diaif die Sta-
bilitat des Komplexes ebenso urafdiich ist wie3,m, kommt das (ebenfalls) nicht
kovalent gebundene, gséntierte Peptidfragment hinzu, das bei Kl. [-Mailek
typischerweise acht bis elf Aminasien lang ist (MDDEN 1995), Abb. 1.2.

Abbildung 1.2: Das Maus H-2DMHC KI. I-Molekiil (a-Kette in guin) ist hier
komplexiert mit humaner,m (blau) und — als Peptidfragment (rot) — mit dem
Sendai-Virus-Nukleoprotegas 332 (GLITHERO et al. 1999).

Die a-Kette, auch schwere Kette genannt, umfal3t drei extraaedonainen
(a1-3), eine membrandurchspannende Region und eine zytoplasmatischa®om”
B2m, die leichte Kette, besteht aus nur einer 2o, die wie die3-Doméne der
schweren Kette in einer Immunglobulinfaltung vorliegt (Abb. 1.3).
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Diese beidena3 und32m, bilden zusammen den membranproximalen Teil
des KI. I-Molekils. Der membrandistale Bereich, der dem TCR zugewandt ist
und die Peptidbindungsregion bildet, wird durch gintrachain Dimer* dex1-
und a2-Doméinen der schweren Kette gebildet. Zu diesgntrachain Dimer*
steuert jede Domrie vier Faltdtter und eine Helix bei, so daf} insgesamt eine
Grundfiiche aus acht antiparallel@rFaltbittern entsteht, an deren Seiten zwei
antiparallelen-Helices aufliegen (Abb. 1.3). Dadurch wird eine Grube gebildet,
in der das Peptid gebunden ist.

Abbildung 1.3: Hier ist das gleiche MHC KI. I-Molekivie in Abb. 1.2 zu sehen,
wobei die einzelnen Doarien — zur Erkennung destrachain Dimer* — farblich
voneinander abgehoben sind.

Die a1l Doméne ist hellblau markierty2 dunkelgtin unda3 gnin, das Peptid ist rot und
Bom grau dargestellt.

Die Peptidbindungsgrube der KI. I-Molel'ist 25A lang, in der Mitte bis zu
12 A breit und an den Enden geschlossen. Entlang dieser Grube gibt es Vertiefun-
gen, auch Taschen genannt, die — in Richtung N- bis C-Terminusldételix —
von A bis F durchnummeriert werden. Diese Taschen sind in den verschiedenen
Allelen hochpolymorph in bezug auf Lage, Ausdehnung und Ladung, so dal} sie
sehr unterschiedliche Peptide bindesnkén (REMONT et al. 1992). Die am
Ende befindlichen Taschen (A und F) bauen sich jedoch auch aus konservierten
Aminosiuren auf, die daher auch als kanonisch bezeichnet werden: Tyr7, Tyr59,
Tyrl59, Trp1l67 und Tyrl71 in der A-Tasche und Tyr84, Thrl43, Lys146 und
Trpl147 in der F-Tasche (MbDEN 1995). Diese konservierten Reste kontaktieren
die Enden des Peptids (N- und C-Terminus), sie legen dadurch seine Orientie-
rung fest, neutralisieren seine Ladung und aoken die lahge ein, die Peptide
aufweisen khnen, um gebunden zu werden(@INS und FREILINGER 1998)°

SEs existieren allerdings Ausnahmen, es gibt Peptide, die an Kl. |-Mt@edebunden sind,
obwohl sieuber die Grube hinaushgen (©LLINS et al. 1994).
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Bei der Ratte gibt es Ausnahmen von diesen kanonischen Resteonksrk”
Substitutionen in der A- und F-Tasche an ein bis dreglichen Positionen (143,
147 und 167) auftreten (&VENS et al. 1998), Abb. 1.4.

Abbildung 1.4: Ein Ratte-MHC KI. I-Molell. Die kanonischen Reste der A-
Tasche sind rot markiert, die der F-TaschergrDie kanonischen Aminasifepo-
sitionen, fir die es bei der Ratte Alternativen gibt, sind violett hervorgehoben.
Es sind nur die Dorarien 1 und 2 den-Kette gezeigt.

Ein Grol3teil der Peptidbindungsenergie geht von den kanonischen Resten an
den Enden der Grube aus. Da sie Hauptkettenatome der Peptidtermini kontaktie-
ren, ist dieser Beitrag von der Peptidsequenz uaadiy (Buus 1999).

Weitere Bindungsenergie geht von polymorphen und konservierten Aeuinos”
en der Peptidbindungstaschen des MHC-Maulskius, die dabei Haupt- und Sei-
tenkettenatome des Peptids bindemkén.

Die polymorphen MHC-Aminaatiren, die Kontakte zu Seitenkettenatomen
des Peptids kupfen, liefern zwar nur einen geringen Teil der Bindungsenergie,
dennoch bestimmen sie das Peptidmotiv des MHC-MdekMADDEN 1995):

Sie legen fest, welche pramén Ankeraminaaliren ein Peptid besitzen muf3, um
von einem bestimmten MHC-Molekgebunden werden zwkien. Diese Anke-
raminogiuren liegen meist v.a. an Position 2 und 9 des Peptids und binden entspre-
chend in den Taschen B und F des MHC-Malkk(ReIzIs et al. 1997; HORPE

etal. 1995). So kann also jedes MHC-Allel ein eingeacktés, definiertes Spek-
trum an Peptiden psentieren, ca. 8 % deraglichen Nonamer-Peptide (B'S

1999).

Neben diesen priarén Ankerresten gibt es noch sekareliind des weiteren
fur bestimmte Positionen nicht erlaubte Resten(MEN 1995).

Das Peptid liegt in einer gestreckten Konformation tief in der Grube, wobei es
in der Mitte vom Boden abhebt und in Richtung TCR zeigt, so dal3 diese mittleren
Reste weniger wichtigu’ die MHC-Bindung, dafi umso bedeutendeurfdie
TCR-Erkennung sind. Der Bereich der Peptidbindung und TCR-Kontaktierung
ist der polymorphste des MHC-Molals'(Abb. 1.5).

Der Korezeptor der Kl. I/ TCR-Bindung, CD8, bindet das MHC-MalEk&upt-
sdchlich an den3-Doméine, aber er kontaktiert auch2 und32m (Gao et al.
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1997; KERN et al. 1998), Abb. 1.6.

“ﬁ\u
(\)h

Abbildung 1.5: Ein Ratte KI. I-Molell: die polymorphen Aminaa&iren sind her-
vorgehoben.

Nur dieal- unda2-Doméinen sind gezeigt. @n’sind Reste markiert, die im Vergleich
von dreizehn Ratte Kl. la-Sequenze(¥ et al. 1998) zwei verschiedene Amirasén
aufweisen, blau sind sie bei drei verschiedenen, rot bei vier und hellblaurieidtschie-
den Aminosgiuren.

Abbildung 1.6: Das humane MHC KI. I-MolekHLA-A2 komplexiert mit einem
CD8oa-Homodimer.

Die MHC-a-Kette ist grin dargestelltB,-Mikroglobulin blau und das Peptid rot. Von
dem CD8ea-Homodimer sind nur die immunglobulinartigen Dan€én gezeigt, beide in
violetten Schattierungen (& et al. 1997).

Ein KI. [I-MHC-Molekul ist ein Heterodimer aus den polymorphen MHC-
codiertena- und B-Ketten, die jeweils ca. 30 kDa schwer und nicht kovalent
assoziiert sind (Abb. 1.7).

Die N-terminalen Doraiien beider Ketterg1l undf31, bilden zusammen die
distal gelegene Peptidbindungsdame;, diesmal eipinterchain Dimer”. Die bei-
den folgenden Domrien,a2 und2, bilden den membranproximal gelegenen Teil
des Molekils; sie weisen beide eine immunglobalimiliche Faltung auf. Den C-
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Terminus bildet jeweils eine membrandurchspannende Region, gefolgt von einem
zytoplasmatischen Teil.

Die Bindungsrichtung des Peptids ist — wie in den KIl. I-Malkki — festge-
legt, die Grube ist jedoch offen, so dalR auahdére Peptide (14-20 AS) aufge-
nommen werdendinen (MADDEN 1995).

Auch hier gibt es konservierte MHC-Reste, die Kontakte zur Peptidhauptkette
knuipfen, sie liegen aber nicht — wie in Kl. | — galiit an den Enden der Grube,
sondern verstreuber die gesamte Peptidbindungsregion. Das sind die Reste
Asn62, Asn69 und Arg76 in dex-Kette und His81 und Asn82 in d@-Kette
(MADDEN 1995).

Die das Peptidbindungsmotiv bestimmenden Amanwsi sincuber die ge-
samte Grube verteilt und weniger stark restringierend als in den Kl. I-Mtgek”
so daf3 ein gegebenes KI. lI-Mol@kinehr verschiedene Peptide binden kann als
ein Kl. I-Molekdl.

Das Peptid liegt hier in eineieft handed twist* (einer Linksdrehung) in einer
Polyprolin-1l-Helixkonformation vor (M\DDEN 1995).

Der CD4-Korezeptor bindet mit seinen CDR2- und CDR3-Schleifen an nicht
polymorphen Stellen der- und(-Kette (WU et al. 1997; L et al. 1998).

Abbildung 1.7: Das Maus I-AMHC KI. [I-Molek Ul komplexiert mit einem Pep-
tid (grau), diea-Kette ist dabei blau markiert, dig-Kette gun (SCOTT et al.
1998).

1.2.3 Beladung der MHC-Proteine mit Peptid.

In diesem Abschnitt soll dargelegt werden, wie die Beladung der MHC-Proteine
mit Peptiden afaluft. Das funktioniert bei den Kl. -MHC-Molakén, die Pep-

tide aus zytosolischen Proteinerapentieren, und den KI. lI-Molei#én, die von
aulRen aufgenommenes Antigen darbieten, auf ganz unterschiedliche Art:
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Beladung von MHC KI. I-Molek ulen.

MHC KI. I-Molekule, die von nahezu allend{perzellen exprimiert werden, wer-
den von CD8-T-Zellen erkannt. Die Funktion dieser zytotoxischen T-Zellen ist
es, zwberwachen, ob die untersuchte Zelle virusinfiziert oder von intraae#inl”
Mikroorganismen befallen ist. Daf'mtissen CD8-T-Zellen ins Innere der Zellen
blicken. Das gelingt ihnen mit Hilfe der KI. I-Moleké, die mit Peptiden beladen
sind, deren Proteinvalifer intrazellukien Ursprungs sind:

Zellulare Proteine werden, wenn sie nicht mehr gebraucht werden, ubiquiti-
niert und dadurchui’den Abbau durch das Proteasom gekennzeichnet. Das Pro-
teasom ist ein grof3er Komplex im Zytoplasma, der aus vier Ringen mit jeweils
sieben Untereinheiten besteht und der ubiquitinierte zytoplasmatische Proteine zu
Peptidfragmenten zerschneidet.

Diese Peptide werden durch den TAP-Transporter, der die Membran des Endo-
plasmatischen Retikulums (ER) durchspannt, in das ER hineintransportiert. Der
TAP-Transporter besteht aus zwei Untereinheiten (1 und 2) unorgair”’ABC-
(engl. ATP-binding cassettaf ATP-Bindungskassette) Familie der Transportpro-
teine. Der Peptidtransport batnjt eine ATP-Hydrolyse.

Bei der Ratte gibt es zwei TAP2-Allele, die unterschiedliche Peptidtransport-
Eigenschaften aufweisen: Dem TAPB-Allel-codierten Maiiehlt die Moglich-
keit, Peptide mit positiv geladenem C-Terminus zu transportieren, das TAPA-
Allel-codierte Molekil dagegen weist dieseaRigkeit auf (THORPEet al. 1995;
Powis et al. 1996). Das Maus-TAP entspricht dabei eher dem Ratte-TAPB-
Allel (JoLy et al. 1994). Dieses Rinbmen ist von Bedeutung, da es Ratte-MHC
KI. I-Molekule mit einer sehr sauren F-Tasche gibt, die daher Peptide mit positiv
geladenem C-Terminus betigen, wie z.B. das A oder auch das AMolekiil.

Fur eine Versorgung von MHC-I mit gut bindenden Peptidersseih diese MHC-
Allele also mit dem 2A-Allel des Transporters assoziiert segL{Jet al. 1998).

Beide Ketten der MHC KIl. I-Moleule werden unaldrigig am rauhen ER
synthetisiert und kotranslational hineintransportiert.

Die schwere Kette wird glykosyliert und bindet an eine Reihe von Chape-
ronen: Zumchst wohl an Calnexin, nach Addiing davon bindet siB,m und
Calreticulin. An TAP gebunden liegt das noch leere (ohne Peptid) KI. I-Mmblek”
dann in einem Komplex vor, der neben Calreticulin noch Tapasinaéntkiier
findet die Peptidbeladung statt. Zur Optimierung der Beladung wird der Komplex
maoglicherweise noch etwas im ER mgkgehalten (Ewis und BE.LIOTT 1998).

Schliel3lich gelangt er in den Golgiapparat, wo N-gebundene Kohlenhydrate
modifiziert werden und von dort an die Plasmamembran. Leere Migekohne
Peptid — sind instabil und dissoziieren sehr schneth®X und Rock 1996).
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Beladung von MHC KI. 1I-Molek "ulen.

KI. 1I-Molekule werden nur von speziellen Immunzellen exprimiert, z.B. von B-
Zellen, Dendritischen Zellen (DCs) oder Makrophagen. Diese nehmen Antigen
uber spezifische Rezeptoren (z.B. BCR, FcR, Komplementrezeptor, Mannose-
rezeptor) oder unspezifisch z.B. durch Makropinozytose (DCs) von auf3en auf.
KI. 1I-Molekule werden von CD4-T-Zellen erkannt.

Wie bei MHC-I werden auch die einzelnen Ketten der Kl. 1I-Malékam
ER synthetisiert, assoziieren dann aber sofort mit li (der invarianten Kette) zu
Nonameren aus jeweils dret, [3- und li-Ketten. Die Peptidbindungsregion der
MHC-Proteine wird dabei von der CLIP-D@né der li-Kette verdeckt, so daf}
keine ER-Peptide (die ja aus dem Zytosol stammen) bindemdsi. Nach der
Passage des Golgiapparats — dort findet die terminale Glykosylierung statt — ge-
langen diese Nonamerkomplexker das Trans-Golginetzwerk schlief3lich zu en-
dozytotischen Vesikeln, den MIICs @BzE 1998).

Dorthin gelangen letztlich auch die von aul3en aufgenommenen Proteine: Zu-
erst in die filhen Endosomen, die sicibér spite Endosomen schlief3lich zu Ly-
sosomen entwickeln. Diese sind sehr sauer und weisen eine hohe proteolytische
Aktivitat auf. Unter anderem durch die Cathepsine D, L und S findet der Abbau
der internalisierten Proteine statt. Genauso wird dort auch li degradiert, nur das
CLIP-Peptid bleibt solange gebunden, bis es schlieRlich — HLASEXskalysiert
— durch ein gut bindendes Peptid ausgetauscht wird, das aus den von aul3en auf-
genommenen Proteinen stammt. Anschlie3emthkei die KI. [I-Molekile an die
Zelloberfliche gebracht werden @hTs 1997; GHAPMAN 1998).

In Makrophagen und DCs zumindest hat das extrazglhlfgenommene An-
tigen auch Zugang zu KI. I-Molekén. Das t@ihrt dazu, da? DCs auch dann
CD8-T-Zellen aktivieren &finen, wenn sie gar nicht selbst befallen sind. In dem
,Cross-priming* genannten Vorgang nehmen die DQamimier toter Zellen auf
und pésentieren deren Proteinfragmente auf Kl. I-Molek” (SSHUMACHER
1999; HEATH und CARBONE 1999; LANE und BROCKER 1999).

1.3 TCR

1.3.1 Gensegmentanordung und Rekombination.

Wie schon im ersten Kapitel eefnt, werden die Geneif'die TCR-Ketten erst
bei der somatischen Rekombinationhvénd der TC-Reifung im Thymus zusam-
mengesetzt. Die codierende Regiar tie variable Doraine der TCR-Kette
wird dabei aus einem V- und einem J-Segment zusammengebautyr diee 3

SHLA-DM ist der Peptideditor; bei der Maus wird er H-2M und bei der Ratte RT1.M genannt.
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Kette aus V, D und J. Im Genom gibt es vor der somatischen Rekombination
jeweils einen ganzen Block solcher Segmente, aus deneatigygiveils ein Seg-
ment ausgewatilt wird.

Die Vielfalt der V-Segmente istim TCR-Locus viel geringer als im Immunglo-
bulinlocus: im ersten gibt es 1000¥ und 30 \3-Segmente gegeibér jeweils
250 Vu- und V_ -Segmenten im letzterén J-Segmente aber gibt es im TCR-
Locus mehr: 50d- und 12 B-Segmente statt der jeweils vier J-Segmente im
BCR-Locus.

Beim TCR werden N- und P-Nukleotide nicht nur zwischen V und D und
zwischen D und J deB-Kette eingelagert, sondern auch zwischen V und J der
o-Kette. Beim BCR im Vergleich werden in der leichten Kette, deren variabler
Bereich sich auch nur aus V- und J-Segmenten zusammensetzt, keine N- oder P-
Nukleotide eingebaut. Die variable Damé der schweren Kette eines Immunglo-
bulins setzt sich wieder aus V-, D- und J-Segmenten zusammen und zwischen
diesen gibt es auch N- und P-Nukleotide.

Die Komplementardat-bestimmenden Regionen (CDR, engl. complementari-
ty determining regions), die dieokbhste Variabiliéit aufweisen und das Antigen
kontaktieren, sind im Fall von CDR1 und CDR2 V-Segment codiert, wohinge-
gen CDR3 erst aus der Verlgpfung von V und J{-, leichte Kette), bzw. V, D
und J (-, schwere Kette) entsteht. Damit sind die CDR1- und CDR2-Schleifen
des TCR weniger variabel als die des BCR, da sie weniger V-Segmente enthalten
(ARDEN 1998), aber die CDR3-Schleifen sind variabler als die des BCR, da sie
mehr D- und J-Segmente enthalten und N- und P-Nukleotide auch on-Kette
aufweisen (RcK et al. 1994).

Dieser Unterschied in der Variabdit hat sein Pendant in den verschiedenen
Aufgaben, die mit diesen Rezeptoren aushefwerden: Der BCR erkennt an-
tigene Determinanten aubslichen Molekilen, alle sechs CD-Regionen tragen
zur Erkennung bei, die in der Mitte befindlichen CDR3-Schleifen aber ark-st”
sten und deshalb weisen sie auch dietiste Variabliliit auf. Der TCR dage-
gen erkennt Antigen nicht alleine, sondern an MHC-Malekgebunden. Ein
Groliteil der Erkennung konzentriert sich dabei auf konservierte Araurepo-
sitionen des MHC-Molell5 und den Hauptanteil an der MHC-Erkennung tragen
die CDR1- und CDR2-Schleifen, so daf3 dort eine verminderte Diegrsit li-
mitierter Auswahl an wenigen kanonischen Strukturen ausreicRbEA 1998).

Die CDR3-Schleifen hingegen erkennnen vor allem dashkt variable antigene
Peptid, so daf} die TCR-CDR3-Vielfalt die der Immunglobutibertrifft, obwohl
die CDR3-langen der TCRs homogener sind als die der ImmunglobulioekR

'Diese Angaben gelteruf die Maus. In den verschiedenen Spezies unterscheiden sich die
absoluten Zahlen.
Vy ist das V-Segment der schweren Ig-Kette,détort zur leichten Kette des BCR.
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et al. 1994).

1.3.2 TCR-Struktur

Der TCR ist ein Heterodimer aus den disulfidvargfténa- und3-Ketten. Beide
Ketten bestehen aus jeweils einer konstanten (C) und einer variablen (V) immun-
globulindhnlichen Doraihe, wobei letztere die pMHC-Erkennung vermittelt. Die
Doménenstruktur und die Sequenz des Ta&#éln dem Fab-Fragment eines Im-
munglobulins, wobei es allerdings Abweichungen in der Gnd Va-Doménen

gibt (BJORKMAN 1997).

Eine immunglobulinartige Doarie besteht aus neun antiparallgdeBtrangen,
die zu zwei sandwichartigbereinanderliegendghFaltblattern geformt sind. In
der V-artigen Immunglobulindoarie bestehen die — pMHC kontaktierenden —
CDRs aus den Schleifen, die dgeStrange der Faltlaliter an einem Ende der
Doméne miteinander verbinden (Abb. 1.8).

Die Abweichung der TCR-G@-Doméne von der G-Doméne eines Immunglo-
bulins besteht darin, dal3 eines der Faittgli eine ungewahinliche Struktur auf-
weist und die Disulfidbindung — statt zwischen déyefeinanderliegenden Falt-
blattern — zwischen einelfd-Strang aus dem normalen Faltblatt und einem he-
likalen Bereich des ungesnlichen Faltblatts gekipft ist (BJIORKMAN 1997,
GARBOCZI und BIDDISON 1999). Dadurch wird diese Damé flexibler.

Die TCR-Va-Doméne unterscheidet sich von der kanonischen Immunglobulin-
V-Faltung, da der c"“-Strang seine Topologie argdlért hat und von c¢'- zum d-
Strang auf dem anderghFaltblatt gewechselt ist (ELDS et al. 1995).

Die Paarung der V-Doarien und damit die Anordnung der Antigenbindungs-
stelle entspricht wieder der Anordnung in Argipérn: Die CDR3-Schleifen der
beiden Ketten treffen sich in der Mitte und werden von den CDR1- und CDR2-
Schleifen flankiert (BORKMAN 1997), Abb. 1.8.

Beide TCR-Ketten besitzen desweiteren eine hydrophobe membrandurchspan-
nende Region, die einige positiv geladene Amawsh (zur Assoziation mit der
Signalibertragungseinheit CD3gt und sie besitzen eine zytoplasmatische Do-
mane. Letztere ist kurz und geladen und nimmt an der TCR-Signaltransduktion
nicht teil.

1.4 TCR/pMHC-Interaktion

1.4.1 TCR/pMHC-Bindung

In den letzten Jahren konnte die Bindung des T-Zell-Rezeptors an pMHC aufge-
klart werden. Einerseits durch funktionelle Dateru@NER et al. 1997; MAN-
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Abbildung 1.8: Der 2C-TCR, die-Kette in braun, di3-Kette in hellblau. Die
CDR1-Schleifen sind gmi markiert, die CDR2s blau und die CDR3s ronf1A
et al. 1996).

NING et al. 1998; KUl et al. 1998; VNG et al. 1998), andererseits aber vor al-
lem durch Rntgenstrukturanalyse an Kristallen des Dreikomponentenkomplexes
»TCR, Peptid und MHC" (@RCIA et al. 1996; GQRBOCZI et al. 1996; QRCIA
etal. 1998; DNG et al. 1998; RINHERZ et al. 1999). Hier soll haupashlich auf
TCR/pMHC-I-Strukturen eingegangen werden, da siediése Arbeit wichtiger
und besser bekannt sind.

Die Bindung des TCR an pMHC-I erfolgt diagonal. Die Winkel zwischen der
Achse der TCR-CDRs zur Geraden, die die MHC-Helices dardhlschwanken
von 45° (2C-TCR) bis zu 70 (B7-TCR) (REINHERZ et al. 1999).

Der TCR paldt sich zwischen den zweidnsten Punkten der MHG-Helices
(deren N-Termini) ein, so daf3 er dem Peptidgichst nahe kommt (Abb. 1.9).

CDR1o kommt dabeuber dem Peptid-N-Terminus zu liegen und damit auch
Uber dem N-Terminus der MH@4-Helix und dem C-Terminus der2-Helix,
CDR1j entsprechendber dem Peptid-C-Terminus und dem entgegengesetzten
MHC-Bereich. CDR# liegt tiber der MHCea2-Helix und CDRZB entsprechend
uber der MHCea1-Helix. Die hochvariablen CDR3s liegerbér den zentralen
Bereichen der MHGx-Helices und v.auber der Mitte des Peptids. Dort bilden
sie eine Tasche, die eine hervorstehende Anaingsdes Peptids aufnehmen kann
(GARCIA et al. 1996; @RBOCzI et al. 1996), Abb. 1.10.
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Abbildung 1.9: Diese Abbildung zeigt, wie der TCR zwischen dechsten
Punkten des MHC-Molaks bindet. Die MHCe-Helix ist griin markiert,3om
blau, das Peptid rot, die T@RKette braun und die TC[RKette hellblau. Gezeigt

ist hier der B7-TCR, der HLA-A2 komplexiert mit dem Tax-Peptid von HTLV-1
bindet (DNG et al. 1998).
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a 1-Helix (N) o 1-Helix (C)

a 2-Helix (C) a 2-Helix (N)

Abbildung 1.10: Diese Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der
TCR/pMHC-Kontaktfdche.Die MHC-a-Helices sind gui dargestellt, das Peptid als
roter Strich und die CDRs der T@RKette als orange und die der T@HKette als blaue
Ellipsen. Das schwarze Rechteck verdeutlicht die diagonale Positionierung desbe€CR ~
pMHC.

Die Bindung des D10-TCR an MHC-II erfolgt — im Gegensatz zur eher dia-
gonalen KI. I-Bindung — orthogonal (RNHERZ et al. 1999). Die Bindung des
TCR an K. lI-Molektile ist vermutlich uniformer als die an MHC-I-Proteine: Die
Bindungsrichtung ist stker eingesclarikt, da die N-terminalen Aminasien des
Peptids zusammen mit der MHC-di1-Helix eine Erhebung bilden, die den TCR
an einer diagonalen Bindung hindert. Durch die orthogonale Bindung kommt
TCRVa Uber der MHCB1-Helix zu liegen und TCRR Giber der MHCea 1-Helix
(REINHERZ et al. 1999).

Charakteristischui alle beschriebenen TCR/pMHC-KTristalle ist, dal3 die mei-
sten Kontakte des TCR zum MHC-Molelkiind nicht zum Peptid gekipft sind.
Dabei werden haupshlich konservierte und nicht polymorphe MHC-Amiaas™
ren kontaktierf. Besonders involviert sind dabei die keimbahncodierten CDR1-
und CDR2-Schleifen, vor allem der-Kette (GARBOCZI et al. 1996; GRCIA
etal. 1998; DNG et al. 1998).

CDR1 und CDR2 scheinen also durch die Evolution auf die Erkennung kon-
servierter MHC-Reste selektiert worden zu sein uodi€n damit eine Art irdren-
ter Paaffinitt flir MHC-Molektile vorgeben, unalaimgig von deren allelen Po-

82C-TCR kontaktiert z.B. zwei polymorphe Amirasien des MHC-Molekis und dreizehn
konservierte.
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lymorphismen (BrBocCzI et al. 1996; QRCIA et al. 1998; GRrRBOCzI und
BIDDISON 1999).

Dabei konnte durch Mutation von TCRVYSequenzen und Generierung trans-
gener Miuse gezeigt werden, dal} die MHC-Klassen-spezifische Erkennung des
TCR in CDR1/2x liegt (S et al. 1996; 8v et al. 1997; 8v et al. 1998b;

SiM et al. 1998a): Durch jede der Mutationen Ser27Phe (CDR1) und Ser51Pro
(CDR2) dera-Kette konnte ein vormalsatker im CD4-Kompartiment reifer T-
Zellen (KI. Il) verwendetes W-Segment in das CD8-Kompartiment gezogen wer-
den. Diese Daten belegen also weiterhin die durch CDR1 und CDR2 vorgegebene
»allgemeine Erkennungsmglichkeit* fuir MHC, hier in der Unterscheidung der
beiden Klassen.

Diese Paaffinitit liefert auch eine Erkkung fir die hohe Alloreaktivet der
T-Zellen — 1-10 % von ihnen reagieren mit allogenen MHC-Malek; also sol-
chen eines anderen Haplotyps — und egiicht das Verstindnis der Kreuzreakti-
vitat: ein TCR kann produktiv mit foméglichen Peptiden auf einem MHC-Allel
interagieren (MSON 1998; Z=RRAHN et al. 1997; BORKMAN 1997).

Somit wird verséihdlich, warum die CDR1- und CDR2-Schleifen des TCR
viel weniger variabel sind als die des BCR.

Im Gegensatz zu diesen beiden CDRs machen die CDR3-Schleifen der TCR-
o- und {3-Kette, neben vielen MHC-Interaktionen, besonders viele Kontakte zum
Peptid. CDR& und 3 kniipfen dabei — je nach Mod&K- &hnlich viele Kontakte
zum Peptid. Bi die CDR3-Schleifen ist damit als@tfiste Variabiliéit gefordert,
auch im Vergleich mit den CDR3-Schleifen der ImmunglobulineRGIA et al.

1996; ARBOCZI et al. 1996; VNG et al. 1998; DNG et al. 1998; RINHERZ
etal. 1999).

Insgesamt kapft der TCR weniger Kontakte zum Peptid als zum MHC. Das
liegt daran, daf} das Peptid tief in der MHC-Grube gebunden und somit nur be-
schinkt zuginglich ist. AuRerdem weisen nur wenige Amiaogen in Richtung
des TCR. Das sinduf MHC-I hauptsichlich die mittleren Aminaaliren des Pep-
tids, die in der CDR3-Tasche aufgenommen werden wndi¢p‘auch noch ein
bis zwei eher aul3en gelegene Amiaosen des Peptids @RBoOcCzI et al. 1996;
DING et al. 1998; @QRBOCzI und BIDDISON 1999). In dem einen bekannten
TCR/pMHC-II-Kristall werden v.a. die Peptidamiraag’en P5 und P2 kontaktiert
(REINHERZ et al. 1999).

9Der 2C-TCR macht mit CDRBinsgesamt nur zwei Kontakte. Das scheint allerdings eher
eine Ausnahme zu sein.




1.4 TCRPMHC-INTERAKTION 27

1.4.2 Anderung der Strukturen von Peptid/MHC und TCR bei
Bindung.

Bei der Bindung des TCR an pMHC finden an den Peptid-kontaktierenden CDRs
weitraumige strukturelle Anpassungen statt, wohingegen sich die allgemeine Struk-
tur des TCR nahezu nicandert (ARCIA et al. 1998; DNG et al. 1999). Diese
Flexibilitat der CDRs ist ein weiterer Punkt, der die starke Kreuzreaktidiet
T-Zellen erkért (GARBOCZI und BIDDISON 1999).

Peptid und MHC machen bei der Bindung des TCR vergleichsweise viel ge-
ringereAnderungen durch: die3-Doméne der schweren Kette ufidm drehen
sich — im 2C TCR/H-2R-Modell — relativ zu dero1- unda2-Doménen um die
Aminosiure Leul78 (@GRCIA et al. 1998).

Schon diese Resultate sprechen niaht dine Konformatiorariderung des
TCR nach pMHC-Bindung, die eine — durch die TCR-Bindung awsjel= Si-
gnaltransduktion veranlassearkite. Ein Beweis aber war die Kristallisation von
insgesamt vier A6-TCR/pMHC-Komplexen mit unterschiedlichen Peptiden. So
ladt sich die TCR-Struktur bei Agonist-Bindung vergleichen mit der bei der Bin-
dung eines von zwei schwachen Antagonisten oder eines schwachen Agonisten
(DING et al. 1999).

Ein Agonist ist ein Peptid, das einen gegebenen TC-Klon voll aktivieren kann.
Ein schwacher Agonist kann nur einen Teil der TC-Antworten stimulieren. Ein
Antagonist kann, bei gleichzeitiger Gabe mit dem Agonisten, wobei der Antago-
nist im UberschuR vorliegt, die Agonist-Wirkungen blockieren. Diese verschie-
denen Peptide unterscheiden sich nicht nur in der Wirkung auf den TC-Klon, son-
dern auch in der Halbwertszeit der TCR/pMHC-Interaktion und im Muster der
TCRC(-Kettenphosphorylierung, die durch die Erkennung awsgeiNurde und
die den ersten Schritt der TC-Signaltransduktion darstelfR&H et al. 1998).
Gewohnlich werden schwache Agonisten/Antagonisten generiert, indem einzelne
Aminosauren des Agonist-Peptids eadert werden (in diesem Fall AS 6, 7 und
8 des Tax-Peptids) und die Wirkung auf den TC-Klon untersucht wird. Voraus-
setzung dabei ist natfich, dald die Bindung an den MHC erhalten bleibt (vgl.
Abschn. 1.2.2).

In der ervahnten Veoffentlichung (DNG et al. 1999) konnte gezeigt wer-
den, daf3 sich die TCR-Struktur bei Erkennung dieser Liganden — abgesehen von
kleinen strukturellen Anpassungen — kaamdért, obwohl der TC-Klon durch
Bindung dieser variderten pMHC-Komplexe unterschiedlich stark aktiviert wer-
den kann (IFNy-Produktion, Zytotoxizit) und diese variderten Liganden in
dem Klon eine unterschiedlicl{eKetten-Phosphorylierung aesién. Damit wird
also eine Signalweiterleitung, ausgsti durch eine — mittels Ligand-Bindung in-
duzierte — Konformatioresiderung des TCR, sehr unwahrscheinlich. Zur Zeit
ist eher die Bildung einefimmunologischen Synapse® in der Diskussion: durch
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TCR/pMHC-Interaktion werden die auf bestimmten Lipidmembrankomponenten
lokalisierten Signaltransduktionsmold& in rAiumliche Nachbarschaft gebracht,
wohingegen andere Zellobex@iienmolelle ausgeschlossen werdendNKs et al.
1998; XaviER und SEED 1999; (RAKOUI et al. 1999).

1.4.3 Besonderheit der TCR/pMHC-Interaktion.

Ein wichtiger Punkt zum Veratidnis der TCR/pMHC-I-Erkennung ist, — trotz der
strukturellenAhnlichkeit des TCR mit dem Fab-Fragment — die sehr unterschied-
liche Bindung:

Das kontaktierte Gebiet istgRer, 1.00082 beim TCR im Vergleich zu 600-
900A2 beim BCR, die Komplementaatder TCR/pMHC-Kontaktfiche ist aber
relativ gering, so daf3 die Affirat’des TCR dennoch niedriger ist: eine Dissozia-
tionskonstante i, von 1078 bis 107 beim TCR im Vergleich zu 10° beim BCR
(CoLLINS und FREILINGER 1998).

Eine Ausnahme stellt dabei der neue TCR/pMHC-II-Komplex dar: Obwohl
die Ausdehnung des kontaktierten Gebiets derjenigen der Kl. I-Komplexe ent-
spricht, ist die Affinigit hier dennoch sehr hoch aufgrund einer vidiéren Kom-
plementariat und einer doppelt so hohen Anzahl an Kontakten zwischen TCR und
PMHC (REINHERZ et al. 1999).

