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Zusammenfassung

Periphere Blut-Lymphozyten (PBL) exprimieren den CD8aca-Homo- und CD8af-
Heterodimer-Korezeptor auf der Zelloberfliche. Jede CDS8-Kette besteht aus einer
Immunglobulin-Domine (Ig), dem ,,connecting peptide* (CP), einer Transmembran-
(TM) und cytoplasmatische Doméne (cyt). Da CD8-Molekiile eine wesentliche Rolle in
der Aktivierung von MHC Klasse I-restringierten T-Zellen haben, wurde ihre
Expression und Korezeptorfunktion intensiv untersucht. Die bisherigen Studien zur
Expression der CD8-wt-Ketten zeigten Unterschiede in der Expression der CD8f3-Kette
in unterschiedlichen Zelllinien und in Abhéngigkeit von der Spezies der CD8p-Kette.
Aktivierungsstudien ergaben, dass der CDS8af-Heterodimer-Rezeptor eine 100fach
geringere Peptid-Konzentration bendtigt, um in der T-Zelle eine IL-2-Antwort
auszuldsen.

Ziel dieser Studie war es, Konstrukte zu generieren, in denen jeweils eine der vier
Dominen einer Kette gegen die jeweilige der anderen Kette ausgetauscht wurde. Diese
Konstrukte sollten stabil in einer Jurkat-Variante exprimiert werden. Die
Expressionsstdrke sollte iiber die an der Inhibition der Expression der CD8(B-Kette
beteiligten Domédnen Aufschluss geben. Die Konstrukte mit Austausch der TM- und
cyt-Doméne (CD8aafa, CD8aaaf) werden gegeniiber CD8awt deutlich reduziert
exprimiert. Dieser inhibitorische Effekt der TM- und cytoplasmatischen Doméne addiert
sich durch die Kombination dieser beiden Dominen (CD8aa33). Der Effekt der Bcyt-
Domine und die deutlich verringerte Expression des CDS8Poaf-Konstruktes im
Vergleich zu CD8Baaa 1asst auf das Mitwirken der Palmitoylierungssequenz in der
cytoplasmatischen Domine schliessen.

MART-1- und TAX-spezifische T-Zell-Rezeptoren wurden auf CTL als CD8-abhingig
beschrieben. Die Aktivierung dieser TCRs nach Transfektion in Jurkat ergab jedoch,
dass beide Rezeptoren bei der Aktivierung zur IL-2-Produktion den CD8-Korezeptor
nicht bendtigten und schon ab einer Peptid-Konzentration von 107-10® M eine IL-2-
Produktion induzierbar war. Es wurden daher 80 Mutanten des TAX-Peptids in der
Aktivierung untersucht, da Verdnderungen der Affinitdt des CD3/TCR mit Peptid/ MHC
Klasse I durch Mutationen des Peptids oder MHC Klasse I-Molekiils zu einer CD8-
Abhéngigkeit filhren kann. Von den 80 Peptid-Mutanten zeigte das Nonapeptid mit
Austausch des Valins in Position 7 gegen Isoleucin eine 7,5 x stérkere IL-2-Produktion
in der CD8ao'-Linie. Dieses Peptid hatte aber in der Aktivierung keinen Einfluss auf

die CD8-Abhingigkeit des TCR. Die Peptidmutation in Position 4 Glycin gegen Alanin



lag mit der Induktion der IL-2-Produktion dagegen weit unterhalb des wt-Peptids. Der
TCR wird in der Erkennung dieses Peptids CD8-abhingig. CD8 wird als Korezeptor
demnach nur bei einer niedrigen Affinitit vom TCR zum Peptid/MHC Klasse I-
Komplex benétigt. Mit diesem Peptid lassen sich die CD8-Konstrukte in ihrer

Funktionalitét iiberpriifen.

Schlagworte: CD8, Expression, Aktivierung



Abstract

On peripheral blood lymphocytes the CD8co- homo- and CDS8af-heterodimer-
coreceptor is expressed on the cell surface. Each of the CD8-chains consists of four
domains: An immunoglobulin-domain (Ig), the ‘“connecting-peptide” (CP), a
transmembrane- (TM) and a cytoplasmic (cyt) domain. Because of the important role of
CD8-molecules in activation of MHC class I restricted T cells, the expression and
coreceptor-function had been examined extensively. Until now, expression data
concerning the CDS8B-chain differ between cell lines and the species of transfected
CD8pB-chain. Activation studies revealed that the CDS8af-heterodimer receptor is
activated through a peptide concentration 100 fold less than necessary for the CD8aat-
homodimer to induce an IL-2 response.

