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Summary / Zusammenfassung

Summary

Multiple sclerosis and the inflammatory muscle diseases polymyositis and inclusion body
myositis are autoimmune diseases. T cells invade and destroy brain tissue or muscle fibers,
respectively. The pathogenesis of these diseases is still unknown.

The aim of this thesis was to isolate tissue invading autoaggressive T-lymphocytes from frozen
biopsy specimens, to analyse their T cell receptor a-and -chains and to express the receptors
in a recombinant expression system. This may provide a tool to search for possible antigens.

To distinguish pathogenic from irrelevant bystander cells we used two criteria: the clonal
expansion in the target tissue triggered by antigen induced proliferation and the direct
morphological contact with a target cell. We analysed the T cell repertoire of different patients
by CDR3-spectratyping to find clonal expanded populations and isolated
immunohistochemically stained candidate cells by laser microdissection. Then we identified
coexpressed pairs of a- and B-chains by a newly developed multiplex PCR protocol. The
detection of matching a and B-chains in histological sections has not been achieved until now.
The a-chain analysis has been a great problem because of the paucity of available o-chain
antibodies and the great variability of the a-chain genes.

From the tissue of one patient we isolated 23 af-T cell receptor pairs which expressed the
same expanded T cell receptor B-chain. 20 of these 23 a-chains were identical, suggesting a
pathogenic relevance of this T cell clone. The a-chains of the three other T cells were
different. We characterized two further clones from another patient. The receptors from the
first patient were expressed in a T hybridoma cell line. Initial studies to identify possible
antigens revealed that the T cell receptors did not recognize a muscle specific antigen nor a
widely expressed self-antigen.

This method for the analysis and reconstruction of tissue-infiltrating a3-T cells can be applied

to many other autoimmune diseases as well as tumors or infectious diseases.

VI



Summary / Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose und die entziindlichen Muskelerkrankungen Polymyositis und
Einschlusskorperchenmyositis sind Autoimmunerkrankungen, in denen T-Lymphozyten in das
Gehirn bzw. den Muskel eindringen und dort korpereigenes Gewebe zerstoren. Die
Pathogenese dieser Krankheiten ist bis jetzt noch nicht bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die ins Zielgewebe eingedrungenen autoaggressiven T-Lymphozyten
aus gefrorenem Biopsiegewebe zu isolieren, ithren of-T-Zell-Rezeptor zu analysieren und
diesen rekombinant zu exprimieren. Folgeversuche mit den TZR-Transfektanten sollten erste
Hinweise auf ein mogliches Antigen liefern.

Um autoaggressive T-Zellen von irrelevanten zu unterscheiden, konzentrierten wir uns auf
Zellen, die zum einen im Zielgewebe klonal expandiert vorlagen, zum anderen einen direkten
morphologischen Kontakt mit der Zielzelle aufwiesen. Wir untersuchten das T-Zell-Repertoire
verschiedener Patienten auf klonal expandierte Populationen durch CDR3-Spektratyping und
isolierten positiv gefiarbte Kandidatenzellen durch Lasermikrodissektion aus dem Gewebe.
AnschlieBend wurden die T-Zell-Rezeptoren mit einer speziellen, im Rahmen der Arbeit
entwickelten Einzelzell-Muliplex-RT-PCR analysiert. Bisher war es nicht mdglich, die o- und
B-Kette desselben T-Zell-Rezeptors aus Biopsiematerial zu identifizieren. Dies lag an der
geringen Anzahl verfligbarer anti-o-Ketten-Antikorper sowie an der wesentlich hdheren
Variabilitit der a-Ketten-Gene.

Aus dem Biopsiegewebe eines Patienten isolierten wir 23 af-TZR-Parchen, welche alle die
identische expandierte TZR-B-Kette zeigten. 20 der 23 Zellen wiesen eine identische a-Kette
auf. Die Dominanz des TZR ist ein Hinweis auf die pathogene Relevanz dieses T-Zell-Klons.
Die anderen drei Zellen zeigten drei unterschiedliche funktionelle a-Ketten. Aus der Biopsie
eines zweiten Patienten isolierten wir zwei weitere af-TZR-Péarchen. Die vier Rezeptoren des
ersten Patienten wurden in einer T-Zell Hybridom Zellinie exprimiert. Vorldaufige Versuche,
ein mogliches Antigen zu detektieren, zeigten, dass es sich wahrscheinlich weder um ein
muskelspezifisches Antigen noch um ein ubiquitér exprimiertes Selbst-Antigen handelt.

Die hier beschriebene Methode der Isolierung und Analyse von autoaggressiven T-
Lymphozyten kann man nicht nur zur Untersuchung des TZR-af-Repertoires von Myositis-
oder MS-Patienten einsetzen. Sie ist ebenfalls geeignet, andere Autoimmunerkrankungen

sowie Tumor- oder Infektionserkrankungen zu untersuchen.

VII



I. Einleitung

I Einleitung

1. Das menschliche Immunsystem

Die Hauptaufgabe des menschlichen Immunsystems besteht darin, ihn vor Mikroorganismen
wie z.B. Bakterien, Pilze, Parasiten oder Viren zu schiitzen. Das komplexe, heterogene
Zusammenspiel verschiedener Komponenten ermdglicht es, effektiv gegen eindringende
Pathogene vorzugehen. Die Immunerkennung besitzt eine auBlergewdhnliche Diversitdt und
Spezifitdt, sowie die Fiahigkeit zwischen Selbst und Nicht-Selbst zu unterscheiden.

Das Immunsystem besteht aus einer angeborenen sowie einer adaptiven, erworbenen
Immunabwehr.

Die angeborene unspezifische Immunabwehr erfolgt humoral tiber das Komplementsystem und
die damit verbundene zellulire Aktivierung von Makrophagen, Monozyten, Mastzellen,
neutrophilen Granulozyten und NK-Zellen.

Die adaptive Immunabwehr zeichnet sich einerseits durch das spezifische und gezielte
Vorgehen gegen Antigene (AG) sowie durch die Ausbildung eines immunologischen
Gedichtnisses aus. Es besteht aus einer humoralen und einer zellvermittelten Immunantwort.
Die humorale Immunantwort beruht auf der Produktion spezifischer Antikorper (AK) durch B-
Lymphozyten und geht besonders gegen extrazellulire Pathogene vor. Im Gegensatz dazu
bekdampft die zellvermittelte Immunantwort v.a. intrazelluldre Pathogene. Die T-Lymphozyten
erkennen das spezifische Antigen durch ihren T-Zell-Rezeptor (TZR) auf der Zelloberfldche.
Das Antigen wird in Form von Peptiden durch den Haupthistokompatibilititskomplex (Major
Histocompatibility Complex, kurz MHC) der Antigen-priasentierenden Zellen (APZ)
prasentiert. Die  MHC-Molekiille = wurden  urspriinglich als  Verursacher der

TransplantatabstoBung entdeckt (Gorer et al., 1938).

2. MHC-Molekiile

Die MHC-Molekiile werden in MHC-Klasse I und MHC-Klasse 11 eingeteilt.

Die MHC-Klasse [-Molekiile werden auf allen kernhaltigen somatischen Zellen exprimiert und
prasentieren liberwiegend cytosolische Peptide, die zuvor aus cytosolischen Proteinen durch
das Proteasom zerlegt wurden. Diese Proteine konnen viralen Ursprungs sein bzw.
missgefaltete oder fehlerhafte Proteinprodukte aus der Proteinbiosynthese, genannt DRiPs
(defective ribosomal products) (zusammengefasst in Yewdell et al., 1996). Der TAP-
Transporter (transporter associated with antigen processing) transportiert die Peptide in das

Lumen des Endoplasmatischen Retikulums. Dort binden sie an neusynthetisierte MHC-Klasse

1



I. Einleitung

[-Molekiile. Die Peptid/MHC-Komplexe verlassen das Endoplasmatische Retikulum und
gelangen iiber den Golgiapparat an die Zelloberfliche (Pamer und Cresswell; 1998; Rock und
Goldberg; 1999). Dort werden sie durch T-Lymphozyten erkannt, welche auf ihrer Oberfldache
den CD8-Corezeptor tragen. Die APZ wird dann durch die zytotoxische Reaktion mittels
Effektorproteinen wie z.B. Perforin oder Granzym, die durch die T-Zelle ausgeschiittet

werden, getotet (Townsend und Boder et al., 1989).

CDS8 ’
“ pMHC I pMHC II

[ ]
)
Plasmamembran F 'i rl “ l “

Cytosohsche A Endozytlerte w
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v .
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==
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»

antigene
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Abb. 1: MHC-I und MHC-1I-Prisentationsweg

Beim MHC-I-Prisentationsweg (linke Hdlfte) werden die cytosolischen AG durch das Proteasom in
Peptidfragmente zerlegt. Diese binden im Endoplasmatischen Retikulum an MHC-I-Molekiile und werden
anschliefend auf der Zelloberfliche CD8"-T-Lymphozyten priisentiert.

Im MHC-II-Présentationsweg (rechte Hdlfte) erfolgt eine endozytotische Aufnahme extrazelluldrer AG und
der Transport iiber das Endosom in das MIIC-Kompartiment. Dort werden die im Endoplasmatischen
Retikulum synthetisierten MHC-II-Molekiile mit dem antigenen Peptid beladen und prdisentieren diese den
CD4"-T-Lymphozyten an der Zelloberfliche.

MHC-Klasse II-Molekiile werden auf sog. professionell Antigen-prasentierenden Zellen wie
z.B. B-Lymphozyten, Makropagen, dendritischen Zellen sowie Endothelzellen exprimiert. Sie
prasentieren v.a. extrazelluldre Proteine, die iiber Endozytose oder Phagozytose von der Zelle
aufgenommen wurden. Die MHC-II-Molekiile werden in den spiten endosomalen
Kompartimenten mit Peptid beladen und anschlieBend in Transportvesikel an die
Zelloberfldche transportiert (Mellman und Steinman; 2001; Turley et al.; 2000). Dort werden
sie prisentiert und von CD4'-T-Lymphozyten erkannt (Babbit et al., 1985). Nach der
Aktivierung sekretiert die T-Zelle Cytokine, die B-Lymphozyten zur Proliferation und AK-

Produktion anregen, wodurch lokale Entziindungsreaktionen beeinflusst werden.



I. Einleitung

Die Grundstruktur der zuvor beschriecbenen MHC-Klasse I- und II-Molekiile ist laut

Rontgenstrukturanalyse sehr dhnlich.

Abb.2: Kristallstruktur von HLA-B27

Gezeigt ist der extrazelluldre Teil des HLA-B*27-Molekiils
mit den drei Domidnen o, o, und a3 (blau) mit dem
assoziierten B,-Mikroglobulin (B,m, griin).

Die beiden Doménen «; und o, begrenzen mit ihren zwei a-
Helices die Seiten der Peptidbindungsgrube, in der das
prasentierte Peptid (rot) eingelagert ist. Der Pfeil markiert
eine Besonderheit des HLA-B*27-Molekiils im Vergleich zu
anderen Klasse-I-Molekiilen: Ein ungepaartes Cystein an
Position 67, das die Expression eines HLA-B*27-
Homodimers auf der Zelloberfldche erlaubt. (aus Hiilsmeyer
et al., 2002, Fig.2).

Das MHC-Klasse [-Molekiil besteht aus einer membrandurchspannenden a-Kette, sowie
einem nicht kovalent gebundenem [3,-Mikroglobulin. Die a-Kette faltet sich in die drei
Doménen al, a2 und a3, wobei die beiden ersten Ketten die Peptidbindungsgrube bilden.
Gebundene Peptide weisen eine Lénge von 8-11 Aminoséduren (AS) auf.

MHC-Klasse II-Molekiile bestehen aus einem nicht kovalenten Komplex aus einer a- und
einer B-Kette, die beide die Membran durchspannen. Die a1- und die B1-Doméne bilden die

Peptidbindungsgrube, die Peptide mit einer Lénge von 13-17 AS présentiert.

Der MHC des Menschen wird als HLA-Komplex (Human Leucocyte Antigen) bezeichnet. Der
HLA-Genkomplex ist sehr polygen und polymorph und wird in die HLA-Klassen I, IT und III
eingeteilt. Da die Expression der HLA-Klasse I und II-Gene kodominant ist, exprimiert jeder
Mensch sechs verschiedene MHC-Klasse [-Molekiile sowie mindestens acht verschiedene

HLA-Klasse [I-Molekiile auf der Zelloberflache.



I. Einleitung

3. T-Zell-Rezeptor

Ein T-Lymphozyt exprimiert auf seiner Zelloberfliche ca. 30.000 gleiche T-Zell-Rezeptoren.
Ein TZR-Molekiil ist ein Heterodimer und besteht aus einer o- und einer B-Kette (Meuer et al.,
1983). 5-10% der T-Zellen exprimieren einen y3-TZR, dessen Funktion noch nicht vollstindig
geklirt ist (Brenner et al., 1986). Der TZR gehdrt aufgrund seiner Ahnlichkeit zu den
Immunglobulinen zur Ig-Superfamilie. Im Rahmen dieser Arbeit soll lediglich auf den of3-

TZR eingegangen werden.

3.1 Struktur des TZR

Der TZR besteht aus zwei TZR-Ketten, einer TZR-a- und einer B-Kette, die beide zur
Antigenerkennung beitragen. Jede Kette besteht aus einem C-terminalen extrazelluldren
Bereich von ca. 110 Aminosduren, einer hydrophoben Transmembrandomine sowie einem
kurzen cytoplasmatischen Bereich von 2-7 Aminosduren (Kronenberg et al., 1986). Die beiden
Ketten sind im extrazelluldren Bereich nahe der Zellmembran durch eine Disulfidbriicke
verbunden. Der extrazelluldre Bereich beider Ketten besteht aus einer variablen (Vo und V[3)
und einer konstanten Region (Co und Cp), wobei die V-Region von mehreren Gensegmenten
kodiert wird. Die konstante Region ist bei allen TZR gleich.

Das TZR-af-Heterodimer erkennt das Antigen, kann jedoch kein Signal ins Innere der Zelle
iibermitteln. Aus diesem Grund ist er mit sechs weiteren akzessorischen Polypeptidketten
assoziiert, bezeichnet als CD3-Komplex. Die Ketten des CD3-Komplex sind in Form von zwei
Heterodimeren (CD3 g-6, CD3 ¢-y) sowie einem CC-Homodimer angeordnet (Clevers et al.,

1988).

TCR
"9009“"'0" Abb.3: Der T-Zell-Rezeptor-Komplex

Der T-Zell-Rezeptor (blau) besteht aus einer o- und einer B-Kette und ist

mit dem CD3-Komplex (rot) assoziiert. Dieser setzt sich aus

cna 003 Heterodimeren (e-8 bzw. &-y) zusammen und dient wie das Homodimer

der beiden {-Ketten (griin) der Signalweiterleitung ins Zellinnere, wozu die

gelb markierten ITAM-Bereiche bendtigt werden.
Jede TZR-Untereinheit besteht aus einer N-terminalen variablen Doméne
| und einer konstanten Doméne.
oo ﬁlfg 9 9| Die Assoziation der verschiedenen Untereinheiten erfolgt {iber

gegensitzliche Ladungen in den Transmembranregionen (aus Janeway,
i ]ﬂ Immunbiology 6/e, ©Garland Science 2005, Figure 6-9).
ITAMs
¢ ¢
signéling




I. Einleitung

Der CD3-Komplex ist fiir die Expression des TZR an der Zelloberfliche sowie fiir die
Signaliibertragung ins Zellinnere nach der Aktivierung des T-Lymphozyten verantwortlich

(Saito et al., 1987; Samuelson et al., 1986, Weiss und Stobo, 1984).

3.2 Rezeptordiversitat

T-Zell-Rezeptoren sind sehr variable Molekiile. Nur so kann der Kdrper sicherstellen, dass die
T-Lymphozyten moglichst viele eindringende Pathogene erkennen.

Diese hohe Variabilitit der TZR entsteht hauptséchlich durch drei variablen Regionen, die man
als komplementaritdtsbestimmende Regionen CDRI-3 (complementary determing region)
bezeichnet (Jores et al., 1990; Katayama et al., 1995). Sie interagieren mit dem MHC-Peptid-
Komplex (Chothia et al., 1988). Die CDR1- und CDR2-Region binden hauptsichlich an die -
Helices des MHC-Molekiils, die CDR3-Region an das Peptid. Aus diesem Grund ist die

CDR3-Region besonders variabel und wird als hypervariable Region bezeichnet.

Wihrend der T-Lymphozytenentwicklung entstehen funktionelle T-Zell-Rezeptorgene durch
somatische Rekombination aus variablen V-Gensegmenten, D-Elementen (,,Diversity*), J-
Segmenten (,,Joining*) und konstanten C-Genen (Wilson et al., 1988).

Der Genlocus fiir die B-Kette (TRB-Gene) besteht aus 46 TRVB-Gensegmenten (Vp), zwei
TRD- (D), 13 TRIB- (JB) und zwei TRCPB-Gensegmenten (CP) (zusammengefasst in Rowen
et al,, 1996). Der Genlocus fiir die a-Kette (TRa-Gene) besteht aus etwa 42 TRVa-
Gensegmenten, 50 TRJa-Gensegmenten und einem TRCa-Gensegment (Arden et al., 1995).
Fiir die Bildung einer funktionellen TZR-B-Kette rearrangiert zunichst ein D- mit einem J-
Element, anschlieBend erfolgt die Verkniipfung mit einem V-Element (zusammengefasst in
Rowen et al., 1996). Erst nach erfolgreicher Rekombination der TRP-Gensegmente
rearrangieren die TRa-Gene, indem ein V- mit einem J-Segment verkniipft wird.

Fiir diesen Rearrangementprozess sind stark konservierte Rekombinationssequenzen (RSS)
verantwortlich, die die Rekombinationsstellen flankieren. Die Sequenzen bestehen aus einem
konservierten Heptamer und einem Nonamer mit dazwischen liegender Spacerregion von 12
bzw. 23 bp. Die einzelnen Gensegmente werden gemal3 der 12/23-Regel verkniipft. Dies wird
durch einen Komplex verschiedener Enzymen wie z.B. RAGI und RAG2 (recombination
activating genes) katalysiert (Schatz et al., 1992; Fugmann et al., 2000; Gellert et al., 2002).
Bei der Verkniipfung zweier Gensegmente kommt es zur Insertion oder Deletion von
Nukleotiden. Die zusitzlichen Nukleotide bezeichnet man als P- und N-Nukleotide, wobei P
fiir Palindrom und N fiir non germline bases steht. Die Insertion der N-Nukleotide wird durch

das Enzym TdT (Terminale Desoxynukleotidyltransferase) kalasysiert, die Deletion von
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Nukleotiden erfolgt durch Exonukleasen, die bisher noch nicht identifiziert sind (Gauss und
Lieber, 1996; Hughes et al.; 2003). Diese Vorginge fithren zu einer Lingenvariabilitdt von 15-
45 Nukleotiden auf der DNA- und mRNA-Ebene (Moss und Bell, 1995). Dies trigt ebenfalls
stark zur Rezeptordiversitit bei.

Abb. 4 zeigt schematisch die V(D)J-Rekombination der TZR-Gene.
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ADbb. 4 : Schematische Darstellung der Umordnung und Expression der Gene fiir die TZR a- und f-Kette
Aus den verschiedenen V-, (D-), J-Keimbahn-Segmenten wird je eines ausgewahlt und bei der somatischen
Rekombination miteinander verkniipft. Bei der a-Kette wird ein Va-Gensegment mit einem Jo-Gensegment
verkniipft, so dass ein funktionelles Exon fiir die variable Region entsteht. Bei der f-Kette wird das Exon fiir
den variablen Bereich von drei Gensegmenten V3, DB, und JB kodiert, welche in zwei Schritten erfolgt. Die
Rezeptordiversitit wird durch Addition oder Deletion von N-Nukleotiden an den Verkniipfungsstellen der
Segmente beider Ketten erhoht.

Die mRNA der rearrangierten DNA wird in o- und B-Kettenproteine translatiert und in Form des TZR in
Zusammenhang mit dem CD3-Komplex auf der Zelloberfldche exprimiert.

Alle Variationsmoglichkeiten zusammen ergeben eine Gesamtdiversitit von ca. 10%°
theoretisch moglicher TZR (Davis und Bjorkman, 1988). In jedem Organismus treten jedoch
nur etwa 2,4x10’ verschiedene Spezifititen auf (Arstila et al., 2000).

Ein gewisser Prozentsatz aller T-Lymphozyten besitzt zwei TZR-o-Ketten, die mit derselben
TZR-B-Kette kombiniert ist. Dieser Anteil schwankt laut Literatur zwischen 2 und 30%.
Umstritten ist jedoch, ob beide TZR als funktionelle Molekiile auf der Oberflache exprimiert
werden (He et al., 2002; Padovan et al., 1993; Prinz et al., 2002).
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4. Der ternare Komplex aus T-Zell-Rezeptor, Peptid und MHC-
Molekiil

4.1 Bindungsstudien

Der Komplex aus einem in Kap. 1.2 und 1.3 beschriebenen TZR mit einem MHC-Molekiil und
daran gebundenem Peptid wurde durch Kristallisationsexperimente untersucht. Die Zahl
kristallisierter und analysierter af-TZR-Peptid/ MHC-Komplexe wuchs bis heute auf ca. 24 an
(zusammengefasst in Rudolph et al., 2006 und Garcia et al., 2005). Die Analysen zeigten, dass
die CDR1- und die CDR2-Region des TZR bevorzugt mit den a-Helices des MHC-Molekiils
in Kontakt treten, die CDR3-Schleife jedoch mit dem Peptid interagiert. Da die CDR3-Region
durch die bereits erwdhnten P- und N-Nukleotidsubstitutionen am variabelsten ist, bestimmt
diese die Spezifitit des TZR (zusammengefasst in Krogsgaard und Davis, 2005; Garcia et al.,
1999). Bindungsstudien mit der Methode der Alanin-Substitution deuten darauf hin, dass AS-
Reste der MHC-Helices fiir die erste Interaktion mit dem TZR verantwortlich sind, das Peptid
hauptsdchlich die Dauer der Interaktion beeinflusst (Wu et al., 2002).

Der TZR-MHC-Bindungswinkel variierte bei den untersuchten TZR-Peptid/MHC-Komplexen
um bis zu 49° (zusammengefasst in Rudolph et al., 2006 und Krogsgaard und Davis, 2005).
Generell liegt das TZR-Heterodimer anndhernd diagonal relativ zur Langsachse der MHC-
Bindungstasche (Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996). Die Va-Domine ist hierbei iiber
der N-terminalen Hailfte des in ausgestreckter Konformation gebundenen Peptids lokalisiert,
wihrend die VB-Doméne iiber dem C-terminalen Teil des Peptids liegt (zusammengefasst in
Rudolph et al., 2006 und Rudolph et al., 2002). Abb. 5 zeigt die Struktur eines a3-TZR-
Peptid/MHC-Komplexes von der Seite (a) sowie von oben (b).
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ADbb. 5a: Struktur des trimolekularen Komplexes von TZR-Peptid-MHC-1

Der obere Teil der Abbildung zeigt das TZR-Molekiil mit den farbig markierten CDR3-Regionen. Die CDR1
und CDR2-Schleifen der f-Kette hellblau bzw. dunkelblau; die CDR1 und CDR2-Schleifen der a-Kette hell-
bzw. dunkelviolett; die CDR3-Schleife der a-Kette gelb, die der B-Kette griin. Rot ist die HV4-Schleife der
B-Kette, an die bevorzugt virale Superantigene binden. Der MHC-I-Peptid-Komplex befindet sich im unteren
Teil der Abbildung. Die a;- und ap-MHC-Doméne bilden die Peptidbindungsgrube, in der das prisentierte
Peptid (gelb) mit 8 Aminoséduren (P1-P8) verankert ist (nach Garcia et al.; 1998, Fig.1).

Abb. 5b: TZR-Peptid-MHC-Komplex (Aufsicht)

Die Abbildung links zeigt die Bindung eines TZR an einen Peptid-MHC-Komplex aus Sicht der T-Zelle. In
rot ist das Peptid dargestellt, in griin und blau die Ketten des MHC-I-Molekiils HLA-A2. Das rechte Bild
zeigt die ungeféhre Lage der CDR-Regionen der TZR-a- und B-Kette (nach v.d.Merwe & Davis; 2003).

4.2 Affinitat und Degeneration

Die Affinitdt der Interaktion zwischen TZR und Peptid/MHC-Komplex ist sehr niedrig. Dies
zeigt die Dissoziationskonstante von 0,1-500uM. Die Assoziation erfolgt langsam, die
Dissoziationsreaktion schnell (zusammengefasst in Davis et al., 1998). Diese schnelle
Dissoziationsrate im Bereich von 0,01-5s™ korrespondiert mit einer Halbwertszeit von 70-0,1
sec (Margulies et al., 1997). Trotz der geringen Affinitdt und der schnellen Dissoziation des
TZR-Peptid/MHC-Komplexes ist die Spezifitit im T-Zell-Signaling dennoch sehr hoch
(zusammengefasst in Rudolph et al., 2002).

Wie ist es nun moglich, dass das TZR-Repertoire eines Menschen alle Peptid/ MHC-Komplexe
erfasst, obwohl die Anzahl moglicher Peptid/ MHC-Komplexe die Menge an TZR-Molekiilen
weit libersteigt? Dies ldsst sich durch die starke Degeneration des TZR erkldren (Mason et al.,

1998; Hemmer at al., 1998; Wilson et al., 1999). Degeneration bedeutet, dass derselbe TZR
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durch viele verschiedene Peptid/ MHC-Komplexe aktiviert werden kann, dass gleichzeitig aber
auch viele TZR denselben Peptid/MHC-Komplex erkennen (zusammengefasst in Wilson et al.,
2004). Da die TZR bei ihrer Entstehung im Thymus noch keinen AG-Kontakt hatten, werden
durch die starke Degeneration viele TZR generiert, welche spezifisch fiir eine Selbst-AG sind.
Diese werden jedoch anschlieBend durch die negative Selektion im Thymus eliminiert.

Die starke Degeneration ist nur aufgrund der hohen Flexibilitdt der CDR3-Region des TZR
sowie der Variabilitdt im Winkel zwischen der Va- und der VB-Kette mdglich. So kann sich
der TZR gut an die eher starre Peptid/MHC-Bindungsregion anpassen (Willcox et al., 1999;
Boniface et al., 1999). Gebundene bzw. nicht gebundene TZR-Molekiile weisen eine
unterschiedliche Struktur auf. Dies kann man mit dem Vorgang des sog. ,,induced fit* erkliren.
Die Bindungspartner korrigieren nach einer ersten Formation eines zundchst nicht ganz
optimalen Komplexes ihre Lage, um die Bindung so zu optimieren (zusammengefasst in
Housset und Malissen, 2003).

Welche Vorraussetzungen muss nun ein T-Zell-Repertoire erfiillen, um potentiell pathogene
AG zu erkennen, aber gleichzeitig die Gefahr einer Autoimmunitdt zu minimieren? Zum einen
muss das Repertoire eine groBe Anzahl verschiedener Peptid/MHC-Liganden erkennen, damit
kein Pathogen im Korper unentdeckt bleibt. Die Antigen-Erkennung muss dennoch spezifisch
genug sein, um genau zwischen fremden und eigenen Peptiden unterscheiden zu kénnen. Des
weiteren muss die Geschwindigkeit der T-Zell-Antwort ausreichend grof3 sein. Berechnungen
ergaben, dass jeder einzelne T-Zell-Klon eines T-Zell-Repertoires mindestens eine Million
verschiedene MHC-assoziierte Peptide erkennen muss (Mason et al., 1998). Dies kdnnen
nahezu homologe Peptide sein, jedoch auch Peptide mit wenig oder keiner Sequenzhomologie.
Oftmals sind nur drei bis vier AS-Reste fiir die TZR-Peptid/MHC-Interaktion notig. Dies
zeigte Gautam et al. (1992) durch die Methode der Alaninsubstitution. Die Degeneriertheit in
der T-Zell-Spezifitidt konnte man ebenfalls in Kristallisationsstudien zeigen, in denen oftmals
nur drei bis vier AS-Reste des Peptids zum TZR hin orientiert waren (Bjorkman et al., 1987;

Fremont et al., 1992; Madden et al., 1991; Stern et al., 1994).

Auch bei der Suche moglicher AG durch eine Positional Scanning-Combinatorial Peptid
Library (PS-CPL), die im Rahmen dieser Arbeit angewandt wurde, ist die Degeneration der
TZR-Molekiile notwendig (siche Material und Methoden 11.4.9). Man braucht eine hohe
Anzahl spezifischer Peptide, um in der Analyse ein eindeutiges Signal detektieren zu konnen.
Weist ein TZR eine zu geringe Degeneration und eine sehr schwache Affinitit auf, ist es durch

diese Methode nur schwer moglich, das AG zu detektieren.
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Nachdem nun der Aufbau und die Funktion der verschiedenen Molekiile eines TZR-
Peptid/MHC-Komplexes ausfiihrlich erkldrt wurden, wird in den nachfolgenden Kapiteln die
Rolle der T-Lymphozyten in Autoimmunerkrankungen niher erldutert. Dies fiihrt direkt zur

Fragestellung, welche dieser Arbeit zu Grunde liegt.

5. Die Rolle von T-Lymphozyten in Autoimmunerkrankungen

In einem gesunden Organismus finden normalerweise keine Angriffe des eigenen
Immunsystems gegen korpereigenes Gewebe statt. Selbstreaktive Lymphozyten werden
wihrend der Lymphozyten-Reifung im Thymus frithzeitig eliminiert. Aulerdem unterliegen
die T- und B-Zellen, die der Selektion entgangen und autoreaktiv sind, einem Kontroll-
Suppressor-Mechanismus, der eine Aktivierung selbstreaktiver Lymphozyten verhindert
(Wekerle et al.,, 1992). Bei Menschen mit einer Autoimmunerkrankung jedoch entfalten
selbstreaktive Lymphozyten eine pathogene Wirkung, indem sie gegen korpereigenes Gewebe
vorgehen. In den meisten Autoimmunerkrankungen treten sowohl B- als auch T-Lymphozyten
in unterschiedlicher Gewichtung als Initiatoren und Mediatoren auf. Bei der Multiplen
Sklerose (MS), einer entziindlichen Erkrankung des Zentralen Nervensystems, durchdringen
aktivierte CD4'- und CD8"-T-Zellen die Blut-Hirn-Schranke und zerstéren die Myelinscheide
(Stinissen et al., 1997; zusammengefasst in Steinman und Zamvil, 2003).

Uberwiegend CD8"-T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankungen sind die Polymyositis und die
Einschlusskorperchenmyositis, beides entziindliche Muskelerkrankungen (Hohlfeld und Engel,
1994).

Weitere Autoimmunerkrankungen, bei denen v.a. T-Lymphozyten eine pathogene Rolle
spielen sind die Rheumatoide Arthritis, bei der die Gelenkkapseln zerstort werden (Kinne et
al.,, 1997) sowie die Insulin-abhingige Diabetes mellitus (zusammengefasst in Bach, 1994;
Tisch und McHewitt, 1996). Hier infiltrieren die T-Zellen die Bauchspeicheldriise und
zerstoren die insulinproduzierenden 3-Zellen der Langerhans’schen Inseln.

Ein Beispiel fiir eine liberwiegend B-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist Myasthenia
gravis (Hohlfeld und Engel, 1994). Bei dieser Erkrankung binden autoreaktive AK an die
Acetylcholinrezeptoren der neuromuskuldiren Endplatte und verhindern so die
Erregungsweiterleitung vom Nerv auf den Muskel.

Autoimmunerkrankungen sind vermutlich multifaktoriell bedingt, d.h. sowohl Umweltfaktoren
als auch genetische Praposition, Geschlecht und hormoneller Status spielen bei der Entstehung

der Krankheit eine Rolle.
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6. Inflammatorische Myopathien und Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose und die entziindlichen Muskelerkrankungen Polymyositis und
Einschlusskorperchenmyositis sind Autoimmunerkrankungen, in denen T-Lymphozyten in das
Gehirn bzw. den Muskel eindringen und dort korpereigenes Gewebe zerstoren. Die MS ist im
Vergleich zur Myositis jedoch wesentlich komplexer. Zudem ist es schwierig gut erhaltenes
Hirngewebe fiir Analysen zu bekommen. Aus diesem Grund wurden hier zunichst

Muskelbiopsien von Myositispatienten analysiert.

6.1 Inflammatorische Myopathien

Es gibt zwei CD8-abhingige entziindliche Muskelerkrankungen: die Polymyositis
(polymyositis; PM) sowie die EinschluBkorperchenmyositis (inclusion body myositis; IBM)
(zusammengefasst in Dalakas, 2002). In beiden Erkrankungen dringen cytotoxische CD8"-T-
Lymphozyten in die Muskelfasern ein und zerstoren diese (Hohlfeld und Engel, 1994). Die
Inzidenz dieser Myopathien betrdgt ca. 0,77/100.000 pro Jahr und z&hlt somit zu den
haufigsten Myopathien bei Kindern und Erwachsenen (Mastaglia et al., 2002).

Obwohl die Myositis eine relativ seltene Autoimmunerkrankung ist, birgt sie fiir die
Etablierung der TZR-Identifikation und Antigensuche einige wichtige Vorteile. Da man aus
diagnostischen Griinden jedem Patienten mit Verdacht auf Myositis eine Muskelbiopsie
entnimmt, steht eine grole Anzahl Gewebematerial fiir Analysen zur Verfiigung. Auflerdem
kann man leicht potentiell autoaggressive T-Lymphozyten von nicht relevanten bystander-
Zellen unterscheiden. Wie dies technisch durchgefiihrt wird, ist in Abschnitt 1.7.2 néher
erldutert.