Die Bindung des TCR an pMHC zeichnet sich des weiteren durch eine sehr
langsame Kinetik aus: Verglichen mit Zell-Zell-Interaktionsmalleki'ahnlich
geringer Affiniét weist er nicht nur eine schnelle Dissoziation, sondern vor allem
eine langsame Assoziation auf (M/cox et al. 1999). AulRerdem auaifig im
Vergleich zu den hochspezifischen Amikérn ist die sehr hohe Kreuzreaktatit”
ein TCR kann produktiv mit ca. POserschiedenen MHC-assoziierten Nonamer-
peptiden interagieren (MsON 1998).

Charakteristischui'eine TCR/pMHC-I-Bindung ist also die weatninige Aus-
dehnung der kontaktiertenddhen, deren geringe Komplementariind die lang-
same Kinetik der Interaktion.

1.4.4 Folgen der TCR/pMHC-Interaktion.

Diese eine Interaktion zwischen Rezeptor und spezifischem Liganden kann — je
nach innerer unaduf3erer TC-Umgebung — ganz unterschiedliche Auswirkungen
haben. Hier soll nur kurz auf die wichtigsten Stadien dieser Interkaktasmaevid

der TC-Reifung und in der reifen T-Zelle eingegangen werden.
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1.4.4.1 TCR/pMHC-Interaktion wahrend der TC-Entwicklung.

Schon vahrend der thymischen Reifung kommt es zur Interaktion mit MHC-
Molekdlen:

Vorlauferzellen, die aus dem Knochenmark acimst in den subkapsukn
Cortexbereich des Thymus einwanderahleh zuachst zu den DN (doppelt ne-
gativ)!%-Thymozyten. Sie lassen sich anhand der CD44- und CD25-Expression in
vier Stadien unterteilen; im Stadium 11l beginnt das T-Rettenrearrangement.

Fur die a-Kette wird zurdchst ein Ersatz eingesetzt, die pmeRette. Kann die
[-Kette mit dieser Ersatzkette paaren, wird ein funktionellerAtiei-TCR (pre-
TCR) an der Zelloberdiche exprimiert, der auch schon zur Signaltransduktion
fahig ist. Die Notwendigkeit eines Liganden-Kontakts (MHC) in diesem Stadi-
um ist noch unklar. Das pre-TCR-Signal leitet eine starke Proliferation und die
allelische Exklusion deB-Kettenlocus einf(ON BOEHMER et al. 1999).

Zum Ende des nachfolgenden DN-IV-Stadiums hin beginntod&®ttenre-
arrangement. Uber ein kurzes ISP-Stadium (engl. immature single positive:
noch unreifer einzelpositiver Thymozyt), in dem aghst der CD8-Korezeptor
exprimiert wird, wird durch die nachfolgende CD4-Expression das DP-Stadium
(doppeltpositiv) eingeleitet. Die DP-Thymozyten sind klein und tragen auf ih-
rer Oberféiche nur wenige TC-Rezeptoren, deren Expression nach dem ersten
Kettenrearrangement im DP-Stadium beginnen konnte.

Im DP-Stadium finden die positive und die negative Selektion statt: Die posi-
tive Selektion verlangt, dal® der Thymozyt funktionell ist und Selbst-MHer-
haupt erkennt — eine notwendige VoraussetzuwngsEine spteren Aufgaben.
Dafur fuhrt er fortwahrenda-Kettenrearrangements durch. Durch Entstehung ei-
nes,funktionellen” — Selbst-pMHC erkennenden — Rezeptors, kommtes zu einem
TCR-Signal. Dieses Signal bewirkt durch Induktion Vdberlebensfaktoren die
Umgehung der sonst nach drei bis vier Tagen unausweichlichen Apoptose. Eine
positive Selektion findet vor allem bei Bindung an corticale Epithelzellen statt.

Aber nicht nur die Erkennung von Selbst-MHC ist eine Voraussetzundgs
Uberleben des Thymozyten, sondern die Interaktion mit Selbst-pMHC darf auch
nicht zu stark sein: Durch die negative Selektion, die besonders durch Interakti-
on mit Makrophagen und Dendritischen Zellen an der corticomacarilSchran-
ke und mit Epithelzellen der Medulla vermittelt wird, sterben Thymozyten, die
Selbst-pMHC zu stark binden. Dashit zur Eliminierung autoreaktiver Zellen
(AMSEN und KRUISBEEK 1998; AMESON und BEVAN 1998).

Die Art der MHC-Interaktion — beeinfluf3t durch die Konzentration und die Art
der spezifischen Peptide und die Kinetik der Interaktion — ist ausschlaggelrend f*
dasUberleben von Thymozyten (ASEN und KRUISBEEK 1998).

1ONegativ bzw. positiv wird hier immer beglich der Zelloberichenmarker CD4 und CD8
verwendet.
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Im Laufe der Selektionsprozesse reguliert der Thymozyt die Expression seines
TCR hoch und verliert die Expression eines seiner Korezeptoren CD4 oder CD8.
Die MHC-Klassen-Spezifif'des TCR mul3 dabei zu dem noch vorhandenden Ko-
rezeptor passen, sonst kommt es wiederum zum Zelltod. Ein Thymozyt, der allen
diesen Anforderungen gegt, befindet sich dann als SP (einzelpositiver Thymo-
zyt) in der Medulla und kann als reife, aber noch naive T-Zelle in die Peripherie
entlassen werden E8zDA et al. 1999).

Eine TCR/pMHC-Interaktion mittlerer Affingt’ist also eine notwendige Vor-
aussetzungur'die Entstehung reifer T-Zellen; sie formt das TC-Repertoire durch
Ausmerzung von sinnlosen und autoreaktiven T-Zellen.

1.4.4.2 TCR/pMHC-Interaktionen der reifen T-Zelle.

Fir dasUberleben einer naiven T-Zelle in der Peripherie ist danditje Kontakt
mit Selbst-pMHC w©tig. Bei adoptivem Transfer von CD8-T-Zellen aus TCR-
transgenen Muisen in bestrahlte Enmgoigertiere (die dadurch frei von Lymphozy-
ten sind) ist die Expression des cognaten MHC im EanggErtier eine Vorausset-
zung Ur das Weiterleben der transferierten ZelleaTHOT et al. 1997; BNST

et al. 1999; VRET et al. 1999). Eine schwache kontinuierliche TCR/pMHC-
Interaktion in der Peripherie ist also notwendig, damit die T-Zellen aloerdau-
ern kbnnen.

Aktivierung einer naiven T-Zelle findet statt, wenn sie — z.B. bei einer Infekti-
on — auf ihr cognates Antigen trifft. Hier kann es zu einer hochaviden Interaktion
zwischen TCR und pMHC kommen, da der Selbst-MHC fremde, also im Thymus
nicht vorhandene, Peptidegséntiert. Eine T-Zelle, die daraufhin — durch Inter-
aktion mit dem cognaten Liganden, dem Agonisten,— eine hochaffine Interaktion
registriert, wird aktiviert. Dabei konnte gezeigt werden, dafd Agonisten sich von
partiellen Agonisten oder Antagonisten vor allem in der Halbwertszeit der Inter-
aktion zwischen TCR und pMHC unterscheideofb et al. 1999; KERSHet al.
1998).

Die Ligation des TCR mit einer bestimmten Halbwertszeit der pMHC/Inter-
aktion alleine reicht zur Aktivierung einer naiven T-Zelle nicht aus. Siertf”
sogar zur Anergie (Inaktivierung der Zelle). Nur die Kombination der starken
TCR-Ligation mit einem zuszlichen kostimulatorischen Signal, meidtei die
Interaktion von CD28 auf der T-Zelle und CD80/CD86 auf der Antigaspnitie-
renden Zelle (APC) bewirkt, dal? die T-Zelle aktiviert wird, proliferiert und ihre
Effektorfunktionen ausben kann.

Das kostimulatorische Signal kann als eine Art Gefahrensignal angesehen
werden: Dendritische Zellen (DCs), die potentesten APCxhenh’ihre kosti-
mulatorische Aktiviéit, wenn sie durch einen ihrer Rezeptoren, die bakterielle
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oder virale Substanzen erkennen, eine Infektion registrieren. Daraufhin begin-
nen sie mit der Hochregulierung der Expression von CD80/CD86 und MHC KI.
I/l und werden sodhig, antigenspezifische CD4-T-Zellen zu aktivieremAfH
und CARBONE 1999). Rickwirkend lonnen die T-Helferzellen danubér die
CD40L/CD40-Interaktion die DCs kompetent machen, auch zytotoxische T-Zellen
in den Effektorstatus zubertihren, die eing CD4-TC-Hilfe" meist zur Aktivie-
rung bemtigen (S HOENBERGERet al. 1998). So mul} die Interaktion der APCs
mit CD4- und CD8-T-Zellen nicht gleichzeitig stattfinden.

In der Peripherie ist also ein kontinuierliches schwaches TCR-vermitteltes Si-
gnal fiir dasUberleben der naiven T-Zellen wichtig, wohingegen ein starkes Signal
zusammen mit Kostimulation zur Aktivierungtiit.

1.4.4.3 Alloreaktion

Ein Spezialfall der Aktivierung einer naiven T-Zelle in der Peripherie ist die Al-
loerkennung: die Erkennung nicht eines fremden Peptidantigens, sondern eines
fremden MHC-Molekils!t,

Dieser Spezialfall kommt unter natichen Umsanden nicht vor, ist aber ein
grol3es Hindernis bei Organtransplantationen, da hier nicht —wie in einer Reaktion
auf ein fremdes Antigen — eine von 10-Zellen reagiert, sondern 1-10 % der T-
Zellen (DANIEL etal. 1998; MASON 1998; Z=RRAHN et al. 1997).

Es gibt mehrere Gride tir das Ansprechen von ca. 1.000-mal mehr TC-
Klonen in der Alloreaktion: Wie in Abschnitt 1.4.1 egkt'wurde, macht der TCR
mehr Kontakte zum MHC als zum Peptid, hawgaisiich uber die keimbahnco-
dierten CDR1- und CDR2-Schleifen, die ein@&ffinitit zum MHC besitzen. Ein
fremder MHC kann sich nunin vielen vom TCR erkannten Amawsih von dem
eigenen unterscheiden — vgl. auch Abbildung 1.5 —, und dadurch werden sehr vie-
le TCR-Interaktionsstellen vandert, wohingegen bei Verwendung eines anderen
Peptids weniger TCR-Interaktionsstellen betroffearevi (GARBOCZI und BID-

DISON 1999).

Des weiteren @Sentiert ein anderes MHC-Molekdie gleichen Peptide in
einer anderen Konformation (indem eine Tasche z.B. tiefer ist und damit eine
Aminosiure weiter in der Grube verborgen ist) und bindet ein anderes Peptid-
spektrum mit vielen neuen Peptiden. Leichte Verschiebungen derdviHigices
bei Bindung anderer Peptide wurden auch beschriebesp@dN 1995).

So ist es also veratidlich, dal3 bei Wahrnehmung eines fremden MHC in der
Alloreaktion viel mehr TC-Klone aktiviert werden als bei Wahrnehmung fremder
Peptide in einer Infektion.

Allerdings gibt es noch keinen Kristall mit TCR und Allo-MHC; die Relevanz

HAllo- bedeutet aus einem genetisch anderen Individuum der gleichen Art.
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des Beitrags von Peptid- bzw. MHC-Kontakteur flie Alloerkennung ist damit
noch in der Diskussion (ENIEL etal. 1998; 8EIrRet al. 1998; REILINGER und
MCMILLAN 1996).

1.5 Vorarbeiten und Zielsetzung dieser Arbeit.

Ein essentielles Problem der Immunologie ist das @adhtis der T-Zell-Aktivie-
rung. Sie zu begreifen, eoglicht es, Infektionen besser zu verstehen und Immu-
nisierungsstrategien zu entwickeln, dahig sind, auch ein TC-Gadhtnis auf-
zubauen. Es hilft, Autoimmunkrankheiten (Kreuzreakat)itiesser zu charakte-
risieren und dadurch wooglich ihre scladlichen Auswirkungen abzuschahien,
genau wie die Abstol3ungsreaktion gegen Organtransplantate (Alloreaktion).

Wie dargelegt, ist die TCR/pMHC-Interaktion das wichtigste Moment der TC-
Aktivierung.

Daher war es naheliegend, eine spezielle Variante der TCR/pMHC-Interaktion,
die in unserem Labor gefunden wurdeher zu charakterisieren: Es wurde eine
praferentielle Interaktion eines TCRWSegments mit dem MHC der Lewis.1F-
Ratte (RTf) gefunden, und zwar sowohl in der positiven thymischen Selektion
als auch in der Alloreaktion:

In der Lewis.1F-Ratte (LEW.1F) verwenden 12-14 % der CD8-T-Zellen das
Va8.2-Segment (AV8S2). Das ist eine ungef achtfacheUberselektion ge-
geniber dem unbeeinfluRten Erwartungswert, der auch in anderen MHC-cortdenen
Rattenstmmen beobachtet werden kanro@RESNAGEL et al. 1994%3. Ein
derartiges Ausmaf adberselektion konnte sonst bis jetzt nirgends beschrieben
werden.

Wie durch Rickkreuzung der LEW.1F-Ratte mit der LEW-Ratte und Analyse
des Prozentsatzes dea®8.2 exprimierenden CD8-Zellen gezeigt werden konnte,
ist die Ursache daf eine Uberselektion in der positiven thymischen Selektion
(TORRESNAGEL etal. 1994).

Interessanterweise kann man einafpréntielle Expansion vona8.2-T-Zel-
len auch in der Alloerkennung des LEW.1F-MHC beobachten. Das erstaunt be-
sonders, da die TCR/pMHC-Interaktion in der thymischen Selektion eine nied-
rigere Affinitat verlangt als die Aktivierung einer naiven T-Zelle, wie es in der
Alloreaktion geschieht. Nach RT4Allostimulierung exprimieren ca. 6 % der
CD8-Blasten \6i8.2, davor hingegen nur 2 9.

2Congene Stinme unterscheiden sich ausschlieRlich im MHC voneinander.

13Da es bei der Ratte ca. 63¢RRESNAGEL et al. 1998) TCRW-Segmente gibt, wide bei
einer nicht beeinflul3ten, zaifigen und gleichraRigen Expression allera/Segmente jedes in
1,6 % aller T-Zellen exprimiert werden.

14BJasten sind Zellen, die - im Fall der Alloreaktion durch Allo-MHC-Erkennung — aktiviert
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Wie durch sptere Untersuchungen gezeigt werden konnte, gibt es keinen Ein-
fluR beteiligter \B-Segmente (zuaiflige Verteilung) bei detUberselektion in der
positiven Selektion oder Alloreaktion. Bei den RT1-Alloreaktiven AV8S2-
benutzenden CD8-T-Zellen jedoch konnte eine eingesitte” Benutzung von
CDR3/Ii-Segmenten im Vergleich zu den durch thymische Selektion erzeugten
gezeigt werden (PRRESNAGEL et al. 1997).

DieseUberselektion wird unter den acht getesteten MHC-congenen Ratten-
stimmen nur in der LEW.1F-Ratte beobachtet, die den f-Haploags.tr”

Der f-MHC (RT1") scheint ausschlaggebend zu sein und, d&/tierselektion
nur im CD8-Kompartiment stattfindet, vermutlich ein polymorphes MHC KI. I-
Molekiil (RT1.Af).

Zielsetzung dieser Doktorarbeit war es daher, dad/lekiil zu klonieren, es
zu charakterisieren und zu zeigen, dalRueslié paferentielle Expansion AV8S2-
positiver CD8-T-Zellen verantwortlich ist. Des weiteren schien eine Kartierung
der verantwortlichen Amin@siren erstrebenswert. Damit sollten Kontaktpunkte
zwischen TCR und MHC (i die Alloreaktion) definiert werden und damit ein
Beitrag zum Versthdnis der Allo-MHC-Erkennung geleistet werden.

wurden und daraufhin Proliferation und Differenzierung initiierten aftypisch sind sie auf-
grund ihrer GoRenzunahme identifizierbar.




Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenten
2.1.1.1 Chemikalien

Azid Merck
CaCb Roth
Chloroquin Sigma
ConA (Cocavalin A) Roth
DEAE-Dextran Pharmacia
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Roth
DMSO Sigma
Eg+ Invitrogen
Ethanol Applichem
Ethidiumbromid Roth
HEPES Roth
Isoamylalkohol Ferak

LB Gibco
Methyla-mannopyranosid Sigma
Mitomycin C Sigma
Penizillin/Streptomyzin Gibco
Phenol; TE-gesttigt (py 7,5-8) Roth
Phenol; HO-gesittigt (p4 4,5-5) Roth
Polybren (Hexadimithrinbromid) Sigma
RNAsiIn Gibco
Zeozin Invitrogen

34
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2.1.1.2 Puffer und Losungen

Alsevers: 4,2 g NaCl
8,0 g NaZitrat
20,5 g Glukose
ad pH 6,1 (Zitronereire)
ad 11 mit dHO

Ampizillin: 100mg/ml
dH>O
0,2um Filter

ATV 8,0 g NaCl
0,27 g KCI
1,15 g NaHPOy
0,2 g KH,POy
0,1 g MgSQ x 7H,0
1,25 g Trypsin
1,25 g Na-EDTA
ad 1l mit dHO und 0,2um Filter

BSS: 1Vol BSS 1 (10-fach)
Salzbsung 1Vol BSS 2 (10-fach)
(balanced 8 Vol dH,0O
salt solution)
BSS I 10 g Glukose

0,6 g KHbPOy

2,39 NaHPO,

0,1 g Phenolrot
ad 1 | mit dH,O, autoklavieren

BSS II: 1,86 g Caégl
4,0 g KCI
80 g NaCl
2,0 g MgCh
2,0 g MgsQ
ad 1l mit dHO, autoklavieren
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BSS/BSA: BSS + 0,2% BSA
BSS/Rinder-Serumalbumin
(bovine serum albumine)

Chloroquin: 60 mg/mlin dHO
0,2l Filter

DEAE-Dextran: 100 mg/mlin PBS
Autoklavieren

bei £C aufbewahren

DMEM: 500 ml DMEM (41966-029)
Pyruvat Medium 50 mlI SC
DMEM: 500 ml DMEM (32430-027)
mit Glutamax 50 mlI SC
Eg+: 600 mM TrisHCI

150 mM (NHy)2SOy

15 mM MgCh

py ad 9,0
Formaldehydpuffer: 15% Formaldehyd

50% Formamid

10% 10x MOPS

vor Gebrauch J/ml
10 mg/ml EtBr zutigen

Formamidpuffer: 0,5% Bromphenolblau
0,5% Xylencyanol
80%Formamid
10 mM EDTA

2xHeBS: 1 gHEPES
1,6 g NaCl
0,025 g NaHPOysx2H,0O
0,074 g KCI
0,2 g Glukose
pH ad 7,05
ad 100 ml mit dBO, 0,2pum
Filter
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LB:

o-Methymannosid:

10x MOPS:

Polybren:
PBS:

PBS/BSA/Azid:

Puffer A:

Puffer B:

RPMI*:

20 g LB Broth Base (Gibco)
auf 1 I mit dH,O

0,2g/mlin BSS

400 mM MOPS

100 mM NaAzetat

10 mM EDTA

pH 7,0

Lichtgeschitzt aufbewahren

800pg/mlin dHO

8,0 g NaCl

0,2 g KCI

1,15 g NaHPOy
2,0 g KHPOy
1,67 g CaCl
1,0 g MgCbh

0,1 g BSA

ad 1 | mitdHO

0,2% BSA
0,02% NaN in PBS

10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KCI

0,1 M EDTA

0,1 M EGTA

10mMTRIS pH 7,5
7 M Harnstoff

1% SDS

0,3 M NaAzetat

20 mM EDTA

500 ml RPMI 1640 (Gibco)
40 ml SC
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SC:
Supplement

(supplement complete):

shamlg:

TAC:

50x TAE:

500 ml Foetales Klberserum (Pansystem)
30'56°C

50 ml MEM non essential amino acids 100x (Gibco)
50 ml 100mM NaPyruvat (Gibco)

50 ml 1.000 U/ml Penizillin-Streptomyzin (Gibco)

5 ml 50 mM 2-Mercaptoethanol

2,95 g Glutamin

0,2um Filter

150pg/ml shamig
1,59 g NaCOg3
2,93 g NaHCQ
pH ad 9,5 (NaOH)
ad 1 I mitdH,O

20 MM TRIS
0,83% NH,CI
pH 7,2

0,2um Filter

242 g Tris

57,1 ml Essigalre

100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
ad 1 | mitdHO




2.1 MATERIAL 39

2.1.1.3 Serologische Reagenten

Wenn nicht anders angegeben handelt es sich immer um monoklonale Maus-
antikrper gegen Ratte-Epitope.

Name Epitop Referenz/Firma

R73 TCR (HUNIG et al. 1989)

34.1 CcD8gB (TORRESNAGEL et al. 1997)
H100-5.28 (num) | KK(/D¥) Hammerling

JJ319 CD28 (TACKE et al. 1995)

G177 Va8.2 (TORRESNAGEL etal. 1997)
3H5 CD80 (MAEDA et al. 1997)

2.4G2 (ram) FoyRII/NI Pharmingen

NMIgG - Sigma

RIgG (r) - Sigma

L180/1 (mash) Schaf-LFA-1| (HUNIG 1985)

shamlig Maus-Ig Boehringer

damPE Maus-Ig Jackson

darPE Ratte-Ig Jackson

shamlig Maus-Ig Boehringer

Antik'orper gegen Ratte MHC KI. |

Name Spender | erkannte Immuni- Referenz
Haplotypen sierung
F16.4.4 Maus (a+, f+, 2f+,| - Joly, But-
[+) cher
Ox18 Maus (a+, f+, 2f+,| - (FuKkumoTO
[+) etal. 1982)
JY1/75 Ratte a+, f+, (2f-),| AO anti DA | (BUTCHER
[+ 1987)
JY1/232 Ratte a+, f+, 1+ AO anti DA | (BUTCHER
1987)
R2/15S Ratte a+, f+, (2f-),| AOanti DA | (BUTCHER
[+ 1987)
GN3/2 Ratte (a+, f+, 2f+, |- Joly, But-
) cher
MAC-30 Maus a+, (f+, 2f-, I-) | PVG- (BUTCHER
RT1Y anti| 1987)
PVG.R8
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Name Spender | erkannte Immuni- Referenz
Haplotypen sierung
JY1/132 Ratte a+, f+, (2f-), |- | AO anti DA | (BUTCHER
1987)
JY3/50 Ratte a+, f+, (2f-), |- | AO anti DA | (BUTCHER
1987)
YR1/146 Ratte at+, f+, (2f-), |- | LOU/lap (BUTCHER
anti DA 1987)
5F3A Ratte (a-, f+, 2f+, Glinther
[+)
YR2/69 Ratte a-, f+, (2f+),| LOU/lap (BUTCHER
[+ anti RTP | 1987)
stock
6/30/6 Maus a+, f-, (2f-),I- | LEW.1U (BUTCHER
anti 1987)
LEW.1A
31/13 Ratte a+, f-, (2f-), |- | LEW.1U (BUTCHER
anti 1987)
LEW.1A
[.1.69.1 Maus (a-, f-, 2f-, 1+) | - (KIMURA
und WIL-
SON 1984)

AO: u-Haplotyp: A!, BY, DY, C*

DA: a-Haplotyp: A, B2, D?, C?
LEW.1A: a-Haplotyp: &, B?, D?, C?
LEW.1U: u-Haplotyp: A, BY, DY, C!
LOU/lap: u-Haplotyp: A, BY, DY, C!
PVG-RT1: u-Haplotyp: A, BY, DY, C*
PVG.R8: r8-Haplotyp: A, BY, DY, C!
RT1° stock: o-Haplotyp: A, B, D?, C?
Diese Angaben wurden entnommen ausL{det al. 1994).

1Das Fragezeichen bedeutet, daR der C-Locus in den o-Haplotyp-Ratten noch unbekannt ist.
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2.1.1.4 Enzyme
Alle Restriktionsenzyme und die dazugeigén Puffer stammen von MBI:
BamH| EcoRl
Pwull Xbal
PmaCl bzw. Eco721
Sdal bzw. Sse8387I
Bpull102l
Enzyme zur Klonierung und andere DNA-Klonierungsreagentien:
Panscript-/ Powerscript- DNA-Polymerase PAN
T4-Ligase MBI
calf intestine alkaline phosphatase MBI
Tag-Polymerase MBI
Superscript, Reverse Transkriptase Gibco
Nukleotide Promega
DNA-Marker (1 kb ladder) Gibco
2.1.2 Vektoren
Name Resistenz | GrolRe | Bemerkung Referenz
pCMUIV | Ampizillin/- | 4,0 kb | SV40-Enhancer, | (JoLy und Q.D-
agl-Promotor STONE 1991b; LY
und O.DSTONE
1991a)
pLEN/- | Ampizillin/ | 6,2kb | 5" und 3’ LTR, | I. Berberich
MCS Neomyzin EMCV-IRES
pLBE Ampizilin | 6,1kb | 5 und 3 LTR, | I. Berberich
EMCV-IRES,
GFP
pHIT/- | Ampizillin | 8,8 kb | CMV-Promotor, | (BUEHLER und
EGFP SV40 Origin,| MULLIGAN 1996)
3'LTR, EGFP
pSVneo | Ampizillin/- | 5,9 kb | SV40 Origin J.Mol.  Appl.Gen.
Neomyzin (1982) 1:327-341
pHIT60 | Ampizillin gag, pol (BUEHLER und
MULLIGAN 1996)
pHIT123| Ampizillin env (BUEHLER und
MULLIGAN 1996)
pPpEGZ/- | Zeozin I. Berberich
MCS
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Im Rahmen dieser Arbeit generierte/erhaltene Konstrukte:
PCMUIV: A2 AT A2T A1°, A1/24(l), H-a/f, H-fla
pLEN: A2 AT A2f

pHIT/EGFP: H-a/f, H-fla, A
A2, A1°und A2" in pPCMUIV wurden freundlicherweise von E. Joly zur Vegiing

gestellt.

2.1.3 Oligonukleotide

Name Sequenz ds/us | Bindungs- | Restrik- | Referenz
53 stelle tions-
(Nukleotidanzahl) schnitt-

stelle

EJus TGC TGC TTG GCG | us zu Beginn| Notl (JoLy et al.
GCC GCC CTG G von Exon lI 1995)

(22)

EJds GCT CTA GAG TCC | ds am Stopco-| Xbal (JoLy et al.
AGG CAG CTG TCT don 1995)

TCA (27)

Ods CCA GGG CCC AGC | ds Exon IV - E. Joly, un-
ACC TCA GG(20) veroffent-

licht

Mus CGG GAG GGG CCG | us Exon I - E. Joly, un-
GAG TAT TGG GA veroffent-
(23) licht

WO001lc | CAT GAT CGA ATT | cDNA | an polyA Xbal (WANG
CAC GCG TCT AGA et al. 1996)
ITT TTT TTT TTT
ITT TTT TTT TTT
TVN! (51)

WO002us | GTC CGG GWT CTC | us am Transla - (WANG
AGA TGG GGG C tionsstart et al. 1996)
(22)

WO004us | ATA AGA AGC GG&C | us am Transla- Notl diese
CCC ATG TCC GGG tionsstart Arbeit

WTC TCA GAT GGG
GGC (39)
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Name Sequenz ds/us| Bindungs- | Restrik- | Referenz
53 stelle tions-
(Nukleotidanzahl) schnitt-

stelle

W003ds | ATG ATC GAA TTC | ds am Stopco- Xbal (WANG
ACG CGT CTA GA don et al. 1996)
(23)

EJds/- | TCA TGG ATC CAC | ds am Stopco- BamHI | diese

BamHI | TCC AGG CAG CTG don Arbeit
TCT TCA(30)

Koszus | TAG AAT TCG CCA | us am Transla- EcoRl diese
CCA TGG GGG CGA tionsstart Arbeit
TGG CAC(30)

BMO005ds GTC TCC TCC TCC | ds Exon I - diese
CAA TAC TC(20) Arbeit

BMO006us GAG GAG GAG GAA | us ExonV - diese
GAG AAA CAC(21) Arbeit

BMO007ds GCC CTC GCT CTG | ds Exon I - diese
GIT GTA GTA G Arbeit
(22)

BMO008us ACG TGG GGI' CGG | us Exon I - diese
ACG GG(17) Arbeit

BMO009us ACC CAG GAC ATG | us Exon IV - diese
GAG CTT (19) Arbeit

2.1.4 Peptide

Das OVA-PeptidAASVSEEFR wurde aus der Sequenz des Ovalbuminproteins
entnommen. Es endltt die von A" voraussichtlich verlangten Ankeramirsasén.
Synthetisiert wurde es am Lehrstubik fPhysiologische Chemie mit freundlicher
Unterstitzung von Prof. Dr. Palm.

v =AGC
N=AGCT
W= AT
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2.1.5 Bakterien
Name | Genotyp

Referenz/Firma

DH5a | supE44 AlacU169 (P80lacZAM15) hs-| (HANAHAN 1983)

dR17 recA” endAl gyrA96 thi-1relAl

TopF* | recA lacZA M15 endA lact mciA , -CB. | Invitrogen

mar,hed12

2.1.6 Zellinien und Hybridome

Zellinien
Name Eigenschaft ATTC-Nummer!  bzw.
Referenz
L929 Fibroblasten Tumorzellini¢ CCL-1
aus der Maus
P815 Mastzellinie aus der Maus | TIB-64
P815-rCD80 | Ratte-CD80-transfizierte (MAEDA et al. 1997)
Maus-Mastzellen
P815-rCD86 | Ratte-CD86-transfizierte (MAEDA et al. 1997)
Maus-Mastzellen
cos Transformierte Affenzellen,.] CRL-1650
293T transformierte humane em-CRL-1573
bryonale Nierenzellen
RMA-S TAP-defiziente Maust (TOWNSEND et al. 1989;
Zellinie(stammt von RBL-5) | Powis et al. 1991)
Hybridome
Name Fusion Quelle
THOG64 LEW.1FxBW R. Mitnacht-Kraus
THO35/1 | LEW MBP spezifischeg A. Asmul}
TC-Linie x4G4
THO53/4 | LEW MBP spezifische A. Asmul}
TC-Linie x4G4

1American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852
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In dieser Arbeit generierte Zellinien und Hybridome

eingebrachtes| P815-rCD80| L929 | RMA-S | THO35/1 | THO53/4
Genl/Zellinie
Aa
Af
A2T
Al -
A1° -
H-a/f
H-f/a +

+ 4]+
+
+ 4]+
+

=+

|+ ]+ ]+
1
1
1

2.1.7 \ersuchstiere

LEW-Ratte (RT1)

LEW.1F-Ratte (RT1)

DA-Ratte (RTE)

MRL/Sprague-Dawley-Auszucht-Ratte (Rj1

Aus den Tierbestriden des Institutaif'Virologie und Immunbiologie, Wrzburg

2.1.8 Programme

Mac: Mac Vector, CELLQuest, Sequencenavigator, Power Point, Mac Draw,
Fetch, Rasmol, Excel (Microsoft), Word (Microsoft), Cricket Graph, Netscape
Communicator, Versaterm Pro

Linux: Applix Spreadsheet, Applix Word, EmacaJgX, X-fig, rasmol

Unix: GCG: Wisconsin Sequence Analysis Package (RZ): Fetch, LineUp, Look-
Up, PileUp, Pretty, Reformat, SeqEd, StringSearch, Translate

2.1.9 Kits

Plasmid Kit (Mini, Midi, Maxi) Quiagen
Quiaprep-spin Plamsid Kit Quiagen
Quiaquick PCR Purification Kit Quiagen
CD8-Sulen Cedarlane

Gel Extraction Kit Jetsorb
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2.1.10 Gesnte

FACScan

FACSort

DNA Thermal Cycler
CompugammaytCounter)
Elektroporator I
Zentrifugen

Certomat (Bakterienscitttler)
Brutschrank

Laminar Flow Hood

BD

BD

Perkin Elmer
Wallac

Invitrogen

Heraeus, Eppendorf
Bachofer

Heraeus

Heraeus
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 RNA-Isolierung

Beim Arbeiten mit RNA sollten grundsZlich Handschuhe, RNA-Plastik und
DEPC-Wasser verwendet werden. Bis zur Phenolextraktion wundlediéses
Protokoll alle Handlungen im #tilraum durchgeftirt.

Die gewinschten Zellen (Ratkx vivo oder THO64) wurden auf 0oro An-
satz einstellt und in einem Reaktionsg@fin PBS 15 Sekunden bei 15.000 rpm
zentrifugiert. DelUberstand wurde abgenommen und das Pellet in#iBaffer A
resuspendiert. Nach 15 mutiger Inkubation auf Eis wurden 2010% NP-40 zu-
gegeben, dieses Gemisch 10 Sekunden lang gevortext und anschlieend 30 Sekun-
den zentrifugiert. Detlberstand wurde sofort in ein vorbereitetes Reaktiorasyjef”
pipettiert, das 40Qu Puffer B und 600ul Phenof/Chloroform/lsoamylalkohol
(25:24:1) enthielt. Danach wurde der Ansatz gevortext wrdl0" Minuten bei
15.000 rpm zentrifugiert. Die obereafige Phase des Reaktionsgemisch wurde
in ein neues Gaif3ubertihrt, das gleiche Volumen an Chloroform/Isoamylalkohol
(49:1) zugegeben und es wurde wiederum gevortext und zentrifugiert. d3eriw”
ge Phase wurde in ein neues Reaktions@ebertihrt und dazu das 2,5-fache Vo-
lumen an 100%igem Ethanol geben, diesuing durch Invertieren gemischt und
bei 18°C und 15.000 rpmui 30 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme des Etha-
nols wurde mit 70%igem Ethanbewaschen, die gelite RNA getrocknet und
in einem geeigneten Volumen DEPC-Wasser aufgenommen.

Die RNA wurde — nach einer Konzentrationsbestimmung — bef &@inge-
froren oder sofort zur cDNA-Synthese eingesetzt.

2.2.1.2 cDNA-Synthese

2 ug RNA

8 W 5x-Puffer

4l dNTPs (2,5 mM)

2 Wl Primer W0O01c (0,Jug/l)
1 pl RNasin (40U/u)

0,5 Reverse Transkriptase
ad 40pl mit DEPC-H,0

2Wasser geattigt
Sverdinnt in DEPC-Wasser
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Nach dem Zusammenpipettieren der aufgelisteten Reagenten wurde die Mischung
fur 10 Minuten bei 18 C und dann eine Stunde bei 36 inkubiert und anschlie-

Rend tir 5 Minuten bei 95 C inaktiviert. Die so gewonnene cDNA wurde bei -20

°C eingefroren oder sofort weiterverarbeitet (Abschn. 2.2.1.6).

2.2.1.3 Gelelektrophorese

Fir Agarosegele wurden 1%ige Gele verwendet. ubaftirde 0,5 g Agarose in
50 ml TAE aufgekocht, nach dem Abklen wurde 0,lug/ml Ethidiumbromid
zugegeben und das Gel gegossen.