The aim of the study was to engineer constructs in which every single CD8-domain of
CD8a was exchanged against the corresponding domain of CD8[-chain and vice versa.
These constructs were stably expressed in a Jurkat-variant. The difference in cell
surface expression should reveal the inhibiting influence of the different domains in
CDSp cell surface expression. The constructs CD8aafa, CD8actalf were diminished
in expression compared to CD8a-wt. This inhibitory effect of the TM and cytoplasmic
domain in combination was additive (CD8aa3f8). The effect of Bcyt and the diminished
expression of the CD8Baaf-construct compared to CD8PBoaar suggests a functional
relevance of the palmitoylation sequence.

MART-1 and TAX specific T cell receptors are described as CD8-dependent on CTL in
literature. But activation of these TCR in Jurkat revealed that these receptors are CDS8
independent on Jurkat cells. Both TCR’s induced an IL-2 response at a peptide-
concentration of 107-10® M. 80 TAX-peptide-mutants were generated because changes
in the affinity between CD3/TCR and peptide/MHC class I through peptide- or MHC
class I-mutations induce a different reaction of cytotoxic T cells. The nonapeptide with
exchange of valine into isoleucine in position 7 induced a 7.5 fold increased IL-2
production in CD8awa.” expressing cells, without generating CD8-dependency of the
TCR. Peptide mutation from glycine to alanine in position 4 reduced the IL-2-response
compared to TAX-wt and the TCR became CD8-dependent. The CD8-coreceptor seems
only to be required for low affinity-contacts between TCR and peptide/MHC class I
complex. It is possible to investigate the functional relevance of CD8-constructs using
this peptide.

Keywords: CDS8, expression, activation.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 T-Zellen und NK-Zellen

T-Zellen sind in verschiedene Gruppen unterteilt, die je nach Funktion und Expression
der T-Zell-Rezeptorarten und Korezeptoren unterschieden werden. Sie sind nétig, um
korperfremde Peptide aufzuspiiren, die von den meisten Kdrperzellen auf sogenannten
Haupt-Histokompabilitidtskomplexen (MHC) bei Infektionen durch pathogene Erreger
prasentiert werden. Thre Aufgabe ist es, die Infektionserreger zu eliminieren. Grob
lassen sich reife T-Zellen in CD8- und CD4-exprimierende T-Zellen untergliedern.

Die CD4'-T-Zellen sind MHC Klasse 11 restringiert, was bedeutet, dass ihr T-Zell-
Rezeptor (TCR) in der Reifung mit MHC Klasse II Kontakt hatte und dadurch die
CD4"-T-Zellen zur Proliferation anregte. Ihr TCR bindet an MHC Klasse II-Molekiilen,
die mit Peptiden von vor allem extrazelluliren Erregern beladen sind. CD4 -T-Zellen
werden in Tyl- und Tp2-Zellen eingeteilt. Die Aufgabe der Tyl-Zellen besteht im
wesentlichen darin, zligig infizierte Makrophagen zu aktivieren, die korperfremde
Peptide prisentieren, weil sie z. B. Pathogene phagozytiert und lysiert haben. Ty2-
Zellen binden diese korperfremden Peptide auf MHC Klasse II-Molekiilen von
B-Zellen, die durch diesen Kontakt so stimuliert werden, dass sie letzten Endes zu
Immunglobulin-bildenden Plasmazellen heranreifen. Sie bilden die spitere, humorale
Antwort auf Infektionen. Die Anwesenheit des CD4-Korezeptors ist ndtig, um eine
effektive Signaltransduktion auszuldsen (60).