Zur Diagnose der Krankheit zieht man im Wesentlichen drei Kriterien heran. Die Analyse des
Muskelenzymspiegels im Blut, ein Elektromyogramm sowie die Analyse einer Muskelbiopsie.
Bei Patienten mit einer Myositis ist der Keratinkinasespiegel im Blut meist stark erhoht und
auch das Muskelgewebe zeigt Auffilligkeiten. Man erkennt die Nekrose der Muskelfibrillen,
die Einwanderung von CD8"-T-Lymphozyten in den Muskel, Amyloid-Ablagerungen sowie
die starke Expression von MHC-Klasse I-Molekiilen auf der Zelloberfliche. Ein gesunder
Organismus exprimiert normalerweise keine MHC-Klasse [-Molekiile auf der
Muskelzelloberfliche (Hohlfeld und Engel, 1994; Engel et al., 1994). Die MHC-Molekiile
kénnen den einwandernden CD8'-T-Lymphozyten AG prisentieren, die deren Aktivierung und

die Zerstorung der Muskelzelle bewirken.
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6.2 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entziindliche Erkrankung des Zentralen Nervensystems. T-
und B -Lymphozyten sowie Makrophagen durchdringen die Blut-Hirn-Schranke und gelangen
so in das Zentrale Nervensystem. Dort zerstoren sie durch die Ausschiittung von Cytokinen die
Oligodentrogliazellen, die fiir die Herstellung der Myelinscheide verantwortlich sind. Das
fehlende Myelin verhindert eine einwandfreie Erregungsweiterleitung (zusammengefasst in
Steinman et al., 2002). Die ersten Krankheitssymptome treten zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr auf, wobei Frauen doppelt so haufig betroffen sind wie Ménner. Weltweit zihlt
man etwa 1 Million Betroffene. Haufig auftretende Symptome sind zunehmende Sehschwiche,
Koordinationsprobleme und damit einhergehende Gehstérungen (McFarlin and McFarland.,
1982; zusammengefasst in Steinman und Zamvil; 2003). Der Krankheitsverlauf kennzeichnet
sich bei 85-90% der Patienten durch das wiederholte Auftreten und Riickbilden verschiedener
neurologischer Symptome. Einen solchen Verlauf bezeichnet man als schubformiger-
remittierender Verlauf, der spéter hiufig in eine sekundir progrediente MS {iibergeht. Die
restlichen 10-15% weisen eine primér progrediente MS auf. Dies zeigt sich in einem
kontinuierlichen Fortschreiten der Erkrankung ohne eindeutige Schiibe. (zusammengefasst in
Sospedra und Martin, 2005 und Hafler, 2004). Es ist bekannt, dass sowohl Umwelteinfliisse als
auch die genetische Veranlagung bei der Entstehung der Krankheit beteiligt sind (Ebers et al.,
1995; Ebers et al., 1998).

Die Schwierigkeit bei der Untersuchung von MS ist, dass man den Patienten aus
diagnostischen Griinden zu Lebzeiten normalerweise keine Hirnbiopsie entnimmt.
Autopsiematerial ist jedoch fiir eine Analyse oftmals nicht brauchbar. Dies grenzt die Zahl
verwertbarer Gewebeproben drastisch ein.

Die Biopsie des MS-Patienten FE, welche in dieser Arbeit untersucht wurde, hat man diesem
zu Lebzeiten entnommen, da zunidchst der Verdacht auf einen Hirntumor bestand. Zum
besseren Verstdndnis soll an dieser Stelle kurz die Vorgeschichte dargestellt werden, welche
schlieBlich zur erneuten Analyse der Biopsie im Rahmen dieser Arbeit fiihrte. 1996 wurde die
Hirnbiopsie des Patienten FE durch Babbe et al. (2000), 2001 das Blut durch Skulina et al.
(2004) in einer CDR3-Spektratyping-Analyse auf expandierte TZR-B-Ketten untersucht. Die
VB1-JB2.3-TZR-Kette trat hier expandiert auf. Diese Expansion konnten wir im Blut des
Patienten 2003 erneut detektieren. Die anschlieBende Untersuchung einzelner CD8"/VB1"-
Blutzellen durch die in dieser Arbeit beschriebene Einzelzell-RT-PCR lieferte den Verdacht
auf eine korrespondierende a-Kette. Um diesen Verdacht zu bestétigen, wurde erneut Blut des
Patienten analysiert. Wir konnten jedoch die VB1-JB2.3-Expansion durch CDR3-Spektratyping

nicht mehr detektieren. Der Grund hierfiir konnte laut behandelndem Arzt die gednderte
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Medikation des Patienten sein. Die bisher schubformig verlaufende MS-Erkrankung wandelte
sich in eine sekundir progressive Form. Um die vermutete a-Kette dennoch zu bestétigen,
wurde erneut die Hirnbiopsie zur Analyse herangezogen. Die Ergebnisse der durchgefiihrten
CDR3-Spektratypings sowie die Analyse der VB1" Einzelzellen aus dem Blut und dem Hirn

sind im Ergebnisteil ndher dargestellt.

Der folgende Abschnitt erldutert kurz die Fragestellung dieser Arbeit sowie die prinzipielle

Vorgehensweise.

7. Fragestellung

Bei Patienten mit Myositis bzw. Multipler Sklerose wandern T-Lymphozyten in den Muskel
bzw. das Gehirn ein. Weshalb diese Zellen des Immunsystems dort einwandern und welches
Antigen sie erkennen, ist bislang noch nicht geklért. Ein Schritt zur Beantwortung dieser Frage
ist die Analyse des TZR einzelner, ins Zielgewebe infiltrierter potentiell autoaggressiver T-
Zellen. Diese sollten aus Muskel- bzw. Hirngewebe der Patienten mittels Lasermikrodissektion
gewonnen und mittels Einzelzell-RT-PCR analysiert werden. Nach der Identifizierung der
TZR sollten diese durch funktionelle Expression in einer murinen Hybridomzelllinie wieder
»zum Leben erweckt™ und fiir erste Versuche zur AG-Suche eingesetzt werden. Durch die
Identifizierung eines Antigens konnte man moglicherweise Riickschliisse auf die

Krankheitsursache ziehen und effektivere Therapieansitze ermdglichen.

71 Analyse potentiell autoaggressiver T-Lymphozyten

Um beide TZR-Ketten aus der gleichen T-Zelle zu amplifizieren, muss eine sehr sensitive
Einzelzell-RT-PCR-Methode angewandt werden, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt
wurde. Nur wenn man sicherstellen kann, dass die erhaltene a- und B-Sequenz von derselben
T-Zelle stammen, kann man einen funktionellen TZR generieren und diesen fiir die
Antigensuche einsetzen.

Es gibt einige Methoden aus Gesamt-cDNA durch speziell ausgewédhlte Oligonukleotide die
variablen und hypervariablen Bereiche der TZR-a- und p-Ketten zu amplifizieren
(zusammengefasst in Dornmair et al: 2003 Frohmann et al., 1988; Uematsu et al., 1991; Choi
et al., 1989). Anhand dieser Analysemethoden bekommt man jedoch lediglich einen Uberblick
iiber das T-Zell-Repertoire. Man kann jedoch nicht eindeutig auf die exakte a3-TZR-Paarung
schliefen, da die Analyse mit dem gesamten Material gleichzeitig durchgefiihrt wird.

Nachfolgendes Schema verdeutlicht diese Problematik.
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Vol V6
Va2 VR7
Vo3 V8
Vo4 O VR9
Va5 VR10

Man erhélt zwar die Sequenzen aller im Gewebe vorhandenen TZR-Ketten, kann jedoch keine
eindeutige Zuordnung treffen.

Alle bisher durchgefiihrten Versuche, aus Gewebe anhand von Mikrodissektion Einzelzellen
zu isolieren und diese mit Einzelzell-PCR zu analysieren, konnten lediglich die TZR-B-Kette
nicht aber die gepaarte a-Kette amplifizieren. Als Template fiir die PCR-Reaktion verwendete
man hier genomische DNA und keine RNA. Der Vorteil genomischer DNA ist die weitaus
groBere Stabilitdit wéhrend des Firbe- und Isolationsprozesses. Nachteilig hierbei ist jedoch,
dass nur eine Kopie als Template vorliegt (Babbe et al., 2000; Hofbauer et al., 2003; Skulina et
al., 2004).

Beide TZR-Ketten aus derselben Zelle zu amplifizieren, gelang bisher nur mit lebenden Zellen.
Diese wurden nach Homogenisieren des Gewebes mittels FACS-Sort vereinzelt und nach
Proliferation in die Analyse eingesetzt (Baker et al., 2002; Hamroumi et al., 2003; Tahara et
al., 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es zum ersten Mal beide TZR-Ketten derselben, aus Gewebe
isolierten Einzelzelle, zu amplifizieren. Als Template diente RNA. Die RNA ist im Gegensatz
zur DNA zwar wesentlich instabiler, kommt jedoch in hoherer Kopienzahl vor und besteht nur

aus der codierenden Sequenz.

Der folgende Abschnitt zeigt am Beispiel einer Muskelbiopsie die einzelnen Schritte, die ndtig
sind, um aus einer Gewebeprobe potentiell autoaggressive T-Lymphozyten zu isolieren und zu

analysieren.

7.2 Vorgehensweise zur Detektion und Analyse potentiell
autoaggressiver T-Lymphozyten aus Gewebe

Potentiell autoaggressive T-Lymphozyten aus einer Muskelbiopsie miissen zwei Kriterien
erfiilllen. Zum einen miissen sie im Gewebe klonal expandiert sein, da dies auf eine Antigen-
vermittelte Immunantwort schlieBen ldsst. Zum anderen miissen sie im engen Kontakt zur
Muskelfaser stehen. Dieser enge Kontakt zeigt ebenfalls die potentielle Autoaggresivitit der T-
Zelle. Nicht kontaktierende sog. bystander-Zellen, die wahrscheinlich  durch

Cytokinausschiittung angelockt wurden, kann man so klar abgegrenzen.
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I. Einleitung

Um die expandierten 3-T-Zell-Populationen einer Gewebebiopsie zu detektieren, verwendeten
wir das CDR3-Spektratyping. Bei dieser Methode misst man die Linge der CDR3-Regionen
der TZR-B-Ketten. Man erhdlt bei einer polyklonalen Population eine Gaul3’sche
Normalverteilung, bei einer (oligo)klonalen Population erkennt man einen einzelnen Peak
(zusammengefasst in Pannetier et al., 1995; sieche Abb. Material- und Methodenteil 11.2.10).
Eine klonale Expansion deutet auf eine Antigen-vermittelte Immunantwort hin und kann somit
als Kriterium fiir potentiell autoaggressive T-Zellen angesehen werden (vgl. Abb.6 Schritt 1).
Die Sequenz der expandierten TZR-B-Kette, die man durch die CDR3-Spektratyping-Analyse
erhielt, konnten wir zum Entwerfen der klonspezifischen Oligonukleotide der Einzelzell-PCR
verwenden. Im ndchsten Schritt fairbten wir die Biopsie mit einem AK gegen die V[3-Region
der expandierten Population. T-Zellen, die direkten Kontakt mit der Muskelfibrille aufwiesen,
konnten wir so detektieren und durch Lasermikrodissektion isolieren (Schritt 2). Dieser enge
Kontakt zwischen T-Zelle und Zielzelle stellt das zweite wichtige Kriterium potentiell
autoaggressiver T-Zellen dar.

Die isolierten T-Lymphozyten wurden anschlieBend mit Hilfe der Einzelzell-RT-PCR
analysiert. Nach der reversen Transkription beider Ketten wurden diese in einer Pri-
Amplifikationsreaktion vermehrt (Schritt 3). Da wir die Sequenz der expandierten B-Kette aus
dem CDR3-Spektratype bereits kannten, konnten wir fiir diese klonspzifische Primer
einsetzen. In einer zweiten Amplifikationsrunde wurden alle Zellen auf eine expandierte 3-
Kette untersucht (Schritt 4) und nur die positiven Zellen auf eine korrespondierende a-Kette
analysiert. Da nicht bekannt war, welche a-Kette mit der 3-Kette paart, haben wir ,,universelle
Primer Sets* in die PCR eingesetzt. Mit dieser Auswahl an Primern kann man alle theoretisch
moglichen o-Ketten amplifizieren (Schritt 5). Dieser Schritt ist der schwierigste Teil der
Analyse. Durch die grofle Anzahl verschiedener Vo-Regionen miissen viele verschiedene
Oligonukleotide gleichzeitig in die PCR-Reaktion eingesetzt werden. Dadurch ist es durchaus
moglich, dass sich die Primer wéihrend der PCR-Reaktion gegenseitig behindern oder durch die
Bildung von Primerdimeren nicht mehr fiir die Amplifikation zur Verfiigung stehen. Da die
Analyse mit klonspezifischen Primern wesentlich sensitiver ist, wurden alle B-positiven Zellen
nochmals mit Primemn fiir die in diesem Patienten bereits detektierten a-Ketten analysiert.
Somit konnten wir die bereits gefundenen a-Ketten bestitigen und eventuell weitere of3-
Péarchen detektieren (Schritt 6).

Die gefundenen of-Pérchen wurden dann zu einem funktionellen TZR-Molekiil rekonstituiert
(Schritt 7) und in der Maus-Hybridomzelllinie 58" rekombinant exprimiert. Mit dem auf
diese Weise ,,wieder zum Leben erweckten® TZR-Molekiil, konnten wir nun die Suche nach

einem mdglichen Antigen beginnen (Schritt 8).
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I. Einleitung

Abb. 6 zeigt die einzelnen Schritte nochmals in einer Graphik zusammengefasst.

Schritt 1 Identifizierung klonal expandierter TZR B-Ketten
durch CDR3-Spektratyping

l

Schritt 2 Farbung von Biopsien auf korrespondierende TZR VB-Regionen
und Isolation der Einzelzellen durch Lasermikrodissektion
Schritt 3 RT-Reaktion und
chn a- und B-Ketten Pra-Amplifikation
B-Ketten PCR
Schritt 4 (mit klonspezifischen Primern)
ﬂ nur B-positive Zellen
a-Ketten PCR
Schritt 5 (mit universellen Primer Sets)
Identifikation gepaarter af-TZR-Ketten
ﬂ alle B-positiven Zellen
Schritt 6 a-Ketten PCR
(mit klonspezifischen Primern)
Bestéatigung und Identifizierung zusatzlicher ap-Paare
; Expression funktioneller ap-TZR-Molekile
Schritt 7 . . :
in murinen T-Hybridomzellen
Schritt 8 Antigensuche

Abb. 6: Vorgehensweise zur Isolation und Identifizierung von af}-TZR-Piirchen aus Gewebe

Dass Schema zeigt die einzelnen Schritte, die notwendig sind, um aus einer Gewebsbiopsie potentiell
autoaggressive T-Lymphozyten detektieren, isolieren und analysieren zu kénnen. Nach der Detektion
expandierter TZR-[-Ketten (Schritt 1) erfolgt die Farbung und Isolation der Zellen (Schritt 2). Die Analyse
der Einzelzellen konzentriert sich nach der cDNA-Synthese und der Prd-Amplifikation (Schritt 3) zundchst
auf die [(-Kette (Schritt 4).Die [-positiven Zellen werden dann auf eine gepaarte a-Kette untersucht und
bestdtigt (Schritt 5 und 6). Die afi-Paare werden dann in eine Hybridomzelllinie transfiziert und zur
Antigensuche verwendet. (verdndert nach Seitz et al., 2006)
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II. Material und Methoden

1. Material und Methoden

1. Material

1.1 Gerate

Autoklav Varioklav EP-Z500, EV-Z500

Brutschrank BBD 6220
Videokameras:
CCD Videokamera
HVD30
Axiocam HRc
Computerprogramme:
MicroDissection
Palm Robo@V3.0
Genescan 3.2.1
Sequencing Analysis 3.4.1
Elektrophoresekammern/Netzgerite

Elektroporationsgerit Gene Pulser™
ELISA-Reader MR 4000
Eismaschine
FACS:

FACScan, FACSCalibur

FACS Sorter Facs Vantage SE

Geldokumentationsanlage Image Master VDS

Heizblocke Thermomixer 5436
Kryotom CM3050
Kiihlinkubator Frigomix U2 (Braun)
Gefrierschrank C660
Laser
Leuchtschirm
Lyophilisator LYOVAC GT 2
Magnetriihrer IKAMAG RCT
Mikroskope:

Axiovert 25

Axiovert 200M

Axioplan2
Mikrowellenofen
Ol-Vakuumpumpe
PCR-Thermocyler:

T personal

GeneAmp PCR system 9600

H+P Labortechnik
Heraeus

Sony
Hitachi
Zeiss

Molecular Machines
PALM Microlaser
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Amersham-Pharmacia,
institutseigene Werkstatt
Bio-Rad

Dynatech

Ziegra

Becton-Dickinson

Becton-Dickinson

Pharmacia Biotech
Eppendorf

Leica

New Brubswick Scientific

SL Mikrotest
Bachofer Laborgerite
Leybold

IKA Labortechnik

Zeiss
Zeiss
Zeiss
Alaska
ABM

Biometra
Perkin Elmer
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II. Material und Methoden

pH-MeBgerat pH521
Pipetten
Rontgenbestrahlungsgrit
Schiittelinkubatoren HT
Sequenzierer ABI 377
Spektrophotometer Gene Quant I1
Sterilbank BSB6A
Vortexer Genie 2
Waagen:

L2200P

MP2
Wasserbadinkubator MA6
Zentrifugen:

5417C

Megafuge 1.0R
Speed Vac Concentrator

WTW

Gilson, Eppendorf
Siemens, Stabilipan
Infors

Applied Biosystems
Pharmacia Biotech
Flow Laboratories
Scientific Industries

Sartorius
Sartorius
Lauda

Eppendorf
Haereus, Kendro
Savant

1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien, Reagenzien und Enzyme wurden von den Firmen Amersham-Pharmacia, New
England Biolabs, GibcoBRL, Dianova, Difco, Fluka, Merck, MWG Biotech, Novagen,
Promega, Qiagen, Roth, Serva und Sigma bezogen. Weitere Bezugsquellen sind im Einzelnen

in der Methodenbeschreibung aufgefiihrt.

1.3 Patientenmaterial

Das Biopsiematerial der beiden Myositispatienten wurde uns von Prof. Dr. Andrew G. Engel
von der Mayo Klinik in Rochester (USA) zur Analyse iiberlassen. Die Biopsie des MS-
Patienten FE wurde in der neurochirurgischen Abteilung der Universitdt Bonn entnommen.
Das Blut hat sich dieser von seinem Hausarzt abnehmen lassen. Alle Gewebe- bzw. Blutproben

wurden den Patienten nach erfolgter Einverstindniserklarung aus diagnostischen Griinden

entnommen.

Patient Diagnose

PM 16488 Polymyositis

IBM15551 EinschluBBkorperchenmyositis
FE Multiple Sklerose

18



II. Material und Methoden

1.4 Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp

E.coli DH5a F’1Q F, ®80d/acZAM15, A(lacZY A-argF) U169, recAl, endAl, hsdR17

(rK-,mK+), supE44,}", tfi-1,gyrA, relAl

1.5 Vektoren

Name GroRe  Resistenzgene Bezugsquelle/Referenz
pBRdel 3,4kb amp" tet® Klaus Dornmair
(pBR328 Del Pvull/EcoRV; (Martinsried)
ohne Chloramphenicol®)
pRSVS5 neo 5,1kb amp® neo® Klaus Dornmair
(Martinsried)
Long et al., 1991
pRSVS5 hygro 5,1kb amp® hygro® Klaus Dornmair
(Martinsried)

Long et al., 1991

1.6 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden entsprechend der Richtung und der Lage in der zu

amplifizierenden Sequenz mit folgenden Zusdtzen versehen:

- for: forward-Primer, ,,sense” Orientierung des Oligonukleotids in der 5’—3’-Richtung des

kodierenden DNA-Strangs

- rev: reverse-Primer, ,,antisense® Orientierung des Oligonukleotids in der 3°’—5’-Richtung des

kodierenden DNA-Strangs
- out: Primer fiir die Voramplifikation der nested-PCR
-in: Primer fiir die nested-PCR

1.6.1 Primer fiir die Einzelzell-RT-PCR

1.6.1.1 RT-Primer

a-Ketten: Ca-RT 5’-GCC ACA GCA CTG TTG C-3°
B-Ketten: CB-RT 5’-GAA GAA GCC TGT GGC C-3’

1.6.1.2 Primer fur die Pra-Amplifikation

a-Ketten (universelle Primer Sets)

Va-1"-for-out 5°-AGS AGC CTC ACT GGA GTT G -3’
Vo-1*-for-out 5°-CTG AGG TGC AAC TAC TCA TC -3’
Va-2-for-out 5’-CAR TGT TCC AGA GGG AGC C -3
Va-3,25-for-out 5°-GAA RAT GYC WCC ATG AAC TGC -3’
Vo-4,20-for-out 5°-WTG CTA AGA CCA CCC AGC C -3’
Vo.-5-for-out 5’-AGA TAG AAC AGA ATT CCG AGG -3’
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II. Material und Methoden

Va-6,14-for-out
Vo-7-for-out
Va-8,21-for-out
Vao-9-for-out
Va-10,24-for-out
Vao-11-for-out
Vao-12-for-out
Va-13,19,26-for-out
Vao-15-for-out
Vao-16-for-out
Vao-17-for-out
Va-18-for-out
Va-22,31-for-out
Va-23,30-for-out
Va-27-for-out
Vo-28-for-out
Vo-29-for-out
Vao-32-for-out

Co-rev-out

5’-RYT GCA CAT ATG ACA CCA GTG -3’
5’-CAC GTA CCA GAC ATC TGG G -3’
5°-CCT GAG YGT CCA GGA RGG -3’
5’-GTG CAA CTATTC CTATTC TGG -3’
5’-AST GGA GCA GAGYCCTCAG-¥
5’-TCT TCA GAG GGA GCT GTG G -3’
5’-GGT GGA GAA GGA GGATGT G -3’
5’-SAA STG GAG CAG AGTCCTC -3
5’-CCT GAG TGT CCG AGA GGG -3’
5’-ATG CAC CTA TTC AGT CTC TGG -3’
5°’-TGA TAG TCC AGA AAG GAG GG -3’
5’-GTC ACT GCA TGT TCA GGA GG -3’
5’-CCCTWC CCT TTT CTG GTA TG -3’
5’-GGC ARG AYC CTG GGA AAG G -3°
5’-CTG TTC CTG AGC ATG CAG G -3’
5’-AGA CAA GGT GGT ACA AAG CC -3’
5’-CAA CCA GTG CAG AGT CCT C -3’
5’-GCA TGT ACA AGA AGG AGA GG -3’

5’-GCA GAC AGA CTT GTC ACT GG -3’

B-Ketten (klonspezifische Primer)

PM16488: VB-1-for-out
16488p-rev-out
IBM15551:  VB-23-for-out
15551B-rev-out
FE BV1-for-i-out
Fe BV1-BJ2.3-2
COP-1/17 VB-17-for-out

COP-1/17B-rev-out

5’-TGT ACT GGT ACC AAC AGA GC -3’
5’-CTC TAC AAC GGT TAA CCT GG -3’

5’-GAA ACA GCC ACT CTG AAA TGC -3°
5’-TGA GTC TGG TGC CTT GTC C -3’

5’-TGT ACT GGT ACC AAC AGA GC -3’
5’-CCT GGG CCA AAATACTGC G -3

5’-AGG AAG GAC AGA ATG TGA CC -3’
5’-TGA GTC TGG TGC CTT GTC C -3’

1.6.1.3 Klonspezifische Primer fiir die TZR--Ketten

B-Ketten (klonspezifische Primer)

PM16488: VB-1-for-in
16488p-rev-in

IBM15551:  VB-23-for-in
15551B-rev-in

FE BV1-for-i-nest

Fe BV1-BJ2.3-1
BV1-for-inner

Fe BVI-nDn-in-impr

5’-GGA GAA GAG AGA GCA AAA GG -3
5’-CGA AGG TGT AGC CAT AGA GTC -3’

5’-AAA GGA AGC ATC CCT GAT CG -3’
5’-AAG AAA GCT TCA GTG TTC TCC -3°

5’-GGA GAA GAG AGA GCA AAA GG -3
5’-ATA CTG CGT ATCCTT CCT CC -3’
5’-ATT CTC CGC ACA ACA GTT CC -3’
5’-TCC TTC CTC CCG CTA ATG C -3’
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COP-1/17: VB-17-for-in

COP-1/17B-rev-in

5’-GAA AGG AGA TAT AGC TGA AGG -3’
5’-TGT CCA AAG AAA GCT TCA AGG -3’

1.6.1.4 Universelle Primersets fiir die TZR-o-Ketten

Set a Va-4/1-for-in 5’-ACA GAA GAC AGA AAG TCC AGC -3’
Vo-4/2-for-in 5°-GTC CAG TAC CTT GAT CCT GC -3
Vo-6-for-in 5’-GCA AAA TGC AAC AGA AGG TCG -3’
Va-8/1-for-in 5’-CAG TGC CTC AAA CTA CTT CC -3’
Vo-8/2-for-in 5’-GCC TCA GAC TAC TTC ATT TGG -3’
Vo-14-for-in 5’_ACA GAA TGC AAC GGA GAA TCG -3’
Va-24-for-in 5’.CCT TCA GCA ACT TAA GGT GG -3’
Va-28-for-in 5°-TCT CTG GTT GTC CAC GAG G -3’

Set b Va-2/1-for-in 5.TGG AAG GTT TAC AGC ACA GC -3’
Va-2/2-for-in 5.TGG AAG GTT TAC AGC ACA GG -3’
Va-5-for-in 5’-CAG CAT ACT TAC AGT GGT ACC -3’
Va-10-for-in 5’-TCA CTG TGT ACT GCA ACT CC -3
Va-12-for-in 5’-TAC AAG CAA CCA CCA AGT GG -3’
Va-22-for-in 5°-AGG CTG ATG ACA AGG GAA GC -3’
Va-31-for-in 5°-GTG GAA TAC CCC AGC AAA CC -3’

Set ¢ Va-7-for-in 5’-CTC CAG ATG AAA GAC TCT GC -3’
Va-13-for-in 5-TTA AGC GCC ACG ACT GTC G -3’
Vo-17-for-in 5’-CTG TGC TTA TGA GAA CAC TGC -3
Vo.-18-for-in 5’.CC TTA CAC TGG TAC AGA TGG -3’
Va-21-for-in 5’-TGC TGA AGG TCC TAC ATT CC -3’
Va-23-for-in 5’-GTG GAA GAC TTA ATG CCT CG -3’
Va-32-for-in 5’-TCA CCA CGT ACT GCA ATT CC -3’

Set d Va-3-for-in 5’-TTC AGG TAG AGG CCT TGT CC -3’
Va-11-for-in 5°-AGG GAC GAT ACA ACA TGA CC -3’
Va-15-for-in 5’-CCT CCA CCT ACT TAT ACT GG -3’
Va-19-for-in 5’-CCT GCA CAT CAC AGC CTC C -3
Va-25-for-in 5°-AGA CTG ACT GCT CAG TTT GG -3’
Vo-26-for-in 5’-CCT GCA TAT CAC AGC CTC C -3’
Va-29-for-in 5’-ACT GCA GTT CCT CCA AGG C -3’

Set e Va-1/235-for-in ~ 5°-AAG GCA TCA ACG GTT TTG AGG -3’
Va-1/14-for-in 5’-CTG AGG AAA CCC TCT GTG C -3’
Vo-9-for-in 5’-ATC TTT CCA CCT GAA GAA ACC -3’
Va-16-for-in 5’-TCC TTC CAC CTG AAG AAA CC -3’
Va-20-for-in 5°-ACG TGG TAC CAA CAG TTT CC -3’
Va-27-for-in 5’ ACT TCA GAC AGA CTG TAT TGG -3’
Va-30-for-in 5’.CTC TTC ACC CTG TAT TCA GC -3’

Ca-rev-in 5’-AG TCT CTC AGC TGG TAC ACG -3’
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1.6.1.5 Klonspezifische Primer fiir die TZR-a-Ketten:

PM16488 16488Va2.2-rev-spec
(Va2.2) 16488Va2.2-for-spec
PM16488 16488a11-rev-spec
(Vall)
PM16488 16488a20-rev-spec
(Va20)
PM16488 16488a23-rev-spec
(Va23)
IBM15551 1555104.2-rev-spec
(Vo4)
IBM15551 15551 a23-rev-spec
(Va23)
FE Va7.2
(Va7.2) Fe AV7.2J16-rev-2
Va7 Fe-2
Fe AV7.2J16-rev-3
Va7 Fe-3

Fe AV7.2J16-rev-4

5’-TGG GCT CCC TGA CTC ATT G -3’
5’-CAC AGG TCG ATA AAT CCA GC -3’

5’-CAA ACA TGA GTC TGG CAT TGG -3’

5’-TTA GTT TGC CTG TGT TGC TAG -3’

5’-GAT GTA TTT GTA GGT TCC TGA G -3’

5’-AGT TTG TTT CCA TAT ACT GAG GC -3’

5’-AAA GGT GAG CAT GTT GCC TG -3’

5’-CAC GTA CCA GACATCTGG G -3’
5’-TTT AAC ATG GTY CCC CTT GC -3’
5’-TCC TGG TAC CAG CAA CAT GC -3’
5’-TTG CAA AGA GCA GCT CGA GG -3°
5’-GAT GGT TTG GAG GAG AAA GG -3’
5’-GCA GCT CGA GGT TAT CTC TC -3’

1.6.2 Primer fir die TZR-Klonierung

1.6.2.1 Klonierung der TZR des Patienten PM16488

VBI1-JB1.2:

C BVI1 Sall lead
C BVI1 Saclrev
C _BVI1 Sacl for

5’-ACG CGT CGA CAT GGG CTT CAG GCT CCT C -3’
5’-TCC AGA GAG CTC AGG TTT AG -3’
5’-AAC TAA ACC TGA GCT CTC TGG -3’

C BV1 Afllll rev
C BV1_ AflIII for
C BVI1 Bglll rev

Va2.2-Ja54:
C_AV2 Sall lead
C_AV2 BsrDIrev

C_AV2 BsrDI for
C_AV2 Pvull rev

5’-ACC GAA CGT GTA GCC ATA GAG -¥°
5’-ACT CTA TGG CTA CAC GTT CGG -3°
5>-TGC ACCTCCTTCCCATTC AC-3’

5’-ACG CGT CGA CAT GAT GAA ATC CTT GAG AGT TTT AC-

3 2

5’-TTG TAC TCA TTG CAC AGA GGT AG -3’
5’-ACC TCT GTG CAA TGA GTC AG -3’
5’-AGT CTC TCA GCT GGT ACA CG -3’
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Vall-Jo31:

C AVII Salllead  5°-ACG CGT CGA CAT GGC TTT GCA GAG CAC TCT G -3’
C_AVI11 Pstl rev 5’-TCC CGC ACC TGC AGG ATG AG -3’

C_AV11_Pstl for 5’-TGC TCA TCC TGC AGG TGC -3’

C_AVI1 Spelrev  5°-TTC ACC ACT AGT TGA GTT CC -3’

C_AVI1 Spelfor  5°-AAC TCA ACT AGT GGT GAA GCC -3’

C_AVI1 Pvull rev  5°-AGC ACT GTT GCT CTT GAA GTC -3’

Vo20-Ja37:

C _AV20 Sall lead 5’-ACG CGT CGA CAT GAG GCA AGT GGC GAG AG -3’
C _AV20 Pstl rev 5’-TCT GTC TGC AGG GAT AAA CAG -3’

C _AV20 Pstl for 5°-TTT ATC CCT GCA GAC AGA AAG -3’

Caorev in 5°-AGT CTC TCA GCT GGT ACA CG -3’

1.6.2.2 Klonierung des TZR JM22

VB17-J32.7:

JM22 Vbeta for 5’- CAT GTA CTG GTA CCG ACA GG -3’

JM22 VJbeta rev 5’- CCG AAG TAC TGC TCG TAG GAG CTC CTC GAA CTA
CTG GCA CAG AGA TAG AAAG-3°

Val0-Ja42:

JM22 AV10 lead 5’- TGT GTC GAC ATG GTC CTG AAA TTC TCC GTG -3’

IM22 V]alpha rev 5’- TTG GGA TCC CGC TCC TGC ACA GAG GTA GTG GC -3

IJM22 Jalpha for 5’- GAG GGA TCC CAA GGA AAT CTC ATC TTT GGA AAA -3’

1.6.2.3 Primer fur die Amplifikation der patientenspezifischen HLA-Molekile

HLA-AO02 for 5’- GTC CGG AGT ATT GGG ACG G -3’
HLA-AO02 rev 5’- CAG GTA TCT GCG GAG CCA C-3’
HLA-A26 for 5’-TCC ATG AGG TAT TTC TAC ACC -3’
HLA-A26 rev 5’- CAG GTA TCT GCG GAG CCAC-3
HLA-BO08 for 5’- CCA CTC CAT GAG GTATTT CG -3°
HLA-BO8 rev 5’- CCT CCA GGT AGG CTC TGT C -3°
HLA-B38 for 5’- GGC TAC GTG GAC GAC ACG -3’
HLA-B38 rev 5’-CCCTCC AGG TAG GTTCTCA -3’
HLA-CwO07 for 5’-TCC ATG AGG TAT TTC GAC ACC -3’
HLA-CwO07 rev 5’-CCCTCC AGGTAGGCTCTCA -3

HLA-Cw1203 for 5’- CCA TGA GGT ATT TCT ACA CCG -3’
HLA-Cw1203 rev 5’- CTG GGT GAT CTG AGC CGC C -3
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1.7 Antikorper

1.7.1  Primare und direkt gekoppelte Antikorper

Isotyp und

Antikorper Spezifitat Herkunft Hersteller

UCHT1 Mensch-CD3 IgG1; Maus Serotec, Diisseldorf,
FITC-gekoppelt Deutschland

145-2C11 Maus-CD3¢g IgG1; Hamster BD Pharmingen, Heidelberg,
FITC-gekoppelt Deutschland

Bo.11 Mensch-CD8 IgG1; Maus Beckman Coulter Immunotech,
FITC-gekoppelt Krefeld, Deutschland

YTC182.20 Mensch-CD8 IgG2b; Ratte Serotec

LTS8 Mensch-CD8 IgG1; Maus Serotec

2ST8.5H7 Mensch-CD8 IgG2a; Maus Beckman Coulter Immunotech
PC5-gekoppelt

BL37.2 Mensch-TZR-V1 IgG1; Ratte Beckman Coulter Immunotech

MPB2D5 Mensch-TZR-V[32 IgG1; Maus Beckman Coulter Immunotech

E17.5F3 Mensch-TZR-VB17  IgGl; Maus Beckman Coulter Immunotech

AF23 Mensch-TZR-VB23  IgGl; Maus Beckman Coulter Immunotech

6C8 IgG1 Isotypkontrolle = IgG1; Hamster BD Pharmingen
FITC-gekoppelt

7T4-1F5 IgG2a IgG2a; Maus Beckman Coulter Immunotech
Isotypkontrolle
PC5-gekoppelt

LODNP-1 IgG1 Isotypkontrolle IgGl; Ratte Beckman Coulter Immunotech

W6/32 Mensch HLA-ABC  IgG2a; Maus Proimmune, Oxford, UK
FITC-gekoppelt

BB7.2 Mensch HLA-A2 IgG; Maus Proimmune, Oxford, UK
FITC-gekoppelt

1.7.2 Sekundare Antikorper

Antikorper Hersteller

Affe-anti-Kanninchen IgG-Cy3 Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,

USA

Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

DAKO, Hamburg, Deutschland
Jackson ImmunoResearch

DAKO, Hamburg, Deutschland
Serotec, Diisseldorf, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Affe-anti-Kanninchen IgG-Rhodamin
Ziege-anti-Ratte IgG (H+L)-Cy3
Ziege-anti-Ratte [gG-FITC
Ziege-anti-Maus 1gG-Cy3
Ziege-anti-Maus [gG-FITC
Schaf-anti-Ratte [gG-Biotin
Ziege-anti-FITC IgG-Alexa488
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1.8 Eukaryotische Zellen

Bezeichnung Typ

S58a B TZR -Maus-T-Zellhybridom

COP-1 TZR-Transfektante 58P
Va2.3'VBR17"

BBC-9 TZR-Transfektante 58
Voa22'VB9*

LTK-Zellen Maus-Fibroblastenzelllinie

TE671 humane Rhabdomyosarkom
Tumorzelllinie

durch EBV immortalisierte B-
Zellen des Patienten PM 16488

Autologe EBV-B-
Zellen 16488

1.9 Allgemeine Puffer und Losungen

DEPC-behandeltes Wasser:

Bezugsquelle; Referenz
Im Labor vorhanden
(Letourner et al, 1989)
Im Labor vorhanden
(unpubliziert)

Im Labor vorhanden
(Wiendl et al, 2002)
ATCC

ATCC

selbst hergestellt durch
K.Dornmair; virusproduzierende
Zelllinie erhalten von Josef

Mautner (GSF, GrofShadern)

0,1 % DEPC wird in Wasser gelost, iiber Nacht bei RT

inkubiert und anschlieend autoklaviert.
Die zur Farbung verwendeten Puffer wurden in DEPC-

H,0 angesetzt.