2.2.1.4 Restriktionsspaltung

Die Restriktionsaretze wurden nach Herstellerangaben (MBI) durchgef”

2.2.1.5 Elution

Die Elution wurde mit dem Jetsorb Kit nach Herstellerangaben durahgef”

2216 PCR

Plastikmaterial und 5O wurde vor Gebrauch zur Spaltung evtl. vorhandener kon-
taminierender DNA mit UV-Licht bestrahlt.

PCR-Mix. Tag-Mix:

O Egy 1,1 Taq Polymerase
10 DMSO 1yl Egt

1,2yl W003ds H,O ad 104

1,2yl W004us

11l dNTPs [2,5 mM]

2 |l cDNA

H>0 ad 90ul

Zundchst wurde der PCR-Mix hergestellt, schon in die Reaktioafgetiuf Eis
vorgelegt und mit Paraffol Uberschichtet. Anschliel3end wurde — ebenfalls auf
Eis — der Tag-Mix vorpipettiert. Danach wurden die Reaktiors@efin den 94
°C heif3en Thermocycler gegeben, der diese Temperaliuieér Tag-Mix wurde
unter die Paraffialschicht pipettiert und folgendes Thermocycler-Programm ge-
startet:
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3 95°C
1 95°C
1 62°C } x30
1 72°C
7 72°C
o 4°C

Anschliel3end wurden 10l des Reaktionsansatzes auf einem Agarosegel analy-
siert.

2.2.1.7 Phenolisierung

Zu 100l wassriger DNA-losung wurde die gleiche Menge an TE-gitigitem
Phenol gegeben, der Ansatz wurde gemischt und abzentrifugiert. Die Phenolphase
wurde abgenommen und dieagsrige Phase zweimal mit Chloroform/Isoamyl-
alkohol gewaschen. Die DNA wurde danachajifind in dH,O resuspendiert.

2.2.1.8 Transformation

Die Transformation wurde nach der Hitzeschockmethode aulkgefln 14 ml
Blaukappenreaktionsga®en wurden 501 kompetente Bakteriensuspension mit
bis zu 100 ng DNA von Quiagenqualttgemischt, 10 Minuten auf nassem Eis in-
kubiert und anschlie3end 90 Sekunden inf@varmen Wasserbad geschwenkt.
Danach wurde sofort 1 ml Medium zugegeben und die Bakterien bei ca. 180 rpm
und 37°C fur 45 Minuten durchgemischt, zentrifugiert, ausplattiert wrer
Nacht bei 37°C inkubiert. Am rachsten Morgen wurden die entstandenen Ko-
lonien weiter analysiert.

2.2.1.9 Ligation
Die Ligationen wurden mit der T4-Polymerase nach Herstellerangaben (MBI)
durchgeitihrt.

2.2.1.10 Plasmidpéparation

Die Plasmid-DNA wurde entweder mit dem Quiagen-Plasmid-Kit nach Herstel-
lerangaben gereinigt (zum Sequenzieren oder Klonieren) oder die DNA wurde
durch eine Standard-Alkalische-Lyse gewonnen (zur cos-Zell-Transfektion und
Restriktionsspaltung).
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2.2.2 Immunologische Methoden
2.2.2.1 Herstellung von ConA-Blasten.

Die Milzzellen (1&/ml) wurden in 50 ml RPMf, 5 pug/ml ConA aufgenommen
und fiir zwei Tage in den Inkubator gestellt. Danach wurden die Zellen zentrifu-
giert, und das Pellet in 50 ml RPN} 20 mg/mla-Methylmannosid aufgenom-
men und &ir 20 Minuten in ein 377C warmes Wasserbad gestellt. Die Zellen
wurden mit BSS gewaschen und konnten anschliel3endi&€” RNA-Isolierung
verwendet werden.

2.2.2.2 Durchflul3zytometrische Analyse

2 x 1 Zellen wurden in ein FACS-&irchenuberfihrt, mit PBS/BSA/Azid ge-
waschen, die Btfirchen mit Schwung entleert und die Ressiigkeit durch Ab-
tupfen entfernt. Der spezifische Anbiiper wurde in attigender Konzentration
zugeben, die Zellen gevortext und 15 Minuten auf Eis oder uhl&chrank inku-
biert.

Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellen am FACScan analysiert.

2.2.2.3 Gemischte Lymphozyten Reaktion (MLR)

2.2.2.3.1 MLR zur Herstellung von Effektoren flir einen Zytotoxizitatstest.
Ratten zweier verschiedener Haplotypevurden geschlachtet. Die LN wurden
entnommen, in eine Einzelzellsuspensidreitihrt und 10 Minuten auf Eis ge-
stellt. DerUS wurde in ein neues Gafuberfihrt und zweimal mit BSS/BSA
gewaschen. Die Stimulatorzellen wurden mit bestrahlt (Cs, 2.000 rad) und gewa-
schen. AnschlieBend wurden jeweils 2 X Her Effektor- und Stimulatorzellen

in eine kleine (50 ml) aufrechtstehende Zellkulturflasche in 15 ml RPy#ben.

Am vierten Tag wurde 10 ml Medium ersetzt so dal3 eine IL-2 Endkonzentration
von 100 U/ml erreicht wurde. Amufiften Tag wurden die Effektoremifeinen
Zytotoxizitatstest verwendet. Ggf. konnte eine Restimulation durcigefier-

den: Die Flasche wurden im Inkubator gelassen und — wetig # verbrauchtes
Medium durch frisches ersetzen. Am zehnten Tag wurden die Zellen geerntet und
5 x 10° davon gemeinsam mit neuen Stimulatoren (2 X)li6kubiert. Die IL-2
Zugabe erfolgte an Tag 13 und der Zytotoxarstest an Tag 14.

2.2.2.3.2 MLR zur Analyse der selektiven Expansion von &8.2-exprimie-
renden CD8-T-Zellen.

4Meistens wurden LEW-Zellen als Effektorzellen verwendet und LEW.1F-Zellen als Stimula-
toren.
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MLR mit Maus-Mastzellen (P815-rCD80pls Stimulatoren:

LEW T-Zellen, die Effektoren, wurden mittels NW (Abschn. 2.2.2.8) oder CD8-
Séule (Abschn. 2.2.2.9) gereinigt. 28avon wurden zusammen mit der gleichen
Menge an t@if eine Stunde MMC-inaktivierten Stimulatoren (Abschn. 2.2.2.4) in
RPMIT in eine Rundboden-96-Napfplatte pipettiert. Die Platte wurdefiinf

Tage im Brutschrank belassen und anschliel3end wurde durch FACS-Analyse die
selektive Expansion &8.2-positiver CD8-Zellen gemessen.

MLR mit L-Zellen oderT-Zellhybridomen als Stimulatoren:

Fur diese Stimulatoren wurden 100 U/ml IL-2atwend derdinf Tage Inkubati-
onszeit zugegeben.uUFMLRs mit THOs wurden 19Stimulatorzellen pro Napf
eingesetzt.

MLR mit Ratten-LN-Zellen als Stimulatoren:

Bei den Ratten-Zellen erfolgte die Inaktivierung mittels Bestrahlung (Cs, 2.000
rad). Eine MLR mit diesen Stimulatoren kann prinzipiell sowohl in 96-Napf-
Rundbodenplatten wie auch in kleinen (50 ml) Zellkulturflaschen — wie in Ab-
schnitt 2.2.2.5 beschrieben — durchget 'werden. IL-2-Gabe ist hier oglich

aber nicht notwendig.

2.2.2.4 Mitomycin C-Inaktivierung von Stimulatorzellen fir eine MLR.

Nachdem die Zellen zweimal mit 3€ warmem BSS gewaschen worden waren,
wurden sie in 10Qu BSS resuspendiert und $@/ul Mitomycin C dazu pipettiert
(Handschuhe benutzen!). L-Zellen wurden 2 Stunden inkubiert, P815-rCD80-
Zellen fiir eine Stunde und THOsif'45 Minuten. Wahrend dieser Inkubations-
zeit wurde alle 15 Minuten gevortext. Danach wurden die Zellen zweimal mit
BSS/BSA und einmal mit RPMi, 20 mM HEPES gewaschen und anschlieRend
in einem geeignetem Volumen RPMI20 mM HEPES resuspendiert.

2.2.2.5 Zytotoxischer Test

Beim Arbeiten mit radioaktiven Substanzenssén die bekannten Vorsichtsmal3-
nahmen getroffen werden.

10° Zielzellen (THOs, L-Zellen oder P815-rCD80-Zellen) wurden in 100
RPMI+, 20 mM HEPES aufgenommen, 1Q0Chromat f1Cr) zugetigt und der
Ansatz fir eine Stunde bei 37C in ein Wasserbad gestellt.

Wahrenddessen wurden die Effektoren von Abschn. 2.2.2.3.1 in eine 96-Napf-
Spitzbodenplatte vorpipettiert. Dafivurden die Effektoren von FZellen/Napf
in Dreierstufen herunterveudnt, wobei {ii jede Verdinnungsstufe Triplikate an-
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gesetzt wurden. In jeweils dreidgfe wurde NP-40, zur Ermittlung der Maximal-
lyse, bzw. RPMt, zur Ermittlung der Spontanlyse gegeben.

Nach der einen Stunde Markierung wurden die Zielzellen zweimal mit BSS/-
BSA und einmal mit RPMt, 20 mM HEPES gewaschen. &i@er Zielzellen wur-
den in 10 ml RPMt/HEPES aufgenommen, jeweils 1@i0davon in die Effektor-

, bzw. NP-40- oder RPMi-Napfe gegeben und die Platter 4 Stunden in den
Inkubator gestellt. Anschliel3end wurden vorsichtig 10@er Flissigkeit iny-
Counter Rhrchenubertihrt, wobei das Pellet nicht aufgewirbelt werden darf.
Die Rohrchen wurdem iny-Counter gemessen (Programm a, 5).

Auswertung des Zytotoxiatstests:

Eff —Spo
Max — Spo

Eff = Mittelwert der Triplikate tir jedes Effektor-/Zielzellverdtnis
Spo = Mittelwert der Triplikate der spontanen Lyse
Max = Mittelwert der Triplikate der maximalen Lyse

Mit dieser Formel wurde jeder Punkt der Abszisse (Effektor-/Zielzelkitnis)
berechnet und so die prozentuale spezifische Lyse ermittelt.

Blockade des L-Zellkills.

Vor der Chrom-Beladung wurden die Stimulatoren mit H100-5.28/(®))
in Sattigung in 0,5 ml BSS 30 Minuten unter mehrmaligem Invertieren auf Eis
inkubiert. Dieses Gemisch wurde gewaschen und dann direkt mit Chrom beladen.

2.2.2.6 ,Panning"

Von LEW-Ratten wurden Milz und LN entnommen, in eine Einzelzellsuspen-
sion tiberfihrt und nach 10 mintiger Inkubation auf Eis wurde dedberstand
gewaschen. @"die Milzzellen wurde eine TAC-Lyse durchgirt (s. Abschn.
2.2.2.10). Aus den Erythrozyten depletierten Milzzellen und den Lymphknoten-
zellen wurden T-Zellen mittels einer NWa8le (s. Abschn. 2.2.2.8) angereichert
und dann gewaschen. Anschlieend wurden die T-Zellen durch ein Vorpanning
fur 30 Minuten bei 4 C weiter angereichert; die Platte darf dabei nie austrock-
nen. Die T-Zellen wurden sorgitig abgesplt und auf der G177/Panning”-Platte

eine Stunde bei 4C inkubiert. WAhrend der Inkubationszeit wurde diese Platte
ein- bis zweimal geschwenkt. Danach wurden ungebundene Zellen vorsichtig ab-
gespilt und flir das R73-Panning aufgehoben. Die gebundenem8-2/positiven

— Zellen wurden auf der Platte belassen, wobei 10 ml RPMI% FCS, 100 U/ml




2.2 METHODEN 53

IL-2 und 0,5pug/Wl JJ319 zugegeben wurde, und die Platte wurlder Nacht im
Brutschrank inkubiert. Mit den restlichen -e08.2-negativen — Zellen wurde beim
R73-,Panning” analog verfahren.

Nach drei Tagen wurden die Zellen durch heftigesll8p'mit einer Pasteur-
pipette von der Platte abgsif, gewaschen und noch zwei Tage in RPMB %
FCS, 100 U/ml IL-2 und 0,%g/ul JJ319 inkubiert. Anschliel3end wurden sie als
Effektoren in einem Zytotoxiz#fstest eingesetzt.

Beschichtungudi dasVorpanning:
20 ml Beschichtungspuffer wurderbér Nacht auf eine Platte geben. Vor Ge-
brauch wurde diese dreimal mit BSS gewaschen.

Beschichtungudi dasR73-bzw.G177-Panning:

10 ml shamlg wurdeilber Nacht bei £C auf eine Platte geben. Anmadfisten
Morgen wurde die shamlgdsung wieder abgenommen und die Platte dreimal
mit BSS waschen. Dann wurde iatigender Konzentration der sekuamd Ak
(G177 bzw. R73) in BSS vewtint aufgetragen. Die Platten wurdam Zwei
Stunden bei 4C inkubiert, wobei nach eineinhalb Stunden 5 % NRS zugegeben
wurde. Vor der Verwendung wurden die Platten dreimal mit BSS gewaschen.

2.2.2.7 ,Sortieren” von Va8.2-Zellen.

Wie in Abschnitt 2.2.2.3.1 beschrieben wurde eine MLR angesetzt. Nath f~
Tagen wurden die Zellen geerntet, gewaschen und mit G177 in BSS auf 1 ml
aufgetillt. Unter gelegentlichem Mischen wurden die Zellem 30 Minuten auf

Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen erfolgte dieselbe Prozedur mit dem
sekundiren Antilorper (damPE). Nach zwei weiteren Waschschritten wurden die
Zellen in 10/ml BSS aufgenommen und zum Sortieren gegeben. G177-positive
wurden von G177-negativen Zellen getrennt und diese einzeln in RP&Po

FCS weiterinkubiert. Am neunten Tag wurden die Zellen restimuliert und nach
weiteren 5 Tagen erfolgte der Zytotoxetstest.

2.2.2.8 Reinigung von T-Zellen durch eine Nylonwollsile.

Fur die Lymphknoten einer Ratte wurden 1,2, die Milz 1,8 g Nylonwolle lose
gezupft und eine Einmalspritze passendea(&damit gestopft. An die Kaien-
seite der Spritze (ab jetzta8le) wurde ein Schlauch angebracht, iho&enen®
Enden mit Alufolie abgedeckt und di@e@lé autoklaviert.

Am Tag der Verwendung wurde diea@lé mit BSS gewaschen, Luftblasen
entfernt und die Nylonwolle auf 10 ml/g Nylonwolle verdichtet. Schlief3lich wur-
de die Siule mit einem Volumen BSS/5%FCS gewaschen und — nachdem sie mit
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der bereits autoklavierten Alufolie wieder abgedeckt wurder-Afindestens eine
Stunde in den 37C-Raum gestellt.

Wahrenddessen wurden Lymphknoten bzw. Milzen entnommen und vorbe-
reitet: Die Organe wurden durch ein Metallnetz gerieben, 10 Minuten in einem
15 ml Falcon-®hrchen auf Eis gestellt und anschlie3end in ein newsdRén
uberfihrt. Sie wurden zweimal mit BSS/BSA gewaschen undgkz1C® Zellen
wurden in 1 ml 37°C warmen BSS/5 % FCS aufgenommen und auf dial&”
aufgetragen. Nachdem die Zellen di@u& ca. bis zur Hifte durchlaufen hatten,
wurde der Schlauch geschlossen und @iel&1ir 45 Minuten in den 37C-Raum
gestellt. Anschlie3end wurden die Zellen mit'37warmen BSS/5 % FCS eluiert
und in einem auf Eis geliltem 50 ml Falcoratirchen aufgefangen.

2.2.2.9 Reinigung von CD8-T-Zellen durch eine Sule.

Die Reinigung von CD8-positiven Zellen erfolgte mit Cedarlansdsii entspre-
chend den Herstellerangaben.

2.2.2.10 TAC-Lyse zur Entfernung von Erythrozyten.

Die Milzzellen wurden zentrifugiert und das Pellet trockengesaugt. Sie wurden
in etwas TAC-Puffer zuachst resuspendiert und dann auf 10 ml TAC-Puffer/Milz
aufgetillt. Dieser Ansatz ruhteuir’10 Minuten bei RT, wurde anschlie3end zen-
trifugiert und die Zellen in dem gewischten Medium aufgenommen.

2.2.2.11 RMA-S-Peptidstabilisierungstest.

Am Vortag des Tests wurden 5 x A®&MA-S-Zellen pro Ansatz bei 26 statt 37

°C in RPMIT, 5 % FCS und 20 mM Hepes angeimpft. Araahsten Morgen
wurden sie zweimal gewaschen und in 1,5 ml kaltem RPMI pro Ansatz ohne FCS
aber komplementiert mit den anderen SC-Bestandteilen (5 ml MEM (100x), 5 ml
NaPyr (10 mM), 5 ml P/S, 250l 3 Mercaptoethanol (50 mM), 3 ml 5 % Gin)
resuspendiert. Dazu wurden Bl Peptid gegeben und es wurde gemischt. Nach
einer weiteren Stunde Inkubation bei 26 wurden die Zellendi 4 Stunden auf

37 °C Ubertihrt. Danach wurden sie gewaschen und sofort zur FACS-Analyse
weiter behandelt.

2.2.3 Zellbiologische Methoden
2.2.3.1 Zellkultur

Gewohnlich wurden die Zellen wurden im Inkubator bei 32, 100%iger Luft-
feuchtigkeit und 5,4 % C®in Zellkulturplastik kultiviert und unter sterilen Be-
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dingungen unter einer Laminar Flow Hood gehandhabt.

293T-Zellen wurden in DMEM (Glutamax) unter Zugabe von 10% FCS und
600 ul Penizillin/Streptomyzin je 500 ml Flasche kultiviert und in Zellkultur-
Petrischalen inkubiert. Cos-Zellen wurden in Haus-DMEM unter Zugabe von
50 ml SC und 18 ml NaHCgkultiviert und in liegenden Zellkulturflaschen inku-
biert. Alle anderen Zellinien und Hybridome wurden in RPMI 1640 unter Zugabe
von 50 ml SC kultiviert, dabei wurden L-Zellen in liegenden Zellkulturflaschen
inkubiert und dieubrigen Zellinien und Hybridome in 24-Napf-Platten in Dauer-
kultur gehalten unduf’ Experimente in Platten mit g8erem Napfvolumen oder
in liegenden Zellkulturflaschen inkubiert.

2.2.3.2 Transfektion von L-Zellen mit CaCb.

Transfektionsmedium:

500 ml Haus-DMEM

0,6 g HEPES

50 ml FCS

18 ml NaHCQ

5 ml 100 mM NaPyruvat

1 ml Penizillin/Streptomyzin

L-Zellen wurden am Vortag zu 10-20%iger Bodenbedeckung angeimpft. Am Tag
der Transfektion wurde das verbrauchte Medium durch Transfektionsmedium er-
setzt, die Transfektionsmischung zugegeben und die Zellen wieder in den Inkuba-
tor gestellt. Nach 48 Stunden wurde mit der Selektion begonoeh{Zellen 0,3
mg/ml G418). Nach einigen Wochen waren die ersten Klone ausgewachsen.

Transfektionsmischung:
300p 250 mM CaCh mit 5 pg DNA mischen. Unter heftigem Mischen 3Q2x
HeBS zugeben.

2.2.3.3 Transiente Transfektion von cos-Zellen mittels DEAE-Dextran und
Chloroquin.

Transfektionsmedium:
500 ml Haus-DMEM

0,6 g HEPES

18 ml 5,6% NaHCQ@

5 ml 100 mM NaPyruvat

SHEPES in etwas Medium aufnehmen und mit einenud Eilter sterilfiltrieren.
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1 ml Penizillin/Streptomyzin

Am Vortag wurden 18 cos-Zellen pro 50 ml Zellkulturflasche angés.” Am Tag

der Transfektion wurde mit 3 ml 37T warmem Transfektionsmedium gewaschen
(jeweils pro Flasche). 2,5 ml der DNA-Mischung wurden zugegeben, die Deckel
fest zugeschraubt und die Flaschan#ivei Stunden in den Inkubator gestellt.

DNA-Mix:

2,5 ml Transfektionsmedium
2 Wl Chloroquin

10l DEAE-Dextran

1 g DNA

Alle im folgenden verwendeten Medien und Puffer waren auf G%orgevarmt.

Nach der zweistridigen Inkubation wurden die Flaschen jeweils mit 3 ml PBS
gewaschen,ui'2 Minuten 2,5 ml PBS/10 % DMSO zugsajt'und sofort wieder

mit 3 ml PBS gewaschen, das anschliel3end durch 3 ml Kulturmedium ersetzt wur-
de. Nach 48 Stunden wurde die Expression des Zielgens durch FACS-Messung
Uberprift.

2.2.3.4 Elektroporation von THO35/1 und P815-rCD80-Zellen.

Pro Ansatz wurden TOkonfluente Zellen geerntet, zweimal in RPMpewa-
schen und in 25@I RPMI~ aufgenommen. Die Zellen wurden blasenfrei in eine
Kuvette (Diodenabstand: 4mmbértihrt und mit 10ug DNA gut vermischt. Der
Puls wurde bei 1.00QF, o Ohm und 200 V @it RMA-S-Zellen, bzw. 250 Vdi
THO35/1 und P815-Zellen gegeben und die Zellen sofort in 5 ml voageneim
Medium aufgenommen und in den Inkubator gestellt. Am folgenden Tag wurden
die Zellen gewaschen und aractisten Tag wurde mit der Selektion begonnen.

2.2.3.5 Retrovirale Infektion von P815-rCD80- und RMA-S-Zellen.

2.2.3.5.1 Herstellung eines infektisenUberstands

Am Vorabend der Transfektion wurden 1,5 bis 3 ¥ 293T-Zellen pro Zellkultur-
platte (6 cm Durchmesser) angeimpft. Am Tag der Infektion wurde das Medium
durch 4 ml Transfektionsmedium (Pyruvatmedium) ersetzt.

Transfektionsmix:

10 pg pLEN (mit Zielgen),
5 ug pHIT 60,

Sug pHIT 123,
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654 2M CaCb,
H,0 ad 5004

500pl 2 x HeBS wurde dem Transfektionsmix unter sofortigem Vortexen zugege-
ben und diese Mischung sofort auf die Zellkulturplatte aufgetropft. Achsten

Tag wurde das Transfektionsmedium durch RPND % FCS ersetzt und wieder-
um einen Tag satér wurde der viral&berstand zum ersten Mal geerntet. Draf”
wurde er abgenommen und durch einen (@ Filter sterilfiltriert. DieserUS
wurde entweder sofort zur Infektion verwendet oder bei~20=ingefroren. Die
Zellen wurden wieder mit Medium versorgt und amchsten Tag wurde erneut
Uberstand abgenommen.

2.2.3.5.2 Infektion der Zielzellen

Am Vortag der Infektion wurden 5 x T0konfluente Zielzellen pro Ansatz (z.B.
THOs, P815-rCD80- und RMA-S-Zellen) in 0,5 ml RPMangeimpft. Am Tag

der Infektion wurden die Zielzellen zentrifugiert und in 28GRPMI T pro Ansatz
resuspendiert. Zusammen mit AOPolybren und 25@I infektibsemUberstand
wurden sie in eine 24-Napf-Platte geben und der Ansatz gemischt. Dieser wurde
zuréchst tir eine halbe Stunde in den Inkubator gestellt, dann 20 mM HEPES
zugegeben und die Platterf99 Minuten bei 2.300 rpm in der Zellzentrifuge bei

RT zentrifugiert. Die Platte wurde danaalr £ine halbe Stunde in den Inkubator
gestellt, anschlie3end die Zellen gewaschen und in 1 ml Medium aufgenommen.
Am néchsten Tag wurde die Infektion wiederholt. Die Expression des Zielgens ist
nach 24 Stunden mef3bar. Positive Zellen wurden dann kloniert oder sortiert.




Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Die praferentielle Interaktion von Va8.27-CD8-
T-Zellen mit dem MHC-Komplex der LEW.1F-
Ratte.

MHC-Molekiile interagieren mit T-Zellen. In der thymischen Selektiohrt'die
TCR/MHC-Interaktion zur Herausbildung des Repertoires reifer T-Zellen. In der
Peripherie ist die MHC-Interaktion notwendig, damit die T-Zellen antigene Pep-
tide erkennen und darauf reagieresnkén. Bei der Wiistlich herbeigeffirten
TCR/allo--MHC-Interaktion in einer Transplantation oder MLR wird ebenfalls
eine TC-Aktivierung eingeleitet, allerdings nicht induziert durch ein fremdes Pep-
tid, sondern durch einen anderen (allo) MHC.

In unserer Arbeitsgruppe war eineaperentielle Interaktion eines TCR-V-
Segments mit dem MHC der LEW.1F-Ratte (R} beobachtet worden: RT1
stimuliert bevorzugt — und in diesem Ausmalf wurde derartiges nirgends sonst
beschrieben — die Expansion TCRx¥.2-Segment-positiver im Vergleich zu der
AV8S2-negativer CD8-T-Zellen. Dieses &tomen konnte sowohl in der thymi-
schen Selektion als auch bei der Alloerkennung in einer MLR beobachtet wer-
den: circa 13 % der reifen CD8-T-Zellen der LEW.1F-Ratte sind AV8S2-positiv,
aber nur 1-2 % der CD8-Zellen bei thymischer Selektion durch andere MHC-
Haplotypen. In einer MLR expandieren AV8S2-positive CD8-T-Zellen bei RT1
Allostimulierung ungedihr dreimal so stark wie bei Stimulierung mit anderen
Haplotypen (DRRESNAGEL et al. 1994).

Ausloser dieses Rimomens ist vermutlich ein polymorphes MHC KI. I-Protein
der LEW.1F-Ratte, da die aférentielle Expansion von AV8S2-Zellen nur im

1Allo bedeutet anders. In der Immunologie werden mit dieser Vorsilbe genetisch nicht identi-
sche Mitglieder einer Art belegt.

58
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CD8-T-Zell-Kompartiment auftritt und CD8-T-Zellen mit MHC KI. I-Proteinen
interagieren.

Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, das MHC KI. I-Molader
LEW.1F-Ratte, das diese gferentielle Expansion verursacht, zu identifizieren
und zu charakterisieren. Zaiglich sollten die Kontaktpunkte der Interaktion
zwischen dem TCR-AV8S2-Segment und dem MHC-Malekértiert werden.
Zunachst aber sollte die Basis dieser Arbeit reproduziert werden: die beobachte-
te pferentielle Expansion AV8S2-positiver CD8-T-Zellen durch den MHC der
LEW.1F-Ratte.

Zuerst wurde die AV8S2-Expression reifer T-Zellen betrachtet.ubDatirde
mittels einer durchfluRzytometrischen Analyse (FACS) der TGRSégmentge-
brauch verschiedener Rattegisine untersucht. Es konnte kaggt werden, dai3
Va8.2-exprimierende CD8-T-Zellen in der LEW.1F-Ratte (RJ iberselektiert
sind: mehr als 11 % der CD8-T-Zellen verwenden dieses Segment. In der LEW-
Ratte dagegen (Rt)findet keineUberselektion statt: 2 % der CD8-Zellen sind
AV8S2t. In der DA-Ratte (RT2), die hier als Negativkontrolle dient, da ihr das
TCR-Va8.2-Segment fehlt, sind &8.2"-CD8-Zellen nicht detektierbar (Abb.
3.1). Zusammengefal3t dargestellt sind diese Daten in Abb. 3.2.

Auch die fir die peferentielle AV8S2-Zell-Expansion in der Rf4Alloerken-
nung bekannten Ergebnisse wurden &gt Datir wurden LEW-Responderzel-
len mit bestrahlten LEW.1F- und zum Vergleich mit DA-Stimulatorzellereiner
gemischten Lymphozytenreaktion (MLR) stimuliert. Der Prozentsatz @8. 2+
positiven CD8-T-Zellen in der Responderpopulation wurde ermittelt. Dabei wur-
den Blasten (gro3e Zellen) — das sind die Zellen, die den fremden MHC erkannt
haben und darauf mit blastoider Veo@erung und Proliferation reagieren — mit
den kleinen, nicht reaktiven Zellen verglichen.

Es konnte bestigt werden, dald ¥8.2-exprimierende CD8-T-Zellen in einer
Alloerkennung des MHC der LEW.1F-Rattegperentiell expandieren, nicht aber
bei RTP-Alloerkennung (Abb. 3.3). Im ersten Fall unterscheidet sich der Pro-
zentsatz der ¥8.2-exprimierenden unreaktiven (kleinen) und reaktiven Zellen
(Blasten) sehr stark, im zweiten Fall bleibt er gleich (Abb. 3.4).

Somit konnten die Daten, die als Grundlagediese Arbeit dienen, reprodu-
ziert werden.

2Wie sich im Lauf dieser Arbeit herausstellte (Abschn. 3.2.2), ist das MHC K. I-Moleés
a-Haplotyps dem der LEW.1F-Ratte setmlich. a-Haplotyp-Stimulatoren sind aufgrund dieser
grofRerAhnlichkeit der bestrogliche Vergleich.
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Abbildung 3.1: Der Prozentsatzod.2-positiver CD8-Zellen in der LEW.1F-, der
LEW- und der DA-Ratte.

Geférbt wurden NW-gereinigte LN-Zellen. Dimken Kastchen zeigen eineaFung mit

dem Isotypkontrollantik orper (nach oben aufgetragen ) und anti-Gb@ach rechts).

Die rechten Kastchen zeigen eineaRung mit antiva8.2 (hach oben aufgetragen) und
wiederum anti-CDB. Fr die CD8-T-Zellen ist der Prozentsatz an&2-positiven- und
Va8.2-negativen-Zellen in dendstchen angegeben. Rechts neben dastdfien ist er

nach Bereinigung (Abzug der Negativkontrolle) angegeben. Da die einzelnen Prozent-
angaben auf den exakten Zellzahlen beruhemnlken sich im Vergleich untereinander
Rundungsabweichungen ergeben.
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Abbildung 3.2:Uberselektion von 8.2+ -CD8-T-Zellen in der LEW.1F-Ratte.
Die Hohe der Balken zeigt jeweils den ProzentsatdB\2-exprimierender CD8-T-Zellen
aus den gesamten CD8-T-Zellen in den drei verschiedenen Haplotypen.

3.2 Klonierung eines polymorphen MHC KI. I-Mo-
leklls der LEW.1F-Ratte.

3.2.1 Strategie der Klonierung eines polymorphen MHC KI. I-
Molekls.

Das Ziel dieser Arbeit war es, das polymorphe MHC KI. I-Male&ér LEW.1F-
Ratte, dasuf die Uberselektion von #8.2-CD8-T-Zellen in der positiven Selek-
tion und in der Alloreaktion verantwortlich ist, zu klonieren.

Ein Problem bei der Klonierung von MHC-Genen ist ihr starker Polymorphis-
mus: Die Sequenzen variieren nicht nur zwischen den Arten, sondern sogar unter
den Haplotypen einer Spezies laethtlich. Daher ist die Auswahl geeigneter Oli-
gonukleotide kritisch und kann letzlich nur durch Ausprobieren ermittelt werden.
Eine weitere Schwierigkeit stellt die grofRe Vielzahl nicht klassischer KI. I-Gene
(Ib) im MHC-Locus dar, die sich in der Sequenz von den klassischen Genen (la)
nicht alle deutlich unterscheiden EXGER und HUGHES 1999; HUGHES et al.

1999). Einuber RT-PCR isoliertes Gen kann also nicht alleine anhand seiner
Sequenz als la-Gen eingestuft werden. Digereinstimmung der Alloantétper-
Erkennund des Spenders mit der des klonierten Mallskiind die Erkennung in
einem Zytotoxiziéitstest durch Spender-(RT)reaktive T-Zellen gemeinsam mit

der Sequenz sind dagegen hinreichende Kriterien zur Klassifizierung eines so iso-
lierten Moleklils als la-Gen. Die Euilung dieser Anforderungen mufd nach der
anfanglichen Isolierung von Kandidaten-Genéyeiprift werden.

Demzufolge wurde die Strategie verfolgt, durch RT-PCR erhaltene Klone tran-
sient in cos-Zellen zu transfizieren und durch FACS-Analyse miachst ei-

SAlloantikorper sind Antilirper eines (Ratten-) Stammes gegen einen anderen. Sie erkennen
typischerweise polymorphe MHC-I-Molel€. Isolierte MHC-la-Gene einer Ratteussen deren
Alloantikorperreaktivéit abdecken.
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Abbildung 3.3: Der Prozentsatzo\8.2-positiver CD8-T-Zellen in der Alloerken-
nung des DA{A) bzw. des LEW.1F-MH{B).

MLR von LEW NW-gereinigten LN-Zellen gegen bestrahlte DA- bzw. LEW.1F-LN-
Zellen. Jeweils die beideaberen Kastchen zeigen eineaRdung mit demsotypkon-
trollantik ‘orper (L180/1, nach oben aufgetragen) und anti-@O@ach rechts); dabei
steht das kleine EStchen i die kleinen Zellen, das groRarfdie Blasten. Die jeweils
unteren Kastchen zeigen diegfbung gegew a8.2 (hach oben) und COB

In den Kastchen ist der Prozentsatz dex8/2-positiven (bzw. L180/1,positiven*) CD8-
T-Zellen ausgerechnet.uFdie kleinen Zellen wurde zur Kalkulation der Quadrant ver-
wendet, {ir die Blasten die eingezeichneten Regionen R4 und R5. Rechts neben den
Kastchen ist der Prozentsatz AV8S2-positiver CD8-T-Zellen nach Abzug der Negativkon-
trolle angegeben. Da die einzelnen Prozentangaben auf den exakten Zellzahlen beruhen,
konnen sich im Vergleich untereinander Rundungsabweichungen ergeben.
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Abbildung 3.4: Paferentielle Expansion &8.2-positiver CD8-T-Zellen bei der
Alloerkennung von RTL. MLR von LEW-LN-Zellen gegen bestrahlte DA- oder
LEW.1F-Stimulatorzellen.