Die CDS8'-T-Zellen sind in ihrer Thymusreifung durch MHC Klasse I restringiert
worden (1). CD8"-T-Zellen konnen virus- oder mit cytosolischen Pathogenen infizierte
Zellen toten und damit eine Ausbreitung der Infektion verhindern. Sie lassen sich in
verschiedene Subklassen unterteilen. Der groBte Anteil der CD8'-T-Zellen exprimiert
einen T-Zell-Rezeptor, der aus einer TCR-a- und einer -B-Kette besteht. af-TCR
exprimierende T-Zellen, die auf ihrer Oberfliche CD8aca-Homodimere alleine
exprimieren, finden sich innerhalb von Epithelien, z. B. Schleimhiuten, und werden
auch intraepitheliale Lymphozyten (IEL) genannt (3). CD8ao-Homo- und CD8of3-
Heterodimere exprimierende of3-TCR-Lymphozyten zirkulieren im peripheren Blut
(PBL)(1). yo-TCR-exprimierende T-Zellen tragen zum groflen Teil keinen CD8-

Korezeptor, ein kleinerer Teil exprimiert das CD8ao-Homodimer auf ihrer
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Zelloberflache. Sie erkennen MHC-dhnliche Molekiile, die hydrophobe Lipid- und
Glykolipidantigene von z. B. Bakterien in ihrer Bindungsstelle préasentieren (2).

CD8ao. -TCR -Lymphozyten werden aufgrund ihrer cytotoxischen Funktion auch
Natiirliche Killerzellen (NK) genannt (3). Sie benétigen den Kontakt mit einer
konstanten Anzahl an MHC Klasse [-Molekiilen, die korpereigene Peptide prasentieren,
um in ihrem Ruhezustand zu bleiben. Durch diesen Kontakt bleiben sie cytotoxisch

inaktiv und die Zielzelle wird nicht zerstort.

1.2 Struktur der humanen CD8-Korezeptoren

Die CD8-Korezeptoren werden als glykosylierte Typ I Oberfldchenproteine exprimiert
und gehdren zur Immunglobulin-Superfamilie. Auf CD8'-Lymphozyten werden zwei
verschiedene CD8-Korezeptoren gebildet: das CD8aa-Homodimer und das CD8af3-
Heterodimer. Beide CD8-Ketten lassen sich in vier Doménen einteilen. Extrazellulér
bestehen sie N-terminal aus einer Immunglobulindoméne (Ig), der die Stielregion
(,,connecting peptide”, CP) folgt. Die Transmembran-Doméne (TM) verbindet die
extrazelluldre mit der cytosolischen (cyt), in der Signaltransduktion aktiven Doméne
(4,5). Die zwei Ig-Dominen des CD8ao-Homodimers formen eine Struktur, die stark
der variablen Antikorperregion dhnelt (4,6). Der Kontaktbereich dieser Ig-Anteile dhnelt
in seiner Struktur den CDR-Regionen (komplementaritdtsbestimmenden Regionen) des
T-Zell-Rezeptors, der dariiber den Peptid/ MHC-Komplex bindet (7). Die Studie iiber
den Kokristall des murinen CD8a-Ig mit 16slichem MHC Klasse 1 von Kern et al.
deckte die Interaktion der CD8a-Ig-Doméne mit der ai2-Doméne des MHC Klasse I a-
Kette auf (4). Die Kristallisationsstudie von Gao et al. zeigte dariiber hinaus, dass
humanes CD8aa mit der a2- und a3-Doméne des MHC interagiert und zusétzlich mit
2-Mikroglobulin des MHC Klasse I in Kontakt tritt (7). Auf der CD8a-Kette ist die
CP-Region mit 48 Aminosduren und auf der CD8B-Kette mit 26 Aminosduren
vergleichbar lang. Die CP-Region enthélt zahlreiche O-Glykosylierungsstellen und in
der Ndhe der Zellmembran Cysteine, die bei der Disulfidbriickenbildung der Dimere
bendtigt werden (5). Fiir die Oberfldchenexpression von CD8a wie auch fiir CD8p ist
nicht nur die Dimerisierung von entscheidender Bedeutung. Fiir die CDS8p-
Oberflachenexpression ist zusitzlich die Anwesenheit der CD8a-Kette notwendig. Ein
mogliches Retentionssignal in der TM-Doméne der B-Kette scheint dafiir zu sorgen,