10 x PBS: 1,5 M NaCl
84 mM NazHPO4
19 mM NaH,PO,
10x TBS-Puffer: 100 mM Tris
1,4 M NaCl

— 1 x TBS-Losung einstellen auf pH 7.2-7.4

10x TBE-Puffer: 0,9 M Tris

0,9 M Borsiure

0,02 M EDTA (pH 8.0)

6 x DNA-Ladungspuffer

50% Glycerin

0,02% Bromphenolblau

0,02% Xylenblau

10mM Tris (pH 7.5)

H,O
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1.10 Zellkultur-Reagenzien

Reagenzien Hersteller
Komplettmedium:
500ml RPMI 1640 + L-Glutamin
10% Fotales Kalberserum (FKS)

Osterreich
1% Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml) Invitrogen
1% MEM Non essential aminoacids (100x)  Invitrogen
1% MEM Natriumpyruvat (100mM) Invitrogen
1 x PBS (CaCl,, MgCl,) Invitrogen
Trypsin/EDTA (1x) Invitrogen
Propidiumjodid Sigma
Trypanblau-Losung

Deutschland
Genicitinsulfat G418 Invitrogen
Hygromycin B in PBS (50mg/ml) Invitrogen
Puromycin Sigma Aldrich
1.11  Kits und spezielle Reagenzien

Produktbezeichnung
QIAGEN One-Step-RT-PCR-Kit

Qiagen Maxi-Kit

GFX™ Mikro Plasmid Prep Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
SuperScript™ III Reverse
Transkriptase

Easy Pure DNA-Purification Kit
QIAquick PCR-Purification-Kit
Dye-Ex Spin-Kit

LSAB2 System alkaline
phosphatase kit

Mouse IL-2 ELISA Ready-SET-
Go!

TRIzol® Reagent

Lipofectamin 2000

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
PAA Larboratories GmbH, Pasching,

Sigma Aldrich, Taufkirchen,

Bezugsquelle

Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland

Qiagen GmbH
Amersham Pharmacia
Qiagen GmbH
Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Biozym

Qiagen GmbH
Qiagen GmbH

DAKO, Hamburg, Deutschland
eBioscience, San Diego, USA

Invitrogen
Invitrogen

Verwendung
Einzelzell-RT-PCR

Plasmidisolierung
Plasmidisolierung
Plasmidisolierung
cDNA-Synthese

Isolierung von DNA
Reinigung von DNA
Reinigung von

Sequenzierungsproben

AP-Firbung
IL-2 ELISA

RNA-Isolierung
Transfektion
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2. Molekularbiologische Methoden
2.1 Anzucht von Bakterienkulturen

21.1 Bakterienwachstum auf Agarplatten

Das angesetzte LB/Agar-Medium wurde autoklaviert und bei einer Temperatur von etwa 60°C
das gewliinschte Antibiotikum in der entsprechenden Konzentration zugegeben (Ampicillin:
100ug/ml). Der fliissige Agar wurde in Plastikpetrischalen gegossen, so dass der Boden gut
bedeckt war und {liber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend wurden die Platten
bei 4°C gelagert.

Zur Anzucht der Bakterien auf den Agarplatten beispielsweise nach einer Transformation
wurden 20-200ul der Bakteriensuspension auf die Agarplatte pipettiert und mittels eines
abgeflammten Drigalski-Spatels gleichmiBig verteilt. Das Ausplattieren sollte sofort nach dem
Auftragen der Suspension erfolgen, um eine Diffusion in den Agar zu vermeiden. Die
Petrischale wurde iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Die Platten mit den gewachsenen Kolonien konnten bei 4°C einige Tage gelagert werden.

LB-Agar (11) 15 g Bacto-Agar
10 g Bacto-Trypton
5¢g Yeast-Extract
10 g NaCl

2.1.2 Vermehrung von Bakterien liber Flissigkulturen

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde eine Einzelkolonie von der Agarplatte isoliert und in
ein Falconrohrchen oder einen autoklavierten Kolben iiberfiihrt. Das Falconr6hrchen bzw. der
Kolben enthielt LB-Medium, das mit Antibiotikum in der erforderlichen Konzentration
versetzt wurde (Ampicillin: 100pg/ml). Das Antibiotikum diente der Selektion und garantierte,
dass nur die Bakterien wuchsen, die auch die richtige Plasmid-DNA enthielten. Die
angeimpften Kulturen wurden {iber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert.

LB-Medium (11) 1 Bacto-Trypton

0 g
5¢g Yeast-Extract
0g NaCl
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2.1.3 Konservierung von Bakterienstammen

Glycerin-Stocks dienen dazu Bakterienstimme zu konservieren. Hierzu wurden 800ul einer
frisch angeziichteten Bakterienkultur mit 200ul 87% Glycerin in einem Einfrierréhrchen

gemischt und bei -80°C gelagert.

2.2 Transformation von Bakterien mittels Elektroporation

2.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Elektroporation

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurden 20ml LB-Medium mit dem
Bakterienstamm DHS5aF’IQ angeimpft und iiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Am
nichsten Tag wurden 2x500ml LB-Medium mit je 6ml der angeziichteten Vorkultur angeimpft
und bei 37°C im Schiittler solange inkubiert bis diese eine optische Dichte von ca. 0,5 bei einer
Wellenldnge von 600nm erreichten. Die Kulturen wurden 30min auf Eis abgekiihlt und
anschlieBend 15min bei 4000rpm und 4°C abzentrifugiert. Nach Resuspension des
Bakteriensediments in 1000ml eiskaltem 10%igem Glycerin wurden die Bakterien erneut
I5min bei 4000rpm und 4°C zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde nun in 500ml
10%igem Glycerin resuspendiert und unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das erhaltene
Sediment wurde nun in 20ml 10%igem Glycerin aufgenommen und erneut zentrifugiert. Nach
abschlieBender Resuspension in 2ml 10%igem Glycerin wurden Aliquots von je 50ul in
Eppendorf-Reaktionsgefale pipettiert und sofort auf Trockeneis gelagert. Die endgiiltige
Lagerung der nun elektrokompetenten Zellen erfolgte bei -80°C.

Zum Uberpriifen der Qualitit der Zellen wurde ein Aliquot mit 0,Ing des Kontrollvektors
pUCI19 elektroporiert und 100ul, 10ul bzw. 1ul auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert. Nach
Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden die Platten ausgezahlt und die Transfektionseffizienz
nach folgender Formel berechnet:

Kolonienzahl x1050ul
ausplattierte ul

Transformanden im Gesamtansatz:

Transformanden im Ges.ansatz

Transformationsrate: -
ug eingesetzte DNA

Die Transfektionseffizienz sollte bei mind. 1x10*/ug DNA liegen.
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2.2.2 Elektroporation

Die fiir die Elektroporation hergestellten Bakterien DHSaF’IQ wurden 10min auf Eis
aufgetaut. AnschlieBend wurden 1-2pul Plasmid-DNA zu den Bakterien pipettiert, in eine
vorgekiihlte Transformationskiivette (0,2cm von BioRad) iiberfiihrt und mit 2,5kV, 200Q,
25uF elektroporiert. Hierdurch 6ffnen sich Poren in den Bakterienzellwénden durch die die
DNA in die Zelle eindringen kann. Die Zellsuspension wurde mit Iml LB-Medium ohne
Antibiotikum verdiinnt und in ein Falcon tiberfiihrt. Nach einer Inkubation von 30min bis 1h
bei 37°C im Schiittler wurden 20ul, 50ul bzw. 200ul der elektroporierten Bakterienzellen auf
LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C im

Wairmeschrank inkubiert.

2.3 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen

2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA im praparativen MaRstab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im préiparativen MaB3stab erfolgte mit dem Qiagen Maxi-Kit.
Hierzu wurden 250ml antibiotikahaltiges LB-Medium mit Bakterien von einer Agarplatte oder
einer Glycerinkultur angeimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde
die Bakteriensuspension 10min bei 5000rpm und 4°C abzentrifugiert und das Sediment in
10ml Resuspensionspuffer P1 resuspendiert. AnschlieBend wurden 10ml Lysispuffer P2
hinzugefiigt und nach vorsichtigem Invertieren Smin bei RT inkubiert, um eine vollstindige
Lyse der Bakterienzellen zu gewahrleisten. Nach Zugabe von 10ml Neutralisationspuffer P3
und vorsichtigem Invertieren, wurde das Gemisch 30min auf Eis oder im Kiihlschrank
inkubiert. Das Abtrennen der nun lysierten Bakterien erfolgte durch 30miniitiges
Zentrifugieren bei 10.000rpm und 4°C. Der Uberstand, der die gewiinschte Plasmid-DNA
enthielt, wurde nun auf eine vorher mit Puffer QBT &dquilibrierte Qiagen-Séule iiberfiihrt. Die
DNA bindet beim Durchlauf an die Sdulenmembran. Zum Waschen der Plasmid-DNA wurden
zweimal je 30ml des Waschpuftfers QC auf die Séule gegeben und anschlieend die DNA mit
15ml Elutionspuffer QF in ein Glaszentrifugationsrohrchen eluiert. Zur Prizipitation der DNA
wurden 11ml Isopropanol zugegeben und gut gemischt. Nach anschlieBender Zentrifugation
fiir 30min bei 10.000rpm und 4°C wurde die DNA mit 80% Ethanol gewaschen und erneut
15min zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes und Trocknen des DNA-Sediments
wurde diese in 200ul EB-Puffer resuspendiert. Um eine ausreichende Sauberkeit der DNA zu
gewihrleisten, wurde die DNA nach dem Ldsen nochmals Smin bei 14.000rpm zentrifugiert

und der Uberstand in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefif {iberfiihrt.
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Die DNA-Konzentration wurde anschliefend mit Hilfe des Spektrophotometers GeneQuant 11

wie unter 11.2.3.3 beschrieben bestimmt.

2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA fiir analytische Zwecke

Die Isolierung von Plasmid-DNA fiir analytische Untersuchungen erfolgte entweder mit Hilfe
des GFX™ Mikro Plasmid Prep Kit von Amersham Pharmacia oder des QIAprep Spin
Miniprep Kit von QIAGEN.

Fir den GFX™ Mikro Plasmid Prep Kit wurden 3ml LB-Medium, das mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde, mit einer isolierten Bakterienkolonie angeimpft
und iiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Am nédchsten Tag wurden 2ml der
herangewachsenen Bakterienkultur in ein 2ml Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfiihrt und die
Bakterien durch Zentrifugieren flir 30sec bei 14.000rpm sedimentiert. Das Bakteriensediment
wurde in 150pul Losung 1 durch Vortexen resuspendiert und die Bakterien anschlieend durch
150p] Losung 2 lysiert. Nach Zugabe von 300ul Losung 3 wurde das Gemisch Smin bei
14.000rpm zentrifugiert, um die prizipitierten Bestandteile abzutrennen und der Uberstand auf
eine GFX-Séule iiberfiihrt. Nach einminiitiger Inkubation bei RT wurde die Sadule 30sec bei
14.000rpm zentrifugiert und anschlieend mit 400ul Waschpuffer gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde die an die Sdulenmembran gebundene Plasmid-DNA mit 50-100ul EB-
Puffer in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefdl eluiert. Um eine vollstindige Elution der
DNA zu gewiéhrleisten, wurde die Sdule vor dem abschlieBenden Zentrifugationsschritt 1min
bei RT inkubiert.

Die DNA-Konzentration wurde anschlieend mit Hilfe des Spektrophotometers GeneQuant II

wie nachfolgend beschrieben bestimmt.

Die Isolierung der Plasmid-DNA mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit von QIAGEN
erfolgte auf &dhnliche Art und Weise. Nach Abzentrifugieren von 2ml angeziichteter
Bakterienkultur wurde das Bakteriensediment in 250ul Resuspensionspuffer P1 gelost,
anschlieBend mit 250ul Lysispuffer P2 versetzt und nach vorsichtigem Invertieren mit 350pl
Neutralisationspuffer N3 gemischt. Die Bakterienbestandteile wurden nun 10min bei
13.000rpm sedimentiert, der Uberstand auf eine Sdule gegeben und erneut zentrifugiert. Nach
Waschen der Sdule mit 500ul PE Puffer und 750ul PB Puffer wurde die DNA mit 50ul EB-

Puffer eluiert und die Konzentration mit Hilfe des Spektrophotometers bestimmt.
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2.3.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration wissriger DNA-Losungen wurde photometrisch durch die Bestimmung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlinge von 260nm gemessen, bei der das
Absorptionsmaximum von einzel- und doppelstingiger DNA liegt. Die Konzentration der
unterschiedlichen Nukleinsdurearten berechnet sich aus den Absorptionen bei 260nm unter
Einbeziehung des Verdiinnungsfaktors.

Die Messung wurde mit dem Spektrophotometer GeneQuant II von Amersham-Pharmacia

durchgefiihrt.

24 Prazipitation von Plasmid-DNA und PCR-Produkten

241 Prazipitation durch Pellet Paint

Zum Préazipitieren von Plasmid-DNA sowie von PCR-Produkten mittels Pellet Paint Co-
Precipitant von Novagen wurden 2ul Pellet Paint in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal3
vorgelegt und die gewiinschte Menge PCR-Produkt zugegeben. AnschlieBend wurden 1/10
Volumen 3M Natriumacetat (pH5.2) sowie 2 Volumen 100% Ethanol hinzugefiigt und durch
kurzes Vortexen gemischt. Nach 2miniitiger Inkubation bei RT wurde das Gemisch Smin bei
14.000rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das DNA-Sediment war durch das rot
gefarbte Pellet Paint deutlich zu erkennen. Das Sediment wurde nun einmal mit 200ul 80%
Ethanol und anschliefend mit 200ul 100% Ethanol gewaschen und beide Male Smin bei
13.000rpm zentrifugiert. Nach 10-15miniitigem Trocknen wurde die DNA in einem geeigneten

Volumen EB-Puffer resuspendiert.

2.4.2 Prazipitation durch Natriumacetat / Ethanol

Zum Prazipitieren von Plasmid-DNA durch Natriumacetat / Ethanol wurden 1/10 Volumen 3M
Natriumacetat (pH5.2) sowie 2,5 Volumen 100% Ethanol zur gewiinschten DNA gegeben und
durch vorsichtiges Vortexen gemischt. Die Proben wurden anschlieBend fiir mindestens 30min
bei -80°C inkubiert, um eine vollstdndige Prizipitation zu gewéhrleisten. Die Proben konnten

jedoch auch bis zum Gebrauch lédnger bei -80°C gelagert werden.
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2.5 Gesamt-RNA-Isolierung und cDNA-Herstellung aus eukaryoti-

schen Zellen

2.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen wurden 0,3 bis 2x10° Zellen nach einmaligem
Waschen mit PBS durch Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand méglichst vollstindig
abgenommen. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Zellen bei -80°C eingefroren. Zuerst
wurden die Zellen in 500ul Trizol-Reagenz von Invitrogen, das zuvor auf Raumtemperatur
gebracht wurde, resuspendiert. Nach einer Inkubation von 5min bei RT wurden 100ul
Chloroform hinzugefiigt, durch kriftiges Schiitteln gemischt und nach weiteren 2-3min
Inkubation fiir 15min bei 11.000rpm bei 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war eine
Trennung der Phasen deutlich zu erkennen. Die obere, wissrige Phase, die die RNA enthielt,
wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefil} {iberfithrt. Um die
RNA besser sichtbar zu machen, wurde je 1ul Glycogen hinzugefiigt. Zum Préizipitieren der
RNA wurden 250ul 2-Propanol (Isopropanol) zugegeben und nach kréftigem Schiitteln fiir
10min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 10min bei 11.000rpm bei 4°C wurde
der Uberstand vollstéindig abgenommen. Zum Waschen der RNA wurden 500ul 75% Ethanol
hinzugefiigt, nach kurzem Vortexen fiir Smin bei 7.000rpm bei 4°C zentrifugiert und der
Uberstand vollstindig abgenommen. Nach Trocknen der RNA fiir 5-10min wurde diese in
10ul DEPC-H,O resuspendiert und anschlieBend durch 10miniitiges Erhitzen auf 55-60°C
vollstindig gelost. Die RNA wurde entweder bei -80°C gelagert oder sofort in cDNA
umgeschrieben.

Bei einer Zellmenge von iiber 2x10° wurde die Menge an eingesetztem Trizol, Chloroform,

Isopropanol und Ethanol jeweils verdoppelt.

2.5.2 Erststrang cDNA-Synthese durch reverseTranskription von mRNA

Zum Umschreiben der isolierten mRNA in ¢cDNA wurde das SuperScript'™ III Reverse
Transkriptase-Kit von Invitrogen verwendet. Hierzu wurden ca. 1ug RNA mit 1ul Oligo
(dT)12-18 (20ng/ul) gemischt und mit DEPC-H,O auf 12l aufgefiillt. Nach einer Inkubation
von 10min bei 65°C wurden 1pl 10mM dNTP-Mix, 2ul 0,1M DTT sowie 4ul 5xFirst Strand
Buffer hinzugefiigt und 2min bei 45°C inkubiert. Nach Zugabe von 1ul Superscript III

RNaseH™ Reverse Transkriptase wurden die Proben weitere 60min bei 45°C inkubiert.
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2.6 Gelelektrophoretische Analyse von DNA

2.6.1 Analyse von DNA in Agarosegelen

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von DNA-Proben und
Bestimmung ihrer Grofe. Analytische Gele dienten dazu, die GroBe von DNA-Fragmenten
nach einem Restriktionsverdau oder nach einer PCR-Reaktion zu iiberpriifen. Mittels
praparativer Gele wurden DNA-Fragmente definierter Gréfe von DNA-Fragmenten
abweichender Grof3e abgetrennt und anschlieBend aus dem Agarosegel isoliert.

Beim Anlegen von elektrischem Strom wandern die aufgrund ihres Desoxyribose-Phosphat-
Riickgrates negativ geladenen DNA-Fragmente in Richtung der Anode. Thre
Laufgeschwindigkeit ist umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molargewichts
(Einheit:  kb—  Léangeneinheit; 1 kb  entspricht 1000 Basen(paaren) eines
einzel(doppel)strangigen Nucleinsduremolekiils; 1 kb besitzt eine Linge von 0,34 um und eine
Masse von ca. 660 kD). Auch durch die Porengrofe des Agarosegels wird die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA im elektrischen Feld beeinflusst. Sind die Molekiile im
Verhiltnis zum Durchmesser der Poren klein, wandern sie schneller vorwirts als groBere

Molekiile. So wird eine exakte Auftrennung der DNA-Fragmente gewéhrleistet.

Die Agarose (Biozym) wurde in 1x TBE-Puffer aufgekocht und in eine horizontale
Gelapparatur gegossen. Als Laufpuffer wurde ebenfalls TBE-Puffer verwendet. Sowohl der
Agarose als auch dem Laufpuffer wurde Ethidiumbromid hinzugegeben (Endkonzentration
Sug/ml). Durch die Zugabe von Ethidiumbromid konnte die aufgetrennte DNA unter dem UV-
Licht sichtbar gemacht werden. Der Interkalationsfarbstoft Ethidiumbromid interkaliert in die
Helices der DNA und féarbt diese spezifisch an. Bei Bestrahlung mit UV-Licht (Wellenlidnge:
320 nm) beginnt der Farbstoff zu fluoreszieren und die DNA ist fiir das Auge sichtbar. Das
Ethidiumbromid im Laufpuffer ermdglichte zusitzlich eine Detektion relativ geringer DNA-
Mengen.

Die DNA-Proben wurden mit 1/6 6x DNA-Ladungspuffer versetzt und auf das Gel
aufgetragen. Der Auftragspuffer erleichterte zum einen das Absinken der Proben in die
Geltaschen, des Weiteren beinhaltete er zwei Farbstoffe (Xylencyanol und Bromphenolblau),
die es ermdglichten, den Elektrophoreseverlauf zu verfolgen und die Elektrophorese rechtzeitig

abzustoppen. Die Elektrophorese erfolgte je nach GroBe des Gels bei 90-180V.
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2.6.2 DNA-GroRenstandards

Zur Grofenbestimmung der DNA-Fragmente wurden parallel zu den DNA-Proben DNA-

GroBenstandards aufgetragen.
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2.6.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde das Easy Pure DNA-
Purification Kit von Biozym verwendet. Hierzu wurde das gewlinschte DNA-Fragment mit
einem Skalpell unter UV-Licht aus dem Gel herausgeschnitten, in ein 1,5ml Eppendorf-
Reaktionsgefdl iiberfiihrt und gewogen. Ein mg Agarosegel entsprach einem Volumen von
Iul. Zum Gelstiick wurden nun 0,5 Volumen MELT sowie 2,5 Volumen SALT hinzugefiigt,
durch Vortexen gemischt und bei 55°C solange inkubiert bis sich das Gelstiick vollstindig
geldst hatte. AnschlieBend wurde entsprechend der zu erwartenden Menge an DNA 5-10ul
BIND (+1pul/ug zu erwartender DNA-Menge) zugegeben und durch kurzes Schiitteln gut
gemischt. Nach einer Sminiitigen Inkubation bei RT wurde das Gemisch fiir 15sec bei
14.000rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment wurde anschlieBend mit
Iml Waschpuffer gewaschen und nach erneuter Sminiitiger Inkubation kurz zentrifugiert. Das
Sediment wurde 5-10min bei 40°C getrocknet und dann je nach DNA-Menge in 10-50ul EB-
Puffer gelost.

2.6.4 Reinigung von DNA-Fragmenten

Zur schnellen Abtrennung von Enzymen, Nukleotiden und Primern von DNA-Fragmenten
oder zur Umpufferung wurde der QIAquick PCR-Purification-Kit (Qiagen) eingesetzt. Die
DNA-Probe wurde zundchst mit dem 5-fachen Volumen PB Puffer gemischt, auf die
QuickSpin Sdule gegeben, die ein maximales Fasungsvermdgen von 10png DNA besal3, und

Imin bei 13.000rpm zentrifugiert. Nach Waschen mit 750ul PE Puffer und erneuter
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Zentrifugation wurde die DNA mit 50ul EB Puffer eluiert und konnte nun in weitere

Reaktionen eingesetzt werden.

2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.71 Amplifizierung von DNA-Sequenzen uiber PCR

Die PCR st eine Methode =zur gezielten Amplifikaltion eines ausgewdhlten
Nukleinséurebereichs, der durch zwei Oligonukleotide (Primer) eingegrenzt wird.
Temperaturstabile DNA-Polymerasen, wie z.B. die Taqg-DNA-Polymerase aus dem Bakterium
»Thermus aquaticus® gestatten auf einfache Weise die Durchfiihrung wiederholter DNA-
Synthese- und Denaturierungszyklen der neusynthetisierten DNA-Doppelstringe.
Die Auswahl der Primer ist sehr wichtig fiir den Erfolg einer PCR-Reaktion. Die
Schmelztemperatur der beiden Primer sollte &dhnlich sein und {iber 50°C liegen, da eine zu
niedrige Schmelztemperatur zu einer unspezifischen Bindung der Primer und somit auch zu
einem unspezifischen PCR-Produkt fiihren kann. Zur Berechnung der Schmelztemperatur gilt
folgende Regel:

Tu=4% Y (G,C)+2x Y (A4,T)
Die Annealing-Temperatur richtet sich nach der Schmelztemperatur und sollte ca. 5°C darunter
liegen.
Ferner ist darauf zu achten, dass die Primer nicht mit sich selbst hybridisieren und nur an eine

DNA-Sequenz binden kdnnen, da dies den Erfolg der Reaktion herabsetzen wiirde.

Standard PCR-Ansatz:

DNA 1 ul
dNTP Mix (10mM) 0,25 ul
Primer for (100pmol/pl) 0,25 pul
Primer rev (100pmol/ul) 0,25 ul
10xPCR-Puffer (15mM mit MgCl,) 2 ul
DNA-Polymerase (5U/pl) 0,25 pul
dH,0O 13 ul

20 ul

Nach der PCR-Reaktion wurden die Ansétze mit 1/6 Volumen 6x Auftragungspuffer versetzt
und auf einem 1-2% Agarosegel der Erfolg der PCR-Reaktion tiberpriift.
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Standard PCR-Programm:

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]

1. Anfangsdenaturierung 95 2

2. Denaturierung 95 1

3. Annealing abhingig von den Primerpaaren 1

4. Elongation 72 abhéngig von der
Produktgrofle

5. Auffiillen 72 10

Schritte 2-4 wurden 25-30x wiederholt.

2.7.2 In-vitro-Mutagenese uber PCR

Die PCR-Reaktion wurde in einigen Féllen dazu benutzt, Nukleotidsequenzen gezielt zu
verdndern und so in die amplifizierte DNA-Sequenz stille Mutationen einzufiigen. Durch
dieses Verfahren konnten neue Restriktionsschnittstellen in die DNA-Sequenz eingefiigt oder
gezielt vorhandene Restriktionsschnittstellen zerstort werden. Die Aminosdureabfolge, die
durch diese Sequenz kodiert wurde, wurde dabei jedoch nicht verdndert. Die hierzu
eingesetzten Oligonukleotide waren groftenteils mit der Zielsequenz komplementéir, nur

ausgewdhlte Nukleotide wurden veréndert.

2.7.3 Einzelzell-RT-PCR

Eine in dieser Arbeit entwickelte Sonderform der PCR stellt die Einzelzell-RT-PCR dar. Diese
wurde dazu verwendet, spezifisch die DNA der beiden T-Zell-Rezeptor-Ketten einer einzelnen
T-Zelle, zu analysieren. Hierzu wurde das Qiagen One-Step-RT-PCR-Kit verwendet.

Zur Analyse wurden Zellen eingesetzt, die mittels Lasermikrodissektion (II.3.4) aus
Biopsiematerial oder Cytospins (II.3.2) isoliert wurden. Die Einzelzell-RT-PCR erfolgte in vier
Teilreaktionen. In der RT-Reaktion wurde die mRNA der isolierten Zelle zundchst in cDNA
umgeschrieben und anschlielend in einer ersten Amplifikationsrunde beide Ketten des T-Zell-
Rezeptors (TZR) voramplifiziert. In der zweiten Amplifikationsrunde wurde zunéchst nur die
B-Kette des TZR amplifiziert und nur die B-positiven Proben weiter auf eine mogliche a-Kette
untersucht.

Da sich die Zellen nach der Isolation mittels Lasermikrodissektion im Deckel des PCR-
Reaktionsgefdll befanden, wurden je 20ul RT-Reaktionsmix fiir die RT-Reaktion in den
Deckel pipettiert und durch Zentrifugation in das Reaktionsgefill gebracht. Die Proben wurden
30min bei 50°C in einem PCR-Thermocycler inkubiert.
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RT-Reaktionsmix (fiir 100 Reaktionen):

5x Qiagen One-Step-RT-PCR Puffer 400,0 pul
H,0O RNAse frei (Qiagen) 1405,0 pl
RNase out (Invitrogen) 10,0 pul
dNTP (10mM, Qiagen) 80,0 ul
Ca RT (100pmol/pl) 12,5 ul
CB RT (100pmol/ul) 12,5 pul
Qiagen One-Step-RT-PCR Enzyme Mix 80,0 ul

2000,0 pl

AnschlieBend wurden Sul Reaktionsmix fiir die of-Voramplifikation direkt zur RT-Reaktion

gegeben und erneut im PCR-Thermocycler inkubiert.

af-Voramplifikation (fiir 100 Reaktionen):

5x Qiagen One-Step-RT-PCR Puffer 100 ul
H,O RNAse frei (Qiagen) 270 ul
dNTP (10mM, Qiagen) 20 pl
Ca rev out (100pmol/ul) 15 wl
Va pool gesamt 45 ul
VB X for out (100pmol/ul) 15 ul
Pat Y 3 rev out (100pmol/ul) 15 wl
Qiagen One-Step-RT-PCR Enzyme Mix 20 pul

500 pl

PCR-Programm:

1. 94°C 2min
2. 4x [94°C, 61°C, 72°C] jeweils 1min
3. 4x [94°C, 58°C, 72°C] jeweils 1min
4, 4x [94°C, 56°C, 72°C] jeweils Imin
5. 40x [94°C, 53°C, 72°C] jeweils 1min
6. 72°C 10min

Ohne eine Analyse auf dem Agarosegel wurde je 1ul des Reaktionsgemisches in die
nachfolgende B-PCR-Reaktion eingesetzt. Bei dieser Reaktion handelte es sich um eine
doppel-nested PCR, da beide Primer fiir die P-Ketten innerhalb der Primer der of3-
Voramplifikation lagen. Es wurden jeweils 19ul Reaktionsgemisch mit 1pl der of-

Voramplifikation versetzt und mit dem gleichen PCR-Programm amplifiziert.
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B-Amplifikation (fiir 100 Reaktionen):

10x PCR Puffer (Boeringer) 200 pl
dH,O 1635 pul
dNTP (10mM) 20 pl
VB X for in (100pmol/ul) 10 ul
Pat Y B rev in (100pmol/ul) 10 ul
Taq DNA Polymerase (Boeringer) 25 pul

1900 pul

Die PCR-Ansdtze wurden anschlieBend auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und die
erhaltenen DNA-Fragmente durch Sequenzieren (I1.2.9) iiberpriift. Nur die Zellen, die die
korrekte TZR-B-Kette zeigten, wurden dann in die a-PCR-Reaktion eingesetzt. Aufgrund der
groBen Menge an Primern, die fiir die Amplifikation aller theoretisch mdglichen TZR-o-
Ketten benétigt wurden, wurden fiir jede positive B-Kette fiinf Einzelreaktionen durchgefiihrt.
Jede Einzelreaktion enthielt ein Vo-Primer Set a-e mit je 7-8 Vo-Primern. Hierzu wurden
erneut je lpl des Reaktionsgemisches aus der af}-Voramplifikation mit 19ul PCR-Mix

gemischt und mit demselben PCR-Programm analysiert.

a-Amplifikation (fiir 15 Reaktionen):

10x PCR Puffer (Boeringer) 30,0 pl
dH,O 232,5 pul
dNTP (10mM) 3,0 ul
Ca rev in (100pmol/pl) L5 ul
Vo Primer Set a, b, ¢, d oder e 15,0 pnl
Taq DNA Polymerase (Boeringer) 3,0 upl

285,0 ul

AnschlieBend wurden die PCR-Ansdtze auf einem Gel analysiert und auftretende DNA-

Banden ebenfalls sequenziert.

2.8 Klonierung

2.8.1 Schneiden der DNA mit Restriktionsendodukleasen

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die spezifische Basensequenzen in einer DNA-
Doppelhelix erkennen und beide Strange der Helix an spezifischen Stellen schneiden. Dadurch
werden Phosphodiesterbindungen gelost.

Die Spaltung von DNA in wissrigen Losungen wurde in den vom Hersteller empfohlenen

Pufferlosungen und unter den empfohlenen Bedingungen durchgefiihrt. Die meisten
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Spaltungen erfolgten 1-2h bei 37°C. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Menge an
eingesetztem Enzym 1/10 des Gesamtansatzes nicht iiberschritt, um die Enzymaktivitit durch
das im Enzym-Stock enthaltene Glycerin nicht zu beeintridchtigen. Es wurden sowohl Einzel-
als auch Doppelspaltungen sowohl fiir analytische als auch priparative Zwecke durchgefiihrt.
Bei Doppelspaltungen mit Enzymen, die nicht in kompatiblen Puffersystemen arbeiteten,
wurde die DNA nach dem ersten Verdau durch Fallung mit Pellet Paint (I11.2.4.1) gereinigt und

anschlieBend der zweite Verdau durchgefiihrt. Der Erfolg der Spaltung wurde auf einem

Agarosegel iiberpriift.

Analytischer Verdau Préiparativer Verdau
DNA 1 pg 5 ug
10x Restriktionspuffer 1 pul 5 ul
Restriktionsenzym 1 Einheit 10 Einheit
dH,O add 10 pl add 50 pul

2.8.2 Ligation von DNA-Molekiilen

Bei einer Ligation werden zwei DNA-Fragmente (z.B. linearisierter Vektor und Gen-
Fragment), die mit demselben Restriktionsenzym geschnitten wurden, durch die T4-DNA-
Ligase miteinander verbunden. Dieses Enzym katalysiert die ATP-abhéngige Ausbildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen der 3’-Hydroxylgruppe des einen und der 5’-Phosphatgruppe
des anderen Fragments.