Die Balken geben den Prozentsatz amd\2"-CD8-T-Zellen an. Die dunkel schattierten
Balken indizieren die kleinen Zellen, die nicht auf den Allo-MHC reagiert haben. Die
hellen Balken steherufdie blastoid vergif3erten Zellen, die als Antwort auf den Allo-
MHC zu proliferieren begonnen haben.

ner Mischung an f-reaktiven Alloantkpern zuuberptifen. Es wurde arnlich
vermutet, dafd in der Ratte zwei exprimierte klassische Kl. I-Gene vorhanden
sein lonnten, die die Alloanti&@rperreaktiviéit unterschiedlich unter sich aufteilen
kdnnten (dLy et al. 1996). Um daher das relevante Gen mit nur wenigen An-
tikorpern nicht zwbersehen, sollten die cos-Transfektanten mit einer Mischung
an Antikdrpern, gescreent’ werden und so entdeckte Klone durch eineRegen
Ansatz mit den einzelnen Antkpernuberptift werden. In diesem Test ebenfalls
positive Kandidatengene sollten weiter analysiert werden: zuerst sequenziert wer-
den und nach ihrer stabilen Expression in L-Zellen mit allen vorhandenen Allo-
antikdrpern und durch den vorher beschriebenen Zytot@tstie'st charakterisiert
werden (s. auch Abschn. 3.2.2, S. 66 3.3.1, S. 70 und 3.3.2, S. 72). Nach einer
derartigen Charakterisierungawé die la-Natur klonierter Gene sichergestellt.

Fur die RT-PCR wurde — nach konventioneller cDNA-Isolierung aus conA-
stimulierten Milzzellen — zuachst ein Oligonukleotidpaar ausgauif, das durch
den Vergleich zwischen einer bekannten Ratte-cDNA-Sequenz und Maus-Sequen-
zen entwickelt worden war, um gierentiell cDNAs aus dem klassischen K. I-
Locus der Ratte (RT1.A) zu amplifiziereny et al. 1995). Dieses Primerpaar
fuhrt zur Amplifikation einer Region in der cDNA-Sequenz, die das gesamte
reife Kl. I-Protein codiert; der Leader fehlt. Der Voawsprimer (EJus) bindet
am Ende der Leadersequenz kurz vor BeginnakiDoméne des MHC KI. I-
Molektils, tiberlappend mit einer natichen Notl-Restriktionsschnittstelle. Der
Rlckwartsprimer (EJds) bindet am Stopcodon uakrf eineXbal-Restriktions-
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schnittstelle ein (Abb. 3.5, B).

Mit diesem Paar war eine Amplifikation einer polymorphen MHC KI. I-Se-
quenz der LEW.1F-Ratte nichtoglich. Wie spiter festgestellt werden konnte,
war das durch eine abweichende Nukleotidabfolge im BereiciNdgfEJus-Er-
kennungssequenz bedingt (Abb. 3.5, A). Aus der LEW-Ratte aber konnte mit die-
ser Primerkombination ein bereits bekanntes, polymorphes MHC KiI. I-Gen klo-
niert werden, der Klon 1/24.

Kurz darauf wurde von einer anderen Arbeitsgruppe eine neue Oligonukleo-
tidkombination beschrieben, die auch die 3 -nicht-translatierte-Region amplifi-
ziert (WANG et al. 1996). Mit dem Oligo-d(T)-Primer (W001c) wurde die cDNA-
Synthese durchgehiit. Er entlalt den oligo-d(T)-Bereich gefolgt von einem zu-
satzlichen Sequenzabschnitt, der eXiml-Schnittstelle einihrt.

Der Vorwartsprimer (W002us) wurde aus der Consensussequenz von acht Rat-
te-Kl. I-Sequenzen erstellt und bindet am Beginn der Leadersequenz. Er vermittelt
die Spezifizitit dieser PCR. Dertkwartsprimer dagegen bindet unspezifisch an
alle cDNAs, da er 5 die Zusatzsequenz (und damit auckXi@-Schnittstelle)
des Oligo-d(T)-Primers englit.

Fur diese Arbeit wurde W002us zu WO004us modifiziert, so dal3 erNatle
Restriktionsschnittstelle eiafirte, damit das PCR-Produkt in den angestrebten
Vektor pCMUIV kloniert werden konnte.

Mit dieser Primerkombination konnte ein PCR-Produkt erzielt werden. Es
wurden mehrere unabhgige PCRs durchgdfit, wobei fir jede dieser PCRs
einige Parallelarstze vereinigt wurden. Das PCR-Produkt wurde mit den Re-
striktionsenzymeiNotl undXbal geschnitten, die am Beginn und Ende des PCR-
Produkts an den durch die Oligonukleotide eindetén Restriktionsschnittstellen
schneiden (Abb. 3.5, C).

Das geschnittene PCR-Produkt wurde in den Vektor pCMUI¥L{J und
OLDSTONE 1991b; HLY und OL.DSTONE 1991a) ligiert, der einen SV40-Enhan-
cer und einermGlobulin-1-Promotor entlt und eine Ratte-Kl. I-Leadersequenz
mitbringt. Da in dem W002us/W003ds-PCR-Produkt ohnehin schon ein Leader
vorhanden ist, entiit pCMUIV-Af nun zwe? (Abb. 3.5, C). Mit diesem Ligati-
onsprodukt wurdé&.coli DH5a transformiert.

Aus siebzig der so erhaltenen Kolonien wurde DNA isoliert und diese nach
Restriktionsverdau mit den Enzym@&amHI bzw. Pvull auf einem Agarosegel
analysiert. BamHI schneidet im Vektor am Anfang der Leadersequenz und 5
nach dem Inserfwvull schneidet 3" vor dem Vektor-Leader und im Insert an einer
natirlich vorhandenen Restriktionsschnittstelle (Abb. 3.5, C).

Aufgrund des Restriktionsmusters und danigé der erhaltenen Produkte wur-

41/24 stimmt mit der bekannten LEW-I-Haplotyp-Sequeberein.
SDie Expression wurde dadurch aber nicht nachteilig beeinfluft.
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Abbildung 3.5: Klonierung der PCR-amplifizierten cDNA in den Vektor
pCMUIV. Im obersten Teil der Abbildung (A) ist die AcDNA zu sehen und die hy-
pothetischen Primerbindungsstellen. Im mittleren Bereich (B) ist der Vektor pCMUIV
dargestellt, mit hineinkloniertem EJus/EJds-PCR-Produkt, im untersten Teil (C) ist der
Vektor pCMUIV gezeigt, mit hineinkloniertem — durch W004us/W003ds amplifiziertem
— LEW.1F-PCR-Produkt.
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den die so analysierten Plasmide waorfig in verschiedene Gruppen aufgeteilt,
und es wurde mindestens ein Mitglied jeder Gruppe, insgesamt dreiundzwanzig
Klone, einzeln weiter analysiert. Dafwurden cos-Zellen mit diesen Klonen
transient transfiziert und mit einer Miscung RFteaktiver Alloantilorpern gete-

stet (BUTCHER 1987).

Acht der getesteten cos-Transfektanten wurden durch die Mischung an f-re-
aktiven Alloantilorpern erkannt. Dieseokinen mit Ausnahme von Klon 21, der
kiirzer war, alle in eine Gruppe eingeordnet werden. Die acht Kandidatenklone
wurden auch anschliel3end in einer umfassenderen Analyse mit einzeln angewand-
ten Antikorpern erkannt.

3.2.2 Sequenz des polymorphen MHC KI. I-Gens der LEW.1F-
Ratte, RT1.Af.

Diese acht Kandidatenklone, die in der FACS-Analyse der cos-Transfektanten mit
RT1-reaktiven Antilorpern erkannt wurden, wurden sequenziert. Darunter war
auch der Klon 21, der im Restriktionsverdawr&ér als die anderen war.

Die Klone wurden vonarts und uckwérts mit uberlappenden Primern se-
quenziert. Die Konsensus-Nukleotidsequeist in Abb. 3.6 gezeigt und unter
der Zugangsnummer Y14014 (Genbank) im Interneakdroh. Abb. 3.7 zeigt die
Aminosauresequenz.

Das codierte Gen wurde RT1{Ajenannt: RT1 stehuf'den MHC der Ratte,

A ist der Genlocus der klassischen KI. I-Gene und f bezeichnet den Haplotyp.

\on einer kooperierenden Arbeitsgruppe in Babraham (Drs Etienne Joly und
Geoff Butcher) konnte sgiér die A'-Sequenz beatigt werden, und es wurde ein
weiteres K. I-Gen aus der LEW.1F-Ratte kloniert, das’ Agnannt (Y13579;
Abb. 3.8 und 3.9) und uns zur weiteren Analyse zur Mguiig gestellt wurde
(JoLy et al. 1998).

Af und A2" unterscheiden sich voneinander in 27 Amimash, sie sind al-
so relativ entfernt verwandt. Das®AViolekiil dagegen ist dem AMolekiil sehr
ahnlich: diese beiden unterscheiden sich nur in sieben Araures. Aul3erdem
fehlt AT im zytoplasmatischen Exon 7 noch ein Glyzin. Die Verwandtschaft der
verschiedenen Alleleal3t sich gut in Abb. 3.10 erkennen. Diese Abbildung zeigt
einen Vergleich der Nukleiasiresequenzen (Exon 2 bis zum Stopcodon) von vier-
zehn klassischen Ratte-MHC KI. I-Genen. Die horizontalen Distanzen sind dem
Grad der Verwandtschaft umgekehrt proportional: je verwandter zwei Gene sind,
desto kirzer ist der Abstand. Abb. 3.10 zeigt weiterhin, daR si¢ruAd A2f von
den anderen klassischen Kl. I-Genen niclatrleet unterscheiden als diese sich
untereinander.

8Es gibt ca. einen Nukleotidaustausch pro kb; Klon 21 fehlt das Exon 6.
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001

GGCTCACACT
CGGGGAGCCC
TGCGCTTCGA
TGGATGGAGC
CAAGGGACAC
ACTACAACCA
TGTGACGTGG
CTACGATGGC
CGGCGGECGEA
CGTTATGCAG
GCTCCGCAGA
CCCCAGAGGEC
CTGAGGTGCT
GCAGTTGAAT
GGCCTGCAGG
CTTGGGAAGG
TAAGCCACTT
TGGAAACCAC
GCTGIGGCCA
AAACACAGGT
CCCAGAGCTC

CGCTGCGGTA
CGGTTCATCG
CAGCGACGCG
GGGAGEGEECC
GAGCAGATTT
GAGCGAGGGEC
GGTCGGACGG
CGCGATTACA
CTTTGCGGCA
AGAGACTCAG
TACCTGGAGC
ACATGTGACC
GGGECCCTGEG
GGGGAGGACC
GGATGGAACC
AGCAGAATTA
TCCCAGAGAT
TGTCATTTAT
TCATAGGAGC
GGAAAAGGAG
CGATGTGTCT

TTTCTACACC
CTGTCGGCTA
GAGAATCCGA
GGAGTATTGG
ACCGAGTGGA
GGCTCTCACA
GAGCCTCCTC
TCGCCCTGAA
CAGATCACCC
GGCCTACCTG
TCGGGAAGGA
CTTCACCCCA
CTTCTACCCT
TGACCCAGGA
TTCCAGAAGT
CACATGCCGT
GGGAACCTTC
GTCATCCTTG
TATGGTGGCT
AATACGCCCC
CTCCCAGATT

GCCGTGrecc

GGCCCGGECCT

CGTGGACGAC ACCGAGITCG

GGATGGAGCC
GAGGAGGAGA
CCTGAGGACC
CCATCCAGGA
CGCGGATATA

GCGGGECGCEG
CACAGATCGC
CTGCGCGECT
GATGTATGGC
GGCAGGACGC

CGAAGACCTG AAGACGTGGA

GGAACAAGTG
GAGGGCACGT
GACACTGCTG
GACCTGAAGG
GCTGACATCA
CATGGAGCTT
GGGCATCTGT

GGAGCGGGECT
GCGTGGAGIC
CGCTCAGATC
TGATGICACC
CCCTGACCTG
GTGGAGACCA
GGTGGTGCCT

GTGGAGCATG AGGGECTGCC

TCCATCGACT
GAGCTGTIGGC
GTTGTGAGGA

GACCCCAACA
CATGATTGGA
GGAGGAAGAG

TGCTCCAGGC AGGGACAGCT

GTAAAGCATG A

Abbildung 3.6: Nukleotidsequenz vonfAion Exon 2 ¢i1-Doméine) bis zum
Stopcodon.

Die fettgedruckten Basen bezeichnen jeweils den Beginn eines neuen Efoo&(a3,
transmembran und zwei zytoplasmatische Exons). Die unterstrichenen Nukleotide zeigen
die Codons, dieui die sieben Aminaaiiren Unterschiede zwischerfAnd Af codieren.
Genbank-Zugangsnummer: Y14014.

1 GSHSLRYFYT AVSRPGLGEP RFI AVGYVDD TEFVRFDSDA ENPRVEPRAR
51  WWEREGPEYW EEETQ AKGH EQ YRVDLRT LRGYYNQSEG GSHTI QEMYG
101 CDVGSDGSLL RGYRQDAYDG RDYI ALNEDL KTWIAADFAA Q TRNKWERA
151 RYAERLRAYL EGTCVESLRR YLELGKETLL RSDPPEAHVT LHPRPEGDVT
201 LRCWALGFYP ADI TLTWQLN GEDLTQDMEL VETRPAGDGT FQKWASVVVP
251 LGKEQNYTCR VEHEGLPKPL SQRWEPSPST DPNVETTVIY VI LGAVAM G
301 AVAI | GAWA VWRRRKRNTG GKGEYAPAPG RDSSQSSDVS LPDCKA*

Abbildung 3.7: Aminoauresequenz von Avon Exon 2 ((1-Dongne) bis zum
Stopcodon.

Die fettgedruckten Aminaairen zeigen den Beginn eines neuen Exons an, die unterstri-
chen hervorgehobenen Amirmsén sind diejenigen, die zwischei® &nd A" unterschei-
den.
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1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

GGCTCACACT
CGGGGAGCCC
TGCGCTACGA
TGGATGGAGC
CAAGGAAGGC
ACTACAACCA
TGTGACGTGG
CTACGATGGC
CGGCGGECGEA
GGTTATGCAG
GCTCCGCAGA
CCCCAGAGGEC
CTGAGGTGCT
GCAGTTGAAT
GGCCTGCAGG
CTTGGGAAGG
TGAGCCACTT
TGGAAACCAC
GCCATCATTG
AGGTGGGAAA

1001 GCTCTGATGT

CGCTGCGGTA
CGGTACATGG
CAGCGACGCG
GGGAGEGEECC
GAGCAGATTT
GAGCGAGGEC
GGTCGGACGG
CGCGATTACA
CTTTGCGGCA
AGAGACTCAG
TACCTGGAGC
ACATGTGACC
GGGECCCTGEG
GGGGAGGACC
GGATGGAACC
AGCAGAATTA
TCCCAGAGAT
TGTCATTTAT
GAATTGTGGT
GGAGACTACA
GTCTCTCCCA

TTTCTACACC
AAGTGGCCTA
GAGAATCCGA
GGAGTATTGG
ACCGAGTGGA
GGCTCTCACA
GAGCCTCCTC
TCGCCCTGAA
CAGATCACCC
GGCCTACCTG
TCGGGAAGGA
CTTCACCCCA
CTTCTACCCT
TGACCCAGGA
TTCCAGAAGT
CACATGCCGT
GGGAGCCTTC
GTCGTCCTTG
GGCTGTTGTG

GCCGTGrecc
CGTGGACGAC
GATATGAGCC
GAGGAGGAGA
CCTGAGGACC
CCATCCAGGT
CGCGGATATA
CGAAGACCTG
GGAACAAGTG
GAGGGCACGT
GACGCTGCTG
GACCTGAAGG
GCTGACATCA
CATGGAGCTT
GGGCATCTGT
GTGGAGCATG
TCCATCGACC
GAGCCATCAT
AGGAGGAGGA

GGCCCGGECCT
ACGCAGITCG
GCGGGECGCGEG
CACAGAAAGC
CTGCGCGECT
GATGTATGGC
GGCAGGACGC
AAGACGTGGA
GGAGCAGACT
GTGTGGAGTG
CGCTCAGATC
TGATGICACC
CCCTGACCTG
GTGGAGACCA
GGTGGTGCCT
AGGGECTGCC
AACTCCAACA
TGGAACTCTG
GGAGAAACAC

CCCCTGCTCC AGGCAGGGAC AGCTCCCAGA

GATTGTAAAG

CATGA

Abbildung 3.8: Nukleotidsequenz von A%on Exon 2 ¢i1-Doméine) bis zum
Stopcodon.
Die fettgedruckten Buchstaben zeigen den Beginn eines neuen Exons an.

Zugangsnummer: Y13579.

Genbank-

1 GSHSLRYFYT AVSRPGLGEP RYMEVGYVDD TQFVRYDSDA ENPRYEPRAR
51  WWVEREGPEYW EEETQKAKEG EQ YRVDLRT LRGYYNQSEG GSHTI QVMYG
101 CDVGSDGSLL RGYRQDAYDG RDYI ALNEDL KTWIAADFAA Q TRNKVEQT
151 GYAERLRAYL EGICVEW.RR YLELGKETLL RSDPPEAHVT LHPRPEGDVT
201 LRCWALGFYP ADI TLTWQLN GEDLTQDMEL VETRPAGDGT FQKWASVVVP
251 LGKEQNYTCR VEHEGLPEPL SQRWEPSPST NSNVETTVIY VWWLGAI | GTL
301 All G WAW RRRRRNTGGK GDYTPAPGRD SSQSSDVSLP DCKA*

Abbildung 3.9: Aminoauresequenz von A2von Exon 2 ((1-Dongne) bis zum
Stopcodon.
Die fettgedruckten Buchstaben zeigen den Beginn eines neuen Exons an.
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Abbildung 3.10: Sequenzhomologie der bekannten Ratte-MHC KI. I-Sequenzen.
Hier ist ein Vergleich der Nukleotid-Sequenzen von Exon2 bis zum Stopcodon zu
sehen.

In dieser Art der Darstellung (pileup, gcg) sind die horizontalen andé proportional zu

der Abweichung der Sequenzen voneinander.

3.2.3 Umklonierung der Ratte-MHC-KI. I-Molek ule in einen
retroviralen Vektor.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde eine Umklonierung de&-Molekiils und
der anderen verwendeten Ratte-MHC KI. |-Malékin einen retroviralen Vek-
tor notig: Die untersuchten MHC-Moleké mul3ten df spetere Experimente (s.
Abschn. 3.5.3, S. 84) in T-Zellhybridome eingebracht werden, die sich mit kon-
ventionellen Methoden nicht infizieren lie3en. Aus diesem Grund wurden die Mo-
lekile A2, AT und A2 mittels einer PCR-Klonierung in einen retroviralen Vektor
eingebracht Dafiir wurde mit dem Oligonukleotid Koszus, das zu Beginn des
Translationsstarts bindet und eiBeoRI-Schnittstelle einihrt und mit dem Oli-
gonukleotid EJdsBamHI, das am Stopcodon bindet und@anaH1-Schnittstelle
einfihrt, eine PCR durchgeffiit. Das PCR-Produkt wurde gereinigt, mit den Re-
striktionsenzymercoRl und BamHI geschnitten, geleluiert und in den Vektor
pLEN (Berberich) kloniert (Abb. 3.11).

Mit Hilfe dieses Konstrukts war es aglich, die T-Zellhybridome THO35/1
und THO53/4 und die Maus-Mastzellen P815-rCD8A@wA et al. 1997), die

A2 wurde freundlicherweise von Dr. E. Joly zur Megling gestellt.
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fur die s@teren Experimente (Kapitel 3.5.3) verwendet wurden, zu infizieren.

Start Stop
S N &
S S S &> S
< &L F R + P
Wus EJds Wds f
= = =2 pCMUIV - A
Koszus EJds/BamHI
— P
EcoRI BamHI

Abbildung 3.11: Umklonierung der Ratte-MHC KI. I-Molake’aus pCMUIV in
pPLEN, durch eine PCR mit den Oligonukleotiden Koszus und EJds/BamHI. Ge-
zeigt ist die PCR an pCMUIV-A

3.3 Charakterisierung des polymorphen MHC KI. I-
Molekills der LEW.1F-Ratte A,

3.3.1 Typisierung des A-Molekiils durch Alloantik orper.

Beide MHC KI. I-Molekiile der LEW.1F-Ratte und zum Vergleich da&Molekiil

der LEW.1A-Ratt8 und das A-Molekiil der LEW-Ratté wurden stabil in L-
Zellen, in LEW-THOs (THO35/1) und in Maus-Mastzellen (P815-rCD80) expri-
miert und mit allen uns veujbaren Alloantikfpern gegen Ratte Kl. I-Mole#é
(BUTCHER 1987) durchflul3zytometrisch analysiert. Ratte-Alloaorger entste-

hen durch die Immunisierung eines fetentiell congenelf) Ratten-Haplotyps

mit Zellen eines anderen. In der immunisierten Ratte entstehen daraufhin Al-
loantikdrper gegen die MHC-I-MolaKé des anderen Haplotyps. Diese Alloan-
tikorper reagierendufig zugtzlich mit MHC-Molekilen wieder anderer Haplo-
typen.

Das Af-Molekiil wurde von allen getesteten LEW.1F-reaktiven Alloaotik”
pern erkanritt. Dagegen erkannte es keiner der nicht mit LEW.1F-Zellen reagie-
renden Antiloiper (Tab. 3.1). Das gibt einen starken Hinweis darauf, da@iA
klassisches MHC K. I-Moleldl'der LEW.1F-Ratte ist.

A2" wurde interessanterweise dagegen nur von vier aus zehn spezifisth RT1
reaktiven Alloantilorpern erkannt (Tab. 3.13.

8A2 unterscheidet sich von Anur in sieben Aminaaiiren. & in pCMUIV wurde freundli-
cherweise von Dr. Joly zur Var§iung gestellt.

9Al wurde nur in L-Zellen transfiziert, da sich?Als die bessere Kontrolle herausstelltd. A
war ebenfalls in dieser Arbeit kloniert worden (Abschn. 3.2.1).

1%Congene Ratteatiime unterscheiden sich nurim MHC.

BAT wurde insgesamt mit 19 f-Haplotyp-reaktiven Amtipérn getestet (Daten nicht gezeigt).

2Der mAk JY1/232 wird hier zu den Areaktiven Antildrpern hinzugeatilt, da fir ihn eine
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Tabelle 3.1: Brbung von Ratte-Lymphknotenzellen und von Zellinien (L und
P815-rCD80) und dem LEW-THO35/1, die eingebrachte Ratte-Kl. I-Gene expri-
mieren, mit Ratte Kl. I-spezifischen monoklonalen Alloaati&rn.

*: diese Antikorper erkennen Ratte-MHC-I-Molel€ unablahgig vom Haplotyp.

# diese Antilorper sind f-Haplotyp spezifisch.

Auffallend in der Tabelle 3.1 sind die Alloanbtkper 6/30/6 und YR2/69:
6/30/6 erkannte zwar kein Epitop auf der LEW-Ratte, wohl aber — wenn auch
schwach — das LEW(RTETHO35/1; noglicherweise aufgrund einer Kreuzre-
aktivitat dieses Antikipers mit anderen Obeathenmoleklen des THO35/1.
YR2/69 reagierte mit keinem Epitop auf der DA-Ratte, wohl aber mit détm A
Molekil auf den Zellinien. Die Bindung von YR2/69 arf&ausschlieB3lich in den
Zellinien, konnte dadurch erklt werden, daf3 es dort in einer anderen Modifika-
tion vorliegt, die die YR2/69-Reaktiat vermittelt.

A2'-Erkennung nicht ausgeschlossen werden kann.
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3.3.2 Erkennung des A-Molekiils durch alloreaktive T-Zellen.

Die Sequenz und die Alloantikperreaktividit geben starke Hinweise darauf, daf3
A ein polymorphes MHC KI. I-Molell ist. Ein Beweis vate die spezifische
Erkennung des Moleks durch RT1-alloreaktive zytotoxische T-Lymphozyten:

MHC-I-Proteine sind starke Alloantigene. Werden Zellen zweier Haploty-
pen z.B. in einer MLR oder MLE zusammengebracht, wobei die Zellen eines
Haplotyps, die Stimulatorzellen, inaktiviert sind, so provozieren deren MHC-
I-Molekile die Differenzierung hochspezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten
(auch CTLs oder Effektoren genannt) des anderen Haplotyps.

Die zuuberptifenden Molekle konnen auf ihren vivo-Expression als MHC-
la-Molekiile tiberprift werden, indem sie in sogenannten Zielzellen exprimiert
werden und deren Lyse durch die CTLs festgestellt wird. Sie erkennen das Mo-
lekil, das ihre Differenzierung initiierte in dejZielzellen“ wieder und lysieren
sie sehr gut.

Fur diesen Zytotoxizdtstest wurden LEW-Zellen in einer MLC mit inaktivier-
ten LEW.1F-Zellen stimuliert. Die entstandenen RElloreaktiven Effektoren
wurden an Ratte-MHC-I transfizierten Zielzellen ausgelesen und der Prozentsatz
der spezifischen Lyse kalkuliert. Er macht eine Aussalger die Gite der Er-
kennung: ein in der LEW.1F-Ratte stark exprimiertes MHC-I-Maledtimuliert
eine heftige Alloreaktion und damit die Entstehung vieler hochspezifischer CTLs.
Zielzellen, die MHC-I-Proteine exprimieren, die die CTL-Differenzierung provo-
zierten, stimulieren folglich schon bei einem geringeren Effektor-/Zielzelalerh™
nis (Abszisse) die gleiche prozentuale Lyse (Ordinate) wie Zielzellen, die MHC-
Proteine exprimieren, die in den Stimulatorzellen nicht oder nur schwach expri-
miert wurden oder die nur schwach allogen (also keine typischen la-Melek™
sind.

Zunachst wurden Ratte MHC-I-transfizierte L-Zellen als Zielzellen verwen-
det. Eine gleichstarke Expression der hineintransfizierten Ratte MHC-I-G@Bhe |”
sich in Abb. 3.12 erkennen.

Wie in Abb. 3.13 zu sehen ist, wurden in diesem Zytotoatzitést A-trans-
fizierte L-Zellen (L-f) besser erkannt als untransfizierte oder mit KI. I-Molek™
von anderen Ratte-Haplotypen transfizierte L-Zellen. Dieser Versuch gibt also
einen Hinweis darauf, daR "Atatsichlich ein funktionelles, stark alloantigenes
MHC-la-Molektil der LEW.1F-Ratte ist.

In diesem Versuch allerdings ist der Unterschied der Lyse der verschiedenen
Wirtszellen nicht sehr @gnant. Das &rinte daran liegen, dal3 sie atdich zu

13Eine MLC (Kultur gemischter Lymphozyten, engl.: mixed lymphocyte culture) ist eine MLR
(gemischte Lymphozytenreaktion, engl.: mixed lymphocyte reaction), die einem Zytoatstiegt
vorangeht.
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Abbildung 3.12: Ratte-MHC KI. I-Expression der transfizierten L-Zellen.
Af-transfizierte L-Zellen sind als dicke rote Linie gezeigf-tkansfizierte als gestrichelte
griine Linie, A2 -transfizierte als gepunktete blaue Linie und untransfizierte L-Zellen als
dinne schwarze Linie.
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Abbildung 3.13: Erkennung der KI. I-transfizierten L-Zellen durch LEW.1F-
aktivierte Effektoren in einem Zytotoxiztstest.
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Abbildung 3.14: Erkennung der KI. I-transfizierten L-Zellen durch LEW.1F-
aktivierte Effektoren in einem Zytotoxiatstest. Restimulation und Blockade der
Maus-MHC KI. I-Molekiile.

den eingebrachten Ratte-MHC-Genen noch eigene, also Maus-MHC-Welek”
exprimieren, mit denen die RTareaktiven CTLs kreuzreagieremfiten. Um
diese nogliche Hintergrundlyse zu unterdrken, wurde im achsten Versuch mit
monoklonalen Antikipern gegen Kl. I-MHC der L-Zellen (H¥} geblockt. Nach

dem Maskieren des Maus-MHC unterschied sich die Lyse der verschiedenen L-
Zellpopulationen tatchlich viel séirker:

Abb. 3.14 zeigt, daR Atransfizierte L-Zellen von f-Haplotyp-reaktiven Ef-
fektoren stark, untransfizierte und®Aransfizierte L-Zellen dagegen nur wenig
lysiert wurden. Das bedeutet, daff &in polymorphes MHC KI. I-Molekl der
LEW.1F-Ratte ist. Aul3erdem zeigt es die hohe Speztiziies derartigen Zyto-
toxizitatstests, da sich¥von A extrazellusir nur in sieben Aminaairen unter-
scheidet. A3-transfizierte L-Zellen wurden in diesem Test wider Erwarten nicht
erkannt.

Um diese Daten weiter zu untemstén, wurde als weiterglragerlinie® ein
T-Zellhybridom (THO) verwendet. Das THO35/1 wurde aus einer Fusion von
LEW-Rattenzellen mit Maus-Zellen gewonnen. Es exprimiert also schon von sich
aus zwei MHCs (Maus und Ratte), die bei demtspén Versuchen — analog zu
den L-Zell-Ergebnissen aufgrund unspezifischer Hintergrundlyse bereits der un-
infizierten THOs — sifen mildten.

Das Gegenteil ist aber der Fall: Die xenogenen Maus-MHC KI. I-Malek™
sind nur sehr schwach exprimiert, so daf sie nur wenig unspezifische Aktivierung
der LEW-Effektoren nach sich ziehen (Abb. 3.15).

Der allogene Ratte-MHC @it ebenfalls nicht, da er mit dem Effektor-MHC
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tbereinstimmt und sauf"die LEW-Effektoren neutral ist. Damit stimuliert das
THO35/1 bei LEW-Effektoren eine nur sehr schwache Hintergrundlyse.

Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung dieses Hybridoms anstelle der L-
Zellen war, dal3 alsPositivkontrolle” ein von der LEW.1F-Ratte stammendes T-
Zellhybridom, das THO64, verwendet werden konnte.

ts
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Abbildung 3.15: Expression von endogenen Maus- und Ratte-MHC KI. I-
Molekiilen des THO35/1.

Die gnine gestrichelte Linie zeigt dieaRung mit dem Isotypkontrollantikper. Die
blaue gestrichelte Linie ist eineafung des Maus-MHC KI. I-Molaks KX, die rote
dicke Linie ist eine Brbung von Ratte-KI. I. Alle Antikiper sind unkonjugiert, der farb-
stoffgekoppelte Sekumdantilorper ist damPE.

Mit Hilfe dieses Hybridoms konnte gezeigt werden, dalRiAfizierte Zellen
(THO35/1-f) von RT1-reaktiven LEW-Effektoren genauso gut erkannt wurden
wie das LEW.1F-THO64 selbst. fAvereinigt also die gesamte RT-Reaktivitit
auf sich. Das nicht infizierte LEW-THO und da$-ffizierte LEW-THO wurden
nicht erkannt (Abb. 3.16). Damit konnten die mit L-Zellen gewonnen Daten
besttigt und somit gezeigt werden, daf gin polymorphes MHC K. I-Molell
der LEW.1F-Ratte ist.

Zur Bestitigung der A2-Daten wurde eine dritte Zellinie herangezogen, die
Maus-Mastzellen P815-rCD80 (M:DA etal. 1997), deren Verwendungy fSpate-
re Versuche (s. Abschn. 3.5.3, S. 84 ff) notwendig geworden war. Die Expression
der eingebrachten Ratte-Kl. I-Gene ist der Abb. 3.23 (S. 90) zu entnehmen.

In dem Zytotoxiziéitstest Abb. 3.17 mit f-reaktiven Effektoren konnte ge-
zeigt werden, daR Aexprimierende Maus-Mastzellen gut erkannt wurdefy; A
oder A2 -exprimierende Maus-Mastzellen hingegen nicht. Daroitrién die L-
Zelldaten auchui das AZ -Molekiil besttigt werden.

Diese durch verschiedene Zellinien und Hybridome gewonnenen Daten bele-
gen zusammen mit der Gensequenz und der Alloarpixieaktivisit, da’ A ein
polymorphes MHC KI. I-Molekl der LEW.1F-Ratte ist, wohingegen das &2
nicht gezeigt werden konnte.
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Abbildung 3.16: Erkennung der Kl. I-transfizierten T-Zellhybridome durch
LEW.1F-aktivierte Effektoren in einem ZytotoxiatiStest (Restimulation).
THO®64 ist ein LEW.1F-T-Zellhybridom und wurde hier als Positivkontrolle verwendet;
THO35/1ist ein LEW-THO,; alleine (ohne hineingebrachte weitere Ratte-Kl. I-Miégk
ist es eine Negativkontrolle.
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Abbildung 3.17: Erkennung der KI. I-transfizierten P815-rCD80 Maus-
Mastzellen (abgeak’zt P80) durch LEW.1F-aktivierte Effektoren in einem Zyto-
toxizitatstest.
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3.3.3 Peptidbindung des A-Molekiils.

Eine wichtige Eigenschaft der MHC KI. I-Moleike ist — wie in Kap. 1.2.2, S.
14 ff erklart — inr Peptidbindungsmotiv. Daher sollte das-Molekiil beaiglich
seiner Peptidbindungstaschen charakterisiert werden.

Dafiir war die groRé\hnlichkeit des A-Molekiils mit dem gut charakterisier-
ten A2-Molekdil sehr hilfreich: Diese beiden MHC-Molal€ unterscheiden sich
extrazelludir nur in sieben Aminagiren.

Die Ankeraminoauren tir MHC-bindende Peptide werden hawgailich durch
die F- (P9 des Peptids) und die B-Tasche (P2) der MHC-Mdé&#eéfiniert. Das
Peptidbindungsmotiv des@AMolekills ist gut bekannt; u.a. durch Poolsequen-
zierung eluierter Peptide und durch FACS-Analyse transfizierter RMA-S-Zellen
(THORPEet al. 1995; Pwis et al. 1996; SEVENS et al. 1998). Da die F-Tasche
in beiden Molekilen \wllig Ubereinstimmt, hat sie voraussichtlich auch die gleiche
Peptidbindungsanforderung (ein Arginin).

Die B-Tasche weicht in Aallerdings von derjenigen desAviolekiils in zwei
Aminosuren ab: AS 63 ist Bestandteil der A- und der B-Tasche, AS 70rgetr’

B- und zur C-Tasche (Tab. 3.5, Abb. 3.26 REMONT et al. 1992; MA\TSUMURA

et al. 1992). Beide Amina@airen sind alsouf” die B-Tasche relevant, so daf}
sich der P2-Anker der Abindenden Peptide vermutlich leicht vom P2-Anker
der A2-bindenden Peptide unterscheidet (Leu, GIn, Met). Eine Vermutung von
Dr. James Stevens (Babraham)uta, welche Ankeraminasiten von der A-
B-Tasche verlangt werdenanilich hydrophobe AS wie Ala, Leu, Val, Phe oder
Tyr, ermoglichte es, ein hypothetisches Motiv sehr gezielt zu testen.

So konnte ein Peptid (AASVSEEFR) aus der AmiaasEsequenz des Oval-
buminproteins ausgeailt werden, das das hypothetische Motiv afithDieses
Peptid wurde am Lehrstuhlif Physiologische Chemie in WZburg bei Prof. Dr.
Palm synthetisiert.