Das Verhiltnis der eingesetzten Fragmentmolekiile und des linearisierten Vektors sollte

mindestens 3:1 betragen, um den Erfolg der Ligation zu gewihrleisten.

Ligationsansatz:

Linearisierte Vektor-DNA 50-100 ng
DNA-Fragment im entsprechenden molaren Verhiltnis

T4 DNA-Ligase I ul
5x T4 DNA-Ligase-Puffer 4 ul
dH,O add 20 pul

Alle Ligationen erfolgten iiber Nacht bei 16°C und wurden mit der T4 DNA-Ligase und dem
vom Hersteller empfohlenen T4-Ligase-Puffer durchgefiihrt. Am folgenden Tag wurde der
Ligationsansatz in elektrokompetente DHSaF'1Q-Bakterienzellen transformiert (11.2.2.2) und
auf Agarplatten ausplattiert.

Um sicher zu gehen, dass der eingesetzte Vektor mit beiden Restriktionsenzymen geschnitten
wurde und somit zwei verschiedene Schnittstellen aufwies, wurde eine Kontrollligation

(Eigenligation) ohne DNA-Fragment durchgefiihrt. Wurde der Vektor zweimal geschnitten,
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konnte dieser durch die Ligase nicht wieder zusammengefiigt werden, was ein Wachstum auf
den antibiotikahaltigen Agarplatten verhinderte. Die Eigenligation erfolgte ebenfalls iiber
Nacht bei 16°C.

29 Sequenzierung

Um die Nukleotidsequenz amplifizierter DNA-Fragmente zu bestimmen, wurden die DNA-
Proben sequenziert. Die Analyse groBer DNA-Fragmente wurde meist durch die Firma
Medigenomix (Martinsried) durchgefiihrt. Kleine DNA-Fragmente konnten selbst sequenziert
werden.

Hierzu wurde das PCR-Produkt zunéchst in einer Voramplifikationsreaktion vermehrt.

Reaktionsansatz:
PCR-Produkt 1,0 ul
10x PCR-Puffer (mit 15mM MgCl,) 50 pul
dNTP (20mM) 0,5 pl
Primer for (10pmol/ul) 2,5 wl
Primer rev (10pmol/pl) 2,5 wl
AmpliTaq Gold (5U/ul) 0,2 ul
H,0O 38,3 pul

50,0 pul
PCR-Programm:
1. Ix 94°C 6min

. 24x [94°C, 59°C, 72°C] jeweils 1min

3. 1x 72°C 7min

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt mit dem QIAquick PCR-Purification Kit (Qiagen)
aufgereinigt, um Primer und eventuell noch vorhandenen Nukleotide zu entfernen (I1.2.6.4)

und ein Teil des aufgereinigten Eluats in die Sequenzierungsreaktion eingesetzt.

Reaktionsansatz:

Eluat aus Aufreinigung 4,0 ul
Big Dye Terminator VS.1.1 4,0 pul
Puffer + 2,0 pl
Primer for oder rev (10pmol/pl) 1,0 ul
DEPC-H,O 4,0 pul

15,0 pl
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PCR-Programm:

1. 96°C 30 sec
2. 55°C 15 sec
3. 60°C 4 min

Die Schritte 1-3 wurden 25mal wiederholt.

Die Proben wurden nun nach erneuter Aufreinigung mit dem Dye-Ex Spin-Kit (Quiagen) fiir
das Gel vorbereitet und mithilfe des ABI 377 Sequenzers der Firma Applied Biosystems und
einem hochauflosenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proben mit

dem Programm Sequencing Analysis 3.4.1 der Firma Applied Biosystems analysiert.

210 CDR3-Spectratyping

Das CDR3-Spectratyping wurde verwendet, um die TZR-B-Ketten der Gesamt-T-Zell-
Population im Zielgewebe eines Patienten zu untersuchen und mogliche expandierte TZR-[3-
Ketten zu detektieren. Hierzu wurden entweder eine ausreichende Menge Muskel- bzw.
Hirngewebe von einem Biopsieblock geschnitten (ca. 20-30 Schnitte je 10pum) oder CD8" T-
Lymphozyten aus Blut des Patienten isoliert. Hieraus wurde die Gesamt-RNA gewonnen und
diese in cDNA umgeschrieben (I1.2.5), die dann in den CDR3-Spectratype eingesetzt werden
konnte.

In einer ersten PCR-Runde wurde die cDNA mit 25 verschiedenen V[-Primern gegen einen

CB-spezifischen Primer amplifiziert.

Reaktionsansatz erste PCR Runde:

cDNA 1,0 pul
10x PCR-Puffer (mit 15mM MgCl,) 5,0 ul
dNTP (20mM) 0,5 wl
CPB Primer (1:10) 2,5 ul
VB Primer (VB=25), jeweils 2,5 wl
AmpliTaq Gold (5U/ul) 0,2 pul
H,0 38,3 pul

50,0 pl
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PCR-Programm:

1. 1x 94°C 6min
. 40x [94°C, 59°C, 72°C] jeweils 1min
3. 1x 72°C 7min

AnschlieBend wurden die Produkte geteilt und in eine zweite PCR-Reaktion (,,run off*-
Reaktion) mit jeweils 13 verschiedenen, fluoreszenzmarkierten, JP-spezifischen Primern

eingesetzt.

Reaktionsansatz zweite PCR Runde ,.run off*:

PCR-Produkt aus erster Runde 2,0 ul
10x PCR-Puffer (mit 15mM MgCl,) 1,0 pul
dNTP (20mM) 0,1 pul
JB-Primer, fluoreszenzmarkiert, jeweils 5,0 ul
Taq Polymerase 0,04 pul
H,O 1,86 pl

10,0 pl

PCR-Programm:

1. 94°C 10min
2. 94°C Imin
3. 59°C Imin
4, 72°C 10min

Die Schritte 2-4 werden 5x wiederholt.

Die erhaltenen Produkte unterschiedlicher Lange wurden nun mithilfe des ABI 377 Sequenzers
der Firma Applied Biosystems und einem hochauflésenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und
mit dem Programm Genescan 3.1.2 der Firma Applied Biosystems analysiert.

Ist eine TZR-B-Kette einer betrachteten Subfamilie polyklonal im Patienten vorhanden, stellen
die Langen der einzelnen VB-JB-PCR-Produkte eine Gauss’sche Normalverteilung dar. Bei
einer monoklonalen Expansion ist ein eindeutiger Peak im Spektratype erkennbar, was auf ein
stark dominierendes Produkt definierter Lange hindeutet. Um die Monoklonalitdt eindeutig zu
beweisen, wurden solche Peaks durch Sequenzierung nochmals analysiert. Das Schema eines

solchen CDR3-Spektratyps ist in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Schema des CDR3-Spektratypings

Im ersten Schritt wird die cDNA wird mit 25 verschiedenen V[}-Primern gegen einen Cf-spezifischen Primer
amplifiziert. Anschliefiend werden die Produkte geteilt und in eine zweite PCR-Reaktion (,,run off *-Reaktion)
mit jeweils 13 verschiedenen, fluoreszenzmarkierten, Jf-spezifischen Primern eingesetzt. Die unterschiedlich
langen Produkte werden in einem hochauflosenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Bei einer polyklonalen

Population tritt eine Gauss’sche Normalverteilung auf, bei einer monoklonalen Population ein einzelner
Peak.

3. Isolation von Einzelzellen aus Gefrierschnitten

3.1 Anfertigen von Gefrierschnitten

Um einzelne T-Zellen aus Biopsiegewebe isolieren zu konnen, wurden 10um dicke
Gefrierschnitte angefertigt und auf spezielle folienbeschichtete Objekttrager (Palm Mikrolaser)
aufgebracht. Ein Aufrauen der Folienoberfliche und somit eine bessere Haftung der Schnitte
wurde durch eine 30miniitige Bestrahlung mit UV-Licht erreicht. Nach einer griindlichen
Sduberung des Cryotoms CM3050 von Leica wurden die Biopsieblocke mit Hilfe eines
Einbettmediums auf den Prédparathalter aufgefroren und durch Justieren in eine geeignete
Schneideposition gebracht. AnschlieBend wurden 10pum dicke Gewebeschnitte angefertigt, auf
die vorbereiteten Objekttrager aufgebracht und sofort auf Trockeneis, spéter bei -80°C

gelagert.

3.2 Aufbringen von Zellen auf Objekttrager mittels Cytospin

Durch das Aufbringen von Zellen auf Objekttrager mittels Cytospin konnen Zellen
anschliefend leicht durch Lasermikrodissektion einzeln isoliert und analysiert werden. Hierzu

wurden die Zellen gewaschen und in PBS mit 1% BSA aufgenommen. Die Konzentration
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betrug etwa 750.000 Zellen/ml. Je 100ul Zellsuspension wurden anschlieBend in spezielle
Gefille dhnlich einem PCR-Reaktionsgefdl pipettiert und in einen speziellen
Zentrifugeneinsatz gesteckt. Die GefiBe wiesen unten eine kleine Offnung auf durch die die
Zellen beim nachfolgenden Zentrifugieren (8min bei 500rpm) nach und nach auf den
Objekttrager abgegeben werden konnten. Das Isolieren der Zellen erfolgte dann mittels der

unter 11.3.4 beschriebenen Methode der Lasermikrodissektion.

3.3 Immunhistologie

3.3.1 Alkalische Phosphatase Farbung (AP-Farbung)

Um expandierte T-Zellen in den Biopsieschnitten der untersuchten Patienten spezifisch
anzufarben und sie anschlieBend durch Lasermikrodissektion zu isolieren, wurden
immuncytochemische Férbungen durchgefiihrt. Die auf Folienobjekttriger aufgebrachten
Gewebeschnitte wurden fiir 10min bei RT getrocknet und anschliefend fiir Imin in -20°C
kaltem Aceton fixiert. Nach dreimaligem Waschen in 1xTBS wurden unspezifische
Bindungsstellen durch Inkubation mit 2% Ziegenserum in TBS fiir 15min blockiert.
AnschlieBend wurde das Gewebe mit dem jeweiligen Primérantikorper gegen die VB-Region
40min inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde der Erstantikorper mittels LSAB2-System
alkaline phosphatase Kit von DAKO detektiert. Hierzu wurde das Gewebe mit einem gegen
den Primérantikorper gerichteten biotinylierten AK fiir 15min inkubiert und anschliefend
tiberschiissiges Material durch Waschen entfernt. Durch Bindung eines Streptavidin-alkalische
Phosphatase Konjugats und anschlieBender Inkubation mit einem Farbesubstrat wurde durch
eine enzymatische Reaktion ein unldslicher Farbstoff erzeugt. So gefiarbte positive Zellen
konnten unterm Mikroskop detektiert werden. Dem Farbesubstrat wurde zusétzlich Levamisol
beigefiigt, um eventuell vorhandene endogene Phosphatasen zu inhibieren. Die Férbereaktion
wurde unter dem Mikroskop verfolgt und bei ausreichender Farbung mit TBS abgestoppt. Die
Praparate wurden anschlieBend mit 100% Ethanol gespiilt und konnten nun zur
Lasermikrodissektion eingesetzt werden.

Um die enthaltene RNA wéhrend des Firbevorgangs vor RNAsen zu schiitzen, wurden alle

Absittigungs- bzw. AK-Losungen mit 3% Prime RNAse Inhibitor (Eppendorf) versetzt.

3.3.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Farbeprotokoll zur Untersuchung der Quantitit und Verteilung der Zellen im Gewebe

Eine andere Methode Zellen spezifisch anzufirben ist die Immunfluoreszenzfirbung. Zu

Beginn der Arbeit war es nicht moglich, fluoreszenzgefiarbte Zellen durch
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Lasermikrodissektion aus Gewebe zu isolieren. Deshalb wurde diese Methode zundchst dazu
verwendet, sich einen Uberblick iiber die Menge und Verteilung der T-Zellen im Gewebe zu
verschaffen. Auflerdem konnten durch die Fluoreszenzfiarbung zwei Oberflichenmolekiile

derselben T-Zelle gleichzeitig angefarbt werden, was mit der AP-Féarbung nicht moglich war.

Die Gewebeschnitte wurden wie in I1.3.1 beschrieben auf Objekttrédger ohne Folie aufgebracht
und nach 20 miniitiger Fixierung mit 4% Paraformaldehyd griindlich in PBS gewaschen. Nach
Absittigung der unspezifischen Bindungsstellen fiir 20min mit 2% Ziegenserum/2% BSA in
PBS wurden die Schnitte 40min mit dem Primérantikorper inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurde der fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper fiir 30min auf das
Gewebe aufgebracht. Bei einer Doppelfarbung wurde der direkt markierte AK erst im zweiten
Férbeschritt gemeinsam mit dem sekundédren AK eingesetzt. Nach erneutem Waschen mit PBS
wurde der Schnitt mit einem speziellen Eindeckmedium von DAKO eingebettet und unter dem
Mikroskop ausgewertet.

Farbeprotokoll zur Isolation von T-Zellen aus Gewebe

Nachdem ein neues Lasermikrodissektionsgerites gekauft wurde, war es moglich, auch
fluoreszenzgefarbte Zellen aus Geweben zu isolieren. Hierzu musste das Farbeprotokoll
geringfligig gedndert werden.

Die Schnitte wurden auf Folienobjekttriger aufgebracht und ohne Fixierung direkt in die
Féarbung eingesetzt. Nach Absittigung mit 2% Ziegenserum/2% BSA in PBS wurden die
Schnitte mit dem Primérantikdrper inkubiert. Nach Waschen des Gewebes mit PBS wurde ein
sekundédrer AK und bei Bedarf ein direkt markierter AK auf den Schnitt aufgebracht. Nach
erneutem Waschen wurden die Muskelgewebeschnitte mit Ethanol abgespiilt, getrocknet und
zum Schneiden verwendet. Das Hirngewebe hingegen wurde mit PBS beschichtet und im
feuchten Zustand nach positiven Zellen durchsucht. Nach Trocknen des Gewebes erfolgte auch
hier die Isolation der Zellen. Der Grund fiir die Suche nach Zellen im feuchten Préparat ist die
enorme Figenfluoreszenz des trockenen Hirngewebes. Zur Bewahrung der RNA wurden, wie
auch in der AP-Firbung, alle Inkubationslosungen mit 3% Prime RNAse Inhibitor (Eppendorf)
versetzt.

Kurzfarbeprotokoll

Um die RNA noch effektiver zu erhalten, wurde durch die Kollegin Jana Ivanidze ein
Kurzprotokoll etabliert, welches im Rahmen dieser Arbeit zur Férbung der Hirnbiopsie
angewandt wurde. Hierzu wurden die Gewebsschnitte nach kurzer Beschichtung mit PBS 3min
mit 2% BSA in PBS inkubiert. Nach der Abséttigung wurden die Schnitte Smin mit dem AK,
verdiinnt in 2% BSA in PBS, inkubiert und anschlieend dreimal mit PBS gespiilt. Im Falle
eines sekundiren AK erfolgte eine erneute 3miniitige Inkubation. Nach dem Abspiilen wurde

das Gewebe mit 1-Propanol iiberschichtet und unter dem Mikroskop nach positiven Zellen
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abgesucht. Nach dem Verdampfen des 1-Propanols konnten die markierten Zellen isoliert
werden. Zum Schutz der RNA wurde 2,5% Protector RNAse Inhibitor (Roche) zu allen

Inkubationslésungen hinzugegeben.

34 Lasermikrodissektion

Die gefirbten Gewebeschnitte konnten direkt zur Lasermikrodissektion eingesetzt werden.

Die beiden hierfiir verwendeten Mikroskope waren mit einem Laser gekoppelt und der
Objekttisch durch den Rechner steuerbar. Dies ermoglichte ein exaktes Bewegen des
Objekttragers. Die Bilddaten wurden mittels einer Farb-CCD-Kamera an den Bildschirm
tibertragen.

Nach Justieren des Mikroskops und des PCR-Reaktionsgefdfles, wurde ein Objekttrager in den
Objekttisch eingelegt und das Gewebe systematisch nach gefiarbten Zellen abgesucht. Die
detektierten Zellen wurden fotografiert und der Schneideweg des Lasers vorgegeben. Der
Schneidevorgang selbst lief automatisch ab und konnte am Bildschirm verfolgt werden. Mit
einem einzelnen gezielten Laserschuss wurde die Zelle aus dem Gewebe katapultiert. Die Zelle
wurde im Deckel eines 200ul PCR-Reaktionsgefifles aufgefangen, das zuvor in einer
speziellen Halterung tiber dem Objekttrager montiert wurde. Die Deckelinnenseite wurde mit
Mineraldl bestrichen, um ein Anhaften der Zelle zu gewéhrleisten. Die katapultierten Zellen
wurden auf Trockeneis gesammelt und anschlieend bis zur PCR-Analyse bei -80°C gelagert.

Das entstandene Loch im Gewebeverband wurde ebenfalls durch ein Foto dokumentiert.

4. Zellbiologische Methoden

4.1 Kultivierung von Suspensionszellen

Die Zellen des Maus-T-Zell-Hybridoms 58a " sowie die durch EBV immortalisierten B-
Zellen des Patienten 16488 wurden in Suspensionskulturen gehalten. Als Grundmedium diente
fiir beide Zelllinien das RPMI1640, das mit FKS, Penicillin/Streptomycin, non essential
aminoacids sowie Natrium Pyruvat in den oben aufgefiihrten Konzentrationen versetzt wurde
(I1.1.10).

Die mit beiden TZR-Ketten sowie mit dem CDS8-Corezeptor transfizierten 58" Zellen
wurden zusdtzlich durch Zugabe entsprechender Mengen von Antibiotika auf dem notigen
Selektionsdruck gehalten.

Bei einer entsprechenden Zelldichte wurde ein Teil der Zellen verworfen, die restlichen Zellen

mit frischem Medium verdiinnt.
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Genicitin 418 100 mg/ml  Endkonz. 1,5mg/ml
Hygromycin B 50 mg/ml  Endkonz. 0,3mg/ml
Puromycin 1 mg/ml Endkonz. 1,0png/ml

4.2 Kultivierung von adharent wachsenden Zellen

Die  adhdrent wachsenden  Maus-Fibroblasten-Zellen LTK', die  menschliche
Rhabdomyosarkom Zelllinie TE671 sowie die Verpackungszelllinie GP+E 86 wurden als
Monolayer-Kultur in Zell-Kulturschalen oder -flaschen gehalten. Als Grundmedium diente das
in Punkt I1.1.10 aufgefiihrte RPMI1640 mit den entsprechenden Zusdtzen.

Nach der Transfektion der LTK - bzw. der TE671-Zellen mit verschiedenen HLA-Molekiilen
wurden die Zellen durch Antibiotika auf Selektionsdruck gehalten.

Bei einer Konfluenz von etwa 90% wurden die Zellen nach einmaligem Waschen mit PBS
durch Trypsin-EDTA abgeldst und dieses mit Medium inaktiviert. Nach Zentrifugation und
Aufnahme der Zellen in frischem Medium wurde ein Teil der Zellen in eine neue Kulturschale

oder -flasche ausgebracht.

Genicitin 418 100 mg/ml  Endkonz. 0,3mg/ml L-Zellen
Endkonz. 0,75mg/ml TE671
Puromycin I mg/ml Endkonz. 3ug/ml GP+E 86

4.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl vor Transfektionen oder Peptid-Library-Experimenten konnte
die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt werden. Je nach Zelldichte wurden
die Zellen 1:1 oder 1:10 in einer Trypanblau-Losung (1:3 in PBS) verdiinnt und in die
Zahlkammer eingebracht. Tote Zellen erschienen im Mikroskop dunkel gefarbt, da sie den
Farbstoff aufgrund von Zellmembrandefekten aufnahmen und wurden beim Zéhlen nicht
beriicksichtigt. Nach Auszédhlen der vier Quadranten berechnete sich die Konzentration der
Zellen in der urspriinglichen Suspension nach folgender Formel:

¢ = Durchschnittliche Anzahl der Zellen pro Quadrant x Verdiinnung x 10" / ml.

44 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die einzufrierenden Zellen wurden 10min bei 1200rpm zentrifugiert, in 1,5ml Einfriermedium
(10% DMSO in FKS) aufgenommen und in Einfrierrdhrchen tiberfiihrt. Anschlieend wurden
die Rohrchen in einer mit Isopropanol gefiillte Einfrierbox bei -80°C langsam eingefroren und

nach 2-3 Tagen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und dort gelagert.
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Zum Auftauen der Zellen wurden diese im 37°C Wasserbad moglichst schnell aufgetaut und in
ein mit Medium gefiilltes Falconrdhrchen iiberfiihrt, um das DMSO zu verdiinnen. Nach
10miniitiger Zentrifugation wurden die Zellen in Medium aufgenommen und wie oben

beschrieben kultiviert.

4.5 Transfektion von Zellen

4.5.1 Transfektion von Zellen durch Elektroporation

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in Zellen.
Die meisten Transfektionen wurden mittels Elektroporation mit Hilfe des Gene-Pulsers von
BioRad durchgefiihrt. Hierbei wird die Zellmembran durch kurze elektrische Impulse fiir DNA

permeabel gemacht und das gewiinschte Plasmid kann so in die Zelle aufgenommen werden.

Transfektion der Maus-T-Zell- Hybridome 583~

Pro Transfektionsansatz wurden 7x10° Zellen eingesetzt. Es musste darauf geachtet werden,
dass die Zellen vor der Transfektion nicht ldnger als 7-10 Tage in Kultur waren, da sich sonst
die Transfektionseffizienz verminderte. Die Zellen wurden zweimal mit RPMI1640 ohne
Zusitze gewaschen, anschlieBend in 800ul RPMI1640 ohne Zusétze aufgenommen und nach
Uberfiihren in eine Elektroporationskiivette (0,4cm; BioRad) 10min auf Eis inkubiert. Parallel
dazu wurden 20-30pg préazipitierter Plasmid-DNA 30min bei 14.000rpm zentrifugiert, das
DNA-Sediment unter der Sterilbank getrocknet und in 50ul RPMI1640 ohne Zusitze
aufgenommen. Anschlieend wurde die DNA zu den Zellen gegeben und weitere 10min auf
Eis inkubiert. Die Elektroporation wurde bei 960uF und 280V durchgefiihrt. Nach der
Elektroporation wurden die Zellen erneut 10min auf Eis inkubiert, anschlieBend in 10ml
vorgewidrmtes RPMI1640 mit Zusétzen iiberfiihrt und 30min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zuletzt wurden die Zellen in 25ml-Zellkulturflaschen mit 20ml vorgewarmtem RPMI1640 mit
Zusitzen iberfithrt und zwei Tage inkubiert. Wenn sich das Medium gelb farbte, wurde ein
Teil durch frisches Medium ersetzt.

Nach zwei Tagen wurden die Zellen dann auf 24-well-Platten verteilt und mit den
entsprechenden Selektionsantibiotikum versehen. Nach einer Inkubation von 10-14 Tagen

konnten Klone gepickt und durch FACS-Analyse bzw. IL-2-ELISA analysiert werden.

Transfektion der LTK-Zellen bzw. der TE671-Zellen:
Die Transfektion der adhirent wachsenden LTK- bzw. TE671-Zellen erfolgte nach dem

gleichen Protokoll wie die Maus-T-Zell-Hybridome.
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Nach der Transfektion wurden die Zellen jedoch gleich in 10cm-Zellkulturschalen ausgebracht
und nach zwei Tagen mit Selektionsantibiotika versehen. Das Picken von Klonen erfolgte

ebenfalls nach etwa 10-14 Tagen.

4.5.2 Transfektion von Zellen mit Lipofectamin

Die Lipofectamin-Transfektion wurde hauptsichlich fiir eine transiente Transfektion von
Zellen verwendet.

Hierzu wurden die Zellen am Vortag so ausgebracht, dass sie am Tag der Transfektion eine
Konfluenz von etwa 70-80% aufwiesen. Je nachdem in welchem Volumen die Transfektion
durchgefiihrt wurde, wurde eine entsprechende Menge prizipitierter DNA sowie Lipofectamin
2000 jeweils mit RPMI1640 ohne Zusitze gemischt und beides Smin bei Raumtemperatur
inkubiert.

Fliche pro Endvolumen DNA in Volumen  Lipofectamin 2000 in

well (cm?) Medium Volumen Medium
96-well 0,3 100ul 0,2pug in 25ul 0,5ul in 25pl
24-well 2 500ul 0,8ng in 50ul 2,0ul in 50ul
12-well 4 Iml 1,6pg in 100pl 4,0ul in 100pl
35-mm 10 2ml 4,0pg in 250ul 10ul in 250u1
6-well 10 2ml 4,0pg in 250pl 10ul in 250pl
60-mm 20 Sml 8,0ung in 0,5ml 20pl in 0,5ml
10-cm 60 15ml 24ug in 1,5ml 60ul in 1,5ml

Die DNA wurde dann tropfenweise in das Lipofectamingemisch gegeben und 20min bei RT
inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium der zu transfizierenden Zellen durch RPMI1640
ohne Zusitze ersetzt und nach der Inkubationszeit das Lipofectamin/DNA-Gemisch vorsichtig
auf die Zielzellen gegeben. Nach 4-6 Stunden wurde das Medium durch RPMI1640 mit
Zusitzen ersetzt, zwei Tage inkubiert und dann den Erfolg durch FACS-Analyse {iberpriift.

4.5.3 Selektion der transfizierten Zellen

Um eine ausreichende Antibiotikakonzentration zur Selektion transfizierter Zellen zu finden,
wurde eine geeignete Anzahl von Zellen in eine 24-well-Platte ausgebracht und mit
verschiedenen Antibiotikakonzentrationen etwa ein Woche kultiviert. Der Anteil toter Zellen
wurde tdglich protokolliert. Das Doppelte der Konzentration, bei der nach 5-6 Tagen alle

Zellen tot waren, wurde als Selektionskonzentration eingesetzt.
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4.6 Transduktion von Zellen mit Hilfe von Retroviren

Unter einer Transduktion versteht man die Ubertragung von Genen mit Hilfe von Viren. Hier
wurde das Gen fiir den menschlichen CD8-Corezeptor mittels Retroviren in die Maus-
Hybridomzellen eingebracht.

Als Zelllinie fiir die Retrovirus-Produktion wurde die Verpackungszelllinie GP+E 86 (Klon
1A1) verwendet, welche zuvor mit einem retroviralen Vektor, der das Gen fiir den
menschlichen CD8-Corezeptor trug, transfiziert wurde. Die Virionen, die nun von der
Verpackungszelllinie produziert wurden, konnten die Zielzellen infizieren und das iibertragene
Gen wurde exprimiert.

Am Vortag wurden die GP+Es 86 in eine 6-well-Platte ausgebracht, so dass siec am néchsten
Tag eine Konfluenz von etwa 40% aufwiesen. AnschlieBend wurden 5x10* Zellen der zu
transduzierenden Maus-Hybridomzellen pro ml Medium zugegeben und fiir 48 Stunden co-
kultiviert. Wahrend dieser Zeit wurde kein Selektionsantibiotikum ins Medium gegeben. Nach
zwei Tagen wurden die Hybridomzellen vorsichtig abgenommen und nun unter
Selektionsdruck weiter kultiviert. Der Erfolg der Transduktion konnte nach 4-5 Tagen mittels

FACS-Analyse iiberpriift werden.

4.7 FACS-Analyse

Zum Nachweis von Oberfldchenproteinen wurden die Zellen durchfluBzytometrisch mit
einem FACS-Gerit (FACSSort, FACSCalibur von Becton Dickinson) analysiert.

Fiir jede Farbung wurden mind. 50.000-200.000 Zellen benétigt. Die Zellen wurden in die
entsprechenden Népfe einer 96-well-Spitzbodenplatte liberfiihrt und zweimal mit 200ul FACS-
Puffer (1% FCS in PBS) gewaschen. Es wurden sowohl Farbungen mit direkt markierten AK,
als auch Férbungen bei denen der sekunddre AK markiert war, durchgefiihrt. Die Zellen
wurden in 50ul verdiinnter AK-Ldsung 30min auf Eis im Dunkeln inkubiert (Verdiinnung 1:50
in FACS-Puffer) und anschlieBend erneut zweimal mit 200ul FACS-Puffer gewaschen. Wurde
ein sekunddrer AK zur Fiarbung eingesetzt, wurde das Verfahren mit einer Verdiinnung von
1:200 wiederholt. Nach der letzten AK-Fiarbung wurden die Zellen zur Messung in FACS-
Rohrchen iiberfiihrt. Um die Detektion toter Zellen zu ermdglichen, wurde Propidiumjodid in
einer Konzentration von 2pg/ml zu den gefirbten Zellen gegeben. Tote Zellen nehmen
aufgrund ihrer defekten Zellmembran Propidiumjodid auf und zeigen daher bei einer
Wellenldnge von 600-650nm ein starkes Signal. So konnte diese tote Zellpopulation bei der
Analyse der Zellen ausgeschlossen werden.

Mit dem FACS-Gerit wurden die Parameter Licht-Streuung, Extinktion und Fluoreszenz der

einzelnen Zellen bei den jeweils erforderlichen Wellenldngen gemessen. Der
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Fluoreszenzhintergrund wurde mit einer Negativ-Kontrolle so eingestellt, dass die Emission im
unteren Rand des Messbereichs lag. Pro Probe wurden 10.000 Zellen analysiert und

anschlieBend mit einem Statistikprogramm des FACS-Gerites ausgewertet.

4.8 Aktivierung der Transfektanten

4.8.1 Physiologische Aktivierung der Transfektanten

Die Kreuzvernetzung der TZR-Molekiile durch spezifische monoklonale AK fiihrt zu einer
physiologischen Aktivierung der Maus-Hybridomzellen worauf diese Interleukin-2 (IL-2)
sezernieren. Diese IL-2-Produktion wurde gemessen, um die Funktionalitit der transfizierten
Hybridomzellen zu untersuchen.

In die Népfe einer 96-well-Flachbodenplatte wurden 100ul des AK (verdiinnt in PBS) mit
einer Konzentration von 1ug/ml pipettiert und fiir mindestens zwei Stunden im Brutschrank
inkubiert. Die AK-Lésung wurde abgesaugt und durch RPMI1640 ersetzt. AnschlieBend
wurden 4x10* Zellen der zu testenden Transfektanten zugegeben und im Brutschrank inkubiert.

Die IL-2-Konzentrationen in den Uberstinden wurden nach 16h durch EILISA gemessen.

48.2 Spezifische Aktivierung der Transfektanten uber MHC/Peptid-

Komplexe

Die Aktivierung von T-Lymphozyten im Kdorper geschieht iiber die Bindung des spezifischen
Peptids, welches durch das MHC-Molekiil auf der Zelloberfliche einer APZ prisentiert wird
und bewirkt eine Sekretion von IL-2. Der gleiche Vorgang kann bei den Maus-Hybridomzellen
IJM22 beobachtet werden, wenn man diese mit dem auf HLA-A*02 présentierten flu-Peptid 58-
66 aktiviert.

Hierzu wurden am Vortag 3x10* Maus-LTK-Zellen, die mit dem entsprechenden humanen
HLA-Molekiil HLA-A*02 transfiziert waren, in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte ausgesét und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Diese Antigen-priasentierenden Zellen (APZ) wurden am
folgenden Tag fiir 4-6 Stunden mit dem flu-Peptid (SuM) inkubiert, anschlieBend 4x10° Zellen
des zu testenden Maus-Hybridom-Transfektanten JM22 zugegeben und fiir 13-16 Stunden
inkubiert. Am nichsten Tag wurde die IL-2-Konzentration der Uberstinde im IL-2-ELISA

gemessen.
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4.9 Positional Scanning-Combinatorial Peptide Libraries (PS-CPL)

Um herauszufinden, welches Peptid bzw. Peptidmotiv der aus dem Patienten isolierte T-Zell-
Rezeptor erkennt, wurden Library-Experimente mit verschiedenen Positional Scanning-
Combinatorial Peptide Libraries (PS-CPL) durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf der
Degeneriertheit der TZR. Ein TZR erkennt nicht nur ein bestimmtes Peptid, das auf dem
entsprechenden MHC-Molekiil prasentiert ist, sondern mehrere verschiedene Peptide. Durch
diese Methode ist es moglich, zunédchst ein Peptidmotiv zu identifizieren, das durch den TZR
erkannt wird (z.B. aromatische AS an Position 3, negativ geladene AS an Position 7). Anhand
des Peptidmotivs konnen dann Kandidatenpeptide synthetisiert und einzeln auf ihre
Aktivierungsfahigkeit getestet werden. Die hier verwendete Neunerpeptid-Library bestand aus
180 synthetisch hergestellten Peptidmixen (degenerierte Peptide), wobei jedes Peptid aus neun
AS-Positionen bestand. Jeweils eine der neun mdglichen Positionen war bekannt, alle anderen
Positionen ein Gemisch aus allen 20 moglichen AS. Die degenerierten Peptide wurden
synthetisiert und bereitgestellt von Clementia Pinilla, San Diego, CA. Nachfolgende
Abbildung zeigt ein einfaches Beispiel einer solchen PS-CPL. Die Anzahl der Positionen
betragt hier drei, die Variabilitit ist eingeschrénkt auf vier verschiedene AS. Erhilt man ein
Signal in einem der Peptidmixe, ldsst sich so auf die an dieser Position vorhandene AS

schliefBen.

Beispiel:Peptid-Library bestehend aus Dreierpeptiden XXX
mit vier verschiedenen Aminosduren AR T G

a) Normale kombinatorische Library:
— 4’ =64 unterschiedliche Peptide

b) Positional Scanning Library:

OXX X0OX XXO
AXX XAX XXA
RXX XRX XXR
TXX XTX XXT
GXX XGX XXG

—  3x4 =nur 12 degenerierte Peptide (Peptidmixe)

Abb. 9: Prinzip der Positional Scanning-Combinatorial Peptide Library (PS-CPL)
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Als APZs wurden entweder die mit EBV immortalisierten B-Zellen des zu untersuchenden
Patienten oder die Maus-Fibroblastenzelllinie verwendet. Der Vorteil der autologen EBV-B-
Zellen ist, dass sie von sich aus bereits alle patientenspezifischen HLA-Molekiile auf der
Zelloberflache exprimieren. In die LTK-Zellen mussten diese zuvor hineintransfiziert werden.
Am Versuchstag wurden 2x10° EBV-B-Zellen in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte ausgebracht.
Die LTK-Zellen (3x10%well) wurden bereits einen Tag zuvor ausgebracht, um eine
vollstindige Adhédrenz zu gewdhrleisten. AnschlieBend wurde der Peptidmix in einer
Konzentration von 100ng/ml zugeben und fiir 4-6 Stunden im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden 4x10* Maus-Hybridomzellen, die mit dem entsprechenden TZR
transfiziert waren, zugegeben und 13-16 Stunden bei 37°C inkubiert. Am nédchsten Tag wurde
die IL-2-Konzentration der Uberstinde im IL-2-ELISA gemessen. Als Positiv-Kontrolle wurde
parallel eine Aktivierung mit einem AK gegen das murine CD3-Molekiil durchgefiihrt.

4.10 Interleukin 2-ELISA

Mit Hilfe des IL-2-ELISAs wurde die Menge an IL-2, die nach Aktivierung der Maus-
Hybridome ausgeschiittet wurde, gemessen. Hierfiir wurde das Mouse IL-2 ELISA Ready-
SET-Go Kit von eBioscience verwendet.

Am Vortag des Versuchs wurde eine entsprechende Anzahl an 96-Loch-Maxisorb-
Mikrotiterplatten (Nunc) mit je 50ul Capture-AK (1:250 in 1x Coating-Puffer) beschichtet und
tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am ndchsten Tag wurden nach dreimaligem Waschen mit
Waschpuffer (0,05% Tween 20 in PBS) die vorbereiteten Platten mit je 200ul 1x Assay-diluent
abgesittigt und eine Stunde bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte eine
zweistiindige Inkubation mit je 100ul IL-2-Uberstand. Zur Kontrolle des Versuchs wurde ein
in 1x Assay-diluent verdiinnter IL-2-Standard mit auf die Platte pipettiert. AnschlieBend wurde
der Zelliiberstand durch mehrmaliges Waschen entfernt und je 50ul Detektion-AK (1:250 in 1x
Assay-Diluent) aufgebracht. Nach einer einstiindigen Inkubation wurden je 50ul des Avidin-
HRP-AK in gleicher Verdiinnung in die Platte gegeben und eine halbe Stunde bei RT
inkubiert. AbschlieBend wurde die Platte siecbenmal mit Waschpuffer gewaschen und die
Farbereaktion mit je 100ul 1x TMB Substrat-Losung gestartet. Wenn das Signal stark genug
erschien bzw. nach maximal 15min wurde die Reaktion mit je 50ul Stopp-Losung (2N H,SO4)
abgestoppt. Die Féarbung wurde umgehend nach Abstoppen bei 450nm im ELISA-reader

gemessen.
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M1l. Ergebnisse

1. Detektion expandierter TZR-B-Ketten durch CDR3-
Spectratyping

Durch die CDR3-Spektratyping-Analyse wurde zunéchst getestet, ob das Patientenmaterial fiir
die Isolation expandierter Einzelzellen geeignet ist. Durch diese Methode erhilt man ein Bild
von der Verteilung und der Haufigkeit der einzelnen TZR-B-Ketten aller in den
Patientenbiopsien enthaltenen T-Lymphozyten. Eine auftretende monoklonale Expansion einer
TZR-B-Kette ist ein wichtiges Kriterium flir die mogliche Autoaggressivitit der T-
Lymphozyten, da sie auf eine Antigen-induzierte Immunantwort hindeutet.

Fir die Analyse wurde aus dem Biopsiematerial die RNA gewonnen, diese in cDNA
umgeschrieben und anschlieBend in die Spektratyping-Reaktion eingesetzt (I1.2.10). Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm Genescan 3.1.2.

Die Auswahl der Biopsien trafen wir aufgrund folgender Kriterien. Erstens mussten die
monoklonal erscheinenden Expansionen durch Sequenzierung iiberpriift werden, um sicher zu
gehen, dass es sich wirklich um eine monoklonale Expansion handelt. Es kann durchaus
vorkommen, dass die NDN-Regionen bei gleicher V- und J-Region zufillig gleich lang sind
und der Peak des Spektratypes deshalb optisch monoklonal erscheint. In der Sequenzierung
tritt jedoch eine polyklonale Sequenz auf. Zweitens spielte die Verfiigbarkeit des Antikdrpers
(AK) zum Férben der Biopsie eine entscheidende Rolle. Nicht fiir alle VB-Regionen sind AK
erhéltlich, auch die Sensitivitdt oder Spezifitit ist oft nicht ausreichend. Drittens musste man
die Anzahl konkurrierender TZR-JB innerhalb derselben TZR-Vf beachten. Da der AK
spezifisch fiir die V-Region ist, farbt dieser alle VB'-Zellen an, egal mit welchem NDNJ die V-
Region kombiniert ist. Die Wahrscheinlichkeit einen T-Lymphozyten mit einer falschen V-
JB-Kombination zu isolieren und zu amplifizieren ist geringer, wenn die Anzahl
konkurrierender JP moglichst klein ist.

Anhand der beschriebenen Kriterien haben wir aus den vorhandenen Myositisbiopsien zwei
Patienten ausgewdhlt, deren Muskelbiopsien geeignet erschienen: der Polymyositispatient
PM16488 sowie der EinschluBkorperchenmyositispatient IBM15551. Desweiteren haben wir
das Blut sowie die Biopsie des Multiple Sklerose-Patienten FE untersucht. Nachfolgend sind
die Spektratyping-Ergebnisse sowie die ausgewihlte VB-JB-Population der untersuchten

Patienten dargestellt.
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1.1 Expandierte TZR-B-Ketten des Patienten PM16488

Die Analyse der Muskelbiopsie des Polymyositispatienten PM 16488 anhand oben aufgefiihrter
Kriterien ergab acht TZR-V[(-JB-Kombinationen, die gegeniiber allen anderen Kombinationen
deutlich expandiert waren. Abb. 10a+b zeigt als Beispiel die VB1-JB1.2-Expansion, die spater

fiir die weitere Analyse ausgewéhlt wurde, sowie alle anderen V1-JB-Kombinationen.

1 TGTGC CAGCAGCGTAGGGGGAC T CTATGGCTACACCT
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Abb. 10a: CDR3-Spektratyping-Analyse der VI1-Jf1.2-Kombination des Patienten PM16488
mit Nukleotidsequenz,

Dargestellt ist die monoklonal expandierte TZR-[-Kette VI-NDN-JP1.2, die fiir die nachfolgende Analyse
ausgewdhlt wurde. Diese wurde durch das CDR3-Spekteatyping detektiert und zeigt eine relative
Fluoreszenzintensitit von etwa 700 Einheiten. Die Nukleotidsequenz zeigt einen Teil der V3I-NDN-Jf1.2-
Region.

Abb. 10b: CDR3-Spektratyping-Analyse aller V1-J[-Kombinationen des Patienten PM16488
Dargestellt sind die Ergebnisse der CDR3-Spektratyping-Analyse aller VpI1-Jp-Kombinationen.
Diese weisen keine signifikante Fluoreszenzintensitit im Gegensatz zur ausgewdhlten Kombination

auf.

Tabelle 1 zeigt die Auswahl aller expandierten VB-Jp3-Kombinationen des Patienten, sowie
einige Kriterien, die das Beflihrworten oder das Ablehnen der einzelnen Expansionen

begriindeten.
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. ) Relative
V-Region | J-Region . - Anmerkung
Fluoreszenzintensitét
1 12 200 Hohe Expansior.l., AK bindet -sehr gut
— ausgewahlte Expansion
4 1.2 150 Kein AK erhéltlich
7 2.7 600 AK farbt unspezifisch
8 2.7 350 AK farbt nur maBig
9 1.2 350 AK férbt nur maBig
9 2.6 200 AK farbt nur maBig
14 L3 200 Hohe Expans.lon, AK bindet sehr. gut,
— Alternative zu V3 1-Expansion
15 2.5 300 Kein AK erhiltlich

Tabelle 1: Expandierte TZR-V 3-Ketten des Patienten PM16488

Auflistung aller expandierten V[-Jf-Kombinationen des Patienten PM16488. Die relative Fluoreszenz-
intensitdt liegt zwischen 150-800 Einheiten. Die rechte Spalte stellt Griinde dar, die fiir oder gegen die
weitere Analyse der einzelnen Kombinationen sprechen. Die expandierte [-Kette V1-NDN-J1.2 wurde als
beste Kombination ausgewdhlt.

Wie bereits erwihnt, haben wir die VB1-JB1.2-TZR-Kette zur weiteren Analyse ausgewdhlt.
Die Sequenzierung des Spektratype-Peaks ergab eine eindeutig lesbare Sequenz (Abb. 10a)
und bestétigt die monoklonale Expansion. Der AK gegen die variable Region der Vp1-Kette
ist erhiltlich und farbt sehr spezifisch. Desweiteren ist die Konkurrenz der VB1-JB1.2-Paarung
sehr gering (siche Abb. 10b). Die Expansionen der anderen VB1-JB-Paarungen zeigen nur eine
geringe relative Fluoreszenzintensitidt (zwischen 10 und 160) gegeniiber der ausgewéhlten

Paarung (ca. 700).

1.2 Expandierte TZR-B-Ketten des Patienten IBM15551

Dieselbe  Analyse wurde mit den CDR3-Spektratyping-Daten des EinschluB3-
korperchenmyositispatienten IBM15551 durchgefiihrt. Hier traten weitaus mehr V(-JB-
Kombinationen als monoklonale Expansionen auf. In der nachfolgenden Tabelle sind die

hochsten Expansionen aufgefiihrt.

) ) relative
V-Region | J-Region . - Anmerkung
Fluoreszenzintensitét

1 1.3 800 Zu schwache Expansion
1 2.2 400 Zu schwache Expansion

2 1.3 1000 Zu schwache Expansion

3 1.2 600 Zu schwache Expansion

59 57 1400 Hohe Expanéion, AK bindet sehr.gut,

— Alternative zu V23-Expansion

7 1.2 1600 AK farbt unspezifisch

11 2.2 1200 AK farbt nur miBig
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relative

V-Region | J-Region . - Anmerkung
Fluoreszenzintensitit
13.2 1.5 900 Kein AK erhéltlich
14 1.4 800 Zu hohe Konkurrenzexpansionen
14 2.2 800 Zu hohe Konkurrenzexpansionen
14 2.6 1200 Zu hohe Konkurrenzexpansionen
16 L2 1800 Hohe Expanéion, AK bindet sehr.gut,
— Alternative zu V23-Expansion

22 1.3 800 Zu hohe Konkurrenzexpansionen
22 2.3 1000 Zu hohe Konkurrenzexpansionen
23 11 1600 Hohe Expansion, AK bindet sehr gut

— ausgewahlte Expansion

Tabelle 2: Expandierte TZR-V 3-Ketten des Patienten IBM15551

Auflistung aller expandierten V-Jf-Kombinationen des Patienten IBM15551. Die relative Fluoreszenz-
intensitdt liegt zwischen 150-1800 Einheiten. Die rechte Spalte stellt Griinde dar, die fiir oder gegen die
weitere Analyse der einzelnen Kombinationen sprechen. Die expandierte [-Kette V323-NDN-JfI.1 wurde
als beste Kombination ausgewdhlt.

Nach der Analyse der Daten anhand der aufgefiihrten Kriterien wurde fiir den Patienten
IBM15551 die Expansion der V[23-JB1.1-TZR-Kette ausgewéhlt. Diese ist nachfolgend
zusammen mit der Nukleotidsequenz aufgefiihrt (Abb. 11). Mit einer relativen
Fluoreszenzintensitit von 1600 zéhlt diese V-JB-Kombination zu den Stirksten. Der AK férbt
spezifisch und sensitiv und auch die Sequenzierung des Peaks zeigt eine eindeutig

monoklonale Sequenz.

1500

750 J\ Lok 1 N I
i ; Iln '\ A\ ManV
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V23 NDN I

Abb. 11: CDR3-Spektratyping-Analyse der V23-Jf1.1-Kombination des Patienten IBM15551
mit Nukleotidsequenz,

Dargestellt ist die monoklonal expandierte TZR-[-Kette V23-NDN-Jf1.1 des Patienten IBM15551 mit einer
relativen Fluoreszenzintensitdt von etwa 1600 Einheiten. Diese wurde als beste Kombination fiir die weitere
Analyse ausgewdhlt. Die Nukleotidsequenz zeigt einen Teil der VF23-NDN-JpI.1-Region.

1.3 Expandierte TZR-B-Ketten des MS-Patienten FE

Wie bereits einleitend erwihnt, haben wir Daten fritherer CDR3-Spektratypes als Grundlage
der Analyse des MS-Patienten FE herangezogen. Das Spektratyping, durchgefiihrt mit
Hirngewebe 1996 sowie mit Blut 2001 durch Babbe et al. (2000). und Skulina et al. (2004),
zeigte eine eindeutige monoklonale Expansion der VB1-JB32.3-TZR-Kette. Diese Expansion

sowie die dazugehorige Sequenz sind in Abb. 12a dargestellt.
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Die gleiche Expansion konnten wir 2003 in einer erneuten Blutprobe des Patienten nochmals
detektieren (Abb. 12b). Dies beweist, dass eine klonale Expansion durchaus mehrere Jahre im
Korper des Patienten persistieren kann ohne sich zu verindern. Die CD87/VB1™ T-

Lymphozyten dieser Blutprobe wurden nun fiir die Suche nach TZR-Paaren verwendet.

2790 ﬁ _ 900
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Abb. 12a: CDR3-Spektratyping-Analyse der V[1-JB2.3-Kombination des Patienten FE aus der
Hirnbiopsie mit Nukleotidsequenz

Dargestellt ist die CDR3-Spektratyping-Analyse der monoklonal expandierten TZR-[-Kette V1-NDN-J[2.3,
welche aus der Hirnbiopsie des MS Patienten FE durch Babbe et al. durchgefiihrt wurde. Sie zeigt eine
realtive Fluoreszenzintensitdt von etwa 3000 Einheiten. Die Nukleotidsequenz zeigt einen Ausschnitt der V[3-
NDN-Jf-Region der beschriebenen Kette.

Abb. 12b: CDR3-Spektratyping-Analyse der VI-Jf2.3-Kombination des Patienten FE aus
Blutzellen

Dargestellt ist die 2003 durchgefiihrte CDR3-Spektratyping-Analyse aus dem Blut des Patienten FE, welche
die durch Babbe et al. detektierte V31-NDN-J32.3-Expansion bestitigt.

Weitere Blutanalysen 2005 konnten die V1-Expansion nicht mehr bestitigen, sondern zeigten
eine polyklonale Gaul3’sche-Verteilung. Der Grund hierfiir konnte laut behandelndem Arzt an
den Medikamenten liegen, die der Patient wihrend seiner Therapie bekommt. Die zuvor

schubformig verlaufende MS-Erkrankung wandelte sich zu einer sekundér progressiven MS.

2. Isolierung expandierter Einzelzellen aus Blut, Muskel- und
Hirngewebe

Durch das CDR3-Spektratyping wurden, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, die TZR-V3-
JB-Kombinationen ausgewaihlt, die fiir die Isolation und Analyse am geeignetsten erschienen.
Der folgende Abschnitt zeigt die verschiedenen Férbungen der Biopsien sowie die
anschlieBende Isolation der Einzelzellen. Zunéchst wird die Isolation von Einzelzellen aus dem
Muskelgewebe der beiden Myositispatienten PM16488 und IBM15551, anschlieBend die

Isolation aus Blut und Hirngewebe des MS-Patienten FE néher erldutert.
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2.1 Farbung und Isolierung expandierter Einzelzellen aus
Muskelgewebe der Myositispatienten PM16488 sowie IBM15551

Von beiden ausgewihlten Myositisbiopsien haben wir, wie unter I1.3.1 beschrieben, 10um
dicke Gefrierschnitte auf Objekttridger aufgebracht. Die Vp-Region des TZR wurde mit dem
entsprechenden AK gefarbt und die positiven Zellen durch Lasermikrodissektion aus dem
Gewebe isoliert. Die zur Isolation geeigneten T-Zellen mussten eine der nachfolgenden
morphologischen Kriterien erfiillen. Entweder mussten sie in engem physikalischen Kontakt
mit der Muskelfibrille stehen, eine kappenartige Struktur auf der Muskelfibrille ausbilden oder
die Muskelzelle invadieren. Nur bei solchen Zellen konnte man davon ausgehen, dass sie aktiv
an der Erkrankung beteiligt sind, diese vielleicht sogar auslosen. Alle anderen Zellen, sog.
,bystander-Zellen, wurden nicht beriicksichtigt, da sie moglicherweise nur durch
entziindungsbedingte Cytokinausschiittung angelockt wurden und nicht aktiv an der
Pathogenese beteiligt sind. Aulerdem durfte die Zielzelle nicht im Verband mit anderen Zellen

vorliegen, um so die Isolation einer einzelnen Zelle zu gewihrleisten.

2.1.1  Immunhistochemische Vorversuche auf Tonsillen- und

Muskelgewebe

Bevor die Farbung auf Biopsiegewebe durchgefiihrt werden konnte, mussten wir zunichst die
optimale Konzentration der verwendeten AK ermitteln. Hierfiir wurde Tonsillengewebe
verwendet, da dies reich an Lymphozyten ist. Spiter wurde das Ergebnis auf Muskelgewebe
bestdtigt. Wir filhrten sowohl Fluoreszenzfiarbungen als auch Farbungen mit alkalischer
Phosphatase (AP) durch. Anfangs, d.h. bei der Analyse der Patienten PM16488 sowie
IBM15551, wurde die Fluoreszenzfirbung lediglich dafiir benutzt, einen Uberblick iiber die
Menge und Verteilung der T-Lymphozyten in der Muskelbiopsie zu erhalten. Die
anschlieende Isolation von Zellen erfolgte aus AP-gefarbten Schnitten, da zu diesem
Zeitpunkt die Mikrodissektion von Zellen fluoreszenzgefdrbter Priaparate noch nicht moglich
war. Wéhrend der Analyse des MS-Patienten FE konnten auch fluoreszenzgefirbte Zellen
durch ein neues Lasermikrodissektionsgerit isoliert werden. Somit trat die AP-Fiarbung in den

Hintergrund.

Zur AK-Testfirbung brachten wir Tonsillenschnitte mit einer Dicke von 10pum auf
Glasobjekttriager auf und farbten diese mit einem AK gegen die V1-Region des TZR sowie
einem AK gegen das menschliche CD8-Molekiil. Der CD8-AK war direkt mit dem FITC-
Farbstoff gekoppelt, der unmarkierte VB1-AK musste mit einem Cy3-gekoppelten sekundéren

AK sichtbar gemacht werden. Die Pridparate wurden nach der Fiarbung mit einem Deckglas
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versehen, um die optimale Qualitit bei der mikroskopischen Analyse zu erhalten. Die spéteren
Farbungen zur Isolation von Zellen fiihrten wir auf Objekttrigern durch, die mit einer
speziellen Folie beschichtet und nicht mit einem Deckglas {iberlagert waren. Dies setzte die
Qualitit der Farbung zwar stark herab, war jedoch fiir die Isolation notwendig.

Abb. 13 zeigt die Testfarbung auf Tonsillengewebe mit dem AK gegen die V1-Region des
TZR bzw. gegen das menschliche CD8-Molekiil.

Abb. 13: Fluoreszenzaufnahmen von VI - bzw. CD8'-T-Lymphozyten aus Tonsillengewebe

A: Fluoreszenzfirbung VI -T-Lymphozyten aus Tonsillengewebe. Die eingesetzte AK-Konzentration des
anti VPI-AK betrug 1:200 in 2%Ziegenserum/2%BSA in PBS, die des Ziege-anti-Ratte-Cy3-AK betrug
1:100 in 2%Ziegenserum/2% BSA in PBS.

B: Fluoreszenzfirbung CD8 -T-Lymphozyten aus Tonsillengewebe. Die eingesetzte AK-Konzentration des
anti CD8-FITC-AK betrug 1:20 in 2%Ziegenserum/2%BSA in PBS.

Wir verwendeten den AK gegen die VB1-TZR-Kette in einer Verdiinnung von 1:200, der mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 markierte sekunddre AK in einer Verdiinnung von 1:100. Der

mit dem FITC-Farbstoff direkt markierte CD8-AK wurde 1:20 eingesetzt.

Um einen Uberblick iiber die Menge und Verteilung der T-Lymphozyten in der Muskelbiopsie
zu erhalten und um die getesteten AK auf dem Muskelgewebe zu iiberpriifen, wurde

anschlieBend Muskelgewebe mit den gleichen AK immunhistochemisch geférbt.

Abb. 14: Fluoreszenzaufnahme von CD8"-T-
Lymphozyten  aus  Muskelgewebe  des
Patienten PM16488

Fluoreszenzfirbung ~ CD8 -T-Lymphozyten — aus
Muskelgewebe des Patienten PM16488.

Die eingesetzte AK-Konzentration des anti CDS-
FITC-AK betrug 1:20 in 2%Ziegenserum/2%BSA in
PBS.

Der Pfeil markiert eine fokale T-Zell-Invasion in die
Muskelfibrille, ein  wichtiges  Kriterium  zur
Diagnose von PM.
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Die CD8-Ubersichtsfirbung (Abb. 14) zeigt eine fokale T-Zell-Invasion in die Muskelfibrille,
die mit einem Pfeil markiert ist. Solche Invasionen stellen ein wichtiges Kriterium zur
Diagnose der Polymyositis dar (Arahata und Engel, 1984). Diese dichten T-Zell-
Ansammlungen eignen sich jedoch nicht zur Isolation und Analyse, da es nicht mdglich ist,
eine einzelne Zelle zu isolieren.

Abb. 15 zeigt zwei Beispiele einer fiir die Isolation geeigneten VB17/CD8"-Zelle. Beide Zellen
liegen einzeln und nicht im Verband mit anderen T-Zellen vor und stehen im direkten Kontakt
mit der Muskelfaser. Hierfiir wurde die Biopsie mit dem AK gegen die V1-Region des TZR
sowie mit dem FITC-markierten AK gegen den Corezeptor CD8 gefirbt. Die Detektion des
VPB1-AK erfolgte durch den Cy3-markierten sekundiren AK. Nach der Uberlagerung der
beiden Bilder erkennt man, dass der V1 -T-Lymphozyt in rot gleichzeitig CD8 positiv ist
(grtin). Die doppelt positive Zelle erscheint gelb.

50pm y 4 S0pm S0pm

Sipm S0pum

S0pm

Abb. 15: Fluoreszenzaufnahmen von VBI'- byw CD8 -T-Lymphozyten aus Muskelgewebe des
Patienten PM16488

A und B: Fluoreszenzfirbung VI -T-Lymphozyten aus Muskelgewebe des Patienten PM16488. Die
eingesetzte AK-Konzentration des anti VPI-AK betrug 1:200 in 2%Ziegenserum/2%BSA in PBS, die des
Ziege-anti-Ratte-Cy3-AK betrug 1:100 in 2%Ziegenserum/2% BSA in PBS.

A’ und B’: Fluoreszenzfirbung CDS8 -T-Lymphozyten aus Muskelgewebe des Patienten PM16488. Die
eingesetzte AK-Konzentration des anti CD8-FITC-AK betrug 1:20 in 2%Ziegenserum/2%BSA in PBS.

A’ und B’’: overlay von A und A’ bzw. B und B’

Die VBI"/CD8"-Zellen sind mit einem Pfeil markiert.

Da wie bereits erwédhnt die Isolation der Einzelzellen der Patienten PM 16488 und IBM15551
mit AP-gefarbten Schnitten erfolgte, haben wir den VB1-AK sowie einen biotinylierten
sekunddren AK mit dieser Farbemethode auf Tonsillengewebe (Abb. 16A) und auf
Muskelgewebe getestet (Abb. 16B).
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Abb. 16: AP-Fiirbung von VBI'-T-Lymphozyten auf Tonsillengewebe sowie Muskelgewebe des
Patienten PM16488

A: AP-Firbung VI -T-Lymphozyten aus Tonsillengewebe. Die eingesetzte AK-Konzentration des anti V31-
AK betrug 1:100 in 2%Ziegenserum in TBS, die des Schaf-anti-Ratte-Biotin-AK 1:100 in 2%Ziegenserum in
7BS.

B: AP-Firbung VI -T-Lymphozyten aus Muskelgewebe. Die eingesetzte AK-Konzentration des anti VI-
AK betrug 1:100 in 2%Ziegenserum in TBS, die des Schaf-anti-Ratte-Biotin-AK 1:100 in 2%Ziegenserum in
TBS.

Die potentiell autoaggressiven T-Lymphozyten sind mit einem Pfeil markiert.

Sowohl der unmarkierte VB1-AK als auch der biotinylierte AK wurde in einer Verdiinnung
von 1:100 eingesetzt.

Die Féarbung des Muskelgewebes zeigt einige Zellen, die zur Isolation geeignet sind, da sie
engen Kontakt zur Muskelfibrille aufweisen. Diese sind mit einem Pfeil markiert. Es sind auch
viele bystander-Zellen zu sehen. Durch die Lasermikrodissektion ist jedoch moglich, nur die

relevanten Zellen zu isolieren.

2.1.2 Isolierung expandierter VB1* bzw. VB23* Einzelzellen der
Myositispatienten PM16488 bzw. IBM15551 durch Lasermikro-
dissektion

Nach dem AK-Test konnten wir mit der Isolation von VB1" Zellen des Patienten PM16488
beginnen. Hierfiir wurden Gewebeschnitte (Dicke 10um) auf Folienobjekttrager aufgebracht
und mit dem AK gegen die VP1-Region des TZR gefarbt. Wir verwendeten die Methode der
AP-Fiarbung, da zu diesem Zeitpunkt wie bereits erwdhnt die Isolation von Zellen
fluoreszenzgefdrbter Préparate noch nicht moglich war. Zur Isolation wurden die einzelnen
Zellen mit einem Laserstrahl aus dem Gewebe herausgeschnitten und durch einen gezielten
Laserschuss in das dariiber platzierte PCR-Reaktionsgefd3 katapultiert (siche Material und
Methoden 11.3.4).

Insgesamt isolierten wir 1230 VB1" Einzelzellen aus dem Biopsiematerial des Patienten
PM16488. In Abb. 17 ist eine Auswahl isolierter T-Zellen dargestellt, die spéter in der Analyse
durch die Einzelzell-RT-PCR sowohl fiir die TZR-B- als auch fiir die TZR-a-Kette ein
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positives Signal zeigten. Das linke Bild zeigt jeweils die AP-Fiarbung mit dem AK gegen die
VB1-Region vor der Isolation, das rechte Bild das Loch im Gewebeverband nach Katapulieren

der Zelle in das PCR-Gefal.

Zelle
225

-1
W Zelle
g 435

Zelle
458

Zelle
1506

Abb. 17: AP-Fiirbung von VpI'-T-Lymphozyten aus Muskelgewebe des Patienten PM16488 mit
anschliefiender Lasermikrodissektion

A-D: AP-Firbung VI -T-Lymphozyten aus Muskelgewebe des Patienten PM16488. Die eingesetzte AK-
Konzentration des anti VPI-AK betrug 1:100 in 2%Ziegenserum in TBS, die des Schaf-anti-Ratte-Biotin-AK
1:100 in 2%Ziegenserum in TBS.

Die potentiell autoaggressiven T-Lymphozyten sind mit einem Pfeil markiert.

A’-D’: Loch im Gewebeverband nach Katapultieren der Einzelzelle in das PCR-Gefdfs.

Das Gewebe ist auf einen Folienobjekttriger aufgebracht und liegt offen ohne Deckglas iiberschichtet vor.

Um die Zellen aus dem Gewebeverband durch Lasermikrodissektion isolieren zu konnen,
liegen die Proben auf Folienobjekttragern, trocken und ohne Deckglas vor. Dies ist der
Hauptgrund fiir den relativ schlechten morphologischen Zustand der Biopsie. Der trockene
Zustand erhoht die Lichtbrechung an den Rindern des Gewebes und verschlechtert die Qualitét

der Schnitte. Das Trocknen zerstort zudem an einigen Stellen den Zellverband, wodurch der T-
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Lymphozyt oftmals ein wenig entfernt von der Muskelfaser erscheint. Die zuvor gezeigten
Testfarbungen wurden unter optimalen Bedingungen, auf Glasobjektragern ohne Folie und mit
einem Deckglas tberlagert durchgefiihrt. Hierdurch erhédlt man eine wesentlich bessere
Qualitit. Der aus dem Gewebe ausgeschnittene Bereich erscheint im Verhiltnis zur Grof3e der
isolierten Zelle relativ groB3. Dies liegt an der Dicke des Laserstrahls, der die Zelle aus dem
Gewebeverband 16st. Der Bereich, der nach dem Ausschneiden vom Gewebe iibrig bleibt und
in das PCR-Reaktionsgefil} katapultiert wird, ist nicht viel groBer als die T-Zelle selbst. Ein
gewisser Sicherheitsabstand muss natiirlich eingehalten werden, damit die Zelle bei der
Isolation nicht beschidigt wird und dadurch RNA verloren geht.

Die Analyse der isolierten Zellen durch die Einzelzell-RT-PCR ist in Kapitel I11.3.2

beschrieben.

Aus dem Patient IBM 15551 isolierten und analysierten wir insgesamt 250 V23" Einzelzellen.
Die Patientenbiopsie war sehr klein, weshalb wir keine weiteren Zellen analysieren konnten.

Die Férbung erfolgte ebenfalls mit Alkalischer Phosphatase.

2.2 Farbung und Isolierung expandierter VB1* Einzelzellen aus Blut
und Hirngewebe des MS-Patienten FE

Wie in Punkt III.1.3 bereits aufgefiihrt, konnten wir bei dem MS-Patienten FE die 2001 im
Blut detektierte VB1-JB2.3 Expansion in einer frischen Blutprobe von 2003 wieder finden. Wir
analysierten daher zuniichst die CD8"/VB1" T-Lymphozyten dieser Probe, um die Hirnbiopsie
zuriickzuhalten. Um die CD8"/VB1" T-Lymphozyten zu isolieren, wurden die Zellen zunichst
auf CD8 sowie V1 sortiert. AnschlieBend wurden sie durch Picken mit der Pipette, FACS-
Sort oder Cytospin mit anschlieBender Lasermikrodissektion in PCR-Reaktionsgefale
tiberfiihrt. Insgesamt isolierten wir auf diese Weise 2500 CD8"/VB1" T-Zellen.

Nach der Analyse der Blutzellen untersuchten wir die Hirnbiopsie des MS-Patienten FE. Die
Farbung erfolgte auf Folienobjektragern und die Isolation konnte mit dem neuen
Lasermikrodissektionsgerdt unter Fluoreszenzbedingungen durchgefiihrt werden. Die
Fluoreszenzfarbung bringt im Gegensatz zur Fiarbung mit alkalischer Phosphatase enorme
Vorteile. Dies ist in Abschnitt II11.3.1.1 néher erldutert. Da sowohl bei dem MS-Patienten als
auch bei dem Patienten PM16488 eine VP1-Expansion vorlag, konnten die gleichen AK
eingesetzt werden. Aus der Hirnbiopsie wurden insgesamt 198 VB1" T-Lymphozyten isoliert.
Nachfolgende Abb. 18 zeigt CD8"/VB1™ T-Lymphozyten, die durch Lasermikrodissektion

isoliert und anschlieend analysiert wurden. Das linke Bild zeigt die CD8- das mittlere Bild die
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VB1-Farbung der T-Zelle. Das rechte Bild zeigt das Loch nach Isolation der Zelle aus dem

Gewebeverband.

S0pm Al . S0pm

S0pm 3 S0pm

Abb. 18: Fluoreszenzfiirbung von VPBI'- bzw. CD8'-T-Lymphozyten aus Hirngewebe des
Patienten FE mit anschliefiender Lasermikrodissektion

A und B: Fluoreszenzfirbung VI -T-Lymphozyten aus Hirngewebe des MS Patienten FE. Die eingesetzte
AK-Konzentration des anti VI-AK betrug 1:200 in 2%Ziegenserum/2% BSA in PBS, die des Ziege-anti-
Ratte-Cy3-AK 1:100 in 2%Ziegenserum/2% BSA in PBS.

A’ und B’: Fluoreszenzfirbung CDS"-T- ~Lymphozyten aus Hirngewebe des MS Patienten FE. Die eingesetzte
AK-Konzentration des anti CDS-FITC-AK betrug 1:20 in 2%Ziegenserum/2% BSA in PBS.

A’ und B’’: Loch im Gewebeverband nach Katapultieren der Einzelzelle in das PCR-Gefdf3

Das Gewebe ist auf einen Folienobjekttrdger aufgebracht und mit PBS iiberschichtet.

3. Analyse isolierter Einzelzellen durch die Einzelzell-RT-PCR

Nach der Isolation der T-Lymphozyten aus den Geweben sowie aus Blut wurden diese durch
eine speziell entwickelte Einzelzell-RT-PCR-Methode analysiert (I1.2.7.3). Im nachfolgenden
Kapitel sind zunichst einige Vorversuche aufgefiihrt, welche die Effizienz der Methode
aufzeigen sowie die anschlieBende Analyse der isolierten Einzelzellen der verschiedenen
Patienten.