Fur den Stabilisierungstest muf3te das zu untersuchende K. I-Mdaekéchst
in RMA-S-Zellen exprimiert werden: RMA-S-Zellen weisen einen defekten Pep-
tidtransporter (TAP) auf, so daf3 sie nur leere MHC KI. I-Malkkéxprimieren.
Leere Molekile sind jedoch instabil und zerfallen bei 3€. Wird nun ein defi-
niertes Peptid von aul3en zugegeben, kann mittels FACS-Analysargekiden,
ob das verwendete Peptid das MHC-Malkku stabilisieren vermag, also das
verlangte Motiv enthlt (TOWNSEND et al. 1989; Pwis et al. 1991).

Dafiir wurde das A-Molekiil zuréichst durch Infektion stabil in RMA-S-Zellen
exprimiert. Dann muf3te gekit werden, ob das zu untersuchende Molé&in-
peratursensitiv ist, ob es also bei 3Z zer&llt, wenn es — wie in den RMA-S-
Zellen — ohne Peptid, alsgeer* auf der Zelloberfiche exprimiert wird.

Die Stabili&it des leeren Moleks wurde bei 27C und 37°C getestet. Abb.
3.18 zeigt, daR Atransfizierte RMA-S-Zellen, die bei 2T gehalten wurden, die
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Antikorper GN3/2 (einen A-reaktiven Alloantilirper) und Ox18 (einen Ratte-
MHC-I spezifischen Mausantikjer) besser binden als' Aransfizierte RMA-S-
Zellen, die bei 37C inkubiert wurden. Dadurch wurde gezeigt, dal} das leere
Af-Molekiil temperatursensitiv ist undifdiesen Test verwendet werden kann.
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Abbildung 3.18: A -Expression der A-infizierten RMA-S-Zellen bei 27C bzw.

37 °C. Im oberen Teil der Abbildung ist der Alloantkper GN3/2 gezeigt, im
unteren der Ratte-MHC KI. I-spezifische Mausaater Ox18.

RMA-S-Zellen, die bei 37C inkubiert wurden, sind als rote Linien gezeigt, diejenigen,
die bei 27°C gehalten wurden, als blaue. Diardien Linien steheruf"die Farbung mit
dem Isotypkontrollanti&iper (RIgG oben und Ox18 unten), die dickem flie Farbung
mit dem spezifischen Antideper (GN3/2 und Ox18).

Nachdem die Temperatursensitatities leeren A-Molekiils gekkrt wurde,
konnte nun die stabilisierende Eigenschaft des Peptids getestet werden:

Wie in Abb. 3.19 zu erkennen ist ffifte das OVA-Peptid zu einer Stabilisie-
rung des A-Molekiils: Af-transfizierte RMA-S-Zellen mit OVA-Pepticufiren
zu einer sarkeren A -Oberflichenstabilisierung (gemessen durch GN3/2) als sol-
che ohne Peptid. An untransfizierten RMA-S-Zellen kann ebenfalls — trotz OVA-
Zugabe — keine veratkte Antikorperbindung festgestellt werden. Das bedeutet,
dal3 eine eventuelle Kreuzreaktion des Aatpers mit dem Maus-MHC ausge-
schlossen werden kann, falls dieser durch das OVA-Peptid ebenfalls stabilisiert
wird (Abb. 3.19).
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Somit konnte also ein Astabilisierendes Peptid identifiziert und dadurch das
von Af verlangte Peptidmotiv aufgeit werden.

MHC-Stabilisierung

Abbildung 3.19: Stabilisierung der AExpression auf RMA-S-Zellen durch Pep-
tid.

Das OVA-Peptid vermochte die Obexttienexpression von'ru stabilisieren (rote dicke
Linie), RMA-S-Zellen ohne Peptidgabe (gré punktierte Linie) zeigten dagegen keine
Ratte-MHC I-Ober#ichenexpression. Die Obextlienexpression wurde dabei mit GN3/2
gemessen. Untransfizierte RMA-S-Zellen mit OVA-Peptid (schwarze gestrichelte Linie)
veranlassten keine Bindung des AmtiRérs GN3/2, die &bung A’ -transfizierter RMA-
S-Zellen mit OVA-Gabe mit dem Kontrollanttkper RIgG ist ebenfalls negativ (blaue
unterbrochene Linie).
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3.4 Das MHC KI. la-Molekul der SD-Ratte.

Alle bisherigen Daten weisen auf die Relevanz désMolekiils gegenber A2f

in der LEW.1F-Ratte hin: Awird von allen getesteten f-reaktiven Alloardiipern
erkannt, AZ dagegen nur von vier aus zehn. AuRerdem wirdwven RT1 -

reaktiven CTLs erkannt, A2hingegen nicht.

Ein weiterer Hinweis kam von Untersuchungen an dem SD-Auszucht-Rétten
durch ihn konnte sogar gezeigt werden, ddmder thymischen Selektiond8.2-
Zellen peferentiell expandiert.

\on einer kooperierenden Arbeitsgruppe aus Babraham wurden Sprague-Daw-
ley Auszucht-Ratten (SD) mit Alloantikpern typisiert. Sie stellten fest, dal3 die
SD-Ratten entweder homozygatrfdlen MHC I-Haplotyp oder heterozygairfl
und f waren.

Diese Ratten wurden uns zur Vagiing gestellt. Dr. Torres-Nagel kreuzte die
heterozygoten Ratten zu Rfhomozygoten, und sie konnte anschlieRend durch
FACS-Analyse feststellen, daR nur 3 % der CD8-T-Zellen der’Ridmozygoten
SD-Ratten AV8S2 verwenden. Eititberselektion findet hier offenbar nicht statt,
obwohl durch serologische Typisierungen das Vorhandensein sowohl des f-MHC
als auch des TCR-¥8.2-Segments festgestellt wurde.

Es sollte geldit werden, warum in diesem Rattenstamm eine geringere Ver-
wendung dieses TCR&/£Segments zu beobachten ist.

Um zu untersuchen, ob das MHC-I-Moldkder SD-Ratte, obwohl serolo-
gisch mit dem der LEW.1F-Ratte identisch, eine Mutation aufweist, die diepr”
rentielle Interaktion mit \@8.2 verhindern &inte, wurde dieses MHC K. I-Mo-
lekdl kloniert: Dafir wurden aus der SD-Rattédhér RT-PCR, wie in den Ab-
schnitten 3.2.1 und 3.2.3 beschrieben, mit den Primern EJds/BamHI und Koszus
Kl. I-Gene amplifiziert und diese anschliel3end in den retroviralen Vektor pHIT
kloniert.

Die erhaltenen Klone wurden durch cos-Transfektion uacb@itig mit A'-
und A2 -reaktiven Antildrpern weiter charakterisiert (Abschn. 3.2.1). Ein Klon
wurde sequenziert.

Die Sequenz des R’ -Gens weicht von der ASequenz in folgenden Basen
ab: In Exon drei den2-Helix gibt es eine Mutation, die zu einer Amirzagé-
mutation in einer konservierten Region (AS 15ahit. Im zytoplasmatischen
Bereich gibt es eine Mutation mit Auswirkung auf Amiaeosé-Ebene in Exon
sechs und eine Mutation, die sich auf die Nukleotid-Ebene baskhrin Exon
sieben.

Die Mutationen im zytoplasmatischen Bereidnkiéen auf die TCR-Erkennung

4Auszucht-Ratte sind im Gegensatz zu den sonst verwendeten Inzucht-Ratten genetisch nicht
identisch.
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keinen direkten Einflul3 haben. Sierkiten nur indirekt durch fehlende Interakti-
on z.B. mit,m oder Chaperonen (Tapasin, Calnectin, Calreticulin) die MHC-
Expression und damit die TCR-Erkennung beeinflussen. Da die @tesfi-
expression von MHC KI. | in der SD-Ratte normal ist, sind diese Mutationen
aber unbedeutend oder sogar nohbkier Wahrscheinlichkeit PCR-Fehler. Auf
die TCR-Erkennung und damit die AV8S2-Zélberselektion zumindesbkihen

sie keinen Einfluf3 haben.

Die Mutation AS 159 in Exon drei auf der MHG2-Helix liegt in einer Re-
gion, die mit dem TCR interagieren kann (s et al. 1998). &I den A6-
TCR!® wurde sogar ein Kontakt zwischen CD®Rles TCR und Y159 des MHC
beschrieben (NG et al. 1998). Sie &tte also groRen Einflul auf die TCR-
Erkennung.

Da die Alloantilorperreaktiviéit der SD-Ratte im Vergleich zu derjenigen von
LEW.1F nicht veandert ist, obwohl das bei einer Mutation in einem so exponier-
ten Bereich sehr wahrscheinlichavg, deutet das darauf hin, dal’ die Mutation
159 ein PCR-Fehler seimkinte. Diese Vermutung wird weiter entét, da die
AS-Position 159 — wie bei einem Vergleich von vierzehn Ratte Kl. I-Sequenzen
festgestellt werden konnte — konserviert ist.

Unter dieser Annahme ist es unwahrscheinlich, daR eine Mutation in dém A
MHC-Molekiil der SD-Rattedi das Fehlen ddiberselektion verantwortlich ist.

Dr. Torres-Nagel konnte durch einen anderen Ansatz zeigen, dal3 der RT1-
Locus der SD-Ratte zur thymischelberselektion von %8.2 fahig ist. Sie kreuz-
te unter Beibehaltung des MHC f-Haplotyps die SD-RRatten mehrfach auf
LEW-Ratten zuuck, so dal3 der MHGf* blieb, der Hintergrund und insbeson-
dere der TCR-Locus aber von der LEW-Ratte stammte. Da die Verwendung von
Va8.2"-CD8-T-Zellen daraufhin wieder zunahm (11,5 % f-homozygote Tie-
re), konnte so gezeigt werden, daf3 der MHC-Komplex der SD-Ratte mictia$’
Fehlen der AV8S2-Zelldberselektion verantwortlich ist.

Dr. Torres-Nagel konnte weiterhin zeigen, daf3 es in den SD-Ratten ein Rear-
rangementproblem deso.2-Gensegments gibt, das vermutlicin 8as Fehlen
derUberselektion verantwortlich ist.

Mit den durch die SD-Ratte gewonnenen Daten konnte gezeigt werden, daf3
der f-Haplotyp MHC der SD-Ratte in delberselektion funktionell ist und daR das
klonierte MHC KI. I-Molekil der SD-Ratte in der Sequenadiistwahrscheinlich
dem der LEW.1F-Ratte entspricht.

Somit geben diese Daten einen ersten Hinweis darauf, daR ‘datokekiil,
da es auch in der SD-Ratte gefunden werden konntdemaritiell mit \b8.2-
positiven CD8-T-Zellen interagiert.

15A6/HLA-A2/Tax ist einer der TCR/pMHC-Komplexe, deren Struktur bekannt ist (siehe Ein-
leitung).
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3.5 Praferentielle Interaktion von Va8.2-CD8-T-Zel-
len mit AT,

Eine Aufgabe dieser Arbeit war es zwieii, ob das klonierte A oder das A?%-
Molekul bevorzugt AV8S2-exprimierende CD8-T-Zellen expandiert, alsdepr”
rentiell von ihnen erkannt wird.

Dazu wurden mehrere AatZe verfolgt: Einerseits wurde untersucht, a8\2-
positive CD8-T-Zellen in einer MLR prferentiell durch A-transfizierte, Trager-
zellen® zur Proliferation angeregt werden (Abschn. 3.5.3).

Andererseits wurde gegpit, ob Va8.2-exprimierende CD8-T-Zelleng@ieren-
tiell A f-exprimierende Zielzellen lysierenuFden zweiten Ansatz wurden zwei
Strategien angewandt, um diex8.2-Effektorzellen aus der Gesamtpopulation al-
ler CD8-T-Zellen auszualilen und zu aktivieren:

Durch,Panning* mit einem monoklonalen Antkper, der nur AV8S2-T-Zel-
len erkennt (ca. 2 % der CD8-T-Zellen der LEW-Ratte, s. Abb. 3.djnkih
polyklonal alle \&18.2-Zellen selektiert und gleichzeitig auch aktiviert werden.
Eine diesem polyklonalen AV8S2-Repertoire innewohnenddepentielle A'-
Erkennung waie sichtbar, wenn die AV8S2-Zellen desser erkennen als andere
Ratte-MHC-I-Molekile, die Gesamtheit der T-Zellen aber — durch Panning mit
einem pan-TCR-Anti&iper aktiviert — Al nicht bevorzugt erkennt. Hierwvile
also die (paferentielle) Interaktion einer Teilmenge der T-Zellen (di@8\2+-
TCs) verglichen mit der Reaktion der Gesamtheit aller T-Zellen nhitAbschn.
3.5.1).

Die RT1!-alloreaktiven \6i18.2-CD8-T-Zellen kihnen mit einem anderen An-
satz analysiert werden: Die Aktivierung der Effektoren erfolgtin diesem Fall in ei-
ner MLR gegen LEW.1F-Stimulatoren, die Selektion der8\2-exprimierenden
T-Zellen erst spter durch die Trennung vona\B.2-positiven und -negativen allo-
reaktiven T-Zellen durch den FACSort (Abschn. 3.5.2).

Dabei zeigt die erste Strategie des zweiten Ansatzesuta®reingenomme-
ne“ polyklonale Repertoire andB.2-CTLs und vergleicht dieses mit der Gesamt-
heit aller T-Zellen, die beliebige V-Segmente verwenden. Die zweite Strategie
untersucht den Teil des Repertoires am8\2-Zellen, der durch den f-Haplotyp
aktiviert wurde und daher alloreaktiv ist, und vergleicht ihn mit8/2-negativen
RT1-alloreaktiven CTLs.
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3.5.1 Generierung polyklonaler Af-spezifischer CTLs mittels
»Panning®.

Mit diesem Ansatz solltaiberptift werden, ob eine piférentielle Interaktion
polyklonaler W8.2-T-Zellen mit A’ stattfindet, nicht aber AV8S2-negativer T-
Zellen.

Dafur wurden AV8S2-Zellen mittels Panning mit einena&.2-spezifischen
Antikorper selektiert und aktiviert. Gesamt-T-Zellen wurden — naai®.2-De-
pletion — durch Panning mit einem pan-TCR-Amitigér aktiviert. Uberpuift wur-
de die nogliche peferentielle A-Erkennung der AV8S2-positiven CTLs durch
die Lyse des LEW-THO 35/1, das eingebrachte Ratte-MHC-I-Mdklexpri-
miert.

Abb. 3.20 deutet darauf hin, daRx8.2-exprimierende Effektoren das'A
transfizierte THO35/1 besser lysierten als dédgransfizierte. Hingegen erkann-
ten mit anti-TCR-Panning aktivierte Effektoren das-Aind das A-infzierte THO
35/1 gleich gut.

Da es mit dieser Methode nuraglich war, entweder gergend T-Zellen zu
gewinnen, die zwar Blasten — also aktiviert — waren, aber nicht zur vollen Ef-
fektorfunktion (Lyse) &hig waren, oder potente Effektoren, deren Zellzahl aber
zu gering war, um aussageltige Ergebnisse zu liefet, wurde dieser Ansatz
nicht weiter verfolgt.

25+
== Va8.2-Panning; THO35/1-f

= Va8.2-P; THO35/1-a
TCR-P; THO64

= TCR-P; THO35/1-f

= TCR-P; THO35/1-a

= TCR-P; THO35/1

20 -

154

10

% spezifische Lyse

Effektor/Zielzell-Ratio

Abbildung 3.20: Erkennung von Kl. I-transfizierten THOs durch polyklonal akti-
vierte Va8.2" - bzw. V8.2 -Effektoren in einem Zytotoxizafstest.

Die Effektoren wurden durch Panning mit einem Ak gegen da8.¥2-TCR-Segment
(Va8.2-P) bzw. — nach 8.2-Depletion — durch Panning mit einem pan-TCR-Aotper
(TCR-P) gewonnen und aktiviert. THO64 ist ein LEW.1F-THO, THO35/1 ist ein LEW-
THO.

1630 beruht auch jeder Punkt der Abb. 3.20 auf nur einem MeRwert und nicht ublioh =
auf Triplikaten.
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3.5.2 Generierung alloreaktiver Af-spezifischer CTLs mittels
MLR.

Mit diesem Ansatz sollte untersucht werden, ob diejenigen unter deh-BT1
loreaktiven T-Zellen, die das&8.2-Segment verwenden,’A- im Vergleich zu
anderen Ratte-MHC-I-Molakén — paferentiell erkennen, nicht aber alloreaktive
T-Zellen, die AV8S2 nicht exprimieren.

Dafur wurden LEW-Rattenzellen in einer MLR mit LEW.1F-Rattenzellen sti-
muliert, an Tagd@inf in Va8.2-Segment-positive und -negative Zellen sortiert und
an Tag neun restimuliert. Nach weiteramf Tagen wurden den so erhaltenen
Effektoren Ratte-KI. I-infizierte Zielzellen angeboten und es wurdlerprift, ob
die Va8.2-Segment-positiven Zellen'Ainfizierte Zielzellen paferentiell lysieren
und ob W8.2"-T-Zellen das auch bewirken.

Da trotz sehr guter Stimulation mit einem hohen Prozentsatzeh2/ -CD8-
T-Zellen'’ nach dem Sortieren nur sehr wenige Zellgwig blieben, erschien
dieser Ansatz nicht durcaafirbar und wurde nicht weiter verfolgt.

3.5.3 Praferentielle Expansion von \08.2-CD8-T-Zellen bei Sti-
mulierung mit A f-exprimierenden Zellinien in einer MLR.

Um eine nogliche paferentielle Interaktion W8.2-positiver CD8-T-Zellen mit

A" zu untersuchen, wurden hier LEW-CD8-T-Zellen in einer MLR mit Ratte-
MHC-KI. I-exprimierenden Zellinien/THOs stimuliert und die Expansion AV8S2-
positiver CD8-T-Zellen mit der aller CD8-T-Zellen verglichen. Einafpréntiel-

le AV8S2-Expansion ist erkennbar, wenn die AV8S2-Zellen in den Blasten — den
Zellen, die auf den Allo-MHC mit Proliferation reagiert haben — zu eineinen-

en Prozentsatz vertreten sind als in den kleinen Zellen, die nicht reagiert haben.
Des weiteren wurde die unterschiedliche Expansion va8.2-CD8-T-Zellen bei
Stimulation mit den einzelnen MHC-Haplotypen verglichen.

Zundchst wurden transfizierte L-Zellen — eireufig flir Maus-MLRs verwen-
dete Zellinie (MKATSUJI et al. 1987) — als Stimulatoren verwendet. Wie in
Tabelle 3.2 zusammengefaRt zu sehen ist, bewirkfetransfizierte L-Zellen in
jedem der Versuche diesskste Expansion &8.2-positiver CD8-T-Zellen.

Der Versuch L4a ist in Abb. 3.21 auch graphisch dargestellt und soll hier ex-
emplarisch erldit werden: \&8.2-positive CD8-T-Zellen proliferierten bei Sti-
mulation mit Af -transfizierten L-Zellen srker als AV8S2-negative CD8-T-Zellen,
nicht jedoch bei Stimulation mit untransfizierten L-Zellen oder solchen, die mit

Eingesetzt wurden 3,5x8@ellen mit 2,5 % \&8.2-Expression insgesamt. Bei einer erwarte-
ten Ausbeute von 60 % nach dem Sortiervorgang sollten dennoch c&f Bgllén erzielt werden.
Nach dem Sortieren bleiben allerdings nur 3,5%Z@llen ibrig.
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anderen Ratte-MHC-I-Molekén transfiziert wurden. Das LEW.1F-THOG64, das
hier als Positivkontrolle verwendet wurde, stimulierte derlstte paferentielle
Expansion von 8.2 -CD8-T-Zellen.

Diese Daten zeigen, darog.2"-CD8-T-Zellen bei Allostimulierung mit A
praferentiell expandieren.

[ Blasten
B Kleine

% Va8.2/CD8 T-Zellen
w

oH
THO64 Lo Lf

Abbildung 3.21: MLR von LEW-LN-CD8-T-Zellen gegen Ratte-Kl. I-
transfizierte L-Zellen bzw. das LEW.1F-THOG64 (Versuch L4a).

Die dunklen Balken kennzeichnen die im FSC/SSC kleinen Zellen, die hellen Balken die
Blasten. Gezeigt ist der Anteil vona8.2-exprimierenden CD8-T-Zellen an allen CD8
T-Zellen.

Insgesamt aber waren die mit transfizierten L-Zellen erreichten Unterschie-
de in der Expansion von&8.2"-CD8-T-Zellen zu geringdi die s@tere Kartie-
rung der tir die Uberselektion verantwortlichen Stellen auf A8 Der fiir Af
wenig geeignete Peptidtransporter (FAPder Maus-L-Zellen &inte fir die-
se bei L-Zellen nur raRige paferentielle Expansion verantwortlich sein: Das
TAPA-Allel der Ratte, nicht aber ihr TAPB-Allel oder Maus-TAP, ighii, MHC-
Molekile mit sehr saurer F-Tasche, wié Anit passenden Peptiden mit positivem
C-Terminus zu beladen. "Anun zeigt nicht nur sehatinliche Peptidbindungs-
Anforderungen wie A (Abschn. 3.3.3, S. 77), auch stimmt die F-Tasche, die f"
das TAP-Phihomen ausschlaggebend ist, in beiden Mdalek\ollig Uberein. Da-
her ist A" vom TAP-Allelismus voraussichtlich genauso betroffen wig A

Weiterhin fihrt die Koexpression des@AViolekils mit dem falschem TAP-
Allel zu einer vegnderten TC-Alloerkennurf§ (LIVINGSTONE et al. 1991). Ge-
nau in der Alloerkennung aber soll diegperentielle Interaktion der &8.2-T-
Zellen mit AT gezeigt werden. Daher sollte @mvitro-Ansatz auf das TAP-Allel

18\it blockierenden Antikifpern gegen den Maus-MHC der L-Zellen konnte in diesen Versu-
chen nicht gearbeitet werden, da die Responderzellen denoipéikiinspezifisch aufnahmen und
fur eine FACS-Analyse mit unkonjugiertem ant8.2-Antikorper daher nicht verwendbar waren
(Daten nicht gezeigt).

19TAP transportiertdie im Zytosol generierten Peptide in das ER, wo sie mit MHC-I assoziieren.

2OAlloreaktive CTLs unterscheiden zwischer i#n TAPA- und im TAPB-Hintergrund.
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Ver- | Respon-| Stimu- | IL-2 in | Stimula- % V a8.27/
suchs4 derzel- | lations- | U/ml torzellen CD8™-
num- | len dauer Blasten
mer
Lla | CD8-T- |5d 100 U L-I 2,0; n=3
Zellen L-f 2,8
L1b | T-Zellen | 5d 100U L-l 1,9; n=3
L-f 4,0
L2 CD8-T- | 5d 100 U L 1,9; n=5
Zellen L-10 1,4 pool
L-a 1,9
L-f 2,6
L3 CD8-T- | 5d 100 U L-I 3,7; n=5
Zellen L-10 3,6
L-a 2,2
L-f 4.1
L4a* | CD8-T- | 3d 100 U L- 2,2
Zellen L-l 2,6
L-10 3,0
L-a 2,5
L-f 4.4
L4b | CD8-T- |6d 100 U L- 1,1
Zellen L-l 1,7
L-10 1,6
L-a 1,6
L-f 1,9

Tabelle 3.2: Tabelle der MLRs von LEW-LN-Responderzellen gegen L-
Stimulatorzellen, ggf. transfiziert mit Ratte-MHC-I-Genen.

*. dieser Versuch ist auch als Graphik dargestellt.

n: Anzahl von ParallelamsZen.
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zurtickgreifen, mit dem die piférentielle AV8S2/A-Interaktion beobachtet wur-
de, also auf das Ratte TAPA-Allel, das in der LEW-Ratte exprimiert wigil{J
et al. 1994).

So bot es sich an, die LEW-T-Zellhybridome THO35/1 und 53/4 als Stimu-
latorzellen tir eine MLR zu verwenden, weil sie u.a. das passende Ratte-TAP-
Allel exprimiererf!. Da sich diese THOs nicht konventionell transfizieren lieRen,
muRten &, A" und A2" in den retroviralen Vektor pLEN umkloniert werden (s.
Abschn. 3.2.3). Mit diesem Vektor lie3en sich die THOSs infizieren.

Trotz austihrlicher Titrationsreihen der Zellzahl von Stimulator- und Respon-
derzellen, der IL-2-Konzentration und der Dauer der Stimulation, erwiesen sich
die THOs letztlich als sehr schlechte Stimulatoren. Die Varianz innerhalb ei-
nes Versuchs (bei Parallelatszén) war sehr hoch und die Kontraltbung mit
dem Isotypanti&iper unsauber, da es viele tote Zellen gab, die als unspezifische
Farbung sichtbar wurden. Ausgé dieser Versuche sind in der Tabelle 3.3 zu se-
hen. Den Versuch T4a zeigt auch die nachfolgende Graphik. Da sich die THOs
damit als ungeeignet zur Stimulation von MLRs erwiesen, wurde von ihrer weite-
ren Verwendung abgesehen.

49 r4
O mw
I mw-sd

I

% Va8.2/CD8-Blasten
w
Py

THO64 THO53-a THOS3-f THO35 THO35-a

Abbildung 3.22: MLR von LEW-LN-CD8-T-Zellen gegen das LEW.1F-THO
(THO64) und gegen A und Af-infizierte LEW-THOs (THO53/4-a, -f und
THOS35/1-a, -f; Versuch T4a).

2Maus/Ratte-THOs exprimieren sowohl das Maus-TAP wie auch das Ratte-TAPA. TAPA ist
dominantiber TAPB (LVINGSTONE et al. 1991).
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Ver- | Respon-| Stimu- | IL-2 in | Stimula- % V a8.27/

suchs4 derzel- | lations- | U/ml torzellen CD8t-
num- | len dauer Blasten
mer
T1 CD8-T- | 5d 100 U THO64 42
Zellen THO35/1 1,3
THO53/4 | 2,6
T2a | CD8-T- | 3d 100 U THO64 5,8; n=2-3
Zellen THO35/1 | 3,9
THO53/4 | 3,8
T2b | CD8-T- |6d 100 U THO64 4,1;: n=2-3
Zellen THO35/1 2,2
THO53/4 | 2,3
T3 CD8-T- |5d 100 U THO64 3,1; n=3
Zellen THO35/1 | 3,3

THO35/1-a| 3,2
THO35/1-f | 2,9
THO53/4 | 3,4
THO53/4-a| 2,9

THO53/4-f | 3,1
T4a* | CD8-T- | 3d 100U THOG64 3,4, n=3

Zellen THO35/1 2,9
THO35/1-a| 2,6
THO53/4-a| 2,7

THO53/4-f | 3,4
T4b | CD8-T- | 5d 100U THOG64 3,9; n=3

Zellen THO35/1 | 2,6
THO35/1-a| 2,6
THO53/4-a| 2,8
THO53/4-f | 2,7

T5a | CD8-T- |4d 100 U THO64 3,8; n=3
Zellen THO35/1 | 2,5
THO53/4 | 2,0

T5b | CD8-T- | 7d 100 U THO64 2,9; n=3
Zellen THO35/1 1,6

THO53/4 1.8

Tabelle 3.3: Tabelle der MLRs von LEW-LN-Responderzellen gegen T-
Zellhybridome, ggf. infiziert mit Ratte-MHC-KI.I-Genen.

THO64 ist ein LEW.1F-T-Zellhybridom, THO35/1 und THO53/4 sind LEW-T-
Zellhybridome.

L-Stimulatorzellen, ggf. transfiziert mit Ratte MHC KI. I-Genen.

*. dieser Versuch ist auch als Graphik dargestellt.

n: Anzahl von ParallelamsZen.
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Zu dieser Zeit hatte eine Gruppe aus Japan das Ratte-CD80-M&lekiert
und es in Maus-Mastzellen (P815) transfiziertAlbA et al. 1997). Sie stellten
uns diese Zellinie freundlicherweise zur \gting. Diese Zellen exprimierten
zwar wiederum das weniger geeignete Maus-TAP, aber sie boten — aufgrund der
CD80-Expression — einaif die Ratten-Responderzellen optimale Kostimulation,
einen fir MLRs sehr wichtigen Faktor gkzzi et al. 1998)2.

Diese Ratte-CD80-transfizierten Maus-Mastzellen wurden mit den einzelnen
Ratte-MHC-KI. I-Konstrukten infiziert (A, A2 und A2f), es wurden Einzelklo-
ne gewonnen und deren MHC-I-Expression analysiert: Mit dem Isotypkontroll-
antikorper geéirbt, zeigten alle Linien einen seahrilichen Hintergrund. CD80
wurde in allen Zellinien sehr stark und in vergleichbareh éxprimiert. Das in-
fizierte A>-MHC-Molekiil wurde genauso stark wie das Molekiil exprimiert,

A2 aber weniger stark. Obwohl viele Klone getestet worden waren, war es nicht
moéglich gewesen, einerohér exprimierenden A2Klon zu finden (Abb. 3.23).

Mit diesen Ratte-CD80-transfizierten Ratte-MHC KI. I-infizierten Mausmast-
zellklonen konnte schlief3lich eine Stimulation mit geringer Varianz innerhalb ei-
nes Versuchs und sehr sauberarltingen (wenig tote Zellen) erzielt werden
(siehe zusammenfassend auch Tab. 3.4).

Versuch P6 ist auch graphisch dargestellt und soll exemplatische mit der
Mausmastzellinie P815 erzielten Ergebnissaugdit werden: Abb. 3.24 zeigt,
daR der A-exprimierende P815-rCD80 (abgekt als P80)-Klon eine pféren-
tielle Expansion von 8.2 -CD8-Blasten provozierte, hingegen nicht untrans-
fizierte Maus-Mastzellen oder solche, di@ 8der A2' exprimierten. Vielmehr
bewirkten letztere sogar eine verminderte Expansion vo8.2"-verwendenden
CD8-T-Zellen (vergleiche Abb. 3.25).

Damit wurde nachgewiesen, dal daSMolekiil praferentiell \ti8.2-expri-
mierende CD8-T-Zellen in der Alloreaktion expandiertur Fifas AZ -Molekiil
konnte das nicht gezeigt werden. Gemeinsam mit deni€ Alloerkennung im
Zytotoxizitatstest it A2 gewonnenen Daten kann das ARlolekiil in seiner
Eigenschaft als wyjlicher Kandidatiit die Uberselektion von %8.2-Zellen aus-
geschlossen werden.

Somit ist A" als das Molell identifiziert, das die mferentielle Expansion
von AV8S2-CD8-T-Zellen in der Alloreaktion stimuliert.

22Bjslang wurde eine Kostimulation durch Gabe von humanem II-2 bewirkt.
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Abbildung 3.23: laibung der Ratte-MHC KI. I-infizierten P815-rCD80-Klone mit
dem Isotypkontrollanti&iper bzw. Expression von Ratte-CD80 und
Ratte-MHC-I.

Die schwarze diine Linie zeigt die untransfizierten P815-rCD80-Zellen. DéF A
infizierte P815-rCD80-Klon ist als grie unterbrochene Linie dargestellt, derf-A
infizierte als dicke rote Linie, der Ainfizierte als gepunktete blaue Linie.
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Ver- | Respon-| Stimu- | IL-2 in Stimulator- % V 08.2%/
suchs4 derzel- | lations- | U/ml zellen CD8™-
num- | len dauer Blasten
mer
P1 T-Zellen | 5d 100 U IL-2 | P815-rCD80 1,1

10 U IL-2 P815-rCD80 0,8

[I-2 d3 P815-rCD80 1,1

-|L-2 P815-rCD80 0,8

100 U IL-2 | P815-rCD80-f 1,2
10U IL-2 | P815-rCD80-f 1,4

[I-2 d3 P815-rCD80-f 0,3
-1L-2 P815-rCD80-f 3,5

P2 T-Zellen | 5d - P815-rCD80 1,1; n=8
P815-rCD80-f 2,1

P3 T-Zellen | 5d - P815-rCD80-a 1,8; n=8
P815-rCD80-f 1,7

P4 T-Zellen | 5d - P815-rCD80 1,2;n=4

P815-rCD80-a | 1,4
P815-rCD80-2f | 1,2

P815-rCD80-Hf/a 2,1
P5 T-Zellen | 5d - P815-rCD80 1,0; n=7

P815-rCD80-f 4,0

P815-rCD80-Ha/f 2,0
P6* T-Zellen | 5d - P815-rCD80 0,8: n=6

P815-rCD80-a 1,0
P815-rCD80-f 42

P815-rCD80-2f | 1,0
P T-Zellen | 5d - P815-rCD80 1,2;: n=7

P815-rCD80-a | 1,4
P815-rCD80-f 4,0
P815-rCD80-Ha/f 2,6
P815-rCD80-Hf/a 2,9

Tabelle 3.4: Tabelle der MLRs von LEW-LN-Responderzellen gegen P815-
rCD80 Stimulatorzellen, ggf. infiziert mit Ratte-MHC KI. I-Genen.

H: Hybrid a/f, Hybrid f/a, relevantdi’ Kapitel 3.6

*: dieser Versuch ist auch als Graphik dargestellt.

n: Anzahl von ParallelaéZen.
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Abbildung 3.24: MLR von LEW-LN-T-Zellen gegen Ratte-Kl. I-transfizierte
P815-rCD80-Zellen. Nur die Blasten sind gezeigt (Versuch P6).
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Abbildung 3.25: MLR von LEW-LN-T-Zellen gegen Ratte-Kl. I-transfizierte
P815-rCD80-Zellen. Nur die kleinen, nicht reagierenden Zellen sind gezeigt (\Ver-
such P6).
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3.6 Kartierung der A f/\Va8.2-Interaktion.

3.6.1 Das A-Molekdll.

Das zweite Anliegen dieser Arbeit nach der Klonierung und Charakterisierung des
Molekiils, das tit die Uberselektion von ¥8.21-CD8-T-Zellen verantwortlich

ist, war es, die Regionen bzw. Amirmsen auf A zu kartieren, die i diese
Uberselektion von Bedeutung sind.

Hierfur war die schon beschrieberdénlichkeit des A-Molekiils mit dem
A2-Molekil sehr hilfreich: Diese MHC-Proteine unterscheiden sich extrazellul”
nur in sieben Aminaaiiren. Da nur A nicht aber & eine Uberselektion be-
wirkt (TORRESNAGEL et al. 1994), mSsen die Aminaaliren, in denen sich die
beiden Molekile unterscheidenuf die Uberselektion ausschlaggebend sein. Es
war unser Anliegen, deren EinfluR auf einafgréentielle Expansion vonaB.2™" -
CD8-T-Zellen in der Alloreaktion zu untersuchen.

In der Tabelle 3.5 sind die Aminasien aufgeflirt, die extrazelldi zur Un-
terscheidung von Aund A fuhren. Wenn i diese Aminoaiirepositionen be-
reits TCR- bzw. Peptid-Kontakte beschrieben waren, sind diese ebenfalls angege-
ben:

Die Aminosiuren 63 und 70, die zu den Peptidbindungstaschen des MHC-
Molekils geloren, lonnen indirekuber das Spektrum gebundener Peptide Ein-
fluR auf die TCR-Erkennung auilsén (MATSUMURA et al. 1992; REMONT
et al. 1992): Durch Selektion unterschiedlicher Peptidspektoeaméri sie die
TC-Erkennung beeinflussen, a) weil der TCRaretérte Peptidaminasien sieht
oder auch b) weil eine Bindung eines andern Peptids Amderung der MHC-
Konformation bewirken kann (MDDEN 1995) und der TCR so ein \@mdertes
MHC-Molekul erkennt.

Direkte Kontakte zu der TC&RKette wird den AS 62, 65, 69 und 167 zu-
geschrieben (BRBOCzI et al. 1996; GQRCIA et al. 1998; DNG et al. 1998).
Sie konnten zu einer piferentiellen Interaktion von A mit dem W8.2-TCR-
Segmentiihren und damit didJberselektion bedingen. Dabeillt die Vielzahl
der potentiellen TCR-Kettenkontakte der Aminasiren 65 (Region I) und 167
(Region Il) besonders auf (Tab. 3.5).

Wird das A'-Molekiil aus dem Blickwinkel des TCR betrachtet, liegen die
Af von A? unterscheidenden Aminasien auf zwei Regionen verteilt, eine N-
terminal auf der MHGa 1-Helix (,Region I) und die andere am C-Terminus der
MHC-a2-Helix (,Region II*, s. Abb. 3.26, A). Beide Regionen befinden sich auf
der,linken Seite“?3 des MHC-Molekils, genau dort, wo die &-Kette des TCR

23Wenn MHC-Molekile aus dem Blickwinkel des TCR gezeigt werden, ist das MHC-Mdlek”
konventionell so gezeigt, dal3 die MidC-Helix oben liegt, so dal3 der Peptid N-Terminus, ebenso
wie die beiden hier betrachteten Regionen, links liegt (vgl. Abbb. 3.26 und 1.10, S. 25).
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Amino- | MHC- | Interaktion Referenz
sdure- Helix/
position | Region
Af A2
62 ol mit TCR: (DING et al. 1998;
E—Q ein Kontakt zu CDR8 (B7) | GARCIA et al. 1998;
bzw. vier Kontakte zu GARBOCzI et al. 1996;
CDR1a und ein Kontakt zu SMITH und LuTZz
CDR3x (2C) 1997; WTTE et al.
1997)
63 al/l mit Peptid: (MATSUMURA et al.
E—Q Tasche A/B 1992; FRREMONT et al.
1992)
65 al/l mit TCR: (GarBOCZI et al.
Q—R vier Kontakte zu CDR@ | 1996; DNG et al.

(A6) bzw. zehn Kontakte zy1 1998; (ARCIA et al.
CDR3x und zwei Kontak-| 1998; SmTH und
te zu CDR3B (B7) bzw. ein| LuTtz 1997)

Kontakt zu CDR& (2C)

69 al/l mit TCR: (GarBOCZI et al.
G—E ein Kontakt zu CDR@& (bei | 1996; DNG et al.
A6 und B7) 1998; SmTH und
LuTtz 1997)
70 al/l mit Peptid: (MATSUMURA et al.
H—-W Tasche B/C 1992; FREMONT et al.
1992)
167 a2/1 mit TCR: (GarBOCZI et al.
S—»W ein Kontakt zu CDR1a | 1996; DNG et al.
(A6) bzw. vier Kontakte zu 1998; SmTH und
CDR1a (B7) Lutz 1997, WTTE
etal. 1997)
169 a2/l - -
R—S

Tabelle 3.5: Eine Auflistung der sieben Amiaosén, die & von Af extrazelludir
unterscheiderDie CDR1n-Kontakte sind durch Unterstreichung und Fettdruck hervor-
gehoben. Bi",Region |, sind insgesamuififundzwanzig TCR-Kontakte beschriebeu,
~Region II* aber nurdinf. Allerdings ist die Anzahl der beschriebenen CBRdontakte
beider Regionealfinlich (vier gegeunber tinf).
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Abbildung 3.26: RT1.A; Im Teil A sind die AS markiert, die Avon A2 unter-
scheidenln Rot sind AS des MHC markiert, die — nach Garboczi et al. 1996, Garcia et
al. 1998 und Ding et al. 1998 —den TCR kontaktieren (62, 65, 69, 167), in Blau diejenigen
(63, 70), tir die Peptidkontakte beschrieben sinéh(84 und Lutz 1997; WITTE et al.
1997), und in Schwarz ist eine AS (169)r die keine TCR- oder Peptidkontakte bekannt
sind.

Im Teil B sind die von der TCR W-Kette kontaktierten MHC-AS hervorgehoben.
Rot markiert sind dabei polymorphe Positionen von MHC-I der RateY ket al. 1998),

grin konservierte.

Im Vergleich der beiden Bilderdl3t sich gut erkennen, dal3 vamfiiberhaupt
vorhandenen TC& kontaktierenden polymorphen AS (B) vier auch in den unter-
scheidenden AS enthalten sind (A).
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den MHC kontaktiert. Dasal3t sich gut in Abbildung 3.26 erkennen. In Teil A der
Abbildung sind die Aminoalren hervorgehoben, die die beiden MHC-Maillek
unterscheiden. In Rot sind diejenigen markiert, die g@mabelle 3.5 vom TCR
kontaktiert sind, in Blau diejenigen, die Einflu3 auf die Peptidbindung haben,
und die Aminosure 169 —uir diese Position wurden keine TCR- oder Peptid-
Kontakte beschrieben —in Schwarz. In Teil B der Abbildung sind die Angines™

en, die nach Garboczi et al. 1996, Garcia et al. 1998 und Ding et al. 1998 von
der TCRx-Kette kontaktiert werden, hervorgehoben. Wichtig sind hierbei v.a. die
rot markierten polymorphen MHC-Reste, da ja nur sie zur Unterscheidung von
A2 und Af beitragen kihnen. Die konservierten T@Rkontaktierten MHC-Reste
sind guin hervorgehoben.

Nur die ftinf rot markierten Aminaatiren kommen alsaf'eine paferentielle
Interaktion eines d-Segments mit einem Ratte-la-Moldkin Frage. Wie sich
im Vergleich der beiden Teilabbildungen mit einem Blick erkenradt,|sind vier
davon in den wenigen Unterschieden vohzd Af verwirklicht.

Diese vier Aminoauren sind topologisch gesehen also sehr wahrscheinlich
Kandidaten tit eine paferentielle Interaktion von &8.2 mit A,

Die Aminosiurekombination voRegion I auf deral-Helix kommt aul3er
in AT in keinem anderen der vierzehn untersuchten Ratte-MHC K. la-Migek”
mehr vor. Die Aminoaurekombination vopRegion II* auf der2-Helix dagegen
ist weit verbreitet. Sie ist auch in%&2%2° und A" vorhanden und damit inufif von
vierzehn analysierten Ratte-MHC-I-Sequenzen. Daher wurdachsh vermutet,
daf3,Region I hauptverantwortlichuif'die p&ferentielle Expansion von AV8S2-
CD8-T-Zellen in der Alloreaktion seinddinte und in dieser Regionaglicher-
weise die Aminoaure 62, daui diese CDRi-Kontakte beschrieben sind (nur
CDRa und CDR2x sind AV8S2-codiert).

Es sollte also getestet werden, wie stark die einzelnen Araures, die das
zur priferentiellen AV8S2-Zell-Expansion afigte A'-Molekiil von dem dazu
nicht fahigen A&-Molekl unterscheiden, zu diesergierentiellen Expansion bei-
tragen. Vor Einfihrung von Punktmutationen an den einzelnen Amanosposi-
tionen sollte aber zwachst der Einfluld dieser Regionen insgesamt auf digepr”
rentielle AV8S2-Zell-Expansion untersucht werden. Wafiurden Hybridmo-
lekiile aus & und A konstruiert.

3.6.2 Klonierung von Hybriden aus A2 und A".

Das Ziel der folgenden Untersuchungen war es, zu sehen, ob eine der beiden Re-

gionen, die das nichiberselektierende MolekA? von Af — dem Molekil, das

Va8.2"-CD8-T-Zellen bevorzugt expandiert — unterscheidendiése paferen-

tielle Expansion in der Alloreaktion verantwortlich gemacht werden kann.
Deswegen wurden durch eine Klonierung Hybride, die teflsuad teils A




3.6 KARTIERUNG DERA f/Va8.2-INTERAKTION. 97

sind, generiert. Diese Hybride wurden anschlie3end in irabigkeit getestet, ei-
ne paferentielle AV8S2-Zell-Expansion in der Alloreaktion zu stimulieren (Abb.
3.27).

Aa Af

a 1-helix H‘ H7 N /Hm c

a 2-helix '
fg—

H- a/f H- f/a
A P
N~ ~Ne

Abbildung 3.27: Schema der Konstruktion der Hybridmalleklm oberen Teil der
Abbildung ist schematisch das’AVolekiil rot dargestellt und das AMolekiil griin. Die
Aminosiuren, die diese beiden Molgle unterscheiden, sind als vertikale Linien ange-
deutet. Die Pfeile kennzeichnen die Restriktionsschnittstellen zum Herausschneiden von
»Region II“. In der unteren Hifte der Abbildung sind die hach dem reziproken Austausch
von,Region II* entstandenen Hybridmolele'skizziert.

Die Sequenzen beider Molele'wurden nach Restriktionsschnittstellen abge-
sucht, und es wurden zwei Enzyme gefunden, mit denenaggich 'war, ,Re-
gion Il auf der MHC-02-Helix auszuschneiderPmaCl, auchEco721 genannt,
schneidet in beiden Molekén einmal vor,Region II*, Sdal, auchSse83871 ge-
nannt, schneidet in beiden Moldlen einmal nachRegion II*.

Mit Hilfe dieser beiden Restriktionsenzyme war es alsmgtich, ,Region II*
aus A und A" herauszuschneiden und reziprok vertauscht wieder einzusetzen
(Abb. 3.28).

Zur Unterscheidung der zwei Hybride untereinander und von den Ausgangs-
molekilen wurde einerseits die unterschiedlichené der Ausgangsmolele”
bei einerXbal/Notl-Restriktion herangezogen, andererseits die unterschiedliche
Zuganglichkeit bemglich des Restriktionsenzynipull102l:

Xbal undNotl schneiden das hineinklonierte MHC-Moldkiieder heraus.
Da A? mit den von Joly et al. 1995 beschriebenen Primern kloniert wurde, die
nur die codierende Sequenz ohne Leader amplifizieren, ist es nur 1,2 kb lang. A
dagegen wurde mit den von Wang et al. 1996a beschriebenen Oligonukleotiden
kloniert, so daf3 hier die komplette 3 -untranslatierte Region vorliegt, und ist daher
1,6 kb lang.

Das RestriktionsenzyrBpul102l schneidet,Region II* nur des A&-, nicht
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Abbildung 3.28: Klonierung der Hybridmolele.

Das A*-Insert ist grin, das A-Insert rot dargestellt. Die Avon A2-unterscheidenden AS
sind als vertikale Striche angedeutet, die schneidenden Restriktionsenzyme sagl schr”
angegeben. In den Hybridmolelieih Ha/f und Hf/a ist die reziprok ausgetauscfiRegion

II* durch eine stirkere Linie hervorgehoben.

Konstrukt A2 | AT | Hybrid-f/a Hybrid-a/f
Bpul 1021 - |+ i
Xbal/Notl- 1,116 |16 1,1
Verdau (in kb)

Tabelle 3.6: Unterscheidung der zwei Ausgangsmdkikind der zwei neu ge-
nerierten Konstrukte aufgrund ihremhgen nach einerXbal/Notl-Verdau und
aufgrund ihrer Zugiglichkeit gegemberBpul1021.

aber des A-Molekiils (s.a. Abb. 3.28).

So sind alle vier raglichen Varianten, die zwei Ursprungsvektoren und die
zwei neu generierten Konstrukte, eindeutig zu unterscheiden (Tab. 3.6).

Mit diesen Hybriden kinte dieUberselektion auf eine der beiden Regionen,
die A2 von A unterscheiden, kartiert werden.

3.6.3 Serologische Charakterisierung der Hybridmolekile.

Die so erhaltenen Konstrukte wurden mittels Caliansfektion zusammen mit
dem Vektor pSVneo, der eine G418-Resistenz vermittelt, in L-Zellen exprimiert.
Die P815-rCD80-Maus-Mastzellen konnten mit dem Hybrid-f/a nach Umklonie-
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rung in einen retroviralen Vektor infiziert werden (s.a. Kap. 3.2.3). Das Hybrid-
a/f wurde durch Elektroporation zusammen mit einem Vektor, der eine Zeozin-
Resistenz vermittelt ()bEGZ/HCS), in die Maus-Mastzellen eingebracht.

Mit den Alloantikorpern, die schon im ersten Teil dieser Arbeit verwendet
worden waren, wurden anschliel3end die Expressibmnptift und die neuen Kon-
strukte charakterisiert (Tab. 3.7). So konnten die Epitope dreier éuptg(; die
nur entweder A- oder Af-Transfektanten binden, mittels dieser Konstrukte ein-
gegrenzt werden:

5F3A erkannte A und H-a/f, hat sein Epitop also innerhalb vgRegion II.
31/13 und 6/30/6 haben ihr Epitop auRerhalb yBegion I, da sie A und H-a/f
erkannten. Da sich Aund A’ extrazellutir nur in sieben Aminaairen unter-
scheiden, die auf die beiden Regionen begrenzt bleiben, ist es wahrscheinlich,
daf3 die beiden letzteren Alloantikper an,Region I* binden.

3.6.4 Differentielle Erkennung der Hybridmolektle durch
f-reaktive T-Zellen.

Zur ndheren Charakterisierung wurden auch die Hybridkonstrukte auf Erkennung
durch f-reaktive Effektoren im Zytotoxiatsassay getestet. Die LEW-Effektoren
wurden durch Stimulation mit LEW.1F-Zellen generiert. Die spezifische Erken-
nung von transfizierten L-Zellen durch diese Effektoren wurde in einem Zytoto-
Xizitatstest ausgelesen.

L-Zellen, die das Hybrid-f/a exprimieren —fAan ,Region I, A2 an,Region
I —wurden praktisch genauso gut erkannt wié-fansfizierte L-Zellen. Hybrid-
a/f-transfizierte L-Zellen dagegen wurden nahezu genauso wenig lysiertdie A
oder nicht transfizierte L-Zellen (siehe Abb. 3.29).

Durch RT1 -Allostimulierung generierte CTLs unterscheiden also zwischen
beiden MHC-Regionen: nyRegion I von A" wird wiedererkannt. Das ist die
Region, zu der mehr TCR-Kontakte beschrieben sind (25 statt 5 wjRegion
II*; Tab. 3.5) und deren spezifische Amiraagékombination in den insgesamt
vierzehn analysierten Ratte-MHC-I-Sequenzen einmalig ist.

3.6.5 Die Interaktion von Va8.2-CD8-T-Zellen mit den Hybrid-
molekdlen.

Nun sollte die Kartierung der pférentiellen Expansion &8.2-positiver CD8-T-

Zellen in der Alloreaktion auf die zwei Regionen erfolgen, dik dastiberselek-
tierende Molekl, von A2 unterscheiden, dem Molek das keinéJberselektion

zu veranlassen vermag. Dafvurden die Maus-Mastzellen P815-rCD80 verwen-
det, da sie sich — wie die vorangegangenen Untersuchungen gezeigt hatten — als
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P815-rCD80

++| 4+ +|+| +|+|+| +| +| +]| +| P815-rCDS8O-f

mAKk

*F16.4.4
*Ox18
#JIY1/75
#JY1/232
# R2/15S
# GN3/2

# MAC-30
#JY1/132
#JY3/50
#YR1/146
#5F3A

# YR2/69
6/30/6
31/13
RIgG
L180/1 |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |-

+|+|+|+|+|+|+]|+]| +| +| DAXLEW.1A
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Tabelle 3.7: Bfbung von Ratte-Lymphknotenzellen und von Hybrid-transfizierten
Zellinien mit monoklonalen Alloantiérpern.

*: dieser Antikorper erkennt Ratte-MHC-I-Moleké unablangig vom Haplotyp.

# diese Antilorper sind f-Haplotyp-spezifisch.
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Abbildung 3.29: Erkennung der Kl. I-Hybrid-transfizierten L-Zellen durch
LEW.1F-aktivierte LEW-Effektoren.
Restimulation und Blockade.

Stimulatorendif eine MLR am besten eignen.

Zunachst wurde mittels FACS-Analys#érptift, ob die Expression des ko-
stimulatorischen Molekis rCD80 (CD80 der Ratte) und von Ratte-MHC K. I in
den Klonen vergleichbar ist.

Wie aus Abb. 3.30 entnommen werden kann, wird CD80 in allen Klonen
gleich stark exprimiert. Jedoch ist die Expression des Hybrid-a/f-Mdgdiiher
als die der anderen MHC-Molel€. Der Grund dafi'ist, daf? das Hybrid-alfoer
Transfektion in die Zellinie eingebracht wurde und nicht durch Infektion.

Mit diesen Klonen wurde anschlieRend eine MLR durchbet” Dafir wur-
den LEW-LN-Zellen mit den Ratte-KI. I-exprimierenden P815-rCD80-Zellen sti-
muliert. Nach tinf Tagen wurde durch FACS-Analyse der Prozentsatz dé:. 2¢
positiven CD8-T-Zellen in den kleinen unstimulierten Zellen — im Vergleich mit
dem in den grof3en alloreaktiven Blasten — untersucht.

Wie in Abb. 3.31 zu erkennen ist, stimulierten Maus-Mastzellen, die kein
Ratte-MHC KI. I-Molekil exprimierten, und A-exprimierende Mausmastzellen,
sogar eine geringere Expansion AV8S2-positiver als AV8S2-negativer CD8-T-
Zellen. Nur cira 1 % der Blasten exprimiert nach?/stimulation AV8S2, vor
Stimulation jedoch circa 2 % der CD8-T-Zellen (vgl. Abb. 3.32). Die durch
Af-vermittelte Expansion der AV8S2-CD8-Zellen war nahezu genauso hoch wie
die durch die Positivkontrolle (LEW.1lex vivo) bewirkte. H-f/a- und H-a/f-
exprimierende P815-rCD80-Klone provozierten ein@8\2+-CD8-Zell-Expan-
sion, die zwischen der vonfAund der von A& hervorgerufenen lag. Die von den
Hybriden verursachte Expansion unterschied sich damit nicht.
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Abbildung 3.30: Rrbung der Ratte MHC KI. I-infizierten P815-rCD80-Klone
mit dem Isotypkontrollanti&iper.

Untransfizierte P815-rCD80-Zellen sind als schwarzmrg’ Linie gezeigt, der A
infizierte P815-rCD80-Klon ist als grie unterbrochene Linie gezeigt, def Anfizierte
als dicke rote Linie, ein Hybrid-a/f-infizierter alarkise schwach gepunktete Linie, ein
Hybrid-f/a-infizierter als pinkfarbene unterbrochene Linie.
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Obwohl im Zytotoxizigitstest mit f-reaktiven CD8-T-Zellarbérwiegend,Re-
gion I erkannt wurde, hatten nun in diesem Assay, der Beobachtung der Ex-
pansion AV8S2-positiver CD8-Zellen im Vergleich mit AV8S2-negativen, beide
MHC-Regionen einemduivalenten Einflufd auf die AV8S2-Zell-ExpansiorurF”~
die Erkennung durch CD8-T-Zellen insgesamt ist glBegion I wichtiger als
»Region II*, wobei tir Av8S2-positive CD8-T-Zellen beide Regionen einen Bei-
trag leisten. Entsprechend sing fRegion I* viel mehr TCR-Kontakte beschrie-
ben als €ii ,Region 11" (25 gegenber 5, dal erklit die Ergebnisse des Zytotoxi-
zitatstests), wohingegen die beschriebenen GbRihd CDR2x-Kontakte — und
nur CDRIo und CDR2x sind AV8S2-codiert —ui beide Regionen nahezu gleich
sind (4 gegeunber 5, das erklit die MLR-Daten; Tab. 3.5).

Fur die paferentielle Expansion AV8S2-positiver CD8-T-Zellen also leisten
beide Regionen die A dastiberselektierende Molek von A? unterscheiden,
einen Beitrag. Eine weitere Analyse des Einflusses einzelner Aaimes auf die
AV8S2-Zell-Expansion durch die Eiafirung von Punktmutationen schien damit
nicht vielversprechend und wurde nicht unternommen.
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Abbildung 3.31: Kartierung der Regionen des MHC KI. I-Malék “die tir die
Uberselektion von \#8.2-CD8-T-Zellen in der Alloreaktion wichtig sind (P7).
MLR von LEW-LN-T-Zellen gegen die Ratte Kl. I-transfizierten P815-rCD80-Zellen
(P80). Nur die Blasten sind gezeigt.
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Abbildung 3.32: Kartierung der Regionen des MHC KI. I-Malék “die tir die
Uberselektion von #8.2-CD8-T-Zellen in der Alloreaktion wichtig sind (P7).
MLR von LEW-LN-Zellen gegen die Ratte KI. I-transfizierten P815-rCD80-Zellen (ab-
gekirzt, P80), die kleinen Zellen sind gezeigt.




Kapitel 4

Diskussion

MHC-Molekiile interagieren mit T-Zellen. In der thymischen Selektiohrt'die
TCR/MHC-Interaktion zur Herausbildung des Repertoires reifer T-Zellen, in der
Peripherie ist die MHC-Interaktion notwendig, damit die T-Zellen antigene Pep-
tide erkennen &finen und bei deruqistlich herbeigeffirten Interaktion in einer
Transplantation (oder MLR) wirken MHC-Molelk€ als starke Alloantigeneuf”
T-Zellen und induzieren die Transplantatabstof3ung.

In unserer Arbeitsgruppe war eine besondere Interaktion eines TCR-V-Seg-
ments mit einem MHC beobachtet worden: RT#ler MHC der LEW.1F-Ratte,
stimuliert bevorzugt die Expansion TCRa8.2-Segment-positiver im Vergleich
zu AV8S2-negativen CD8-T-Zellen. DiesesdPloimen konnte sowohl in der thy-
mischen Selektion als auch bei der Alloerkennung in einer MLR beobachtet wer-
den (TORRESNAGEL et al. 1994): 14 % der reifen CD8-T-Zellen der LEW.1F-
Ratte sind AV8S2-positivim Vergleich zu nur 1-2 % der CD8-Zellen bei thymi-
scher Selektion durch andere MHC-Haplotypen. Eine dreifach bevorzugte Expan-
sion AV8S2-positiver im Vergleich mit AV8S2-negativen CD8-T-Zellen liel sich
aber auch bei einer RT4Allostimulierung beobachten (IRRESNAGEL et al.
1994). Es handelt sich dabei um diarkste bis jetzt gefunderigberselektion
eines TCR-Segments durch einen MHC-Haplotyp.

Ausloser dieses Rimomens ist vermutlich ein polymorphes MHC KI. la-Pro-
tein der LEW.1F-Ratte, da diegierentielle Expansion von AV8S2-Zellen nurim
CD8-T-Zell-Kompartiment auftritt und CD8-T-Zellen mit MHC KI. la-Proteinen
interagieren.

Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, das MHC-I-Moldlei LEW.1F-
Ratte zu identifizieren, das diesafaientielle Expansion verursacht. Ztdich
sollten die Kontaktpunkte der Interaktion zwischen dem TCR-AV8S2-Segment
und dem MHC-Molekl kartiert werden.

RT1.Af, ein polymorphes MHC KI. I-Molell'der LEW.1F-Ratte, konnte in
dieser Arbeit isoliert und charakterisiert werden. Auch ein zweites MHC KI. I-
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Molekiil aus der LEW.1F-Ratte, RT1.A2das von einer Gruppe aus Babraham
isoliert und uns zur Verjung gestellt wurde @QLy et al. 1998), wurde in die
Charakterisierung miteinbezogen. Weiterhin gelang es zu zeigen, dafieA
praferentielle Interaktion mit AV8S2-positiven CD8-T-Zellen in der Alloreakti-
on vermittelt, und die Kontaktpunkte der’ AV8S2-Interaktion konnten partiell
kartiert werden.

Die dabei gewonnenen Ergebnisse sollen im folgenden diskutiert werden, wo-
bei zurdchst auf die Charakterisierung der aus der LEW.1F-Ratte klonierten MHC-
Molekiile reher eingegangen wird (Abschn. 4.1), danach auf disigkeit des
Af-Molekiils, eine paferentielle Expansion AV8S2-verwendender CD8-T-Zellen
zu stimulieren (Abschn. 4.2) und schlie3lich auf die Kartierung der Kontaktpunk-
te zwischen AV8S2 und A(Abschn. 4.3). Zuletzt soll der Beitrag der MHC-
gebundenen Peptide an dieser Interaktion besprochen werden (Abschn. 4.4).

4.1 Charakterisierung der klonierten MHC KI. I-
Molekile der LEW.1F-Ratte.

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Isolierung des MHC KI. I-Mallskder
LEW.1F-Ratte, das die pférentielle Expansion &8.2-positiver CD8-T-Zellen
vermittelt. Dafir war der Ansatz der RT-PCR-Klonierung mit einem Oligonu-
kleotidpaar gewhlt worden, das bereits zur Isolierung klassischer MHC KI. I-
Molekile der Ratte verwendet worden warAMG et al. 1996).

Bei der Klonierunguber RT-PCR werden auch MHC-Molele amplifiziert,
die nicht mit typischeh T-Zellen interagieren. Solche Molele” kénnen keine
praferentielle Expansion AV8S2-positiver CD8-T-Zellen verursachen. Gruind f~
die Isolierung auch nichterwinschter* Molekile ist die Vielzahl sehafinlicher
Gene im MHC. Neben den klassischen MHC-la-Genen — und nur diese verursa-
chen die TC-Restriktion — gibt es auch eine groRe Anzahl von MHC-Ib-Genen
und Pseudogenen. Klone, die durch RT-PCR isoliert wurdersseri daher dar-
aufhinuberpuift werden, ob si@berhaupt funktionell sind, also TC-Restriktions-
elemente darstellen.

Ein erster Ansatz zur genaueren Untersuchung der durch RT-PCR-erhaltenen
Klone ist ein Vergleich ihnreDNA-Sequenzmit anderen Ratte-MHC K. la-Se-
qguenzen. Die meisten Ib-Gene lassen sich schon aufgrund ihrer Sequenz von

1Ausnahmen sind z.B. digdT-Zellen, fir die eine Interaktion mit den MHC Ib-Molelken
MICA und MICB beschrieben wurde oder NK-T-Zellen, die mit dem nicht MHC-codierten MHC-
[-artigen CD1-Molekil interagieren.

2MHC-Ib-Gene werden meist sclawfier und gewebsspezifischer exprimietieri nur teils
immunrelevante Funktionen aus und sind weniger polymorph als MHC-la-Genss@A und
P.J. 1998; RAUD et al. 1999).
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la-Genen unterscheiden. Da die Funktioréldines isolierten Gens so allerdings
nicht demonstriert werden kannussen noch weitere Kriterien zur Auswahl ge-
eigneter Gene herangezogen werden.

Als zweite Test-Mglichkeit kann eirserologischer Ansatzyewahlt werden:
Monoklonale Antilorper (in Folge Alloantikfper genannt), die durch die Im-
munisierung von Ratten eines MHC-Haplotyps mit Zellen eines anderen Haplo-
typs® generiert wurden, erkennen (hawgtklich) MHC-la-Proteinédes fremden
Haplotyps, nicht aber die des eigenerauflg reagieren diese Alloantkper auch
mit den MHC-la-Proteinen von Ratten wieder anderer Haplotypen (Kreuzreakti-
vitat). Uber RT-PCR isolierte MHC-la-Gene der LEW.1F-Rattessen die Allo-
antikorperreaktivaéit der LEW.1F-Ratte abdeckenrkien.

Eine dritte Uberpuifung deruber RT-PCR aus der LEW.1F-Ratte isolierten
Gene, die sogar deren Erkennung durch alloreaktive CTLs zeiggghioht ein
Zytotoxizitatstestmit LEW.1F-aktivierten LEW-CD8-T-Zellen: Funktionelle la-
Gene der LEW.1F-Ratte — im Gegensatz zu Ib-Genen oder schwach exprimierten
la-Genen — induzieren in einer MIXeine starke Alloreaktion undufiren zur
Entstehung von CTLs. Diese sind sehr spezifisch und erkennen genau die MHC-
Proteine, die ihre Differenzierung induzierten. Erkennen derartige CTLs nun die
RT-PCR-klonierten Gene, ist das ein starker Hinweis darauf, daf3 es sich um funk-
tionelle la-Gene handelt. Erkennen sie die klonierten Gene nicht, zeigt das, dal3
die Gene keine Alloerkennung induzierten, weil sie nur schwach exprimiert oder
keine MHC-la-Proteine sindJber RT-PCR klonierte Gene, die in einem solchen
Zytotoxizitatstest nicht erkannt werden, sind folglicir fliese Arbeit nicht rele-
vant.

Werden alle drei Kriterien (Sequenz, Serologie, ZytotoaisitEst) zur Unter-
suchung der Funktionadit' von MHC-Molekilen ertillt, dann zeigt das sicher,
dal3 die klonierten Gene funktionelle MHC KI. la-Proteine sind, also T-Zellen
tatsichlich Antigen pasentieren und daher als Kandidatendie Stimulation ei-
ner paferentiellen Expansion AV8S2-positiver CD8-T-Zellen in Frage kommen.

Die beidenuber RT-PCR aus der LEW.1F-Ratte isolierten MoilekA" und
A2" wurden allen diesen Untersuchungen unterzogen: Aufgrund iiver-Se-
guenzenkodnnen beide als la-Gene charakterisiert werden (Abb. 3.10, S. 69) und

3Am besten sollten daf ‘congene Rattermtime verwendet werden, da sich diese ausschlieR-
lichim MHC unterscheiden.

4MHC KI. II-Proteine spielen hier keine Rolle, da sie nur von Antigersgritierenden Zellen
exprimiert werden.

SEine MLC ist eine MLR (gemischte Lymphozytenreaktion) zur Generierung von CTLs. In-
aktivierte Zellen eines Haplotyps (die Stimulatoren) werden mit Zellen eines anderen Haplotyps
(den,Respondern*) gemischt. Diejenigen Responderzellen, die den fremden Haplotyp erkennen,
also alloreaktiv sind, reagieren zctist mit blastoider Vergfierung und Proliferation und diffe-
renzieren sich schlie3lich zu Effektoren, den CTLs.
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aufgrund dieser wurden sie auch als solche beschrieloan @ al. 1998).

Beim Test derserologischen Merkmaleder klonierten Molekle war auf-
fallig, dal3 die gesamte Alloanbkperreaktiviéit der LEW.1F-Ratte schon durch
das A'-Molekiil alleine abgedeckt wird: Von den neunzehn getesteten Alloan-
tikorpern waren alle A-reaktiv; A2' ist zur Erklirung des LEW.1F-Ririotyps
uberflissig. Es wird sogar nur durch vier von zehn getesteten Allcauuigci er-
kannf (Tab. 3.1, S. 71). Diese ungleiche Aufteilung der Alloaatperreaktivitit
unter zwei la-Moleklen eines Haplotyps ist ungeWwrilich: Rir die zwei MHC-
la-Molekiile der PVG-RT6-Ratte (RT) z.B. wurde beschrieben, dafl3 sechs von
zwanzig getesteten Alloantikpern AL erkennen, sieben A2und sieben beide
Molekile (DbLy et al. 1996).

Allerdings wurden die meisten in Tabelle 3.1, S. 71, auipgEn LEW.1F-
kreuzreaktiven Alloanti&per durch Immunisierung mit a-Haplotyp-Zellen gene-
riert (s. Abschn. 2.1.1.3, S. 39 f). Da sicH And A* extrazellutir nur in sieben
Aminosauren unterscheiden, ist also auch eine hohe Kreuzreakitieaktiver
Alloantikbrper mit Af zu erwarten. So zeigt Tabelle 4.1, S. 109, daR von 57
durch Immunisierung mit dem a-Haplotyp generierten Aorjgein (im folgenden
a-Alloantiksrper genannt) 44 auch RT7-reaktiv sind, aber nur 12 RTbinden.

Mit RT1¢ und RT® wiederum sinddnf von 56 bzw. nur einer aus 39 getesteten,
durch a-Immunisierung generierten Alloarmrkér kreuzreaktiv.

Fir RT1' ist die Kreuzreaktiviat mit a-Alloantilorpern also viel bher als
fur die meisten anderen Haplotypen. Die einzige Ausnahme isf Rsgine a-
Alloantikbrperkreuzreaktivitt gleicht derjenigen von RT1 56 der a-Alloanti-
korper wurden auchuf’ RT19 getestet und 44 der 56 reagieren mit RTTab.
4.1, S. 109). Allerdings ist (sind) die %Sequenz(en) nicht bekannt, so daR
nicht tiberptift werden kann, ob die ASequenz A ebenso nahe verwandt ist
wie die Af-Sequenz. RT4.zumindest stimuliert — wie A— keineUberselektion
von AV8S2-CD8-T-Zellen (DRRESNAGEL et al. 1994).

Alloantikorper, die durch a-Immunisierung generiert wurden, weisen also eine
hohe Kreuzreaktivitt mit RT1" auf, die vermutlich durch die grof#&hnlichkeit
von A und A2 verursacht ist. Das kann egkkn, daR alle durch a-Immunisierung
generierten LEW.1F-reaktiven in dieser Arbeit getesteten Anpié auch A,
aber nicht unbedingt A2erkennen. Insgesamt zeigen die serologischen Daten
deutlich, daR A ein stark exprimiertes, durch Alloantikjer gut erkanntes, funk-
tionelles MHC-la-Molekil ist. Rir A2" wurde das damit zwar nicht nachgewie-
sen, aber das ist — wie eben dargelegt — kein Grund zu vermuten, dafdés f~
T-Zell-Alloerkennung unbedeutend ist.

Bei derUberpuifung der Funktionalitt beider Molekle durch eineZytoto-

SFiir das Testen von A2standen nur noch zehn Alloantikger zur Vertigung.
'RT1f setzt sich aus Aund A2f zusammen!
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Haplotyp RT1¢ | RT1Y | RT1" | RT29 | RTY
kreuzreaktive Alloan- || 5/56 | 44/56 | 41/57 | 1/39 | 12/57
tik orper/insgesamt

Tabelle 4.1:  Kreuzreaktivat™ von Alloantilorpern, die durch RT%

Immunisierung generiert wurden, mit anderen HaplotypenT@&HER 1987).

a-Alloantiksrper haben eine hohe Kreuzreaktwithit RT1" und RTF und eine
geringe mit RT¥, RT1 und RT1.