Der Vorteil der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Einzelzell-RT-PCR-Methode besteht
darin, dass die TZR-o- und B-Kette derselben Einzelzelle amplifiziert werden kdénnen. Dies
war bisher noch nicht mdglich. Fiir die Amplifikation wurde die RNA zunichst mittels RT-
Primer in der konstanten Region der a- und B-Kette in cDNA umgeschrieben (RT-PCR) und
anschliefend beide Ketten durch eine Pri-Amplifikation vermehrt (a+p-Pra-Amplifikation).
Da wir fiir die Amplifikation der TZR-B-Kette klonspezifische Primer einsetzen konnten,
bekannt aus den CDR3-Spektratype-Daten, untersuchten wir die Zellen zuerst auf die
Expression der expandierten TZR-B-Kette (B-PCR). Positive Zellen wurden anschlieend auf

eine korrespondierende TZR-a-Kette hin analysiert (a-PCR). Durch die universellen Primer
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Sets war die uneingeschriankte Amplifikation aller theoretisch vorkommenden TZR-a-Ketten
moglich. Zuletzt untersuchten wir alle B’-Zellen nochmals mit klonspezifischen Primern gegen
die bereits detektierten a-Ketten. So konnte man die bereits gefundenen Ketten bestitigen und
moglicherweise weitere of3-Paarungen detektieren. Abb. 19 zeigt die Schritte der Einzelzell-

PCR sowie die relative Lage der eingesetzten Primer bzw. Primer Sets.
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Abb. 19: Schema der Einzelzell-RT-PCR-Methode mit relativer Lage der verwendeten Primer

Die Graphik zeigt die verschiedenen Schritte der Einzelzell-RT-PCR. Beginnend mit der RT-Reaktion, of-
Préamplifikation bis zur B-PCR. Die [§ -Zellen werden auf eine gepaarte a-Kette untersucht (a-PCR). Zur
Bestitigung der gefundenen und zur Detektion weiterer af-Pdrchen erfolgt eine PCR mit klonspezifischen
Primern gegen die bereits detektierten a-Ketten. Die Pfeile zeigen die relative Lage der verwendeten Primer.

Der gesamte Vorgang vom CDR3-Spektratyping {liber die Analyse der isolierten Zellen durch
die Einzelzell-RT-PCR bis hin zur Antigensuche ist in der Einleitung unter 1.7.2, Abb. 6

anhand eines Schemas dargestellt.

3.1 Bestimmung der Effizienz der Einzelzell-RT-PCR

In Vorversuchen testeten wir zunéchst die Effizienz der PCR-Methode. Als Testzelllinie wurde
die murine Hybridomzelllinie 58a'3” verwendet. Diese Zelllinie exprimiert keinen eigenen
TZR, kann aber mit menschlichen TZR transfiziert werden, die dann auf der Zelloberfldche
exprimiert werden. Wir konnten auf eine bereits vorhandene Transfektante der
Hybridomzelllinie 58ca’B zuriickgreifen, die einen VB17-Va2.3-TZR exprimiert. Diese
Transfektante wird nachfolgend als COP-1 bezeichnet. Fiir die Versuche zur Simulation eines
dualen TZR wurde eine zweite bereits vorhandene Transfektante verwendet, die als BBC9

bezeichnet wird und einen VP22-Va9-TZR exprimiert. Die Zellen wurden mittels Cytospin
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(I1.3.2) auf Folienobjekttrager aufgebracht, einzelne Zellen durch Lasermikrodissektion isoliert

und analysiert.

3.1.1 Effizienz fur die Amplifikation eines TZR ungefarbter sowie gefarbter

Zellen

Im ersten Vorversuch testeten wir die Effizienz der PCR ungeférbter Zellen sowie fluoreszenz-
bzw. AP-gefirbter Zellen. Die nicht gefarbten Zellen gaben Aufschluss iiber die generelle
PCR-Effizienz, die gefarbten Zellen iiber die Auswirkung einer Farbung auf die Qualitdt und
Stabilitdit der RNA. Alle isolierten Zellen wurden anschliefend mit der Einzelzell-RT-PCR
analysiert, wobei fiir die TZR-p-Kette klonspezifische Primer fiir VB17 (V3-17-for-out - COP-
1/17B-rev-out sowie VB-17-for-in - COP-1/17B-rev-in) und fiir die TZR-a-Kette universelle
Primer Sets eingesetzt wurden (Va-X;.,4 -for-out - Ca-rev-out sowie Va-Set a-e - Ca-rev-in).
Wir iiberpriiften nur diejenigen Zellen auf eine a-Kette, die ein positives Ergebnis in der -
Ketten-PCR lieferten. Die genauen Sequenzen der verwendeten Primer sind im Material und
Methodenteil aufgefiihrt (I1.1.6.1).

Die nachfolgende Tabelle =zeigt die Effizienz der Einzelzell-RT-PCR ungefarbter,

fluoreszenzgefarbter oder mit alkalischer Phosphatase gefarbter Zellen.

Anzahlzaerllle;ll}l/swrter VB17-Kette V\;le;_ I;l:t(tie
ungefarbt 89 49 (55%) 48 (54%)
fluoreszenzgefarbt 90 20 (22%) 15 (16,7%)
AP gefirbt 90 14 (15,5%) 6 (6,7%)

Tabelle 3: Analyse ungefiirbter sowie gefirbter COP-1-Einzelzellen durch Einzelzell-RT-PCR

Nach Isolation der COP-1-Einzelzellen wurden diese durch Einzelzell-RT-PCR analysiert. Die Analyse
ergab fiir die ungefirbten Zellen eine wesentlich hohere Effizienz (54%) als fiir die gefirbten Zellen
(fluoreszenzgefdrbt: 16,7%, AP-gefirbt: 6,7%).

Das Ergebnis zeigt, dass wir bei 55% der ungefdrbten Zellen ein PCR-Produkt detektieren
konnten. Fast alle Zellen, die eine B-Kette zeigten waren auch positiv fiir die a-Kette. Eine
Féarbung der Zellen setzt die Effizienz der PCR-Methode deutlich herab, wobei die Fiarbung

mit fluoreszenzmarkierten AK (16,7%) ein besseres Ergebnis zeigt als die Fiarbung mit

alkalischer Phosphatase (6,7%).

Abb. 20 zeigt einen Teil der TZR-B-Ketten-Analyse isolierter COP-1-Einzelzellen. Die
Amplifikation der TZR-VB17-Kette mit klonspezifischen Primern lieferte das erwartete
Produkt von 150bp.

67



II1. Ergebnisse

M 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 1314 15 16

400bp
300bp
200bp
100bp

Abb. 20: Analyse der TZR-[fKette isolierter COP-1-Einzelzellen mit Einzelzell-PCR

Dargestellt ist eine Auswahl analysierter COP-1-Einzelzellen. Die isolierten Zellen wurden mit
klonspezifischen Primern gegen die V17-JB2.3-TZR-Kette untersucht. Das erwartete PCR-Produkt wies
eine Grofie von 150bp auf. Die Spuren 1,5,8,9,11-14 und 16 zeigen eine Bande in der richtigen Héhe.

Spur M: 100bp-DNA-Marker

Spur 1-16:  mit Einzelzell-PCR analysierte COP-1 Einzelzellen

Wir tberpriiften die amplifizierte Sequenz entweder durch Sequenzierung oder durch einen
Testverdau mit dem Restriktionsenzym HindIIl (Abb. 21). Das Enzym trennt ca. 14bp des
amplifizierten PCR-Produkts ab, sodass nur ein geringer Shift auf dem Agarosegelbild zu

erkennen ist.

M 1 23 4 56 7 8 9

400bp

300bp , ' 0l

-..Ei \ A
ISUVANI e
HindIif

100bp VIV YA

Abb. 21: Uberpriifung der VP17-PCR-Produkte der analysierten COP-1-Einzelzellen durch
einen HindIII-Restriktionsverdau und die dazugehoérige Nukleotidsequenz

Die PCR-Produkte der durch die [-PCR analysierten COP-I-Einzelzellen wurden durch einen
Restriktionsverdau mit HindIII auf ihre Richtigkeit iiberpriift. Das korrekt verdaute PCR-Produkt zeigt einen
kleinen Schift nach unten im Vergleich zur unverdauten Kontrolle.

Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 1-8: mit HindlIl verdaute V17-PCR-Produkte der analysierten COP-1-Einzelzellen
Spur 9:  unverdaute Kontrolle

Die Nukleotidsequenz zeigt einen Ausschnitt der V17-Kette der COP-1-Zellen mit der verwendeten HindIII-
Schnittstelle.

Die Amplifikation der TZR-o-Kette mit den universellen Primer Sets lieferte ein Signal in den
Sets ¢ und d (Abb. 22a). Dies ist durchaus mdglich, da durch die groBe Anzahl eingesetzter
Primer und durch die Ahnlichkeit der Primer untereinander die gleiche Sequenz von zwei
verschiedenen Primern amplifiziert werden kann. Die PCR-Produkte wurden ebenfalls
entweder durch Sequenzierung oder durch Restriktionsverdau mit Smal auf ihre Richtigkeit
iiberpriift. Der Smal-Verdau der TZR-a-Kette spaltet das PCR-Produkt in ein 110bp sowie ein
50bp groB3es Fragment (Abb. 22b).
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M 1 2 3 4 35 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Abb. 22a: Analyse der TZR-a-Kette V17" -COP-1-Einzelzellen mit Einzelzell-PCR

Die VS -COP-1-Zellen wurden mit den Vo-Primer Sets a-e auf die gepaarte a-Kette untersucht. Das
Agarosegel zeigt drei Beispiele. Das Signal in zwei Sets (c und d) ist darauf zuriickzufiihren, dass dieselbe
Sequenz durch verschiedene Primer amplifiziert werden kann, da sich manche Primer fiir verschiedene V-
Familien sehr dhnlich sind.

Spur M: 100bp-DNA-Marker

Spur 1-5: mit den Primer Sets a-e analysierte COP-1-Einzelzelle

Spur 6-10:  mit den Primer Sets a-e analysierte COP-1-Einzelzelle

Spur 11-12:  mit den Primer Sets a-e analysierte COP-1-Einzelzelle

M 1234567

g

30008 TR
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Abb. 22b: Uberpriifung der Va2.3-PCR-Produkte der analysierten V17 -COP-1-Einzelzellen
durch einen Smal-Restriktionsverdau und die dazugehorige Nukleotidsequenz

Die PCR-Produkte aus der a-PCR wurden durch einen Restriktionsverdau mit Smal auf ihre Richtigkeit
tiberpriift. Das korrekt verdaute PCR-Produkt zeigt zwei Banden bei 110bp bzw. 50bp im Gegensatz zur
unverdauten Kontrolle.

Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 1-6: mit Smal verdaute Va2.3-PCR-Produkte der analysierten COP-1-Einzelzellen

Spur 7:  unverdaute Kontrolle

Die Nukleotidsequenz zeigt einen Ausschnitt der Voa2.3-Kette der COP-1-Zellen mit der verwendeten Smal-
Schnittstelle.

3.1.2 Effizienz fiir die Amplifikation eines dualen TZR

Wie in der Einleitung bereits erwihnt, exprimieren 2-30% der T-Lymphozyten zwei TZR-o.-
Ketten, d.h. eine B-Kette ist mit zwei verschiedenen o-Ketten kombiniert (Padovan et al.,
1993; He et al., 2002; Prinz et al., 2002). Umstritten ist jedoch, ob die Zelle wirklich beide
TZR als funktionelles Molekiil auf der Oberfliche exprimiert, da man die zweite o.-Kette meist
nur auf RNA-Ebene nachweisen konnte (Padovan et al., 1993; Prinz et al., 2002). Aus diesem
Grund haben wir zusdtzlich getestet, ob es theoretisch moglich wire mit der dargestellten
Methode zwei TZR-a-Ketten gleichzeitig zu amplifizieren. Hierfiir haben wir wie bereits
erwihnt neben der VB17-Transfektante COP-1 ein weiteres Maus-Hybridom verwendet, das
den TZR VB22-Va9 exprimiert (BBC9). Diese Zellen wurden ebenfalls durch Cytospin auf
Objekttrager immobilisiert. Um T-Zellen mit zwei a-Ketten zu simulieren, haben wir je eine
Zelle des VB17- und eine des VP22-Hybridoms gemeinsam in den Deckel eines PCR-
Reaktionsgefies katapultiert und durch die Einzelzell-RT-PCR analysiert.
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In 60 der 90 analysierten Zellen konnten wir sowohl die COP-B-Kette als auch beide TZR-a-
Ketten detektieren. Dies beweilit, dass eine eventuell vorhandene zweite o-Kette mit groBBer
Wabhrscheinlichkeit detektiert werden wiirde. Die PCR-Produkte wurden wiederum mittels
Restriktionsverdau mit HindIIl (siehe Abb. 21) fiir die p-Kette und Mspl fiir die beiden o.-
Ketten iiberpriift (Abb. 23).

M1 23 4 56 7 89 10111213 14151617 1819
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Abb. 23: Uberpriifung der Va2.3- sowie der Va23-PCR-Produkte der analysierten COP-1 bzw.
BBC9-Einzelzellen durch einen Mspl-Restriktionsverdau

Die PCR-Produkte aus der a-PCR wurden durch einen Restriktionsverdau mit Mspl auf ihre Richtigkeit

tiberpriift. Die korrekt verdaute COP-a-Kette zeigt eine Doppelbande bei etwa 100 bp. Die korrekt verdaute

BBC-a-Kette zeigt eine Bande bei 68bp bzw. 154bp.

Spur M: 100bp-DNA-Marker

Spur 1-18:  mit Mspl verdaute Voa?2.3-sowie Va23-PCR-Produkte der analysierten COP-1- bzw. BBC9-
Einzelzellen

Spur 19: unverdaute Kontrolle

Durch Mspl-Restriktionsverdau konnten wir gleichzeitig sowohl die COP-1 als auch die
BBC9-TZR-a-Kette testen. Verdaute COP-Sequenzen ergaben eine Doppelbande bei ca.
100bp, die verdaute BBC-Sequenz zeigte eine Bande bei 68bp bzw. 154bp. Das Gelbild zeigt,
dass in den meisten Proben sowohl ein PCR-Produkt der COP-a-Kette als auch der BBC-a-

Kette vorhanden war. In einigen trat entweder die COP- oder die BBC-TZR-a-Kette auf .

3.2 Analyse der VB1* Einzelzellen des Patienten PM16488

Nachdem wir die Effizienz der Einzelzell-RT-PCR-Methode an einem Modell-System
bestimmt hatten, wurden anschlieBend alle vom Patienten PM16488 isolierten VB1'-T-
Lymphozyten analysiert. Nach der RT-Reaktion sowie der af-Pri-Amplifikation wurden die
Zellen zunédchst mit klonspezifischen Primern (V-1-for-out - 16488p-rev-out sowie V[3-1-for-
in - 16488B-rev-in) auf die TZR-B-Kette untersucht. Nur die positiven Zellen wurden mit den
universellen Primer Sets a-e auf eine korrespondierende TZR-o-Kette analysiert (Vo-X.4 -
for-out - Ca-rev-out sowie Va-set a-e - Co-rev-in; sieche Material und Methoden 11.1.6.1).

In 64 der 1230 VB1"-Zellen konnten wir die korrekte TZR-B-Kette detektieren (5,2%).
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Abb. 24: PCR-Produkte analysierter V1-JB1.2-positiver Einzelzellen des Patienten PM16488

Die isolierten Zellen wurden mit klonspezifischen Primern gegen die expandierte VI-Jp1.2-TZR-Kette
analysiert. Dargestellt ist die Analyse von vier Zellen, die sowohl fiir die [-Kette als auch spdter fiir die a-
Kette ein positives Ergebnis zeigten. Die entsprechende Bande ist jeweils mit einem Pfeil markiert.

A: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 225:  mit Einzelzell-PCR analysierte V1-Jf1.2-positive Einzelzelle Nummer 225

B: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 435:  mit Einzelzell-PCR analysierte V1-JB1.2-positive Einzelzelle Nummer 435

C: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 458:  mit Einzelzell-PCR analysierte V1-Jp1.2-positive Einzelzelle Nummer 458

D: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 1506:  mit Einzelzell-PCR analysierte V1-JB1.2-positive Einzelzelle Nummer 1506

Abb. 24 zeigt die PCR-Produkte der untersuchten Zellen 225, 435, 458 sowie 1506 der TZR-[3-
Ketten-Amplifikation, die bei weiterer Analyse eine gepaarte TZR-a-Kette aufwiesen. Die
PCR-Produkte haben eine GroBe von etwa 160bp. Zur Bestitigung der korrekten
Nukleotidabfolge wurden die PCR-Produkte sequenziert (Abb. 25). Die Nukleotidabfolge
stimmt mit der in Abb. 10a gezeigten Sequenz des CDR3-Spektratypes iliberein. Mit allen

anderen aufgetretenen PCR-Produkten verfuhr man in gleicher Weise.
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Abb. 25: Ausschnitt der V1-Jf1.2-Nukleotidsequenz des Patienten PM16488

Die Nukleotidsequenz zeigt einen Ausschnitt der expandierten TZR-[f-Kette VPI-JP1.2 des Patienten
PM16488, erhalten aus analysierten Einzelzellen.

Wir untersuchten die 64 positiven Zellen nun auf eine korrespondierende TZR-a-Kette. Da
nicht bekannt ist, welche a-Kette mit der B-Kette paart, setzten wir wie oben bereits erwihnt
universelle Primer Sets ein. Mit diesen Primer Sets war es moglich, alle theoretisch
existierenden TZR-o-Ketten zu amplifizieren.

In neun der 64 VB1'-Zellen konnte eine korrespondierende TZR-a-Kette gefunden werden
(0,7%), wobei sechs Zellen dieselbe Va2.2-Ja54 (Zellen 435, 504, 1049, 1085, 1235, 1246)
aufwiesen. Die anderen drei Zellen zeigten eine Vall-Ja31l (Zelle 225), Va20-Ja37 (Zelle
458) sowie eine Va23-Ja40 (Zelle 1506).
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Abb. 26: PCR-Produkte analysierter Va-positiver Einzelzellen des Patienten PM16488 und die
dazugehorige Nukleotidsequenz

Alle [8*-Zellen wurden mit den o-Primer Sets a-e auf eine gepaarte a-Kette analysiert. Gezeigt ist die
Analyse von vier Zellen, die jeweils eine unterschiedliche a-Kette exprimieren. Die entsprechende Bande ist
mit einem Pfeil markiert. Die Nukleotidsequenz zeigt je einen Ausschnitt aus der detektierten TZR-ca-Kette.
A: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur a-e: mit den Primer Sets a- e analysierte V1-Jf1.2-positive Einzelzelle Nummer 225

Ausschnitt der Nukleotidsequenz der Vall-Ja3I1-Kette

B: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur a-e: mit den Primer Sets a- e analysierte V1-Jf1.2-positive Einzelzelle Nummer 435

Ausschnitt der Nukleotidsequenz der Va2.2-Ja54-Kette

C: Spur M: 100bp-DNA-Marker

Spur a-e: mit den Primer Sets a- e analysierte V1-Jf1.2-positive Einzelzelle Nummer 458

Ausschnitt der Nukleotidsequenz der Va20-Ja37-Kette

D: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur a-e: mit den Primer Sets a- e analysierte V1-Jp1.2-positive Einzelzelle Nummer 1506
Ausschnitt der Nukleotidsequenz der Va23-Ja40-Kette

Abb. 26 zeigt die PCR-Produkte sowie die Nukleotidsequenz der TZR-o-Ketten. Es sind
lediglich die Ergebnisse von vier Zellen dargestellt, die jeweils eine der vier unterschiedlichen

o-Ketten exprimierten. Mit allen weiteren Kandidaten verfuhr man ebenso.

Um die detektierten a-Ketten zu bestitigen und moglicherweise noch weitere Paarungen zu
finden, untersuchten wir jede einzelne Zelle der 64 B'-Zellen nochmals mit klonspezifischen

Primern fiir die bereits detektierten vier TZR-a-Ketten (16488Va2.2-for-spec - 16488Va2.2-
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rev-spec; Va-11-for-in - 16488al1-rev-spec; Va-20-for-in - 16488a20-rev-spec; Va-23-for-
in - 16488a23-rev-spec; 11.1.6.1).

Dadurch konnten wir in den Zellen 225, 435, 458, 504, 1049, 1085, 1235, 1246, 1506 die
bereits gefundenen a-Ketten bestitigen, sowie in 14 Zellen eine weitere Voa2.2-Ja54
detektieren (1,9%). Die detektierten Gelbanden der Va2.2-Ja54 TZR-Kette sind in Abb. 27
dargestellt. Die anderen drei a.-Ketten traten nicht noch einmal auf.

Die Dominanz des TZR-Klons VB1-Va2.2 ist ein Hinweis auf seine pathogene Relevanz.

2 A N = D D P
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Abb. 27: Analyse VI1-JP1.2 positiver Einzelzellen des Patienten PM16488 mit klonspezifischen
Primern gegen die Va2.2-Jo45-TZR-Kette

Alle [ -Zellen wurden nochmals mit klonspezifischen Primern gegen die bereits detektierten o-Ketten
analysiert. Dargestellt ist die Analyse mit den Primern gegen die Va2.2-Ja54-Kette. Die Lage der
erwarteten PCR-Produkte ist mit einem Pfeil markiert.

Alle mit Zahlen gekennzeichneten Spuren zeigen sowohl ein positives PCR-Produkt als auch die korrekte
Sequenz der a-Kette in der anschliefsenden Sequenzierung.

Betrachtet man die Aminosduresequenz der vier detektierten TZR-a-Ketten (Abb. 28) wird
deutlich, dass drei Ketten eine Homologie in der CDR3-Region aufweisen. Lediglich die
Va23-Jo40-Kette féllt wegen ihrer negativ geladenen Asparaginsdure (D) aus dem Muster.
Die Aminoséduren der anderen Ketten sind alle klein und hydrophil. Da, wie in der Einleitung
bereits erwdhnt, die Bindung zwischen Antigen und TZR hauptsichlich tiber die CDR3-Region
geschieht, konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass die drei TZR ein &hnliches Antigen

erkennen.
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Va 2.2 -KLVE  Ja54
Va 11.1 -RLME  Ja31
Va 20.1 -KLIE  Ja37
Va 23.1 -KYIE Ja40

Abb. 28: Vergleich der Aminosdiuresequenz der CDR3-Region der vier detektierten TZR-o-
Ketten

Dargestellt ist die Aminosduresequenz der CDR3-Region der vier detektierten TZR-o-Ketten. Alle zeigen
eher kleine und hydrophile Aminosduren mit Ausnahme der negativ geladenen Asparaginsdure in der Va23-
Joad0-Kette.

Orange: konsensus Region; Griin: CDR3-Region; Grau: N-Region

3.3  Analyse der V23" Einzelzellen des Patienten IBM15551

Die 250 VB23"-Zellen des Patienten IBM15551 wurden ebenfalls mit dem gleichen Verfahren
der Einzelzell-RT-PCR analysiert.

In acht der 250 Zellen konnten wir die aus dem CDR3-Spektratyping bekannte expandierte
TZR-B-Kette VB23-JB1.1 detektieren (3,2%). Zwei der acht Zellen wiesen eine gepaarte TZR-
a-Kette auf (0,8%), eine Va4.2-Jad7 (Zelle 149) sowie eine Va23.1-Ja39 (Zelle 231). Die
nochmalige Analyse der acht VB23"-Zellen mit klonspezifischen Primern fiir Va4.2 sowie

Va23 ergaben keine neuen af3-Paarungen.
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Abb. 29: PCR-Produkte analysierter V23-Jf1.1-positiver Einzelzellen des Patienten IBM15551
und die dazugehorige Nukleotidsequenz,

Die isolierten Zellen wurden mit klonspezifischen Primern gegen die expandierte V[23-Jf1.1-TZR-Kette
analysiert. Dargestellt ist die Analyse von zwei Zellen, die sowohl fiir die p-Kette als auch spdter fiir die a-
Kette ein positives Ergebnis zeigten. Die entsprechende Bande ist jeweils mit einem Pfeil markiert.

A: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 149:  mit Einzelzell-PCR analysierte V323-Jf1.1-positive Einzelzelle Nummer 149

B: Spur M: 100bp-DNA-Marker

Spur 231:  mit Einzelzell-PCR analysierte V323-Jf1.1-positive Einzelzelle Nummer 231

Die Nukleotidsequenz zeigt einen Ausschnitt der expandierten TZR-[-Kette V[23-JB1.1 des Patienten
IBM15551, erhalten aus analysierten Einzelzellen.

Abb. 29 zeigt die PCR-Produkte der B-Ketten-Analyse der Zellen 149 und 231 sowie deren
Nukleotidsequenz. Beide Zellen lieferten die korrekte expandierte V23-JB1.1-Sequenz sowie
eine gepaarte TZR-a-Kette, gezeigt in Abb. 30. In Zelle 149 wurde eine Va4.2-Ja47 in Zelle
231 eine Va23-Ja39 identifiziert.

74



II1. Ergebnisse

149

B V23 N Ja39

Abb. 30: PCR-Produkte analysierter Va-positiver Einzelzellen des Patienten IBM15551 und die
dazugehorige Nukleotidsequenz

Alle [3*-Zellen wurden mit den Va—Primer Sets s a-e auf eine gepaarte a-Kette analysiert. Gezeigt ist die
Analyse von zwei Zellen, die jeweils eine unterschiedliche a-Kette exprimieren. Die entsprechende Bande ist
mit einem Pfeil markiert. Die Nukleotidsequenz zeigt je einen Ausschnitt aus der detektierten TZR o-Kette.

A: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 149:  mit Einzelprimern analysierte V323-Jp1.1-positive Einzelzelle Nummer 149

Ausschnitt der Nukleotidsequenz der Vad—Ja47-Kette

B: Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur a-e: mit den Primer Sets a- e analysierte V23-Jf1.1-positive Einzelzelle Nummer 231
Ausschnitt der Nukleotidsequenz der Va23—-Ja39-Kette

3.4 Analyse der VB1* Einzelzellen des MS-Patienten FE

Beim MS-Patienten FE untersuchten wir zundchst die isolierten Blutzellen. In 53 der 2500
CD8'/VB1"-T-Lymphozyten detektierten wir die aus dem Spektratyping bekannte expandierte
VB1-JB2.3-TZR-Kette (2,2%). In vier Zellen wurde eine identische Va7.2-Jal6 gefunden
(0,16%).

Aufgrund dieses a-Ketten-Verdachts analysierten wir 115 VB1'-Zellen aus dem Hirngewebe
mit klonspezifischen Primern gegen die Va7.2-Ja16 TZR-Kette anstatt mit den standardmaBig
verwendeten universellen Primer Sets (Va7.2 - Fe AV7.2J16-rev-2; Va7 Fe-2 - Fe AV7.2J16-
rev-3; Va7 Fe-3 - Fe AV7.2J16-rev-4; 11.1.6.1.5). Es konnten 15 Zellen mit der korrekten [3-
Kette (13%), jedoch keine korrespondierende o-Kette gefunden werden.

Nach Verbesserung des Firbeprotokolls (siehe 11.3.3.2) wurden erneut 83 VB1'-Zellen aus
dem Hirngewebe isoliert und analysiert. Da sich der a-Ketten-Verdacht nicht bestitigt hatte,
wurden fiir diese Analyse wieder die Primer Sets eingesetzt. Somit bestand die Mdoglichkeit
wieder alle a-Ketten detektieren zu kdnnen. Wir fanden in neun Zellen eine -Kette (10,8%)

jedoch keine korrespondierende a-Kette.
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4, Klonierung der rekombinanten TZR-Sequenzen des

Patienten PM16488 in Expressionsvektoren

4.1 Klonierungsstrategie

Nach der Analyse aller isolierten T-Lymphozyten durch die Einzelzell-RT-PCR, wurden die
interessanten TZR-Ketten rekonstruiert und in Expressionsvektoren kloniert. Da der Patient
PM16488 mit den vier verschiedenen TZR das vielversprechenste Ergebnis lieferte, wurden
diese TZR-Ketten kloniert.

Fiir die Klonierung amplifizierten wir die einzelnen Teile der TZR-o- bzw. B-Kette durch
PCR. Als Template fiir die V- bzw. J-Region diente die Lymphozyten-cDNA eines
unbeteiligten Spenders, da jeder Mensch das gesamte Repertoire an TZR-V bzw. J-Regionen
exprimiert. Als Template des spezifischen N(D)N-Bereichs diente das PCR-Produkt aus der
Einzelzell-RT-PCR. Mit Hilfe der eingesetzten Oligonukleotide wurden jeweils am 3’- sowie
am 5’-Ende entweder neue Restriktionsschnittstellen eingefiihrt oder die bereits in der Sequenz
vorhandenen Schnittstellen verwendet. Mithilfe dieser Schnittstellen erfolgte anschlieend die
Ligation der drei Fragmente und die Klonierung in den entsprechenden Expressionsvektor. Die
TZR-a-Kette wurde in den pRSVS5hygro-Vektor eingesetzt, die TZR-B-Kette nach einer
Zwischenklonierung in den Vektor pBRdel in den Endvektor pRSV5neo.

4.2 Klonierung der TZR-a-Ketten

4.21 Klonierung der VB1-TZR-Kette in den Vektor pRSV5neo

Wir amplifizierten die im CDR3-Spektratyping expandierte TZR-Kette VB1-JB1.2 in drei
PCR-Reaktionen mithilfe der im Material- und Methodenteil aufgefiihrten Oligonukleotide
(C_BV1 Sall lead - C BV1 Sacl rev; C BV1 Sacl for - C BV1_Afllll rev; C BV1_AflIIl
for - C_BVI1 Bglll rev; 11.1.6.2.1). Wir verdauten die erhaltenen PCR-Produkte mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen und ligierten diese. Nach einer erneuten PCR-Reaktion
auf die Ligation erhielten wir eine ausreichende Menge der kompletten TZR-3-Kette, um diese
in den Zwischenvektor pBRdel klonieren zu kénnen.

Der verwendete Zwischenvektor pBRdel (Abb. 31) enthilt die komplette Sequenz einer TZR-
B-Kette einschlieBlich des konstanten Teils. Da die konstante Region aller 3-Ketten identisch
ist, konnte das zuvor klonierte Produkt, welches lediglich aus dem V-NDN-J-Teil der TZR-B-
Kette bestand, durch Restriktionsverdau mit Sall und Bglll und anschlieBender Ligation

ausgetauscht werden.
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Sal | Bgl Il Bam HlI

(3403 bp} & VB NDN JB cp

Abb. 31: Schematische Darstellung des Subklonierungsvektors pBRdel

Uber die Sal I- und Bgl II-Schnittstellen konnten die rekombinierten V-NDN-J-DNA-Sequenzen der
p-Ketten ausgetauscht und dabei in pBRdel mit der Sequenz des konstanten Bereichs zu vollstindig
kodierenden TZR-Ketten verbunden werden.

AnschlieBend transformierten wir den Vektor mit dem VP1-TZR-Fragment mittels
Elektroporation (I1.2.2.2) in DH5a-Bakterienzellen, isolierten am folgenden Tag Kolonien von
der Agarplatte und detektierten positive Klone mittels PCR-Screening. Zwei Klone wurden
ausgewdhlt und nochmals durch Sequenzierung iiberpriift.

Nun konnte die komplette TZR-[-Kette aus dem Zwischenvektor pBRdel mittels Sall-BamHI-
Restriktionsverdau herausgeschnitten und in den ebenfalls Sall-BamHI geschnittenen

Zielvektor pRSV5neo hineinkloniert werden (Abb. 32).

Sall (13)
-
\/Bam HI (25)
Nde | (4527) ’
) sy R SI’“'O.,D
=y
_ * sall Bgl Il Bam HI
on
RSV5neo L - LDNJ' = I
(5108 bp) b b p
neo’
mp* Pvu Il (1612)
Sv40 Bgl Il (1878)

Pvull (1972)

Abb. 32: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pRSV5neo

Aus dem Subklonierungsvektor pBRdel wurden die volilstindigen TZR-DNA-Sequenzen iiber die
Schnittstellen Sal I und Bam HI herausgeschnitten und in den Expressionsvektor pRSV5neo umkloniert.

Wir analysierten die erhaltenen Klone durch PCR-Screening und {iberpriiften jeweils zwei
ausgewdhlte Klone durch Sequenzierung.
Nach Bestétigung der Sequenz bereiteten wir die Kette fiir die Transfektion in die Maus-

Hybridomzelllinie vor.

77



II1. Ergebnisse

4.2.2 Klonierung der TZR-a-Ketten in den Vektor pRSV5hygro

Die Klonierung der vier TZR-a-Ketten Va2.2-Ja54 (Zelle 435), Vall-Ja31 (Zelle 225),
Va20 -Ja37 (Zelle 458) sowie Va23-Jad40 (Zelle 1506) erfolgte nach dem gleichen Prinzip
wie die Klonierung der TZR-Kette VB1-JB1.2, jedoch ohne Zwischenklonierung in den Vektor
pBRdel. Die oa-Ketten wurden sofort nach Amplifikation und Ligation in den
Expressionsvektor pRSV5hygro kloniert, der wiederum bereits den konstanten Teil der TZR-

a-Kette enthielt. Die Primer fir die Rekonstruktion sind im Material und Methodenteil unter

I1.1.6.2.1 aufgefiihrt.

Als Beispiel ist hier die Klonierung der TZR-a-Kette Va2.2-Ja54 aufgefiihrt. Durch eine
giinstige Platzierung der Oligonukleotide war es moglich, die TZR-Kette aus zwei und nicht
aus drei Fragmenten zusammenzusetzen.

Nach Amplifikation beider Fragmente mit den Primern C_AV2 Sall lead gegen
C _AV2 BsrDIrev sowie C_AV2 BsrDI for gegen C_AV2 Pvull rev, verdauten wir diese mit
dem Restriktionsenzymen BsrDI und ligierten sie miteinander. Nach Amplifikation des
Ligationsproduktes und Restriktion mit Sa/l und Pvull klonierten wir das Fragment in den
ebenfalls Sall-Pvull verdauten Expressionsvektor pRSV5hygro.

Die Ligation wurde in die Bakterienzellen DH5a. transformiert, die erhaltenen Kolonien durch

PCR-Screening analysiert und ein korrekter Klon zur Transformation vorbereitet.

5. Expression der TZR-of3-Ketten im Maus-Hybridom 58a 3"

Nach der Rekonstruktion der B- sowie der vier a-Ketten des Patienten PM 16488 konnten die
VB1-JB1.2-Kette mit jeweils einer der vier a-Ketten in die Maus-Hybridomzelllinie 58c 3
mittels Elektroporation cotransfiziert werden. Der Vorteil dieser Hybridomzelllinie ist, dass sie
selbst keinen eigenen TZR, jedoch den murinen CD3-Komplex sowie alle ndtigen Molekiile
zur Signaliibertragung exprimiert. Lediglich den CD8-Corezeptor mussten wir, wie in 11.4.6

beschrieben, zusétzlich in die Zelle transfizieren.