In der zweiten Zeile der Tabelle gibt die Zahl nach dew die Anzahl der a-
Alloantikorper an, diedi den jeweiligen Haplotyp getestet wurden. Die Zahl vor dgm
zeigt an, wieviele davon mit dem jeweiligen Haplotyp kreuzreaktiv sind.

xizitatstestmit LEW-CTLs, die durch LEW.1F-Allostimulierung generiert wor-
den waren (l-anti-f-CTLs), fiel auf, daR fAgut erkannt wurde, AR aber nur
schlecht (Abb. 3.14, S. 74 und 3.17, S. 76). Eine schlechte Erkennung durch
so generierte CTLs isuf MHC-la-Molekile ungewhnlich, da sie u.a. durch die
Provokation einer starken Alloreaktion und damit auch durch die Generierung von
Allo-CTLs definiert sind. Auch wurde eine Erkennung durch Allo-T-Zellen so-
wohl fur das AZ-Gen als auchui’ das AT-Gen der PVG-RT6-Ratte in einem
Zytotoxizitatstest beschriebenqly et al. 1996). Mit diesem Test wurde gezeigt,
daR es sich bei dem'AMolekiil um ein funktionelles MHC KI. la-Gen handelt,

fur das AZ-Molekiil hingegen wurde das noch nicht bewiesen.

Die Erkennung der aus der LEW.1F-Ratte isolierten Moleldurch RT1-
reaktive CTLs ist der wichtigste Hinweis auf die Funktioratlitler klonierten
Molekile. Die Erkennung bleibt aus, wenn in der MLC keine allo-CTLs induziert
wurden, weil die zu testenden Moldkez.B.in vivo nur schwach exprimiert oder
keine la-Molekile sind. Daher sollteberprift werden, ob dasUbersehen® von
A2 durch RT1 -reaktive CTLs eventuell auch noch andersarikkiierden kihnte.
Dazu wird zumichst verglichen, ob eine holénlichkeit von A2" mit A dem
Effektor-MHC-1-Molekiil besteht, die die A>-Erkennung durch RT1Effektoren
verhindern wirde. Danach wird ertert, ob eine variderte TAP-Beladung und
daduch Alloerkennung A2unerkannt bleiberalt.

Die ausbleibende Lyse A2exprimierender Zielzellen durch |-anti-f-CTLsaw”
re verséindlich, wenn RT1.A das MHC KI. la-Molekil des LEW-Effektorstam-
me$, dem AZ-Molekiil sehrahnlichist: Im Laufe der negativen thymischen
Selektion werden selbstreaktive Zellen eliminiert. Bei einer grdeereinstim-
mung der beiden Moleké wadren die meisten Areaktiven Zellen auch A2
reaktiv und in den thymischen Selektionsprozessen der LEW-Ratte bereits eli-
miniert worden.

8Das ist einer der Rattenhaplotypen, in dem trotz @usither Suche kein zweites MHC-la-
Gen gefunden werden konnte.
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Daher bietet es sich an, dinlichkeit der beteiligten MHC-Molelle — A,

A2f und Af — zuuberprifen. Schon ein globaler Vergleich der Nukleotidsequen-
zen der drei Molekle mit anderen Ratte-MHC-la-Sequenzen zeigt, daRir

A in einer Gruppe liegen, A2aber in einer anderen (Abb. 3.10, S. 69), spricht
also gegen eine hokEhnlichkeit von A2 mit Al

Wichtiger aber ist es, diaif die TCR-Kontaktierung relevanten Amiraasén
zu betrachten. Das sind v.a. die direkt TCR-kontaktierten MHC-Positionen aber
auch die MHC-Postitionen, die indirekt die TCR-Erkennung beeinflussen, da sie
das Spektrum MHC-gebundener Peptiaielérn’

Nach Garboczi et al. 1996, Garcia et al. 1998 und Ding et al. 1998 gibt es
zwanzig direkt TCR-kontaktierte MHC-Positionen (Tab. 4.2, S. 11f)ud A2f
unterscheiden sich nun nicht nur beide in jeweils genauso vielen TCR-kontaktier-
ten Aminosiuren von A (fuinf), sondern vier dieseufif Unterschiede liegen sogar
an denselben MHC-Positionen (Tab. 4.2, S. 111). Folglich i$tA2n den direkt
TCR-kontaktierten Aminaairen nicht besondeahilich.

Nun zu einem Vergleich der MHC-Positionen der drei Mallek die das Spek-
trum bindender Peptide beeinflussen und die TCR-Erkennung dadurch indirekt
manipulieren kihnen. Die Peptidmotive werden hawgBlich durch die B- und
die F-Tasche der MHC-Moleké bestimmt. In Tabelle 4.3, S. 112 (1.) sind die
Aminosiuren der drei MHC-Molaldé aufgelistet, die als Komponenten der B-
und der F-Taschen gelten @sUMURA et al. 1992; dLy et al. 1998).

Sowohl Af als auch A2 unterscheiden sich in der B-Tasche durch mehrere
Aminosduren von A. Dadurch kommt es in Aund A2 zu einer Veahderung
der B-Taschen-Ladung bzw. -Ladungsverteilung im Vergleich 2eBAaschen-
Ladung. Die Peptidbindungseigenschaften sowohl derals auch der A>-B-
Tasche unterscheiden sich demnach voraussichtlich deutlich von derjenigen der
Al-B-Tasche.

In der F-Tasche gibt es jeweils zwei Amiraséabweichungen in Aund A2°
im Vergleich zu A. DieseAnderungen dihren zu einer Erbtiung der negativen
Ladung der F-Tasche. Damit unterscheiden si¢tuAd A2 auch in den Peptid-
bindungsanforderungen der F-Tasche deutlich van A

Der Vergleich der MHC-Taschen, die das Spektrum MHC-bindender Peptide
bestimmen, zeigt, daR voraussichtlich sowoll #ls auch A3 andere Peptide
binden als A Also auch indirekt -uber das Spektrum MHC-gebundener Peptide
— unterscheiden sich A2und A' deutlich fir CTLs.

A2 wird folglich auf keinen Fall ausschlieRlich von T-Zellen gut erkannt, die
auch A stark erkennen und die daher in der negativen thymischen Selektion der
LEW-Ratte bereits eliminiert worden sind. Damit ist es unwahrscheinlich, daf3

%Insgesamuberwiegt die direkte MHC-Erkennung durch den TCR mit 83 von 145 beschrie-
benen TCR-Kontakten (vgl. Tab. 4.4, S. 124).
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TCR- Al | AT | A2 | Abweichendes Molak”
kontaktierte
MHC-
Positionen
58

59

62

65

69

A2"T  ein Kontakt zu
CDR3n (A6 und B7)

72

73

76

79

149
150
154
155
158
159
162
163
166
167

AI

A2T und AT
A2T und Af

s|m| 4o <|> nmxo Do <|zZ0 00D <o
VM- EI<|>om>>0< 0 OWOlA<m
S| m| H| o <|>| B/ m HO|B| <| 0] mo|D <|m

AT vier Kontakte zu
CDRIa (B7), ein Kontakt
zu CDRIx (A6)

170 R |R |R

Tabelle 4.2: Tabelle der — nach Garboczi et al. 1996, Garcia et al. 1998 und Ding
et al. 1998 — TCR-kontaktierten MHC-Positionen.” And A2" unterscheiden

sich von A gleich stark.

Die Aminosiuren von A bzw. A2f, die sich gegemer A unterscheiden, sind rot ge-
druckt.
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Al [y D) | s Vv Y ECVJA [N Y
B- At Ty Y A Vv M ECV A |[HE Y
Tasche| A2T || Y Y EC) |V Y ECD A |G Y

Pos.| 7 9 24 |34 [45 |63 |67 [70 |99

Al |'s L | RE DG Y Y |1 T |w
F- AT [ D)L [ EC) [ D) Y Y |1 T |WwW
Tasche| A2 | D) | L [ Vv D) Y Y |1 T |WwW

A2 [ D)L [ EC) [ D) Y Y |1 T |WwW

Pos.|[77 |81 |95 |97 |[116 |118 |123|124 |143]| 147

Tabelle 4.3: Tabelle der MHC-Positionen, die — nach Matsumura et al. 1992 und
Joly et al. 1998 — zu den B- und F-Taschen beitragen.

1.) Sowohl A" als auch A2 unterscheiden sich in beidenrfilas Peptidspektrum
relevanten Taschen stark voh. A

2.) Die F-Taschen von 2und Af stimmen wllig tiberein. AZ aber weicht sogar

in einer TAP-relevanten (rot markierten) F-Taschen-Amanwsi ab (OLY et al.
1998).

Die geklammerten Zeichen geben die Ladung der jeweiligen AS an, fett gedruckt sind
AS-Positionen, die in A Af und A2" nicht tibereinstimmen, rot markiert sind AS, die
den TAP-abhngigen Dimorphismus beeinflussen.

der Effektor-MHC (RT1) aufgrund seines Einflusses auf das Repertoire reifer T-
Zellen die AZ-Erkennung verhindert.

Diese Hypothese kann auch experimentell durch die Verwendung eines weite-
ren Effektorhaplotypsiberptift werden.

Eine andere Erldiung fir die ausbleibende Erkennung von A@urch RT1 -
reaktive CTLs vaife eine schlechte Peptid-Versorgung vorl Aht aber von A
durch das Maus-TARler ,Wirtszellen?®: TAP heit der Peptidtransporter, der
zytosolische Peptide in das ER transportiert, so dal MHC-Mitge#tamit bela-
den werden &fnen (vgl. Abschn. 1.2.3, S. 18). Das Maus-TAP — im Gegensatz
zum Ratte-TAP-A-Allel — ist nichtdhig, Ratte-MHC-Molekle mit sehr saurer
F-Tasche wie A mit den optimalen Peptiden (positiver C-Terminus) zu beladen
(JoLy et al. 1994). Dastitirt bei der Koexpression eines MHC-Motd& mit
saurer F-Tasche (z.B.#\zusammen mit dem Maus-TAP zur Beladung des MHC-
Molekils mit einem vesihderten Peptidspektrum und das wiederunogiiiafit al-
loreaktiven CTLs, zwischen MHC-Moleken im TAPA- bzw. im TAPB-Kontext
zu unterscheiden (MINGSTONE et al. 1991; HORPEet al. 1995; Pwis et al.
1996). Es gibtalso CTLs, die ein bestimmtes MHC-Mallekiir bei Koexpression

19n diesem Fall wurden sowohl L-Zellen (Maus) als auch Maus-Mastzelleg\¥ilsszellen*
verwendet (Abb. 3.14, S. 74 und 3.17, S. 76).
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mit einem TAP-Allel erkennen, nicht aber bei Koexpression mitdem anderen. Das
aus dem Blickwinkel der T-Zelle unterschiedliche Aussehen der MHC-Mitdek”
mit saurer F-Tasche bei Koexpression verschiedener TAP-Varianten wird im fol-
genden als TAP-ablengiger Dimorphismus* bezeichnet.

Die CTL-Alloerkennung im hier verwendeten Testsysteanhté ebenfalls
TAP-Allel beeinflusst sein: Die CTLs arén durch Ratte-TAPA-Allel-assoziiertes
Af/A2" in der MLC aktiviert worden, sollten nun aber durch Maus-TAP beladenes
Af/A2T erkennen. Wenn ARaber nicht A durch Maus-TAP mit anderen Pepti-
den beladen wrdle, als in der Ratte durch deren TAP-A-Allelumié zwar AZ,
nicht aber A, fur LEW.1F-reaktive CTLs varidert aussehen und diesenkten
A2 daher nicht erkennen.

Die F-Tasche, deren AS-Kombination den TAP-bedingten Dimorphismus aus-
[6sen kann, stimmt in A— dem Molekil durch das der funktionelle TAP-Allelis-
mus entdeckt unduf'das er beschrieben wurde — und absolutuberein (Tab.

4.3, S. 112, 2.). Aalso zeigt sehr wahrscheinlich den TAP-abbigen Dimor-
phismus.

Die A2f-F-Tasche weicht dagegen leicht von der A? beschriebenen ab.
Wie der Tabelle 4.3 entnommen werden kann, ist von den dredén TAP-
bedingten Dimorphismus wichtigen sauren F-Taschen-Araim@si in AZ eine
ungeladen (D, V, D statt D, E, D).uféin humanes MHC-Molek imit ahnlicher
AS-Komposition (HLA-B27.05: D, N, D) konnte aber gezeigt werden, daf? seine
Erkennung TAP-Allel beeinfluBbar ist (3MONS et al. 1996; dLy et al. 1998).

Die A2f-Erkennung ist daher voraussichtlich ebenfalls TAP-Kontext beeinflufit,
wenn auch nicht so stark wie diefArkennung. Also auch der TAP-adhgige
Dimorphismus vermag nicht zu egk&n, warum A2 von RT1 -reaktiven CTLs
unerkannt bleibt.

Die letzte Erkéirungsnoglichkeit bleibt eine schwacha vivo-Expression von
A2fin der LEW.1F-Ratte. Danndsinte es weder als TC-Restriktionselement die-
nen noch eine Alloreaktion in der MLC hervorrufen, ABeaktive CTLs witden
nicht entstehen. Experimentell konnte diesedlichkeit nicht widerlegt werden,
da keine RT1-reaktiven Antilorper gefunden wurden, die mit Ahicht jedoch
mit AT reagieren. Da die beiden vorherigen Brkifigsversuche widerlegt wer-
den konnten, dieser letzte jedoch nicht, erscheint es sinnvoll eine schwaéhe A2
in vivo-Expression als wahrscheinlich anzunehmen.

Alle in diesem Abschnitt erterten Fragen zeigen deutlich, daft Ain po-
lymorphes, funktionelles MHC K. la-Molek der LEW.1F-Ratte sein mu3.uF”
A2f muR aufgrund dieser Daten angenommen werden, daf \égo schwach
exprimiert ist und es daher keine Alloerkennung stimuliert.
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4.2 Die praferentielle Interaktion von Va8.2-CD8-
T-Zellen mit A " in der MLR.

Das Ziel dieser Arbeit war es, das Moldlder LEW.1F-Ratte zu identifizieren,
das die paferentielle Expansion &B.2-positiver CD8-T-Zellen in der positiven
thymischen Selektion und in der Alloreaktion bewirktQRRESNAGEL et al.
1994).

Die Uberselektion \&8.2-positiver CD8-T-Zellen ist in der positiven thymi-
schen Selektion zwar besonders stark ausgggi3 % aller reifen CD8-T-Zellen
der LEW.1F-Ratte exprimieren dasi8.2-Segment (Abb. 3.2, S. 61); die AV8S2-
CD8-Zellen des LEW.1F-Rattenstammes sind damit 5-16 facifigpér vertreten
als in sieben congenenagdtimen (0,8-2,4 % der CD8-Zellen sind hier AV832
(TORRESNAGEL et al. 1994)), die thymische Selektion ist jedoch experimen-
tell nur aufwendig zwberptifen, z.B. durch die Generierung MHC-transgener
Ratten.

Daher wurde dit diese Arbeit das Modell der Alloerkennung gehit. Hier
ist die paferentielle Expansion zwar weniger stark ausggp« 6 %aller RT1'-
reaktiven LEW-CD8-Blasten sind Av8S2im Vergleich zu circa 2 % der noch
unstimulierten Zellen (Abb. 3.4, S. 63). Es findet also eine nur dreifache Ex-
pansion statt. Dreifach ist die Expansion auch beim Vergleich der f-alloreaktiven
LEW-CD8-Blasten mit den a-alloreaktiven LEW-CD8-Blasten (Abb. 3.4, S. 63).
Allerdings Rt sich die mferentielle Expansion in der Alloreaktion leicht testen,
z.B. durch MLRs.

Die erfolgreichste Methode zur Untersuchung dexf@réntiellen Expansion
LEW-AV8S2-positiver CD8-T-Zellen in der Alloerkennung vonf A2 war die
gemischte Lymphozytenreaktion (MLR):fAund A2" wurden in, Wirtszellini-
en” (den Stimulatoren) exprimiert und damResponder‘-T-Zellen eines MHC-
congenen Stammes (R &timuliert. Diejenigen unter defResponder”-T-Zellen,
die den fremden MHC erkennen — normalerweise ca. 1-10 %s@®h 1998) —,
werden aktiviert, beginnen zu proliferieren und sind dann als grof3e Zellen (Bla-
sten) erkennbar. Stimuliert das eingebrachte LEW.1F-Mdle&vorzugt AV8S2-
Zellen, nicht aber T-Zellen, die andere\Segmente benutzen, so ist der Prozent-
satz an AV8S2-Zellen in den Blastenler als in den kleinen Zellen. Aul3erdem
ist der Prozentsatz der\8.2-positiven Blasten danmhér als bei Stimulation mit
MHC KI. I-Molekulen anderer Ratte-Haplotypen.

Bei der Verwendung der dreWirtslinien® L-Zellen, T-Zell-Hybridom 35/1
und Maus-Mastzellen fielen zwairfdas Erzielen aussageftiger MLRs tech-
nisch relevante Faktorenauf: die Art der Kostimulation und der XeAbMHC

11xeno bedeutet im Griechischefremd”, in der Immunologie wird das mjtwus einer anderen
Art* gleichgesetzt. In diesem Fall sind die Stimulatorzellen, dMrtszellen* fir das Ratten-Gen
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der,Wirtszellinie®.

Die Kostimulation liefert naiven T-Zellen das sogenanntaweite Signal”,
das neben dem priamén, dem TCR-Signal, von ihnen empfangen werden muf3,
damit sie aktiviert werden und proliferieren. Da auch in den MLRs naive T-Zellen
aktiviert werden, ist eine Kostimulation hier ebenfalls uaBhich (RaTTIS et al.
1998; (HAPEROT et al. 1999; Ezz| et al. 1998). In vivo erfolgt die Kosti-
mulation haupt@achlichuber die CD80- bzw. CD86-Interaktion auf der APC mit
CD28 auf der T-Zelle. Sieuhirt dann u.a. zu vemtkter IL-2-Transkription und
zur Stabilisierung der IL-2-mRNA, so dald mehr IL-2 synthetisiert wird. Dieses
IL-2 steht auch Nachbarzellen zur Megiing. Gleichzeitig kommt es zur Expres-
sion des hochaffinen IL-2-Rezeptors. Die Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor
schlie3lich induziert die Proliferation der Zelle.

In den MLRs mit L-Zellen oder T-Zell-Hybridomen als Stimulatoren war eine
Aktivierungtiber CD28 nicht raglich, da diese Stimulatoren keine kostimulatori-
schen Molekile (CD80 bzw. CD86) exprimieren. Die Zugabe von exogenem IL-2
aber kann das CD28-Signal ersetzen: Zusammen mit einem starken TCR-Signal
induziert auch IL-2 selbst die Synthese des hochaffinen IL-2-Rezeptors, bindet
ihn anschliel3end und leitet damit ebenfalls eine Proliferation ein.

Eine CD28-induzierte Kostimulation ist allerdings nicht identisch mit einer
IL-2-stimulierten: Erstens hat die CD80/CD28- bzw. CD86/CD28-Interaktion —
neben der Stimulation der IL-2-Synthese — weitere Effekte, z.B. wirkt sie antia-
poptotisch auf die reagierenden Zelleek! et al. 1998). Zweitens ist in den
uber CD28-aktivierten Kulturen weniger IL-2 vagbar, so dal3 es hieauinlich
begrenzter wirkt als bei exogener IL-2-Gabe.

Diese Unterschiede zwischen der CD28- und der IL-2-Stimulation fielen bei
der dritten in dieser Arbeit verwendeten Zellinie, den Ratte-CD80-transfizierten
Maus-Mastzellen P815-rCD80 (MDA et al. 1997) auf, da sie die Responder-
zellenuber die CD80/CD28-Interaktion aktivierenmien. Der antiapoptotische
Effekt schinkt den Zelltod in den Kulturen stark ein, so dal3 die Ergebnisse bei
Verwendung der P815-rCD80-Stimulatoren deutlicher und dadurch aus#gekr”
ger sind als bei Verwendung der L-Zellen oder der T-Zell-Hybridome.

Die niedrige IL-2-Konzentratioerhoht die Spezifat der MLRs: Wie in Ta-
belle 3.4, S. 91 (Versuch P1) ersichtlich, ist einafpréntielle Expansion von
Va8.2-T-Zellen in Reaktion auf A nicht aber in Reaktion auf# nur dann sehr
deutlich, wenn den Kulturen kein IL-2 zugegeben wird. Bei exogener IL-2-Gabe
dagegen ist die AV8S2-Zell-Expansion nach Stimulation nfitvan der mit A
nicht unterscheidbar. Auch ist die Proliferation der T-Zellen insgesamt mit IL-2
viel stirker als ohne IL-2, und eine blastoide Transformation tritt sogar in Kulturen

sind, aus der Maus und die aktivierbaren ZellgRésponderzellen*) aus der Ratte. Die endogenen
Wirts- also Maus-MHC-Moledle sind daherdi die Responder fremd, als@eno”.
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ohne Stimulatorzellen aber mit IL-2 auf, nicht aber in Kulturen ohne IL-2 (Daten
nicht gezeigt). Die Proliferation ohne Stimulatorzellen ist vermutliahghch,

da 30 -40 % der Ratte-CD8-Zellen die IL-BRKette exprimieren, die gemeinsam

mit dery-Kette, die konstitutiv exprimiert ist, schon einen minimalen funktionel-
len IL-2R ergibt (RRK et al. 1996). Mglicherweise &ihnen durch IL-2-Gabe

auf diese Weise sogar Zellen aktiviert werden, die nur ein schwaches TCR-Signal
erhalten.

Diese Beobachtungen utitberlegungen geben AnlaGrfdie folgende Hypo-
these der Enbliung der Spezifittin den MLRs, wenn den Kulturen kein IL-2 von
aul3en zugegeben wird: Solange die IL-2-Konzentration limitierend wirkt, proli-
ferieren nur die T-Zellen, deren TCR/pMHC-Interaktiam tlie TC-Aktivierung
optimal ist. Das sind bei Stimulation durch’ Alie AV8S2+-Zellen mit hsherer
Frequenz als die AV8S2Zellen (s.0.). Sobald IL-2 inUberflul vorhanden ist,
profitieren vermutlich auch viele andere Zellen von diesem Wachstumssignal, das
wahrscheinlichuber den minimalen IL-2-Rezeptor perzipiert werden kann. Die
ausgebste Massenproliferation (s.aupérdeckt dann den spezifischefrBffekt,
so dal} die @ferentielle Expansion AV8S2-positiver T-Zellen nicht mehr sichtbar
ist (s.0.). IL-2-Zugabeufirt also vermutlich aufgrund der Induktion einer Mas-
senproliferation zu einer unspezifischeren TC-Stimulation als die alleinige Kosti-
mulationuber CD28. Das zeigt, wie kritisch die Kostimulation ist, wenn nicht nur
generell eine starke Proliferation induziert, sondern die Expansion einer bestimm-
ten TC-Subpopulation beobachtet werden soll.

Sowohl aufgrund der geringeren Apoptose wie auch unter dem Gesichtspunkt
der Ertohung der Spezifitt'durch Verknappung des IL-2 ist die Kostimulation
mittels CD28 derjenigenber IL-2 in MLRs vorzuziehen.

Der Maus-MHC der,Wirtszellen® (Xeno-MHC) beeinflu3t allerdings eben-
falls die Aussagekraft der MLRs. MHC-Molale’ von Maus und Ratte unter-
scheiden sich nur geringdig in ihrer Grundstruktur. Daher lassen sich Ratte-T-
Zellen auch durch Maus-MHC-Molelke aktivieren. Neben dem aibérptifen-
den eingebrachten Ratte-MHC-I-Moldkiirken sich also aul3erdem die endoge-
nen Maus-MHC KI. tMolektile der Stimulatoren auf den Prozentsatz der AV8S2-
Blasten dej,Responder” aus: Je niedriger aber der Ant@iB\2-positiver Blasten
bei der Stimulation mit untransfiziertefWirtszellen® ist, desto deutlicher kann
eine durch eingebrachte MHC-Molele induzierte Expansion sichtbar gemacht
werden.

P815-rCD80-Zellen (H-9) sind auch in dieser Hinsicht optimale Stimula-
toren: Untransfiziert bewirken sie sogar eine Aldnterselektion® der AV8S2-
Zellen: Der Anteil Vb8.2-positiver Zellen sinkt von urspnglich circa 2,5 % in
den kleinen, nicht reagierenden Zellen, auf uagefl % in den Blasten (Abb.
3.24, S. 92 und Tab. 3.4, S. 91). Untransfizierte L-Zellen fHeagegen be-
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wirken, daf3 circa 2 % der Blastena8.2-positiv sind (Abb. 3.21, S. 85). Der
Prozentsatz der AV8S2-Zellen bei den Blasten unterscheidet sich nicht von dem
bei den kleinen Zellen (ungef. 2 %). Dieser Maus-MHC verursacht demnach
keine Uber- bzw. Unterselektion von AV8S2-Zellen. Das aus einer Fusion von
Ratte- mit Mauszellen hervorgegangene T-Zell-Hybridom 35/1 exprimierk H-2
und RT1. Bei Stimulation damit verwenden knapp 3 % ¢Besponder“-Blasten
Va8.2 (Abb. 3.3, S. 88). THO35/1 bewirktaglicherweise eine schwacliber-
selektion.

Allerdings sind nicht nur die MHC-I-Proteine der May@¢irtslinie” wichtig,
sondern — in bezug auf die Hypothese des Einflusses von IL-2 in der Kultur —
ist auch das Fehlen von MHC-II-Molekén bei Stimulationuber kostimulatori-
sche Molekile relevant: MHC KI. lI-Proteine aktivieren CD4-T-Zellen, die sehr
gute IL-2-Produzenten sind. ¥den auch CD4-T-Zellen aktiviert,ané die IL-2-
Konzentration in den Kulturendhier und der Effekt der pférentiellen Expansion
AV8S2-positiver CD8-T-Zellen in Reaktion auf ‘Awiederum nicht gut erkenn-
bar. Also ist auch das Fehlen von MHC KI. l[I-Molele auf den Stimulatorzellen
wichtig, um aussageé#ftige MLRs zu erhalten.

Technisch @it die MLRs relevant waren also die Art der Kostimulation und die
Xeno-MHC-Molekile der, Wirtszellinie®.

Nun soll auf die mitden MLRs erzieltdfrgebnisseeingegangen werden: Die
MLR-Daten mit den P815-rCD80-Stimulatoren zeigen sehr klar cagepentiel-
le Expansion \#8.2-positiver Zellen durch Aexprimierende-, nicht aber durch
A2- oder A2 -exprimierende Stimulatoren (Abb. 3.24, S. 92). Die Expression
des AZ-Molekiils ist zwar schacher als die der anderen eingebrachten Ratte-
MHC KI. I-Gene (halb so stark, Abb. 3.23, S. 90), das arkkiber nicht das
absolute Fehlen eindiberselektion. So wurde beschrieben, daR die KI. I- und
lI-Expressionshhe nicht mit der stimulatorischeraRigkeit in einer MLC korre-
liertist (ASHMAN et al. 1987).

Weiterhin wurde das A2Protein als funktionelles MHC KI. la-Gen ohnehin
bereits ausgeschlossen: Es wird nicht von f-alloreaktiven CD8-T-Zellen erkannt,
vermutlich da seinén vivo-Expression zu gering ist, so dal3 @serhaupt keine
allo-CTLs stimulieren kann. Die Zusammenschau der Daten aus Abschnitten 4.1
und 4.2 zeigt also deutlich, daR da$-Genprodukt die @ferentielle Expansion
Va8.2-exprimierender CD8-T-Zellen in der Alloreaktion bewirkt.

Praferentielle Expansion bedeutet, daR bei Stimulation nhibAsonders viele
AV8S2-T-Zellen aktiviert werden und zu proliferieren beginnen. Dieselbsiig-
te Aktivierung der AV8S2-Zellen bei AStimulation ist vermutlich durch eine
optimale Interaktion der beteiligten spezifischen Rezeptoren bedingt, die eine gu-
te Weiterleitung des TCR/pMHC-Signals ins Zellinnere erlaubt. Grundlage einer
optimalen Interaktion ist die passende Feinstruktur der interagierenden Kompo-
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nenten, also von CDR1/2 desn8.2-Segments und von derHelices des A-
Molekiils, die im folgenden Abschnitt besprochen werden sollen.

4.3 Kartierung der in der pr aferentiellen Interakti-
on erkannten Regionen auf A und AV8S2.

Im vorangegangenen Abschnitt wurdé Als das Molell identifiziert, das die
praferentielle Expansion &8.2-positiver CD8-T-Zellen in der Alloreaktion sti-
muliert. In diesem Abschnitt sollen dierfdiese besonders haggtigte Interak-
tion (praferentielle Interaktion) relevanten Amiraasén der beteiligten Mole#é
(MHC und TCR) eingegrenzt werden.

Zurdchst zumMHC : AT unterscheidet sich von3extrazelluir in nursie-
ben Aminosduren (Tab. 3.5, S. 94). Diese sieben Amiaosén liegen galridelt
auf zwei Regionen des MHC-Molals' (Abb. 4.1, S. 120, A). Durch MLRs mit
A2- bzw. Al-transfizierten Stimulatorzellen konnte dieafatentielle Interakti-
on mit Va8.2-positiven CD8-T-Zellen in der Alloreaktion auf dielseiden Af-
Regionenbegrenzt werden, da3im Gegensatz zu Akeine peferentielle Ex-
pansion von AV8S2-Zellen induziert (Abb. 3.24, S. 92).

Durch einen Vergleich dieser sieben Amiaasgn mit den Daten aus den drei
bekannten Kristallmodellen (&RCIA et al. 1996; @QrRBOCzI et al. 1996; DNG
et al. 1998) konnten weitere Informationen erhalten werden: Besonders relevant
fur die AV8S2/A!-Interaktion, da direKt CR-kontaktiert, sind vermutlich die vier
Positionen AS 62, 65 und 6%n ,,Region I* und_AS 16Aon ,Region II*. Das
lait sich gutin Abb. 4.1, S. 120 (A) erkennen: nur diese vier Anancsi — hier
violett markiert — sind zum TCR ausgerichtet. Indiréldeinflussen die TCR-
Erkennung allerdings auch AS 63 undvi@h ,,Region I, da sie Bestandteile der
B-Tasche sind, die das Spektrum MHC-bindender Peptide beeinflut. Ganz aus-
geschlossen werdenrfdie AV8S2/Al -Interaktion kann vermutlich AS 169 von
~Region II*, da fir sie aufgrund ihrer Lage weder TCR- noch Peptid-Kontakte
maoglich sind (s. Abb. 4.1, S. 120, A).

Durch die Generation von Hybridmolelen, die jeweils @if eine Region,a"
und flir die anderef* sind, wurde es roglich, den Einflul3 vonRegion I* und
»Region II* getrennt zu analysieren. Durch MLRs mit diesen Hybridmualkek"”
konnte gezeigt werden, dald beide Regionen einen glereh starken Beitrag
zur praferentiellen Expansion &8.2-positiver Zellen leisten (Abb. 3.31, S. 104).
Das bedeutet, dal3 AS 167 alleine — da sie die einzige relevante Aamigogon
»Region II* darstellt — eine genauso starke AV8S2-Zell-Expansion zu stimulie-
ren vermag, wie die Amin@giren von,Region I* gemeinsam (Abb. 4.1, S. 120,
A). Eine weitere Kartierung vopRegion I durch Punktmutationen wurde nicht
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unternommen.

Die Abbildung 4.1, S. 120zeigt im obersten BereictA) die Aminosiuren,
die A2 von A unterscheiden. Die — geafi"der drei Kristallstrukturen — direkt
TCR-kontaktierten Aminaaliren sind dabei violett hervorgehoben.

In Teil (B) sind die in den drei Kristallen beschriebenen MHC-Kontakte von
CDR10- bzw. CDR3x gezeigt.

Im untersten AbschnitX) dieser Abbildung sind Schemata der TCR-pMHC-
Kontaktféiche dargestellt. Dabei ist linksit dem Pfeil die TCR-Drehung gezeigt,
die notwendig wafe, wenn CDR& AS 167 aus,Region Il von A kontaktieren
sollte. Rechtsst gezeigt, dald der TCR seine Orientierwtgi pMHC umkehren
muRte (Drehung um 180), wenn CDRJP und CDR3 in Kontakt mit den rele-
vanten Al -Regionen treten sollten.

Alle Kontaktinformationen sind den drei bekannten TCR/pMHC-Kristallstrukuren ent-
nommen (AQRBOCZI et al. 1996; QRCIA etal. 1998; DNG et al. 1998).

Auf TCR-Seite zeigt schon die Beobachtung deafpréntiellen Expansion
Va8.2-Segment positiver CD8-T-Zellen durch RTTTORRES NAGEL et al. 1994),
den wichtigen Einfluf3 der in diesem Segment codierten CDR-Schleifen (CDR1/2
Damit ist aber ein zwZlicher Beitrag deubrigen vier TCR-CDRs bei der gie-
rentiellen Interaktion von AV8S2-T-Zellen mit fAin der Alloreaktion nicht aus-
geschlossen und die Gewichtung des CDHBeitrags gegeuber CDR21 unbe-
kannt.

Zur Beantwortung dieser Fragen, alaa flie Kartierung der @ferentiel-
len Interaktion zwischen Aund AV8S2 auch auf TCR-Seite, sollen im folgen-
den zumchst die in den publizierten TCR/pMHC-Kristallstrukturen beschriebe-
nen Kontaktpunkte mit den Daten dieser Arbeit verglichen werden, daheri”
Beobachtungen herangezogen werdedRRESNAGEL et al. 1997) und schliel3-
lich unveffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe, die durch Untersuchungen an
Sprague/Dawley-Ratten gesammelt werden konnten:

Zunédchst sollen die — in den drei bekanntenstallstrukturen beschriebe-
nen (GARCIA et al. 1998; @QRBOCzI et al. 1996; DNG et al. 1998) — TCR-
Kontakte zu den relevanten Amireag'en der beiden MHC-Regionen diskutiert
werden (Tab. 3.5, S. 94). Die Kristalldaten erlauben zwar keine Aussageetar”
welche CDRs in unserem Spezialfall der TCR/MHC-Interaktioretztch rele-
vant sind, aber sie sagen etwasular aus, welche CDRs theoretisch involviert
sein lonnen.