5.1 Cotransfektion der af-Ketten

Vor der Transfektion wurde die TZR-B-Kette durch Ndel, die TZR-a-Ketten durch Xmnl
linearisiert und durch Ethanol/NaAcetat gefillt. Dies ist fiir die B-Kette sowie die Va2.2-Ja54
in Abb. 33. dargestellt. Die Linearisierung der Ketten erleichtert den Einbau der TZR-Sequenz

in das Genom der Zelle und somit eine stabile Expression des TZR.
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10.0kbp
3.0kbp
2.0kbp

Abb. 33: Uberpriifung der Linearisierung der VB1-JPI1.2-TZR-Kette durch Restriktionsverdau
mit Ndel und der Va2.2-Ja54-TZR-Kette durch Restriktionsverdau mit Xmnl

Die TZR-c-und [-Kette wurde durch einen Restriktionverdau mit Ndel fiir die f-Kette und Xmnl fiir die o-
Kette linearisiert und der Erfolg auf einem Agarosegel iiberpriift.

Spur M:  100bp-DNA-Marker

Spur 1:  unverdaute Kontrolle

Spur 2:  mit Ndel linearisierte V31-Jf1.2-TZR-Kette

Spur 3:  unverdaute Kontrolle

Spur 4:  mit Xmnl linearisierte Va2.2-Ja54-TZR-Kette

Die Transfektion wurde wie unter 11.4.5.1 beschrieben durchgefiihrt. Nach zwei bis drei
Wochen G418- sowie Hygromycin B-Selektion expandierten einzelne Antibiotika-resistente
Zellklone. Sie tolerierten auch Antibiotika-Konzentrationen, die weit iiber den Werten lagen,

die wir bei untransfizierten 58a 3" in Antibiotika-Konzentrationsreihen ermitteln konnten.

5.2 Charakterisierung der Transfektanten

5.2.1 Charakterisierung der Transfektanten mittels FACS-Analyse

Wir analysierten die isolierten Zellklone anschliefend mittels FACS-Analyse auf ihre TZR-
Oberflachenexpression. Hierfiir verwendeten wir einen AK gegen die murine CD3e-Kette,
sowie einen AK gegen die menschliche TZR-VB1-Region. Die TZR-a-Ketten konnten mittels
FACS-Analyse nicht tliberpriift werden, da lediglich fiir die Va2.3, Val2 sowie die Vo24-
Region ein AK erhéltlich ist (Arstila et al.; 1999). Es ist jedoch bekannt, dass der TZR-
Komplex nur an der Oberfldche exprimiert wird, wenn die a- und B-Kette des TZR sowie alle
CD3-Ketten korrekt von der Zelle synthetisiert werden (Blumberg et al., 1990).

Abb. 34 zeigt beispielhaft die positive FACS-Analyse der Transfektante 435 (VB1-Va2.2). Die
anderen Transfektanten zeigen ein identisches Ergebnis. Es tritt jeweils ein deutlicher Schift
gegeniiber der Isotypkontrolle sowohl bei der anti-CD3e- als auch der anti-VB1-Féarbung auf.
Dies beweist die TZR-Expression auf der Zelloberfliche. Als Negativkontrolle wurde
zusitzlich eine Farbung mit einem AK gegen die VPB17-TZR-Kette durchgefiihrt, welche nicht

auf der Zelloberfliche exprimiert wird.
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~ anti-CD3e 1 ' anti-Vp1| e anti-VpI7|

Abb. 34: FACS-Analyse der transfizierten Hybridomzellen zum Nachweis der CD3- bzw. VI-
Expression auf der Zelloberfliche am Beispiel der Transfektante 435 (VPI-Va2.2)

In einer FACS-Analyse wurde die Oberflichenexpression des CD3- sowie des VpI-Molekiils der TZR-
Transfektanten iiberpriifi. Beispielhaft ist hier eine FACS-Analyse der Transfektante 435 (VPI-Va2.2)
dargestellt, welche ein positives Ergebnis zeigte. Als Negativkontrolle wurde eine Firbung gegen eine nicht
exprimierte TZR-[3-Kette (V517) durchgefiihrt.

A: Transfektante 435 nach Fdrbung mit dem AK gegen murines CD3

B: Transfektante 435 nach Farbung mit dem AK gegen humanes V{31

C: Transfektante 435 nach Féirbung mit dem AK gegen humanes V317 als Negativkontrolle

5.2.2 Charakterisierung der Transfektanten durch Aktivierung mittels
Antikorper

AnschlieBend testeten wir die Klone auf ihre Aktivierbarkeit mittels AK. Dies erfolgte durch
eine Aktivierung mit dem auch in der FACS-Analyse verwendeten AK gegen CD3eg. Die
aktivierte Hybridomzelle gibt IL-2 ins Medium ab, das dann mittels IL-2-ELISA gemessen
werden kann (I1.4.10). Abb. 35 zeigt die Konzentration des IL-2 im Uberstand der vier
Transfektanten. Als Negativkontrolle wurde jeweils die Isotypkontrolle des CD3e-AK
mitgefiihrt (Hamster IgG).

Aktivierung der TZR-Transfektanten
von PM16488 durch den CD3e-Antikorper

25
20
E 15
£
8 10
A
1]
& & :
c?‘b &\(? (;Qﬂj at\cgj & ééj (,0? é\ﬂgj
P & & &
F F & i
225 435 458 1506

Abb. 35: IL-2-ELISA der vier TZR-Transfektanten nach Aktivierung durch den CD3-Antikéorper

Durch eine Aktivierung mit dem CD3&AK wurde die Fihigkeit der Transfektanten, IL-2 zu sekretieren
tiberpriift. Hierfiir wurden die Zellen 13-16h in mit AK beschichteten 96-Lochplatten inkubiert und das ins
Medium abgegebene IL-2 am ndichsten Tag in einem IL-2-ELISA gemessen. Als Negativkontrolle wurde eine
Hamster-Isotypkontrolle verwendet. Alle vier Transfektanten 225, 435, 458 und 1506 zeigten eine deutliche
IL-2-Ausschiittung.

Auf der x-Achse sind die Namen der vier verschiedenen Transfektanten, auf der y-Achse die Menge an
ausgeschiittetem IL-2 in ng/ml angegeben.
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5.2.3 CD8-Transduktion der Transfektanten durch Retroviren

AnschlieBend wurde mittels retroviraler Transduktion die genetische Information fiir den
menschlichen CD8-Corezeptor in die Maus-Hybridome gebracht. Hierfiir verwendeten wir die
Verpackungszelllinie GP+E 86, welche zuvor mit einem retroviralen Vektor, der das Gen fiir
den menschlichen CD8-Corezeptor trigt, transfiziert wurde. Die Virionen, die nun von der
Verpackungszelllinie produziert werden, infizieren die Zielzellen und das {ibertragene Gen
wird exprimiert.

Die Transduktion wurde wie unter I1.4.6 beschrieben durchgefiihrt und der Erfolg der
Transduktion mittels FACS-Analyse tliberpriift. Hierfiir verwendeten wir einen AK, der gegen
die B-Kette des CD8-Molekiils gerichtet ist. Die erfolgreiche Virustransduktion ist in Abb. 36
dargestellt.

anti-CD8 [ anti-CDS8 { anti-CD8 . anti-CD8

A 225 B 435 C 458 D 1506

Abb. 36: FACS-Analyse der transfizierten Hybridomzellen zum Nachweis der CD8-Expression
auf der Zelloberfliche

In einer FACS-Analyse wurde die Oberflichenexpression des CD8-Molekiils der TZR-Transfektanten nach
der retroviralen Transduktion iiberpriift. Alle vier Transfektanten zeigten ein positives Ergebnis.

Mit diesen TZR- und CD8-positiven Transfektanten war nun eine Antigensuche moglich.

6. TZR JM22 als Modell-System fur die Antigensuche

Als Modell fiir die Antigensuche klonierten wir einen weiteren TZR, der aus der Literatur als
JM22 bekannt ist (Moss et al., 1991). Dieser TZR besteht aus einer Va10-Jad2- sowie einer
VB17-Jp2.7-Kette. Er erkennt das Peptid 58-66 (GILGFVFTL) des Influenza A Matrix
Proteins, genannt flu, wenn dieses auf HLA-A*(02 prisentiert wird. Das flu-Antigen wurde
sowohl als synthetisches Peptid eingesetzt als auch in ein Expressionsplasmid kloniert und in
die APZ transfiziert. Der Einsatz des synthetischen Peptids simuliert die Zugabe der Library-
Peptidmixe zu den Zellen. Es erfolgt hier eine Beladung der MHC-Klasse I-Molekiile von
auBBen. Bei der Transfektion des flu-Konstruktes in die HLA-A*02 positiven APZ wird das
Peptid in der Zelle auf MHC-I-Molekiile gebunden und iiber den MHC-Klasse I-

Prisentationsweg auf der Zelloberfldche prisentiert.
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6.1 Klonierung der TZR-op-Kette und Expression im Maus-
Hybridom 58a

Die Klonierung der o- und B-Kette des TZR JM22 erfolgte mit den im Material- und
Methodenteil unter 11.1.6.2.2 aufgefiihrten Oligonukleotiden (JM22 Vbeta for; IM22 Vlbeta
rev; JM22 AV10 lead; IM22 VJalpha rev; JM22 Jalpha for).

Die TZR-B-Kette VB17-JB2.7 konnte mittels geschickter Auswahl an Oligonukleotiden aus
zwei bereits vorhandenen TZR-Konstrukten zusammengefiigt werden. Die TZR-a-Kette
Val0-Ja42 wurde komplett aus Lymphozyten-cDNA eines unbeteiligten Spenders
amplifiziert.

Nach Elektroporation in DH5a-Bakterienzellen konnten wir positive Klone mittels PCR-
Screening detektieren und durch Sequenzierung iiberpriifen.

AnschlieBend transfizierten wir die beiden linearisierten und gefillten TZR-Ketten wie die
TZR-Ketten des Patienten PM 16488 durch Elektroporation in die Hybridomzelllinie 58ap".
Die nach zwei bis drei Wochen auftretenden einzelnen Antibiotika-resistenten Zellklone

wurden isoliert und charakterisiert.

Wie in II1.5.2 bereits beschrieben charakterisierten wir die erhaltenen Zellklone durch FACS-
Analyse sowie Aktivierung mittels AK. Fiir die FACS-Analyse verwendeten wir den AK
gegen die murine CD3e-Kette sowie den AK gegen die menschliche VPB17-Region. Als
Negativkontrolle diente eine Farbung mit dem AK gegen die V1-Region, welche nicht auf der
Zelloberfldche exprimiert wird. Die Aktivierung der Transfektante erfolgte durch den anti-
CD3e-AK. Als Negativkontrolle wurde die Isotypkontrolle Hamster IgG eingesetzt.

Die FACS-Analyse in Abb. 37a zeigten einen deutlichen Schift sowohl bei der CD3e- als auch
der VB17-Farbung gegeniiber der Isotypkontrolle. Dies beweist eindeutig die Expression der
TZR-Molekiile auf der Zelloberflache.

Auch die IL-2-Abgabe der Maus-Hybridome nach der AK-Aktivierung gemessen durch einen
IL-2-ELISA zeigt eine ausreichende Funktionalitit der Transfektante Abb. 37b.

Wie unter Punkt III.5.2.3 bereits beschrieben, wurde auch die JM22-Transfektante durch
retrovirale Transduktion mit dem humanen CD8-Corezeptor transduziert und der Erfolg mittels
FACS-Analyse mit dem AK gegen die B-Kette des CD8-Molekiils iiberpriift (Ergebnis hier
nicht gezeigt).
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Aktivierung der TZR-Transfektante JM22
durch den CD3e-Antikérper

anti-CD3e anti-Vp17 anti-V[1

IL2 (ngimi)
=

CD3e Hamster IgG

Abb. 37a: FACS-Analyse der JM22-TZR-Transfektante zum Nachweis der CD3- bzw. VI7-
Expression auf der Zelloberfliche

In einer FACS-Analyse wurde die Oberflichenexpression des CD3- sowie des V[17-Molekiils der TZR-
Transfektante JM22 iiberpriift, welche ein positives Ergebnis zeigte. Als Negativkontrolle wurde eine
Férbung gegen eine nicht exprimierte TZR--Kette (V1) durchgefiihrt.

anti-CD3:  JM22 nach Fdarbung mit dem AK gegen murines CD3

anti-VPI7:  JM22 nach Fdarbung mit dem AK gegen humanes V17

anti-VpI: JM?22 nach Férbung mit dem AK gegen humanes VI als Negativkontrolle

Abb. 37b: IL-2-ELISA der JM22-TZR-Transfektante nach Aktivierung durch den CD3-
Antikorper

Durch eine Aktivierung mit dem CD3g-AK wurde die Fihigkeit der Transfektante, IL-2 zu sekretieren
tiberpriift. Hierfiir wurden die Zellen 13-16h in mit AK beschichteten 96-Lochplatten inkubiert und das ins
Medium abgegebene IL-2 am ndichsten Tag in einem IL-2-ELISA gemessen. Als Negativkontrolle wurde eine
Hamster-Isotypkontrolle verwendet. Die Transfektante JM2?2 zeigte eine deutliche IL-2-Ausschiittung.

6.2 Ermittlung der Empfindlichkeit des TZR JM22 durch
Peptidtitration

Um herauszufinden, wie stark die JM22-Transfektante, durch das synthetische Peptid flu 58-66
aktiviert werden kann und welche Peptid-Konzentration am geeignetsten ist, fithrten wir eine
Peptidtitration durch. Hierzu wurden HLA-A*02-positive LTK-Zellen ausgebracht und sechs
Stunden mit unterschiedlichen flu-Peptid-Konzentrationen inkubiert bevor die JM22-
Transfektante zugegeben wurde. Am nichsten Tag erfolgte die Messung der IL-2-

Konzentration in den Uberstinden.

Abb. 38: Peptidtitrationskurve der Transfektante
Peptidtitration flu 58-66 JM22 nach Aktivierung durch das synthetische flu-
Peptid 58-66

& Zur  Uberpriifung  der  Aktivierbarkeit ~der JM22

C Transfekante durch das synthetische flu-Peptid 58-66,

C wurden HLA-A*02 positive LTK-Zellen 6h mit

18 verscheidenen Konzentratinonen an Peptid beladen und

anschliefend 13-16h mit der JM22 Transfektante

inkubiert. Die Menge an ausgeschiittetem IL-2 wurde am
folgenden Tag durch einen IL-2-ELISA gemessen.

& & & §&F Die x-Achse zeigt die Menge an eingesetztem flu-Peptid,

die y-Achse die optische Dichte gemessen bei 450nm.

00 (450nm)

1.0
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Abb. 38 zeigt die Peptidtitrationskurve der JM22-Transfektante aktiviert durch das
synthetische flu-Peptid 58-66. Ab einer eingesetzten flu-Konzentration von 500nM erreicht das
Signal einen Sittigungswert, weshalb diese Konzentration fiir zukiinftige Versuche eingesetzt
wurde. Ab einer Konzentration von weniger als 5nM ist kein Aktivierungssignal mehr zu

detektieren.

Da wir nun sowohl die mit dem TZR des Patienten PM16488 transfizierten Maus-
Hybridomzellen als auch die Modelltransfektante JM22 auf ihre Funktionalitit getestet hatten,

konnten wir mit der Suche nach einem moglichen Peptid beginnen.

7. Versuch der Aktivierung der Transfektanten durch ein
muskelspezifisches Autoantigen oder ein ubiquitar
exprimiertes Selbstantigen

Zunichst untersuchten wir, ob die TZR-Molekiile des Patienten PM 16488 moglicherweise ein
muskelspezifisches Autoantigen oder ein ubiquitdr exprimiertes Selbstantigen erkennen.
Hierzu wurden die menschliche Rhabdomyosarkom Zelllinie TE671 und die autologen EBV-
B-Zellen des Patienten PM16488 mit den TZR-transfizierten Maus-Hybridomzellen

cokultiviert und eine mogliche Aktivierung im IL-2-ELISA gemessen.

71 Versuch der Aktivierung durch ein muskelspezifisches
Autoantigen der menschlichen Rhabdomyosarkom Zelllinie
TE671

Ob es sich bei dem gesuchten AG um ein muskelspezifisches Peptid handelt, testeten wir
mithilfe der menschlichen Rhabdomyosarkom Zelllinie TE671. Da die TE671-Zelllinie eine
Muskelzelllinie ist, sollte das gesuchte Protein auch in diesen Zellen exprimiert und das
prasentierte Peptid vom TZR-Transfektanten erkannt werden und diesen aktivieren. Da die
Zelllinie jedoch nicht die patientenspezifischen HLA-Klasse-I-Molekiile exprimiert,
transfizierten wir zundchst alle fiir den Patienten PM16488 spezifischen HLA-Konstrukte

mittels Elektroporation in die Zellen.
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7.1.1 Expression der HLA-Molekile auf TE671-Zellen

Der Patient PM 16488 exprimiert die HLA-Klasse I-Molekiile HLA-A*02, HLA-A*26, HLA-
B*08, HLA-B*38, HLA-Cw*07 sowie HLA-Cw*1203. Die Detektion und Klonierung der
HLA-Molekiile wurde durch einen Gastforscher durchgefiihrt, so dass die Plasmide fiir diese
Arbeit bereits vorlagen. Nach Linearisierung der Plasmide mit Xmn/ wurden diese in die
Transfektion eingesetzt. Die nach etwa 14 Tagen auftretenden Zellklone wurden isoliert,

expandiert und auf ihre Expression getestet.

7.1.1.1 Charakterisierung der HLA-A*02-Transfektanten mittels FACS-

Analyse

Eine vollstaindige Analyse der Oberflichenexpression war nur bei den HLA-A*02-
Transfektanten mdglich, da nur fiir dieses HLA-Molekiil ein spezifischer AK vorhanden war.
Alle anderen AK, z.B. solche, die gegen die gesamten HLA-A- oder HLA-B-Molekiile sowie
alle MHC-Klasse 1 Molekiile gerichtet sind, zeigten Kreuzreaktivitdt mit den konstitutiv
exprimierten HLA-Molekiilen der Zelllinie und konnten daher nicht eingesetzt werden.

Wir testeten mittels FACS-Analyse einige HLA-A*02-Transfektanten mit diesem spezifischen
AK auf ihre Obeflédchenexpression.

1 BT 2 S
1 anti-HLA-AD2 - anti-HLA-AD2 ) anti-HLA-AD2 | | anti-HLA-AD2
2] 84 |
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Abb. 39: FACS-Analyse der HLA-A*02-Transfektanten der Zelllinie TE671 zum Nachweis der

HLA-Expression auf der Zelloberfliiche

In einer FACS-Analyse wurde die Oberflichenexpression des HLA-A*02-Molekiils der TEG671-

Transfektanten iiberpriift. Beispielhaft sind hier drei der zwdlf analysierten Transfektanten dargestellt,

welche alle ein positives Ergebnis zeigten. Als Negativkontrolle wurde eine Férbung untransfizierter TEG71-

Zellen durchgefiihrt.

Untransfiziert:  untransfizierte TE671-Zellen nach Fdrbung mit dem AK gegen das menschliche HLA-
Molekiil HLA-A*02 (Negativkontrolle)

Klon 1-3: mit der HLA-A*02-Sequenz transfizierte TE671-Zellen nach Fdrbung mit dem AK gegen
das menschliche HLA-Molekiil HLA-A*02

Abb. 39 zeigt drei der zwodlf untersuchten Transfektanten. Alle weisen eine deutliche
Expression des HLA-A*02-Molekiils auf der Zelloberfliche auf. Die untransfizierten TE671-

Zellen zeigen keine Fiarbung.
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7.1.1.2 Nachweis der HLA-Expression auf RNA-Ebene

Der Nachweis der Expression der anderen HLA-Molekiile wurde auf RNA-Ebene
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck isolierten wir die RNA von jeweils drei Transfektanten eines
HLA-Typs und schrieben diese in cDNA um (IL.2.5). Anhand spezifischer Oligonukleotide fiir
die einzelnen HLA-Molekiile, welche im Material- und Methodenteil aufgefiihrt sind (HLA-
AO02 for - HLA-AO02 rev; HLA-A26 for - HLA-A26 rev; HLA-BOS8 for - HLA-BOS8 rev; HLA-
B38 for - HLA-B38 rev; HLA-CwO07 for - HLA-CwO07 rev; HLA-Cw1203 for - HLA-Cw1203

rev), amplifizierten wir diese anschlieend in einer PCR-Reaktion.

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 111213 14 15 16

500bp

300bp
200bp

100bp

Abb. 40: Amplifikation der transfizierten HLA-Sequenzen des Patienten PM16488 aus der
Zelllinie TE671

Zum Nachweis der Expresssion der HLA-Molekiile mittels PCR wurde die RNA der verschiedenen
Transfektanten isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mit spezifischen Primern fiir die einzelnen HLA-
Molekiile konnten diese amplifiziert werden. In nahezu allen Transfektanten konnte eine Bande in der
richtigen Grofle detektiert werden.

Spur M: 100bp-DNA-Marker

Spur 1: Amplifikation von HLA-A*0201

Spur 2-4: Amplifikation von HLA-A*02601

Spur 5-7: Amplifikation von HLA-B*0801

Spur 8-10:  Amplifikation von HLA-B*3801

Spur 11-13:  Amplifikation von HLA- Cw*0701

Spur 14-16:  Amplifikation von HLA-Cw*1203

Die jeweils erste Bande der erwarteten PCR-Produkte ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Das Agarosebild Abb. 40 zeigt, dass wir aus nahezu allen HLA-Transfektanten die
entsprechende HLA-Sequenz amplifizieren konnten. Dies ldsst mit hoher Wahrscheinlichkeit

darauf schlieBen ldsst, dass die Molekiile an der Zelloberflidche exprimiert werden.

7.1.2 Versuch der Aktivierung der TZR-Transfektanten durch HLA-
exprimierende TE671-Zellen
Jeweils funf verschiedene TE671-Klone, die mit den sechs HLA-Konstrukten transfiziert
waren, wurden in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte ausgebracht. Diese wurden mit den TZR-
transfizierten Maus-Hybridomen 225 (VB1-Vall), 435 (VB1-Va2.2), 458 (VB1-Va20) sowie
1506 (VB1-Va23) im Brutschrank inkubiert. Am niichsten Tag wurden die Uberstinde in einen
IL-2-ELISA eingesetzt, um eine mogliche Aktivierung der Maus-Hybridome zu detektieren.
Als Positivkontrolle wurden HLA-A*02-positive TE671-Zellen zum einen direkt mit dem

synthetischen flu-Peptid 58-66 beladen zum anderen mit einem flu-Konstrukt transient
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transfiziert und iiber Nacht mit der JM22-Transfektante inkubiert. Als Negativkontrolle
wurden HLA-A*03-positive TE671 mit den Maus-Hybridomen inkubiert, da HLA-A*03 nicht
vom Patient PM 16488 exprimiert wird. In Abb. 41 ist lediglich die Analyse der Transfektante
435 dargestellt, da alle vier TZR-Transfektanten dasselbe Ergebnis zeigten.

Die Analyse der IL-2-Uberstinde (Abb.41a) zeigte bei keiner HLA-Transfektante ein erhohtes
Signal im ELISA. Es konnte also keine der vier TZR-Transfektanten durch die prédsentierten
Peptide der TE671-Zellen aktiviert werden. Die Positivkontrolle mit der JM22-Transfektante

zeigt eine eindeutige Aktivierung.

Aktivierung der TZR-Transfektante 435 Aktivierung der TZR-Transfektante 435
durch HLA-exprimierende TEGY1 ohne IFN-y durch HLA-exprimierende TEGT1 mit IFMN-y
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Abb. 41a+b: Aktivierungsassay durch HLA-exprimierende TEG671-Transfektanten am Beispiel
der TZR-Transfektante 435 ohne und mit IFN-y-Zugabe (IL-2-ELISA)

Die sechs verschiedenen HLA-Transfektanten der Zelllinie TE671 wurden in eine 96-Lochplatte ausgebracht
und 13-16h mit den TZR-Transfektanten ohne und mit IFN-y-Zugabe inkubiert. Die IL-2-Ausschiittung ins
Medium wurde am ndchsten Tag mittels IL-2-ELISA gemessen. Beispielhaft ist hier die Aktivierung der
Transfektante 435 gezeigt. Als Positivkontrolle dienten die HLA-A*02 exprimierenden TEG671-Zellen,
beladen mit dem flu-Peptid bzw. transfiziert mit einem flu-Konstrukt, die iiber Nacht mit der Transfektante
JM?22 inkubiert wurden.

Auf der x-Achse sind die verschiedenen HLA-Molekiile des Patienten PM16488 gezeigt sowie die beiden
Positivkontrollen, die y-Achse zeigt die optische Dichte gemessen bei 450nm.

Da sich die Prozessierung der Proteine durch die Zugabe von Interferon y in der Zelle durch
Verdnderung der Proteasomenaktivitdt dndert (Kuckelkorn et al., 2002; Akiyama et al., 1994)
und somit andere Peptide durch die MHC-Molekiile an der Zelloberfldche prasentiert werden,
wiederholten wir den Versuch in Anwesendheit von 5ng/ml Interferon y. Die Auswertung des
IL-2-ELISAs zeigt wiederum keine Aktivierung einer der vier TZR-Transfektanten (Abb.
41b).
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7.2 Versuch der Aktivierung der TZR-Transfektanten durch ein
ubiqitar exprimiertes Selbstantigen der autologen EBV-B-Zellen
des Patienten PM16488

AnschlieBend untersuchten wir die Prasentation endogener Peptide der PM 16488 spezifischen
autologen EBV-B-Zellen. Handelt es sich bei dem gesuchten AG um ein Peptid eines ubiquitir
exprimierten Proteins der autologen EBV-B-Zellen, sollte dies auf der Zelloberflache
prasentiert werden. Die EBV-B-Zellen wurden aus den B-Zellen des Patienten generiert und
exprimieren somit alle patientenspezifischen HLA-Molekiile auf der Oberfliche in der
richtigen Gewichtung. Auflerdem weisen die exprimierten Proteine alle eventuell vorhandenen
patientenspezifischen Mutationen auf (SNPs). Durch die Co-Kultivierung der EBV-B-Zellen
mit den TZR-transfizierten Maus-Hybridomzellen konnten wir untersuchen, ob ein ubiquitir
exprimiertes Selbstantigen moglicherweise eine Aktivierung der Maus-Hybridome hervorruft.
Da die EBV-B-Zellen des Patienten PM 16488 das HLA-A*02-Molekiil exprimieren, konnten
wir diese Zellen wie im vorherigen Versuch beschrieben als APZ fiir die Positivkontrolle JM22
mit flu 58-66 verwenden. Wir flihrten den Versuch sowohl mit als auch ohne Interferon y

durch.

Aktivierung der TZR-Transfektanten von PM16488 Aktivierung der TZR-Transfektanten von PM16488
durch autologe EBY-B-Zellen chne IFNy durch autologe EBV-B-Zellen mit IFNy
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Abb. 42: Aktivierungsassay durch autologe EBV-B-Zellen mit bzw. ohne IFN y-Induktion (IL-2-
ELISA)

Die mit EBV immortalisierten B-Zellen des Patienten PM16488 wurden in eine 96-Lochplatte ausgebracht
und 13-16h mit den vier verschiedenen TZR-Transfektanten inkubiert. Die IL-2-Ausschiittung ins Medium
wurde am ndchsten Tag mittels IL-2-ELISA gemessen. Der Versuch wurde in An- bzw. Abwesenheit von
Sng/ml IFNy durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurden die EBV-B-Zellen (HLA-A*02-positiv), beladen mit
dem flu-Peptid bzw. transfiziert mit einem flu-Konstrukt tiber Nacht mit der Transfektante JM22 inkubiert.
Auf der X-Achse sind die verschiedenen HLA-Molekiile des Patienten PM16488 gezeigt sowie die beiden
Positivkontrollen, die Y-Achse zeigt die optische Dichte gemessen bei 450nm.

Im Gegensatz zur Positivkontrolle mit der JM22-Transfektante, zeigen die vier TZR-

Transfektanten keine Aktivierung (Abb. 42).
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8. Versuch der Identifizierung eines moglichen Antigens
durch Positional Scanning-Combinatorial Peptid Libraries
(PS-CPL)

Die Versuche aus Abschnitt 7 =zeigten, dass es sich wahrscheinlich weder um ein
muskelspezifisches Autoantigen noch um ein ubiquitdr exprimiertes Selbstantigen handelt.
Wir setzten die Suche mittels Positional Scanning-Combinatorial Peptid Libraries (PS-CPL)
fort. Mit diesem Verfahren ist es moglich ein Peptidmotiv zu identifizieren, welches fiir eine
TZR-Aktivierung verantwortlich sein konnte. Nach der Detektion eines solchen Peptidmotivs
konnen dann Kandidatenpeptide synthetisiert und auf ihre Aktivierungsfahigkeit getestet
werden. Die hier verwendete Library bestand aus 180 synthetisch hergestellten Peptidmixen.
Jedes Peptid setzte sich aus neun Positionen zusammen. Eine der neun Positionen entspricht
einer definierten Aminosdure, alle anderen Positionen sind ein Gemisch aus allen 20
moglichen Aminosduren. Das Prinzip der PS-CPL ist im Methodenteil (I1.4.9) genauer
erldutert.

In der Literatur gibt es einige Beispiele dafiir, dass bei der Analyse eines TZR mit einer
bekannten Spezifitidt in den PS-CPL-Versuchen nicht unbedingt auch das Peptid gefunden

wird.

8.1 PS-CPL-Versuch mit den TZR JM22 transfizierten Maus-

Hybridomzellen

Da die TZR-Transfektante JM22 in der Literatur gut untersucht ist und auch die
Aminoséduresequenz des flu-Peptids 58-66 (GILGFVFTL) bekannt ist, testeten wir die PS-CPL
zunidchst anhand dieses Modells.

Hierfiir wurden die HLA-A*02-positiven LTK-Zellen als APZ verwendet und am Vortag
ausgebracht. Am folgenden Tag wurden die Peptidmixe der PS-CPL fiir 6h zugegeben und
iiber Nacht zusammen mit der JM22-Transfektante co-kultiviert. Der Uberstand wurde am

nichsten Tag in den IL-2-ELISA eingesetzt.
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PS-CPL Position 3 PS-CPL Position 6
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ADbb. 43: Position 3 und 6 des PS-CPL-Assays mit der Transfektante JM22 (IL-2-ELISA)

Die beiden Diagramme zeigen beispielhaft zwei Positionen (Position 3 und 6) des PS-CPL-Experiments mit
HLA-A*02-positiven LTK-Zellen als APZ und den mit dem TZR JM2?2 transfizierten Maus-Hybridomzellen.
Die APZ wurden am Tag zuvor ausgebracht und am néichsten Tag 6h mit den Peptidmixen inkubiert. Uber
Nacht wurde die Transfektante JM22 zugegeben und am folgenden Tag der IL-2-Gehalt im Uberstand mittels
IL-2-ELISA gemessen. Die x-Achse zeigt die 20 verschiedenen AS, die y-Achse zeigt die optische Dichte bei
einer Wellenlinge von 450nm. Die mit einem Stern markierte AS entspricht der im flu-Peptid 58-66 an dieser
Position vorliegenden AS.

Abb. 43 zeigt die Auswertung des IL-2-ELISAs der beiden PS-CPL-Versuche mit der JM22-
Transfektante. Es sind nicht alle Positionen dargestellt, sondern lediglich zwei
charakteristische Positionen herausgegriffen (Position 3 und 6). Die x-Achse zeigt die AS, die
an der entsprechenden Position definiert ist, die y-Achse die optische Dichte gemessen bei
einer Wellenldnge von 450nm. Die mit einem Stern markierte AS entspricht der im flu-Peptid
58-66 an dieser Position vorliegenden AS.

Die Auswertung der verschiedenen Library-Positionen zeigt in den meisten Positionen kein
Signal (vgl. Position 6). Andere Positionen weisen zwar in einigen Aminosduren ein erhohtes
Signal auf, welches sich jedoch in der Wiederholung des Experiments nicht reproduzieren lasst

(vgl. Position 3).

8.2 PS-CPL-Versuch mit den TZR 435 transfizierten Maus-

Hybridomzellen

Der Klon 435 (VB1-Va2.2) ist von besonderem Interesse, da er im Patienten PM16488
expandiert ist. Deshalb fithrten wir die PS-CPL-Experimente zunédchst mit diesem Klon durch.
Da die HLA-Restriktion im Gegensatz zum flu-Peptid 58-66 nicht bekannt war, verwendeten
wir fiir die Library-Experimente autologe EBV-B-Zellen des Patienten PM16488. Diese Zellen
exprimieren wie zuvor bereits erwdhnt alle patientenspezifischen HLA-Molekiile auf ihrer
Oberfléche.

Der PS-CPL-Versuch wurde wie in 11.4.9 beschrieben durchgefiihrt.
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ADbb. 44: Position 3 und 6 des PS-CPL-Assays mit der Transfektante 435 (IL-2-ELISA)

Die beiden Diagramme zeigen beispielhaft drei Positionen (Position 3 und 6) des PS-CPL-Experiments mit
autologen EBV-B-Zellen als APZ und den mit dem TZR 435 transfizierten Maus-Hybridomzellen des
Patienten PM16488. Die APZ wurden ausgebracht und 6h mit den Peptidmixen inkubiert. Uber Nacht wurde
die Transfektante 435 zugegeben und am folgenden Tag der IL-2-Gehalt im Uberstand mittels IL-2-ELISA
gemessen. Die x-Achse zeigt die 20 verschiedenen AS, die y-Achse zeigt die optische Dichte bei einer
Wellenlinge von 450nm.

Auch hier sind wiederum nur zwei charakteristische Positionen (Position 3 und 6; Abb. 44)
dargestellt, welche ein dhnliches Ergebnis zeigen wie die Experimente mit dem Klon JM22.
Das IL-2-Sekretionsmuster der Position 3 z.B. ist in allen drei Versuchen unterschiedlich. Die
erhohten Signale treten jeweils in anderen Aminosiuren auf. Position 6 weist in zwei der drei
Versuche keine IL-2-Sekretion auf. Lediglich im letzten Versuch tritt ein erhdhtes Signal in
der Aminosdure Isoleucin auf.

Diese mangelnde Reproduzierbarkeit, welche bereits bei den Versuchen mit dem Klon JM22
auftrat, liegt vermutlich an der zu geringen Affinitit sowie zu geringen Degeneration des TZR-
Peptid/MHC-Komplexes. Ist die Aktivierung der TZR-Transfektante nicht stark genug, kann
dieses Signal im IL-2-ELISA nicht detektiert werden. Durch die geringe Signalintensitét

konnen ebenfalls leicht falsch positive Signale auftreten.