Zu,Region I* des A-Molekiils werden neunzehn CDRZontakte beschrie-
ben, vier CDRii-Kontakte und zwei CDR2-Kontakte. CDR®& scheint tir die
Kontaktierung dieser MHC-Region aufgrund der Vielzahl der dazu beschriebenen
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Eine Drehung (Pfeil) erlaubt, da auch CDRa Eine Umkehrung der TCR-Orientierung tiber dem MHC
AS167 aus Region 2 kontaktiert ermoglicht, da CDR1 und CDR2 derB- Kette an der Kon-

taktierung der A f-Regionen beteiligt sind.

a 1-Helix (N) al1-Helix (C) al-Helix (©)
@ 2-Helix (C) @ 2-Helix (N) el ()

A

Abbildung 4.1: Eréiuterung siehe S. 119
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Kontakte besonders relevant zu sein, umso mehr, da AS 69 ausschlief3lich von
CDR3x kontaktiert wird (Tab. 3.5, S. 94). Die exakte Aufteilung der Bedeutung
der einzelnen CDRauf'die ,Region I*-Kontaktierungd3t sich durch die Kristall-
daten allerdings nicht weiter auédén, da in,Region I keine Punktmutationen
eingetihrt wurden.

Zu ,Region II* werden tinf Kontakte beschrieben, alle von CD&RAusge-
hend. Da bei der Alloerkennung vonfAdurch AV8S2-positive CD8-T-Zellen
~Region II" genauso wichtig ist wigRegion I* (Abb. 3.31, S. 104), geben die-
se Daten einen Hinweis darauf, dal3 CRdiei der pdferentiellen Interaktion
AV8S2-positiver CD8-T-Zellen mit A in der Alloreaktion der dominante Partner
ist, da diese TCR-Schleife alleine das gleiche Expansionssignal vermittelt wie
CDR3n, CDRZ3 und wiederumg CDRA gemeinsam (Abb. 4.1, S. 120, A).

Nun zu den restlichen drei CDRsirfilie keine Kontakte zu denARegionen
beschrieben sind: CDRe— das im \W8.2-Segment codiert ist -oknte AS 167
von ,Region II* kontaktieren, wenn sich der TCR zum MHC-MalglstErker
verdrehen wide, so dald der eingeschlossene Winkel noch kleiner at¢wib
fur den 2C TCR beobachtet) wird (Abb. 4.1, S. 120, C).

Fir CDR3 und CDRDB ist — genal’ den Kristalldaten — kein Kontakt zu
den MHC-Regionen wyglich, wenn der TCR seine Orientierunger dem MHC
nicht um 180° dreht (Abb. 4.1, S. 120, C). Eine Orientierungs-Voraussetzung ist
dabei die diagonale Bindung des TCR an MHC, da die Gdehré ' von MHC KI.
I-Molekiilen zwei hervorstehende Gebiete hat: die N-Termini der MHC-Helices,
zwischen die sich der TCR einpassen mul (s. Abb. 1.9, S. 24). Damit aber ist
eine Umkehrung der Orientierung (18D des TCRuber dem MHC theoretisch
nicht ausgeschlossen und sie wurde in der Literatur bereits vorgeschlagen, um
die Ergebnisse funktioneller Studien mit den Kristalldaten in Einklang bringen zu
kodnnen ($v et al. 1997¥2

Allerdings ist eine derartige 180Drehung sehr unwahrscheinlich, da durch
die CDR1/2-Schleifen des TCR vorgeformte Kontakte zu konservierten Amino-
sauren des MHC-Molalis vorgegeben sind (&RBoczl et al. 1996; QRCIA
et al. 1998; MERKENSCHLAGERet al. 1997), die dann unterbrochen werden.
Fiir unseren Spezialfall der AV8S2/Anteraktion kann diese Drehung sogar aus-
geschlossen werden: Aufgrund deafarentiellen Expansion AV8S2-positiver
CD8-T-Zellen durch A nicht aber A ist klar, daR AV8S2 mit den ARegionen
| und Il, die AT von A2 unterscheiden, in Kontakt treten muB. Das abaren”
bei einer derartigen Umkehr der TCR-Orientierwutgi’dem MHC nicht maglich
(Vgl. Abb. 4.1).

2aufgrund funktioneller Daten wird in dieser \@féntlichung eine Interaktion von &3.2
(also CDRM und CDR2x) mit AS 75 auf der MH@1-Helix (auf Abb. 4.1 C) liegt diese AS auf
der rechten Seite der MHCL-Helix) gefordert. Diese Interaktion ist allerdings nuoglich, wenn
der TCR seine Orientierungpér dem MHC um 180dreht, wie in Abb. 4.1 (C) dargestellt.
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Resimierend kann zu einem Vergleich der in dieser Arbeit gewonnen Er-
gebnisse mit den Kristalldaten bemerkt werden, dal® der Hauptbeitrag der Kon-
taktierung der beiden ARegionen durch AV8S2-T-Zellen in der Alloerkennung
wahrscheinlich von CDR4 ausgeht und daf3 ein weiterer Beitrag vermutlich von
CDR3n geleistet wird. CDR1 und CDR3 der T@RKette sind vermutlich nicht
an der Kontaktierung der beiden MHC-Regionen beteiligt.

Die Annahme einer geringen Bedeutung der Baette in der A'-Alloerken-
nung durch AV8S2-positive CD8-T-Zellen wird auch dufchhere Beobachtun-
gengestitzt (TORRESNAGEL et al. 1997): Es konnte gezeigt werden, daf f*
AV8S2-positive Al-alloreaktive CD8-T-Zellen keine selektivefMPaarung not-
wendig ist, dal3 Y3 also hierbei keine entscheidenden Kontaktegh ™ Damit
sind die V-Segment codierten CDRIRd CDR2B-Schleifen als kritische Teilha-

ber der paferentiellen Interaktion AV8S2-positiver CD8-T-Zellen mit Ausge-
schlossen.

Weiterhin wurde von Torres-Nagel et al. 1997 gezeigt, dal LEW.1F-allore-
aktive Vu8.2-positive CD8-T-Zellen bestimmte CDR3&Sequenzmotive verwen-
den, hingegen nicht die CDR3Sequenzen von AV8S2-Zellen, die in der thy-
mischen Selektion durch RT préferentiell expandiert wurden GRRES NAGEL
et al. 1997). Mglicherweise treten die charakteristischen Amiasosii dieser
CDR3n-Motive wiederholt auf, da sie einen aiglichen Beitrag zur @férenti-
ellen A'-Erkennung leisten. Sieokihten die AS 62, 65 und 69 va/Region I
kontaktieren (s. Abb. 4.1, S. 120).

Durch die Kombination der Kristalldaten und der Daten diesepfientli-
chung wurde dargelegt, da®dtistwahrscheinlich die gesamte TERette flir
die priferentielle Expansion AV8S2-positiver CD8-T-Zellen durchia der Al-
loreaktion irrelevant ist. Weiterhin wurde dargelegt, dal3 C®R88S2-positiver
CD8-T-Zellen vermutlich einen Beitrag zuradetentiellen A-Bindung liefert,
daR die haupthliche Al -Kontaktierung aber von CDRlausgeht.

Weitere Hinweise zur Gewichtung der einzelnen CDRs wurden durch die Un-
tersuchung deBprague/DawleyAuszucht®-Ratten (SD-Ratten) gewonnen: CD8-
Zellen, die das AV8S2-Allel der SD-Ratte (AV83) tragen expandieren bei
A'f-Alloerkennung ebenso aférentiell wie CD8-Zellen die das AV8S2-Allel der
LEW-Ratte tragen. AV8S2 weicht von AV8S2EW jedoch in zwei Mutationen
auf Aminosiureebene ab (Torres-Nagel et al., uofferitlicht). Die eine Mutati-
on liegt an einerdi die MHC-Erkennung irrelevanten Stelle (A65T), die andere
aber in CDR2 (S53N). Letzteredhrt dazu, daR AV8SP die Konsensussequenz
der gesamten AV8-Familiedgt. Da die vierzehn AV8-Familienmitglieder aber
nicht alle in gleicher Weise durch Aexpandieren, wie AV8S2 (Torres-Nagel et

Bauszucht-Ratten sind im Gegensatz zu den sonst verwendeten Inzucht-Ratten genetisch nicht
identisch.
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al., unveoffentlicht), laRt das den Schlul3 zu, dall CRR&n der paferentiellen
Af-Erkennung nicht beteiligt ist.

Bei einer Zusammenschau déiberlegungen dieses gesamten Abschnitts kann
fur die MHC-Seite gesagt werden, dal3 diafpréntielle Interaktion ¥8.2-posi-
tiver CD8-T-Zellen mit Al auf zwei Regionen eingegrenzt werden kann, wobei
AS 167 von,Region II* alleine bereits einen wichtigen Beitrag zur AV8S2-Zell-
Expansion leistet.

Auf TCR-Seite konnte die herausragende Bedeutung von CDR1 d82V
Segments bei der aférentiellen Interaktion mit A dargelegt werden, wohin-
gegen CDR2 dieses Segments keinen spezifischen Beitrag leistet. Eine Beteili-
gung von CDR@& an der paferentiellen Interaktion von AV8S2-positiven CD8-
T-Zellen mit A" bei dessen Alloerkennung ist sehr wahrscheinlich. Eine Mitwir-
kung der TCR-Kette bei der paferentiellen A-Erkennung kann hingegen als
sehr unwahrscheinlich bezeichnet werden.

Da diese paferentielle Interaktion haugshlichuber die schon in der Keim-
bahn vorhandene CDR1-Sequenz de8\2-Gensegments zustande kommt, weist
dieses Segment eine Aiinharenter Praaffinitat zu Af auf (eine durch die Se-
guenz dieses Segments vorgegebene Adiinit”

Eine ,inhdrente Paaffinitit' von CDR1/2x zu MHC KI. | ist auch aus der
Literatur bekannt: Rrselektionsthymozyten weisen das gleiche hohe Ausmal3 an
MHC-Alloerkennung auf wie reife SP-Thymozyten BRKENSCHLAGER et al.
1997; ZZERRAHN et al. 1997). Das bedeutet, daf3 sich eine MHC-Erkennung durch
Koevolution von CDR1/2 mit den MHC-Molekén herausentwickelt hat (also
vorgegeben ist) und nicht durch die Rearrangements der TCR-Segnegmend”
der Reifung des TC-Repertoires in der positiven Selektion erworben wird.

Diese durch CDR1/2 bewirkte &affinitit wird durch die in den Kristallmo-
dellen der TCR/pMHC-Interaktion beschriebenen Kontaktpunkte direktaretst™
lich: CDR1 und CDR2 v.a. dar-Kette knipfen die meisten Kontakte zum MHC-
Molekul und dabei haupé&hlich zu konservierten MHC-Aminasien (Tab. 4.4,

S. 124). Diese Kontakte sind zu jedem MHC-Malékitglich, da die TCR/pMHC-
Orientierung immer gleich ist, und sie bedingen dadurch, dibérente Paaffi-
nitat* der CDR1- und CDR2-Schleifen des TCR zu MHC-Mal&di (GARBOCZI
etal. 1996; QRCIA et al. 1998; @QrRBOCZI und BIDDISON 1999).

In dem in dieser Arbeit behandelten Spezialfall der AV8SR2IAteraktion
ist das TCR-\8.2-Segment ganz besonders nahe an die Erkennung bes A
Molekiils herangafhirt worden, die AV8S2-Ruffinitidt zu Af ist also ganz beson-
ders hoch. Neben den in allen V-Segmenten codierten Kontakten zu konservierten
MHC-Aminosauren kommen hier vor allem spezifische CaR2 und auch nicht
V-Segment codierte CDRB — Kontakte zu polymorphen AAminosiuren hin-
zu. Diese verursachen diegfetentielle Erkennung von Aund veranlassen zu-




4.4 DIE BEDEUTUNG ANTIGENERPEPTIDE BEI DERA f-ERKENNUNG. 124

| CDR | MHC-Kontakte | Peptid-Kontakte |
CDR1a 20 14
CDR2a 19 -
CDR3a 21 23
CDR1B 5 6
CDR2B 9 -
CDR3B 9 19
CDR1/CDR2/CDR3 || 25/28/30 20/-142
a/B 60/23 37125
insgesamt 83 62

Tabelle 4.4: Die Anzahl der Kontakte der TCR-CDR-Schleifen zu MHC bzw.
Peptid.Diese Tabelle summiert Daten der drei bekannten KristallstruktureRgGcz!
etal. 1996; QRCIA etal. 1998; DNG et al. 1998).

sammen mit den TCR-Kontakten zu konservierten MHC-Resten udligufor-
handenen unspezifischen TCR-Kontakten die Aktivierugeaktiver AV8S2-
Zellen.

4.4 Die Bedeutung antigener Peptide bei der AAl-
loerkennung durch Va8.2-positive CD8-T-Zellen.

Fiir den Spezialfall der A-Alloerkennung durch AV8S2-Zellen kann — durch das
Auftreten funktionell unterschiedlicher TAP-Allele — eine Aussadper die Be-
deutung der Peptideif diese Erkennung getroffen werdéh:

Das Maus-TAP und das Ratte-TAP2B-Allel sind im Gegensatz zum Ratte-
TAP2A-Allel nicht fahig, Peptide mit basischen C-Termini (P8/9) zu transportie-
ren, die von MHC-Moleklen mit sehr saurer F-Tasche wi@ And Af15 verlangt
werden (dLy et al. 1994; Bwis et al. 1996). Daslitirt bei der Koexpression
von A2 (und voraussichtlich auch A zusammen mit dem TAPB-Allel zur Bela-
dung des MHC-Molells mit anderen Peptiden als bei Koexpression mit TAPA.
Primédr betroffen ist dadurch die Aminasie P8/9 der MHC-gebundenen Peptide.
Da aber der variderte P8/P9-Anker die Bindung eines anderen Peptid-Spektrums
nach sich zieht, ist bei Koexpression mit TAPB anstelle von TAPA auch die Auf-
trittswahrscheinlichkeit der Aminasiren an den Positionen P2, P3, P4 und P7

14TAP ist der Peptidtransporter, der zytosolische Peptide in das ER transportiert, so da MHC-
Molekile damit beladen werderokien (vgl. Abschn. 1.2.3, S. 18).

15Eine TAP-Abhdngigkeit wurde bis jetzt nuuf'das A-Molekill gezeigt. ki das A'-Molekill
ist sie aber aufgrund déibereinstimmung der F-Taschedtist wahrscheinlich.
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Peptidpo- | TAP- A2-Anker- | Anzahl Anzahl der

sitionen beeinflute | amino- der TCR- | CDR1a-
Positionen | sduren Kontakte Kontakte

P1 - - 3 3

P2 + + 2 2

P3 +) - 0 0

P4 (+) - 15 2

P5 - - 21 7

P6 - - 7 0

P7 + + 7 0

P8/9 +++ +++ 7/0 0/0

Tabelle 4.5: CDR, das fir die paferentielle Interaktion mit A durch AV8S2-
positive CD8-T-Zellen in der Alloreaktion hauptverantwortlich ist, kontaktiert
TAP-Allel-beeinfluRte Peptidaminasaien (rot).

Die TAP-Allel-verdnderten Peptidpositionen von MHC KI. I-Molaleih mit saurer F-
Tasche und die AAnkeraminogiuren wurden aus (Rvis et al. 1996) entnommen. Die
Kontakte des TCR bzw. der CDR1Schleife zu den einzelnen Peptidpositionen wurden
aus der Summation der Daten der drei bekannten Kristallstrukturen gewonaRB@G-

zl etal. 1996; QRCIA etal. 1998; DNG et al. 1998).

verdndert (Pwis et al. 1996), Tab. 4.5, erste Spalte.

Afinder LEW.1F-Ratte (TAPA) @$entiert also andere Peptide alfsauf den
P815-rCD80-Zellen (Maus-TAP). Diegiierentielle Expansion der AV8S2-Zellen
mit AT in der Alloreaktion kann abenf beide Stimulatoren deutlich gezeigt wer-
den (Abb. 3.4, S. 63 und 3.24, S. 92).

CDRI1a nun, das die @ferentielle Interaktion haugshlich bedingt, kontak-
tiert gendld den Kristalldaten die TAP-beeinflu3ten Peptidpositionen P2 und P4
(Tab. 4.5, S. 125). Die Unahngigkeit der paferentiellen Expansion von den
unterschiedlichen Peptidspektren auf den Ratte-MHC-I-Mdkkder verschie-
denen Stimulatoren ist also nur verstllich, wenn CDRA bei der péaferentiellen
Af-Erkennung vor allem MHC-Kontakte und weniger Peptid-Kontakte eingeht.
Diese Beobachtung impliziert, dal? der Affatgbeitrag der Peptidarfdie pefe-
rentielle Interaktion mit A durch AV8S2-positive CD8-T-Zellen vermutlich ge-
ring und Peptidsequenz-unspezifisch ist.

Die Aussage, daR Peptidbindungandie peferentielle A'/AV8S2-Interakti-
on weniger wichtig sind, erlaubt es, diefARegion 1“-Positionen 63 und 70
differenzierter zu betrachten: Siatdén zu den Positionen, die das neutrafe A
Molekiil von AT unterscheiden und daher potentielle Verursacher @dearitiel-
len Interaktion mit AV8S2 sind. Sie sind Komponenten der B-Tasche andd«i
die TCR-Erkennung nur indirekybéer die bindenden Peptide beeinflussen. Da
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— wie bereits dargelegt — die Peptid-Erkennumgdie paferentielle AV8S2/A -

Interaktion nicht ausschlaggebend ist, zeigt das implizit, dal3 die Amimen 63
und 70 fir die peferentielle Interaktion von AV8S2-CD8-T-Zellen mit'An der
Alloreaktion keine grol3e Rolle spielen.

Sind diese Aussagembér die A -Alloerkennung durch AV8S2-Zellen auch
guiltig fur die Alloerkennung allgemein?uFden 2.102-TCR konnte gezeigt wer-
den, dafd er das Peptid auf dem Allo-MHC (PHlexibler erkennt als das Peptid
des spezifischen Liganden (lYBb) (DANIEL et al. 1998). Das sei auf eine
Verschiebung der Gewichtung der Peptid/MHC-Erkennung zugunsten der MHC-
Erkennung zwrckzutihren, die durch TCR-Kontakte zu polymorphen MHC-Ami-
nosiuren zustande kommt ANIEL et al. 1998). Diese Daten stimmen gut mit
den Erkenntnissen der vorliegenden Arhgieiein, die ebenfalls zeigt, dal’ die
Alloerkennung durch AV8S2-Zellen mehr durch TCRAAals durch TCR/Peptid-
Kontakte vermittelt wird.

Es gibt allerdings auch in die entgegengesetzte Richtung weisende Resulta-
te: So wurde beschrieben, dal3 ein MHC als Alloantigen erkannt wird, der sich
vom Selbst-MHC nur in einer Aminasife unterscheidet, die aber in einer Pep-
tidbindungstasche liegt. Die direkten MHC-TCR-Kontakte sind hier also nicht
betroffen. Vielmehr verursacht die Punktmutation am MHC die Bindung eines
verdnderten Peptidspektrums. In diesem Fall provozieren also ausschlief3lich die
(indirekt) veinderten TCR/Peptid-Kontakte die AlloerkennungYde und Na-
THENSON 1996).

Alloerkennung kann demnach vermutlich durch ein kontinuierliches Spektrum
an Maoglichkeiten verursacht werden: Am einen Ende dieses Spektrums sind die
MHC-Kontakte ausgepgter, am anderen die Peptid-Kontakte. Der Spezialfall
der paferentiellen Interaktion alloreaktiver AV8S2-T-Zellen mit Aiegt genalR
den Ergebnissen dieser Arbeit auf der MHC-Seite dieses Spektrums.

In diesem gesamten Kapitel (4) konnte dargelegt werden, daf3 das in dieser
Arbeit klonierte A'-Molekiil die priferentielle Expansion AV8S2-positiver CD8-
T-Zellen in der Alloreaktion vermittelt. &"die peferentielle Interaktion AV8S2-
positiver CD8-T-Zellen mit A konnten relevante Aminasiten des A-Molekiils
(62, 65, 69, 167) und Regionen des TCR (CLORLTDR3) kartiert werden.

Als vermutlich unwichtig it die peferentielle AV8S2-T-Zell/A-Interaktion in

der Alloreaktion konnten die Peptidsequenz und die CORhd TCH3-Ketten-
Zusammensetzung beschrieben werden, da sie dazu keinen spezifischen Beitrag
leisten.

In dieser Arbeit wurde — da experimentell leichter handhabbar — ausschliel3-
lich die Alloerkennung von A durch AV8S2-CD8-T-Zellen behandelt. Dennoch
sind Schluf3folgerungen auchrfAV8S2-CD8-T-Zellen roglich, die in der posi-
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tiven thymischen Selektion durchfAuiberselektiert werden: In der thymischen
Selektion der LEW.1F-Ratte werden die AV8S2-Zellen, die in der LEW-Ratte
A'/Selbspeptid-alloreaktiv aren, durch die negative Selektion aussortiert, da
die thymische Selektion eine mittlere TCR/pMHC-Interaktion verlangt (Abschn.
1.4.4.1, S. 29), die Alloerkennung aber eine hohe (Abschn. 1.4.4.2, S. 30 und
1.4.4.3, S. 31). Die Av8S2-Zellen der LEW.1F-Rattessén also eine geringe-

re Affinitat gegenber A' aufweisen als die Aalloreaktiven AV8S2-Zellen der
LEW-Ratte. Folglich m$sen sich die AV8S2-TCRs in beideallén auch in ih-

rer strukturellen Zusammensetzung unterscheiden. CO&Ibeidesmal gleich,

da es AV8S2-codiert ist. Es bleibt der spezifische CBReitragt®, der fir die
AV8S2-T-Zellen wegfallen kann, die im Thymus der LEW.1F-Ratberselektiert
wurden. Genau das konnte durch Ergebnisse unserer Gruppe auch gezeigt werden:
Die CDR3x-Schleifen von AV8S2-Zellen, die durch R iberselektiert wurden,
weisen keine spezifischen Sequenzmotive auf, die GD&&quenzen von A
alloreaktiven AV8S2-Zellen hingegen schoroRRESNAGEL et al. 1997).

Die AV8S2-TCRs, die im Repertoire reifer LEW.1F-Thymozyten vorkom-
men, unterscheiden sich also von denen, die von LEW.1F-alloreaktiven AV8S2-T-
Zellen verwendet werden in ihrer CDR3domposition und vermutlich dadurch
in ihrer Affinitat gegenber A,

Eine interessante Besonderheit défA/8S2-Erkennung ist, dal AV8S2 schon
alleine ausgiebige Bindungen mit Aeingeht, so daR die CDR1 (und geringe
CDR3n)-Kontakte zu A nahezu ausreichen, um eine TC-Aktivierung zu ver-
anlassen. Eine Folge diesgsahen Heranffirens® des TCR-Segments an den
MHC ist, daf? ein sehr geringer atglicher Affinititsbeitrag eines fremden Pep-
tids schon zur TC-Aktivierungufirt. AV8S2"-Zellen wirden also schon auf ge-
ringere Peptidveriderungel reagieren als AV8S2-Zellen.

Waren in einem Individuum haugatshilich T-Zellen vorhanden, die so nahe an
die MHC-Erkennung herangdfiit sind, dann &iinte das zu den positiven Effek-
ten einer versttkten Immunreaktion und Krebstakpfung® fuhren, da schon

16Dje TCRB-Kette wurde als wichtiger Partner der pMHC-Kontaktierung durch die Kristallda-
ten und die Daten von Torres-Nagel et al. 1997 auchdfé positive thymische Selektion ausge-
schlossen. CDR2wird als noglicher Partner in der thymischen Selektion durch die Kristalldaten
unwahrscheinlich und durch die Ergebnisse der SD-Ratte wurde GR&2indest fii die Allo-
reaktion ausgeschlossen.

1Die Reaktion auf eine geringere Peptidwedérungen bedeutet z.B. eine Reaktion schon
bei einer geringeren Konzentration an Fremd-Peptid oder eine Reaktion auf mehr verschiedene
Fremd-Peptide (also auch Fremdpeptide, die sich von Selbst-Peptiden nurygignmterschei-
den).

BEntartete Zellen exprimieren zwar (aufer bei Krebsinduktion durch Viren) nur Selbstproteine,
diese aber varidert (z.B. trunkiert) und unter aterten Expressionsschemata. Diese minimalen
Veranderungen @sentierter Peptideokinen von T-Zellen bemerkt werden, so daf3 Tumorspezifi-
sche CTLs generiert werden ORr 7 1994).
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minimale Peptidveafiderungen registriertwwden.

Allerdings verursacht diesesiahe Heraniliren® eines TCR-V-Segments an
die MHC-Erkennung vermutlich auch stark negative Effekte, wie z.B. eireheh”
Anfalligkeit fur Autoimmunitit. Das lonnte folgendermaf3en aussehen: Im Laufe
einer Infektion werden T-Zellen aktiviert, die mit den fremden Peptid-Antigenen
reagieren. Diese T-Zellenokhen zuatzlich zur Reaktivat gegeaber Fremd-
Antigen eine schwache Reakt&it(Kreuzreaktividt) gegen Selbst-Peptid/ MHC
aufweisen. Diese Kreuzreaktigit(auch molecular mimicry, Mimikry auf mole-
kularer Ebene) wrde unter normalen Unresdden nicht zur TC-Aktivierung aus-
reichen. Wenn die Zelle aber durch das fremde Antigen bereits aktiviert wurde,
ist nachfolgend ihr, Aktivierungs-Niveau* herabgesetzt, so daf3 sie auch bei dem
geringeren Stimulus durch Selbst-pMHC schon reagiert. Diese Kreuzreaiktivit”
fuhrt zu Autoimmuniat (ROITT 1994).

Da in unserem Spezialfall die TCR-Erkennung sehr nahe an die MHC-Erken-
nung herangeifirt ist — ein marginaler Peptidbeitrag reicht zur TC-Aktivierung
aus —, ist die Kreuzreaktiat'der T-Zellen mit Peptiden, in diesem Fall Selbst-
Peptiden, viel bher, da der gerinijige Aktivierungsbeitrag durch eine Vielzahl
von Peptiden geleistet werden kann. Ein derartig nahes Héreeri'von TCRs
an die MHC-Erkennung induziert folglich voraussichtlich eineodrtie”Autoim-
munitédt und Allergieardlligkeit.

Wie bereits enahnt kann die Gewichtung der MHC- bzw. Peptid-Interaktionen
bei ihrer Erkennung durch den TCR hathtlich variieren. Bei der Erkennung
von Af durch AV8S2-positive CD8-T-Zellen hat der MHC-Beitragdhste Ge-
wichtung. Da die Evolution vermutlich die Heraifung von TCR-V-Segmenten
an MHC-Molekile optimal ausbalanciert hat, ist der in dieser Arbeit behandelte
Spezialfall biologisch zwar voraussichtlich wenigngtig, aber seine Erforschung
konnte zu einem erweiterten Veaistdins der Autoimmurstt flihren.




Kapitel 5

Zusammenfassung

Die Klasse-I-Molekile des Haupthistokompatib#itskomplexes (MHC, von engl.
major histocompatibility complex) interagieren mit T-Zellen:aiWénd der thy-
mischen Selektion formen sie das Repertoire reifer T-Zellen, in der Peripherie
prasentieren sie diesen Antigene und in derdtlichen Situation einer Transplan-
tation oder gemischten Lymphozytenreaktion (MLR, von engl. mixed lymphocyte
reaction: Zellen eines Rattenstammes werden mit denen eines anderen (allo) sti-
muliert) provozieren sie eine starke Reaktion alloreaktiver T-Zellen.

In unserer Arbeitsgruppe war diegerentielle Expansion von T-Zellen durch
den MHC der Lewis.1F-Ratte (RT) beobachtet worden, die ein bestimmtes
T-Zell-Rezeptor-V-Segment exprimieren, das V-Segment 8.2 der GBRtte
(AV8S2). Diese RTi-stimulierte bevorzugte Proliferation (Zellteilung) AV8S2-
positiver T-Zellen kann sowohl als Folge der thymischen Selektion im Repertoire
reifer Lewis.1F (LEW.1F) T-Zellen festgestellt werden als auch bei der LEW.1F-
Alloerkennung in einer MLR (DRRESNAGEL et al. 1994). Da die bevorzugte
Expansion AV8S2-positiver Zellen, nicht aber AVv8S2-negativer, nur in den CD8-
T-Zellen auftritt, wurde angenommen, dal} sie von einem MHC KiI. |-Mdllelet
LEW.1F-Ratte induziert wird, da CD8-T-Zellen mit diesen interagieren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Malet#tér LEW.1F-Ratte, das
die pferentielle Expansion von AV8S2-Zellen induziert, durch molekulare Klo-
nierung zu identifizieren sowie die Kontaktpunkte der Interaktion zwischen dem
MHC-Molekil und AV8S2 zu kartieren.

Uber RT-PCR wurde das MHC-I-Gen'faus der LEW.1F-Ratte isoliert, se-
guenziert und zusammen mit einem anderen MHC-1-Gen aus der LEW.1F-Ratte
(A2") analysiert, das von einer Arbeitsgruppe aus Babraham (Cambridge, UK)
isoliert, sequenziert und uns zur Vegiing gestellt worden war@ly etal. 1998).
Durch einen Nukleotidsequenz-Vergleich vor 8nd A2" mit bekannten Ratte-
MHC-I-Genen konnte gezeigt werden, dal’ die Sequenzen beider charakteristisch
fur Ratte-MHC-I-Gene sind.
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Nach der stabilen Expression beider MHC-Proteine in Zellinien und T-Zellhy-
bridomen konnte mit RT-reaktiven Antilorpern gezeigt werden, daRfAn der
LEW.1F-Ratte stark exprimiert istuF A2 konnte dieser Nachweis nicht gt
werden.

Durch einen Zytotoxizitstest mit RTi-reaktiven zytotoxischen T-Lympho-
zyten konnte nachgewiesen werden, ddfei funktionelles MHC KI. I-Gen der
LEW.1F-Ratte ist. B A2" konnte das nicht demonstriert werden. Vermutlich
ist esin vivo nur schwach exprimiert und wird daher von RTdpezifischen An-
tikorper nicht gebunden und durch RFFfeaktive zytotoxische T-Lymphozyten
nicht erkannt.

Beide Molekile wurden mittels einer MLR auf ihrealRigkeit untersucht, al-
loreaktive AV8S2-Zellen zu expandieren. f Anicht aber A2, regt bevorzugt
AV8S2-positive CD8-T-Zellen zur Proliferation an. Damit waf Als das Mo-
lekdl identifiziert, das die @ferentielle Expansion von AV8S2-CD8-T-Zellen in
der Alloreaktion stimuliert.

Zur Kartierung der A/AV8S2-Interaktion wurden Hybridmole#é aus A,
einem bereits gut charakterisierten MHC-Malgkiind A" gentechnisch herge-
stellt. A2 und Af unterscheiden sich extrazeduliur in sieben Aminagiren,
die auf zwei Regionen (I und Il) begrenzt bleiben. Da nuf, Aicht aber &
eine peferentielle AV8S2-Zell-Expansion stimuliert, mufd die charakteristische
Kombination dieser sieben Aminasien (62, 63, 65, 69, 70, 167, 169y fdie
praferentielle Interaktion mit AV8S2 ausschlaggebend sein.

In den Hybridmoleklen wurde,Region II* zwischen & und A' reziprok
ausgetauscht. Damit entstand ein Hybrid-gRegion I von A% und,Region II*
von A™) und ein Hybrid-f/a.

Durch MLRs mit Hybrid-exprimierenden Stimulatorzellen wurde aufgezeigt,
daf3 beide Regionen zurgieirentiellen Expansion AV8S2-exprimierender CD8-T-
Zellen beitragen: Die AV8S2-Zell-Proliferation bei Stimulierung mit H-a/f bzw.
mit H-f/a lag zwischen den Werten von'fbzw. A2. Beide Regionen werden
also durch AV8S2-T-Zellen erkannt und leisten eirémlich hohen Beitrag zur
AV8S2-Zell-Expansion.

Durch theoretischdJberlegungen konnte die AV8S2jAnteraktion weiter
eingegrenzt werden. Auf MHC-Seite sind demnach v.a. die vier direkt TCR-
kontaktierten Aminoairen 62, 65, 69 und 167 relevant.

Fir den TCR konnte dargelegt werden, dal} @ikette zur paferentiellen
Interaktion von AV8S2-Zellen mit A keinen spezifischen Beitrag leistet. Eben-
so unbeteiligt an der spezifischen Interaktion mft iat die Komplementaritt-
bestimmende Region 2 (CDR2, von engl. complementarity determining region)
dera-Kette. Die charakteristischen Sequenzen von CdRid CDR3x dagegen
sind fuir die p@aferentielle Expansion von AV8S2-positiven CD8-T-Zellen durch
A' essentiell.




Summary

The aim of this thesis was the investigation of interactions between major histo-
compatibility complex (MHC) proteins and T-cell receptors (TCR), in particular
the extraordinary RTI/AV8S2-interaction: RT1 is the MHC of the LEW.1F rat,
AV8S2 is the 8.2 V-segment of the TCiR€hain. It was shown previously that
RT1' preferentially expands AV8S2 expressing T-cells in positive thymic selec-
tion in the LEW.1F rat (overselection) as well as AV8S2 cells alloreactive td RT1
(TORRESNAGEL et al. 1994). As the preferential AV8S2 expansion was on-
ly detected in the CD8 T-cells, a MHC class | molecule of the LEW.1F rat was
postulated to be responsible for the overselection.

In this thesis the MHC | molecule of the LEW.1F rat promoting preferential
expansion of AV8S2 CD8 T-cells in allorecognition was identified. To this end
a MHC | molecule of the LEW.1F rat, A was cloned and sequenced. Together
with A2f, another MHC | molecule of the LEW.1F rat, cloned and sequenced by
a group from Babraham/UK, Awas expressed in various cell lines and hybrido-
mas.

The two molecules were tested for recognition by RFéactive antibodies
and cytotoxic T-lymphocytes. By these criterid &vas defined as a MHC class
| molecule of the LEW.1F rat whereas A2vas not. The ability to overselect
AV8S2 CD8 T-cells was examined by MLRs (mixed lymphocyte reactions). Pre-
ferential interaction of this TCR segment witH Aut not A2 has therefore been
demonstrated. ThusAs the molecule preferentially expanding AV8S2 cells.

To identify the A/AV8S2-contact points hybrids betweel And Af were ge-
nerated: Extracellularly, Adiffers from Af in only seven aminoacids, which are
clustered in two different regions (region | and Il). Yet #s not able to promote
preferential expansion of AV8S2 CD8 T-cells. Therefore the specific combina-
tion of the seven aminoacids differing between the two molecules are crucial in
the observed preferential AV8S2 reactivity of Ain generating hybrids differing
in these regions, equal contributions of both regions for recognition by AV8S2
RT1'-reactive CD8 T-cells could be demonstrated.

By theoretical implication the AAV8S2 interaction points could be narrowed
down further: On the side of the MHC, solely the presumably directly TCR-
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contacted MHC aminoacids 62, 65, 69 and 167 are lilely to be involved in AVv8S2-
cell expansion.

On TCR side, thg8-chain is not involved in specific Ainteraction. Only
complementarity determining regions 1 and 3 of the T€RRhain are essential
for preferential interaction with Aby AV8S2 positive CD8 T-cells.
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