8.3 Antigensuche mittels modifizierter PS-CPL

Oftmals wird ein TZR stéirker aktiviert, wenn das Peptid in modifizierter Form vorliegt oder
wenn anstatt eines Neunerpetids ein Zehnerpeptid dargeboten wird. Aus diesem Grund setzten
wir Peptide in die Library-Versuche ein, die am C-terminalen Ende amidiert bzw. am N-
terminalen Ende acetyliert vorlagen. Auflerdem verwendeten wir zusétzlich eine Zehnerpeptid-

Library. Von diesen drei Peptid-Libraries standen lediglich Position 6 und 7 zur Verfiigung.

Die Auswertung der PS-CPL-Versuche mit den beiden Neunerpeptid-Libraries sowie mit der
Zehnerpeptid-Library zeigte kein signifikantes 1L-2-Signal in Position 6 bzw. 7 (Ergebnisse
nicht gezeigt).
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Somit konnten wir auch mit Hilfe der modifizierten Libraries keine Aussage iiber ein
eventuelles Peptidmotiv fiir den TZR der Transfektante 435 treffen. Diese Ergebnisse flihren
zu dem Schluss, dass die Affinitdt zwischen dem TZR und dem Peptid/MHC-Komplex

wahrscheinlich zu gering bzw. die Degeneration des TZR nicht grof3 genug ist.

92



IV. Diskussion

IV. Diskussion

Der Hintergrund dieser Arbeit ist die Frage, weshalb die Zellen des Immunsystems bei
Patienten mit Myositis, Multipler Sklerose oder anderen Autoimmunerkrankungen in den
Muskel, das Gehirn oder in andere Zielorgane einwandern und welches Antigen sie dort
erkennen. Ein Schritt zur Beantwortung dieser Frage war, die gewebsinvasiven potentiell
autoaggressive T-Lymphozyten aus dem Zielgewebe durch Lasermikrodissektion zu isolieren
und mit einer hierfiir entwickelten Einzelzell-PCR af-TZR-Paare zu identifizieren. Im
néchsten Schritt wurden die so erhaltenen TZR in der Hybridomzelllinie 58a " ,,wieder zum

Leben erweckt* (Blank et al., 1993) und fiir erste Versuche zur Antigensuche eingesetzt.

Unterscheidung zwischen autoreaktiven T-Lymphozyten und bystander-Zellen

Bevor wir beginnen konnten, gezielt Zellen aus Gewebe zu isolieren und zu analysieren,
mussten wir zunichst herausfinden, welche T-Lymphozyten fiir die Analyse interessant sind.
Hierfiir ist es notig, zwischen autoaggressiven T-Zellen und so genannten bystander-Zellen
unterscheiden zu kénnen. Man nimmt an, dass die erste Welle der Invasion aus autoantigen
spezifischen T-Zellen besteht, die im Zielgewebe expandieren. AnschlieBend wandern jedoch
vermehrt irrelevante bystander-Zellen ein, angelockt durch Cytokine und Chemokine
(zusammengefasst in Dornmair et al., 2003). Da die Diagnose der Krankheit und somit die
Entnahme der Biopsie meist ldngere Zeit nach Ausbruch der Krankheit erfolgt, sind sowohl
Effektor-T-Zellen sowie bystander-Zellen in der Biopsie enthalten. Aus diesem Grund miissen
die isolierten T-Zellen zwei Kriterien erfiillen. Zum einen muss die TZR-B-Kette der Zelle
klonal expandiert sein, zum anderen muss die Zelle im engen Kontakt mit der Zielzelle stehen.
Die klonale Expansion einer B-Kette detektierten wir mittels CDR3-Spektratyping-Analyse
(zusammengefasst in Pannetier et al., 1995). Das zweite Kriterium, die Lage der Zelle im
Gewebe, ist bei einer Muskelbiopsie eines Myositispatienten sehr aussagekriftig. Bei der
Myositis werden die Muskelfasern durch CD8" cytotoxische T-Lymphozyten zerstort, welche
die Muskelfaser kontaktieren oder sogar invadieren (Mantegazza et al., 1993; Engel und
Arahata, 1984; zusammengefasst in Engel und Hohlfeld, 2005). Die Zerstérung der
Muskelzelle wird hauptsédchlich durch das porenbildende Protein Perforin vermittelt (Goebels
et al., 1996). Dieser gerichtete und TZR-abhingige Vorgang ist eine typische immunologische
Synapse wie sie lblicherweise zwischen T-Lymphozyten und ihrer Target-Zelle auftritt
(Stichcombe et al., 2001; Purbhoo et al., 2004). Da nicht relevante bystander-Zellen meist
keinen Kontakt zur Muskelfaser haben, sondern sich im Zellzwischenraum befinden, sind diese

so leicht von den cytotoxischen Effektor-T-Zellen zu unterscheiden. Die Detektion der CD8'-
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T-Zellen erfolgte durch die Farbung mit einem Antikorper gegen die variable Region
derjenigen TZR-B-Kette, welche zuvor im CDR3-Spektratyping eine Expansion zeigte.

Sowohl das CDR3-Spektratyping als auch die Férbung mit einem Antikorper ist fast
ausschlieBlich auf die Analyse der TZR-B-Kette beschrinkt. Durch die wesentlich hohere
genetische Variabilitdt der TZR-a-Kette ist es bis jetzt nicht moglich, eine Spektratyping-
Analyse fiir die a-Kette durchzufiihren, denn den 13 verschiedenen J-Elementen der B-Kette
stehen 50 verschiedene J-Elemente der a-Kette gegeniiber (Arstila et al., 1999). Auch die
Féarbung der variablen Region der TZR-a-Kette ist nur eingeschrankt moglich, da lediglich drei
AK zu Verfligung stehen: Va2.3, Val2 und Va24 (Janson et al., 1989; DerSimonian et al.,
1991; Padovan et al., 1993). Somit ist eine Analyse der Va-Kette durch Farbung mit einem
AK auf die aufgefiihrten drei V-Regionen beschrinkt. Da die a-Kette also nicht durch Farbung
oder CDR3-Spektratype detektiert werden kann, muss fiir die gleichzeitige Identifizierung
beider TZR-Ketten die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Einzelzell-RT-PCR-Methode
angewandt werden. Da diese sehr anspruchsvoll ist, beschrankten sich bisherige Studien fast
ausschlieBlich auf die Untersuchung des 3-Ketten-Repertoires (Babbe et al., 2000; Hofbauer et
al., 2003; Roers et al., 1998).

Nur in einigen Ausnahmefillen war eine Identifizierung gepaarter af-Ketten dennoch
moglich. Es gelang in Experimenten mit lebenden Zellen, die zuvor mit einem der wenigen
erhdltlichen a-AK gefiarbt wurden oder bei Zellen deren a-Kette bereits bekannt war, of3-
Péarchen zu detektieren (Hamrouni et al., 2003; Kurokawa et al., 2001). Auch in einzelnen
Fillen, in denen eine monoklonale Expansion vorlag, konnten af}-TZR-Pérchen identifizert
werden. Hier war es modglich ohne Beriicksichtigung der Morphologie das
Gewebehomogenisat zu analysieren (Hohlfeld et al., 1991; Pluschke et al., 1992; Wiendl et al.,
2002; Dornmair et al., 2004).

Die Abgrenzung zwischen autoaggressiven T-Zellen und irrelevanten bystander-Zellen durch
den Kontakt der T-Zelle mit einer Zielzelle, konnte bei der Untersuchung des Hirngewebes des
MS-Patienten nicht angewandt werden. Im gefarbten Hirngewebe waren keine eindeutigen
durch die T-Lymphozyten angegriffenen Zielstrukturen erkennbar. Hier konnten wir nur das
Ergebnis der CDR3-Spektratyping-Analyse als Hinweis auf die Pathogenitit der Zelle

verwenden.

TZR-Paare der Myositispatienten PM 16488 sowie IBM 15551

Die CDR3-Spektratyping-Anaylse des Polymyositispatienten PM16488 lieferte eine VpI1-
JB1.2-Expansion, die des Patienten IBM 15551 eine V[323-JB1.1-Expansion. Nach der Farbung
der T-Lymphozyten mit den entsprechenden AK gegen die variable Region der TZR-p-Ketten
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VB1 sowie VP23, isolierten wir die Zellen durch Lasermikrodissektion und analysierten sie
durch die Einzelzell-PCR.

In 64 der 1230 analysierten Zellen detektierten wir die in der CDR3-Spektratyping-Analyse
expandierte VB1-JB1.2-TZR-Kette des Patienten PM 16488 (5,2%). In neun Zellen fanden wir
eine gepaarte a-Kette (0,7%). Sechs Zellen zeigten die identische Va2.2-Ja54, die anderen
drei Zellen wiesen eine unterschiedliche a-Kette auf (Vall-Ja31, Va20-Ja37, Va23-Ja40).
In einer erneuten Analyse der 64 VB1'-Zellen mit klonspezifischen Primern gegen die bereits
detektierten vier a-Ketten fanden wir weitere 14 Zellen mit einer Va2.2-Ja54 (1,9%). Die
anderen drei a-Ketten konnten bestdtigt, jedoch in keiner weiteren Zelle detektiert werden.
Diese Dominanz des TZR VB1-Va2.2 ist ein Hinweis auf die pathogene Relevanz dieses T-
Zell-Klons. Durch ein unbekanntes AG konnte dieser zur Proliferation angeregt worden sein.
Betrachtet man die Aminosduresequenz der CDR3-Region der vier verschiedenen detektierten
o-Ketten, so kann man eine Ahnlichkeit der Aminosduren erkennen. Es sind meist kleine,
hydrophile Aminosduren. Lediglich die negativ geladene Aminoséure Aspartat in der TZR-a-
Kette Va23-Jo40 bildet eine Ausnahme. Ahnliches konnte an immunisierten Méusen gezeigt
werden, in denen eine TZR-B-Kette mit verschiedenen strukturell dhnlichen o-Ketten
kombiniert war (Hamrouni et al., 2003). Diese Beobachtung kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass dasselbe Antigen verschiedene TZR, die zwar aus derselben [B-Kette jedoch aus
unterschiedlichen o-Ketten aufgebaut sind, aktivieren kann. Dies wiirde bedeuten, dass
dieselbe B-Kette wihrend der T-Zell-Diversifikation mit verschiedenen a-Ketten kombinieren

kann.

Durch die Analyse des zweiten Patienten IBM15551 konnten wir zeigen, dass die Methode
nicht nur in diesem speziellen Fall, sondern generell funktioniert. Wir detektierten die
expandierte TZR-B-Kette VP23-JB1.1 in acht der 250 analysierten Zellen (3,2%). In zwei
Zellen fanden wir eine gepaarte a-Kette (0,8%), eine Va4.2-Ja47 sowie eine Va23.1-Ja39.
Da die Gewebeprobe nach Analyse von 250 Zellen bereits aufgebraucht war, mussten wir die

Untersuchung des Patienten abbrechen.

Nach der Analyse beider Myositispatienten wurde die Methode auch auf den MS-Patienten FE
tibertragen. Dieser zeigte in der CDR3-Spektratyping-Analyse sowohl im Blut als auch im
Hirngewebe eine VB1-JB2.3-Expansion. Die Analyse von 2500 CD8"/VB1"-T-Lymphozyten
aus dem Blut ergaben 56 Zellen mit der korrekten VB-Sequenz (2,2%). In vier Zellen konnten
wir dieselbe Va7.2-Ja16 detektieren (0,16%). In einer erneuten Blutprobe des Patienten trat
die Expansion nicht mehr auf. Dies lag vermutlich an den verabreichten Medikamenten. Aus

diesem Grund konnten wir die detektierte a-Kette im Blut nicht bestitigen und untersuchten
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nun die Hirnbiopsie. Die Biopsie war jedoch in einem sehr schlechten Zustand. Das
Hirngewebe war sehr stark zerkliiftet, so dass kein zusammenhidngender Gewebeverband mehr
zu erkennen war. Dies erschwerte die Detektion gefirbter Zellen. Die ersten 115 CD8"/VB1'-
Zellen, die wir mit klonspezifischen Primern gegen die vermutete Va7-TZR-Kette
untersuchten, ergaben 15 Zellen mit der korrekten [-Sequenz (13%), jedoch keine
korrespondierende a-Kette. Die nachfolgende Analyse von weiteren 83 CD8'/VB1"-Zellen mit
den standardmédfBig verwendeten universellen Primer Sets ergab neun Zellen mit der korrekten

B-Sequenz (10,8%) jedoch wiederum keine a-Kette.

Die Bewertung der Effizienz der Einzelzell-PCR-Methode

Die Effizienz der Einzelzell-RT-PCR-Methode zwischen 5 und 13% fiir die -Kette und 0,7-
0,8% fiir die o.3-Paare, detektiert mit den universellen Primer Sets, liegt im erwarteten Bereich.
Wie die Vorversuche in Kapitel II1.3.1.1 zeigen, spielt die Farbung fiir die Effizienz der PCR
eine wichtige Rolle. Aus ungefarbten Zellen kann man mit einer wesentlich hoheren Ausbeute
TZR-ofB-Paare amplifizieren, als aus gefdarbten Zellen. Wobei die Firbung mit
fluoreszenzmarkierten AK noch ein besseres Ergebnis aufweist als die Farbung mit alkalischer
Phosphatase (Verringerung um Faktor 0,16). Ein weiterer Punkt ist der Verlust von Zellen
wihrend des Katapultierens. Ein gewisser Prozentsatz katapultierter Zellen verfehlt beim
Katapultieren den Deckel des PCR-ReaktionsgefiBes und landet wieder auf dem
Gewebeschnitt (Verringerung um Faktor 0,66). Ein weiterer Grund ist die Tatsache, dass durch
die Schnittdicke von 10pm im Vergleich zur Zellgrof3e von 15-20um die Zelle zwar oftmals an
der Schnittoberfldache als gefarbter Bereich auftritt, das darunter liegende Zellfragment jedoch
nicht mehr grofl genug ist und somit nicht mehr genug RNA zur Amplifikation enthilt
(Verringerung um Faktor 0,5). Die Effizienz der PCR-Methode wird zusdtzlich durch die
Verwendung eines AntikOrpers herabgesetzt, der allgemein gegen die V-Region einer
bestimmten TZR-B-Kette gerichtet ist. Die PCR amplifiziert jedoch lediglich eine ganz
bestimmte V[-NDN-JB-Sequenz. Theoretisch besitzen also nur 1/13 der gefirbten T-
Lymphozyten die richtige Kombination und zeigen damit ein Signal in der PCR (Verringerung
um Faktor 0,077). Multipliziert man nun die errechneten Faktoren der vier aufgefiihrten Punkte
mit den analysierten Zellen, gelangt man in einen Bereich, der durchaus im Rahmen der
tatsichlichen Ergebnisse liegt (z.B. PM16488: 1230 VB1™-Zellen x 0,16 x 0,66 x 0,5 x 0,077 =
Sap-Paare).

Zusitzlich zu den oben aufgefiihrten Faktoren kommen noch zwei weitere Punkte hinzu, die
die Ausbeute drastisch herabsetzen konnen, die jedoch schwer abzuschétzen sind. Zum einen

ist die Qualitdt der RNA der Biopsie ein entscheidender Punkt. Da das Gewebe urspriinglich
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aus diagnostischen Griinden aus dem Patienten entnommen wurde, ist nicht bekannt, wie lange
die Biopsie vor dem Einfrieren bei RT lagerte. Je linger die Aufbewahrung bei RT erfolgte,
desto groBer ist das Risiko einer Degradation der RNA. Leider war es nicht moglich die RNA-
Qualitidt der verwendeten Biopsien zum Zeitpunkt der hier beschriebenen Versuche zu
bestimmen. Mittlerweile steht eine Methode zur Verfiigung mit der die Qualitit der in der
Biopsie enthaltenen RNA gemessen werden kann. Somit kann man zukiinftig bei der Auswahl
der Biopsie darauf achten, dass die RNA moglichst gut erhalten ist. Der zweite Punkt ist die
Anzahl der verwendeten Primer. Auch dies kann das Ergebnis der PCR negativ beeinflussen.
Durch die grole Anzahl an eingesetzten Olignukleotiden kann die PCR-Reaktion durch eine
eventuelle Primerdimerbildung gestort werden.

Wie die Vorversuche in Kapitel II1.3.1.2 zeigen, ist die hier beschriebene Multiplex-PCR in
der Lage mit groBer Effizienz eine eventuell vorhandene zweite a-Kette zu detektieren. Es
wurde jedoch in keiner der untersuchten Zellen eine zweite o-Kette gefunden. Auch die
wiederholte Analyse der Zellen mit klonspezifischen Primern gegen die bereits gefundenen o.-
Ketten ergab keine zweite a-Kette.

Die Analyse der Hirnbiopsie des MS-Patienten FE hat bisher noch keine af3-Paarung ergeben.
Bei 200 analysierten Zellen ist dies statistisch gesehen durchaus moglich. Problematisch
jedoch ist die Tatsache, dass alle bisher sequenzierten a-Banden stets die gleiche
Nukleotidsequenz zeigten, nidmlich die Intronsequenz unmittelbar vor der konstanten Region
der a-Kette. Es konnte nun sein, dass mehrere Primer bevorzugt an diese Region binden und
so durch eine starke Amplifikation alle anderen Reaktionen unterdriicken. In diesem Fall wire

es notig, die entsprechenden Oligonukleotide zu optimieren.

Expression der vier TZR des Patienten PM 16488 in der Hybridomzelllinie 58a-f-

Nach der Detektion der TZR-af}-Paare beider Myositispatienten, klonierten wir die vier
verschiedenen TZR des Patienten PM 16488 in einen Expressionsvektor und exprimierten diese
in der Maus-Hybridomzelllinie 58a". Der Vorteil dieser Zelllinie ist neben dem schnellen
Wachstum und der leichten Transfizierbarkeit, dass sie keinen eigenen TZR auf ihrer
Zelloberflache exprimiert. Die Zellen exprimieren also nach der Transfektion mit dem
menschlichen TZR keine Hybride. Dies wiirde die Analyse der Zellen und die Antigensuche
erschweren. Obwohl die verwendete Zelllinie eine Maus-Zelllinie ist kann ein menschlicher
of- oder y0-TZR gemeinsam mit dem Maus-CD3-Komplex an der Oberfliche exprimiert
werden (Zumla et al., 1992, Wiendl et al., 2002). Auch die Spezifitit des TZR bleibt unter
murinem Hintergrund vollsténdig erhalten (zusammengefasst in Dornmair et al., 2003). Dass

eine Transfektion und Expression von TZR-o- und B-Ketten in murinen T-Zellen ebenfalls
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mdglich ist, beschrieb Kessels et al. 2001. Jedoch tritt auch hier die Moglichkeit einer TZR-
Hybrid-Expression mit unbekannter Spezifitit auf. Desweiteren wachsen T-Zellen langsam
und konnen schlecht transfiziert werden. Der Vorteil solcher Zellen ist der
Aktivierungsnachweis tiiber Cytotoxizitdtsmessung, der Aktivierungsnachweis der Maus-

Hybridomzellen ist nur iiber die weniger sensitive Interleukin-2-Messung moglich.

Antigensuche

Nach der Identifizierung der TZR-Péarchen aus den verschiedenen Patienten und der
Expression der vier TZR des Patienten PM 16488 in der Hybridomzelllinie 58c " fithrten wir
erste Versuche zur Detektion eines moglichen Antigens durch.

Um zu untersuchen, ob das gesuchte Peptid moglicherweise ein muskelspezifisches Peptid ist,
wurden die TZR-Transfektanten mit der menschlichen Rhabdomyosarkom-Tumor Zelllinie
TE671 cokultiviert. Ein Nachteil dieser Zelllinie ist, dass sie keine patientenspezifischen HLA-
Molekiile auf der Zelloberfliche exprimiert. Wir mussten daher alle HLA-Molekiile des
Patienten PM 16488 zunichst einzeln in die Zelllinie transfizieren. Die TZR-Transfektanten
konnten jedoch durch die prisentierten Peptide der Muskelzelllinie nicht aktiviert werden.
Durch die Zugabe von Interferon y sollten die an der Oberfliche prasentierten Peptide variiert
werden. Das Cytokin Interferon y beeinflusst die Expression Interferon y-induzierbarer
Immunoproteasomuntereinheiten wie z.B. LMP2 und LMP7 sowie des PA28-Aktivators des
20S Proteasoms (Boes et al., 1994; Gaczynska et al., 1994; Ahn et al.; 1995), nétig fiir die
Ausbildung von Immunoproteasomen. Die durch das Immunoproteasom gebildeten Peptide
weisen vorzugsweise hydrophobe oder basische carboxyterminale Enden auf (Toes et al.,
2001). Die Transfektanten zeigten jedoch auch nach Interferon y-Inkubation keine Aktivierung.
AnschlieBend untersuchten wir, ob einer der TZR ein ubiquitdr exprimiertes Antigen erkennt
und durch dieses aktiviert werden kann. Hierfiir verwendeten wir autologe EBV-B-Zellen als
APZ, d.h. B-Zellen des Patienten PM16488, welche mit EBV immortalisiert wurden. Diese
haben den Vorteil, dass sie alle patientenspezifischen HLA-Molekiile in der richtigen
Gewichtung auf ihrer Zelloberflache exprimieren und die exprimierten Proteine alle eventuell
vorhandenen patientenspezifischen Mutationen aufweisen. Die Cokultivierung der EBV-B-
Zellen mit den vier TZR-Transfektanten zeigte jedoch sowohl mit als auch ohne Interferon-y
keine messbare Aktivierung. Wir kdnnen jedoch nicht vollig ausschlieBen, dass das gesuchte
Peptid ein ubiquitir exprimiertes Autoantigen oder ein muskelspezifisches Antigen ist. Da alle
Gene in der Zelle unter der Kontrolle verschieden starker Promotoren stehen, werden Gene
unterschiedlich stark exprimiert. Stiinde das hier gesuchte Antigen unter der Kontrolle eines

schwachen Promotors, wire die Expression zu schwach, um eine ausreichende Menge Peptid
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durch das entsprechende HLA-Molekiil zu préasentieren und somit die TZR-Transfektanten zu
aktivieren. Proteine werden in unterschiedlichen Zelltypen auf verschiedene Weise prozessiert
und durch das Protasom in unterschiedliche Peptidfragmente zerlegt. Dasselbe Protein konnte
in den verwendeten TE671-Zellen in andere Peptide zerlegt und prisentiert werden als in den
Muskelzellen des Patienten (zusammengefasst in van den Eynde und Morel, 2001). Auerdem
konnten bei den TE671-Zellen patientenspezifische Mutationen, so genannte SNPs, die
Detektion des Antigens behindern (Brookes, 1999). Hitte der hier untersuchte Patient einen
solchen Polymorphismus, welcher in den verwendeten Modellzelllinien nicht auftritt, konnte

das gesuchte Peptid nicht von den TZR-Transfektanten erkannt werden.

Da wir weder mit Hilfe der patientenspezifischen EBV-B-Zellen noch mit Hilfe der TE671-
Zellen ein Antigen detektieren konnten, verwendeten wir fiir die weitere Antigensuche
verschiedene Positional Scanning-Combinatorial Peptide Libraries (PS-CPL). Mit Hilfe dieser
Methode ist es moglich, ein Peptidmotiv zu detektieren, welches den TZR aktiviert.
Ausgehend vom erhaltenen Peptidmotiv werden anschlieBend Kandidatenpeptide synthetisiert
und diese auf ihre Aktivierungsféhigkeit getestet, um ein definiertes Peptid zu erhalten. Da wir
den TZR VB1-Va2.2-Klon (435) 20mal im Patienten PM16488 fanden und dieser somit am
interessantesten erschien, fiihrten wir die PS-CPL-Versuche zunidchst nur mit dieser TZR-
Transfektante sowie mit dem Modell-TZR JM22 durch. Die Experimente mit dem TZR Vp1-
Va2.2 ergaben jedoch kein eindeutiges Peptidmotiv. Zum einen waren die erhaltenen Signale
des IL-2-ELISAs sehr schwach, zum anderen waren sie in darauf folgenden Versuchen oftmals
nicht reproduzierbar oder sogar widerspriichlich. Um moglicherweise doch noch ein
Peptidmotiv zu erhalten, wurden die Versuche in Kollaboration mit dem Labor von Darcy
Wilson, San Diego, USA, nochmals wiederholt. Die Methode der PS-CPL wurde in dieser
Gruppe entwickelt und ist deshalb dort sehr gut etabliert. Doch auch die Gruppe von D. Wilson
konnte durch wiederholte Experimente kein eindeutiges Peptidmotiv detektieren. Der Grund
liegt wahrscheinlich an der zu geringen Affinitdit und der fehlenden Degeneration des
untersuchten TZR (personliche Mitteilung von D. Wilson).

Die PS-CPL-Experimente mit dem Modell-TZR IM22 (VB17-Val0), der das Infuenza A
Virus Matrix Peptid flu 58-66 erkennt (Lehner et al., 1995, Moss et al., 1991), lieferten
ebenfalls keine aussagekréftigen Ergebnisse. Die Auswertung der Versuche zeigte keine 1L-2-
Signale entsprechend der Aminosduresequenz des flu-Peptids GILGFVFTL bzw. Signale in
homologen Aminosduren. Zudem waren die Signale wie auch beim TZR VB1-Va2.2 (435) des
Patienten PM 16488 sehr niedrig und liberwiegend nicht reproduzierbar, was die Auswertung

der Daten zusétzlich erschwerte.
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Ein Grund fiir das negative Ergebnis der Untersuchung beider T-Zell-Rezeptoren konnte die zu
geringe Sensitivitidt der verwendeten Analysemethode sein. Die Sensitivitdt des IL-2-ELISAs
liegt bei etwa 2pg IL-2, was nur gering {iber dem erwarteten Signal der TZR-Transfektante
liegt. Das schlechte Signal-Rausch-Verhidltnis erschwert eine eindeutige Auswertung, da
schwache Signale nicht von Hintergrundsignalen unterschieden werden kdnnen.

Weitere Griinde fiir das negative Ergebnis konnten auch die fehlende Affinitidt zwischen TZR
und MHC/Peptid-Komplex sowie die zu geringe Degeneration des TZR sein. Degeneration
bedeutet, dass ein bestimmter TZR nicht nur durch ein bestimmtes Peptid, sondern durch viele
verschiedene Peptide aktiviert werden kann (zusammengefasst in Wilson et al., 2004). Ist die
Degeneration zu gering, enthélt der jeweilige Peptidmix der PS-CPL zu wenige Peptide, die in
der Lage sind, die TZR-Transfektante zu aktivieren und somit ein ausreichend hohes IL-2-
Signal zu erreichen.

Einige Beispiele aus der Literatur zeigen, dass PS-CPL-Versuche oftmals nicht das native
Peptid, sondern ein anderes stirker aktivierendes Peptid detektieren (Hernandez et al., 2004;
Zhao et al., 2001).

Nachfolgende Abbildung 45 zeigt eine Zusammenfassung der PS-CPL-Versuche von
Hernandez et al. mit einem bekannten Peptid p572 der menschlichen Telomerase Reversen
Transkriptase. In vier aufeinander folgenden Versuchen konnte die native AS nur in drei von
neun Positionen detektiert werden (Position 3 = F, Phenylalanin; Position 6 = R, Arginin;
Position 9 = V, Valin). Auflerdem sicht man, dass die korrekte AS nicht in allen vier der vier
durchgefiihrten Experimente erschein, sondern bei zwei AS lediglich in zwei bzw. drei

Versuchen auftrat.

PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

4x Y H M R R Y Abb. 45:

- Hiufigkeit
3x L RT DP KM G P Y R VP der aktivsten
2x T S EY Y AT SH SM K FEF ?’br ary-Mixe

aus
No peptides 3 4 5 3 3 4 4 3 4 Herndndez et
al,, 2004)
Native seq. R L F F Y R K S Vv

Aus diesem Grund verwendet man die Methode der PS-CPL oftmals nicht nur dazu, das native
Peptid eines TZR zu finden, sondern Peptid-Analoga von TZR-Klonen zu identifizieren, deren
Antigen bereits bekannt ist. Die detektierten Peptide kdnnen dann zur Vaccinierung gegen
Infektionen oder auch zur Tumorbehandlung eingesetzt werden (zusammengefasst in

Wiesmiiller et al., 2001).
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Hemmer et al. (1999) zeigt jedoch am Beispiel der Lyme disease, dass die Methode fiir einige
TZR durchaus zum Erfolg fithren kann.

Abschlieend kann man sagen, dass die Methode der PS-CPL fiir unseren TZR in der
durchgefiihrten Art und Weise nicht zu einem aussagekréftigen Ergebnis gefiihrt hat. Es konnte
nicht eindeutig gekldrt werden, ob die schwachen Signale auf die zu geringe Degeneriertheit
der untersuchten TZR oder auf die zu geringe Sensitivitit der Analysemethode zuriickzufiihren

sind.

Ausblick

Wir konnten an zwei Beispielen zeigen, dass die Identifikation und Expression gepaarter TZR
o- und B-Ketten pathogener T-Zellen aus Muskelbiopsien von Myositispatienten mdglich war.
Im néchsten Schritt sollte dies auch in dem bereits beschriebenen MS-Patienten FE erreicht
werden. Aullerdem konnten weitere Gewebeproben von MS-Patienten analysiert werden. Da
es schwierig ist, Biopsiematerial von MS-Patienten zu bekommen, kann man auf
Autopsiematerial zuriickgreifen, das vor der Analyse auf seine Qualitdt getestet wurde. Die
Methode ist generell fiir die Analyse aller T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen,
Infektionserkrankungen sowie tumorinfiltrierenden T-Zellen anwendbar. Gelingt es, das AG
eines detektierten TZR zu identifizieren, konnte man moglicherweise Riickschliisse auf die

Krankheitsursache ziehen und effektivere Therapieansitze ermoglichen.

Wie bereits beschrieben erwies sich die Sensitivitdt des IL-2-ELISAs bei den ersten Versuchen
ein AG zu finden als zu gering. Aus diesem Grund ist es nétig die Analysemethode zu
optimieren. Es sollten Konstrukte kloniert werden, bestehend aus einem Reporter-Gen fiir GFP
bzw. Luciferase, die unter der Kontrolle des NFAT-Promotors stehen (Durand et al., 1988;
Verweij et al., 1990; Aarnoudse et al, 2002). NFAT steht fiir nuclear factor of activated T cells
und spielt eine Rolle bei der T-Zell-Aktivierung. Nach einer Aktivierung der Zelle kann die
Expression des Reportergens durch Messung der Griinfluoreszenz im Falle des GFP oder der
Lumineszenz-Messung im Falle der Luciferase sichtbar gemacht werden. Eine weitere
Moglichkeit besteht in der Verwendung von LacZ als Reportergen (Sanderson und Shastri,
1994).

Als Alternative zur hier beschriecbenen Peptid-Library soll eine c¢DNA-Library zur
Antigensuche angewandt werden. Hierzu wird eine normalisierte Muskellibrary (Invitrogen)
durch Rekombination in einen Zielvektor eingebracht und Stocks von jeweils 20
unterschiedlichen cDNA-Fragmenten hergestellt. Diese werden dann transient in APZ
transfiziert, die das entsprechende HLA-Molekiil exprimieren. Nach der Detektion eines

postitiven Stocks kann dieser so verdiinnt werden, dass nur noch ein Konstrukt pro Stock
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vorliegt. Die Probe, die nach erneuter Transfektion eine Aktivierung der TZR-Transfektanten
zeigt, wird anschlieend sequenziert und anaylsiert (van den Eynde et al., 1995; Gaugler et al.,

1996; Wong et al, 1999).
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VI. Anhang

1. Sequenzen der verwendeten TZR a- und B-Ketten

Nachfolgend sind Teile der Nukleotid- und Aminosduresequenzen der im Rahmen dieser

Arbeit verwendeten TZR o- und B-Ketten aufgefiihrt.

Griun unterlegt:

Schwarz unterlegt:

Rot unterlegt:
PM16488
VB1-JB1.2 TGT
C
Voa2.2-Ja54 TGT
C
Vall-Joa31  TGT
C
Va20-Ja37 TGC
C
Va23-Jo40  TGT
C
IBM15551
VB23-JB1.1  TGT
C
TTT
F
Vo4.2-Jo47 TGC
C
Voa23.1-Ja39 TGT
C
FE
VB1-Jp2.3 TGT
C
TTT
F
IM22
VB17-1p2.7 TGT
C
Val0-Jo42  TGT
C

Teil der V-Region direkt vor dem hypervariablen Bereich

hypervariable Region

Anfang der J-Region

GCC

GCA

GCT

CTT

GCT

GCC

ATC

GCT

GCC

GCC

GCA
A

AGC

ATG

GTG

CTC
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VI. Anhang

2. Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

amp® Ampicillin-Resistenz

APZ Antigen-prasentierende Zelle

AK Antikdrper

AS Aminosaure

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

CD _Cluster of Differentiation (Oberfldchenantigennomenklatur)
cDNA komplementére DNA

CDR Komplementaritdtsbestimmende Region (complementary determining region)
C-Region konstante Region (constant region)

Cy3 _Cytochrom 3 Fluoreszenzfarbstoff

D _Diversity

DEPC _Diethylpyrocarbonat

dNTP 2’-Desoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat

EBV _Ebstein-Barr-Virus

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FACS Fluorescence activated cell sorting

FCS fotales Kélberserum (fetal calf serum)

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

GFP green fluorescent protein

hygro® Hygromycin-Resistenz

HLA Human Leucocyte Antigen

IBM Einschlusskorperchenmyositis (Inclusion body myositis)
IL-2 Interleukin-2

J Joining

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

MS Multiple Sklerose

NFAT nuclear factor of activated T cells

NLS Kernlokalisationssignal (nuclear localisation signal)
neo® Neomycin-Resistenz

oD Optische Dichte

PM Polymyositis

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
RNA Ribonukleinséure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute of rotor)
RPMI ,-Roswell Park Memorial Institute*

Taq hitzestabile Polymerase von Thermophilus aquaticus
TBE Tris-Borat-EDTA

TBS Tris-gepufferte Saline

tet" Tetracyclin-Resistenz

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

TZR T-Zell-Rezeptor

U Einheit fiir die Enzymaktivitdt (unit)

V-Region Variable Region (variable region)
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