dass CD8B-Monomere nicht auf die Zelloberfliche gelangen (8). Die cytoplasmatische
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Domine der CDS8a-Kette enthdlt ein Motiv, das fiir die Assoziation mit der
Tyrosinkinase p56'* sorgt (9), wihrend fir diese Region der CD8B-Kette keine
Proteinbindungsmotive bekannt sind (10). Dafiir wurde erst kiirzlich eine
Palmitoylierungssequenz im cytosolischen Rest der CD8B-Kette charakterisiert, die es
dem CD8af-Heterodimer erméglicht, in hochgeordnete Strukturen der Zellmembran
(,rafts”) zu driften (11) und dort mit TCR/CD3 zu assoziieren (12). Diese ,rafts
bestehen aus einem hohen Anteil kurzer gesittigter Fettsduren wie Palmitin- und
Myristinsdure und sind dadurch charakterisiert, dass die Phosphatase CD45 dort keinen
Zugang hat. So wird es der CD8a-Kette des Dimers ermoglicht, in eine enge raumliche
Nihe der dort vorliegenden Tyrosinkinase p56'* zu gelangen und effizienter
phosphoryliert und damit aktiviert zu werden (12).

Abb. 1 stellt eine Skizze der Interaktion von CD8 mit CD3/TCR-Peptid/MHC Klasse I-

Komplex dar.

== |TAM
== Disulfidbindung

CD8"-T-Zelle

Abb.1: Skizze einiger am Kontakt zwischen CD8'-T-Zelle und APC beteiligter
Molekiile. In der Skizze sind die wichtigsten gebundenen Oberfldchenproteine und
einige intrazytoplasmatischen Kinasen dargestellt. Tyrosinkinase Ick = p56'*, ZAP-70 =
Zeta-assoziiertes Protein, TCR = T-Zell-Rezeptor, MHC I = MHC Klasse 1.
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1.3 Funktion der CD8-Dimere

1.3.1 Entwicklung der CD4"CD8"-Thymozyten zu CD8"-T-Zellen im Thymus

Die CD4- und CD8-Korezeptoren haben eine wichtige Funktion in der Thymusreifung.
Im CD4'CD8" doppelt positiven (DP) Stadium sterben Thymozyten, wenn sie nicht an
Selbst-MHC-Komplexen binden (,,death by neglect”). Noch in diesem DP-Stadium
gelangen sie in einen proliferierenden Status, wenn sie Selbst-MHC erkennen.
Thymozyten, die mit hoher Aviditdit Peptid/MHC erkennen, werden negativ
selektioniert. Nur die wenigen Zellen, die Peptid/MHC mit niedriger Aviditit erkennen,
{iberleben. Dabei werden die DP-Thymozyten zu CD4" einfach positiven (SP) T-Zellen,
wenn sie MHC Klasse II-Molekiile erkennen. Diejenigen, die MHC Klasse I erkennen,
werden zu CD8"-T-Zellen (15). Bei der Entscheidung, in welche SP-T-Zelle die DP-
Zellen differenzieren soll, spielt auBerdem die Expression von Genen, die die jeweilige

Funktion der Zellen programmieren, eine wesentliche Rolle (16).

1.3.2 Funktion des CD8-Korezeptors in der Signaltransduktion
Durch die Bindung von Peptid/MHC Klasse I Komplex an TCR/CD3 und CD8 werden

eine Reihe von Effektorfunktionen ausgelost. Dazu zdhlen die Bildung von
verschiedenen Zytokinen, die die Aktivierung von Makrophagen und die eigene
Proliferation auslosen, und die Totung der infizierten Zielzelle. Durch den engen
Kontakt von CD8"-T-Zelle mit der Zielzelle wird eine Schidigung des umliegenden
Gewebes ausgeschlossen und der entstehende Schaden so gering wie moglich gehalten
(30). Die Ndhe der CDS8-Molekiile zum TCR/CD3-Komplex bewirkt eine starke
Aktivierung der CD8"-T-Zelle, da die mit CD8-assoziierte Tyrosin-Proteinkinase p56'*
in enge rdumliche Néhe zur CD3C-Kette gelangt. So werden schnell und effizient die
ITAMs (immunoreceptor-tyrosine-based motifs) der CD3C- und der CD3e- Kette
wihrend des Kontakts des TCR/CD3/CD8-Komplexes mit Peptid/ MHC Klasse I
phosphoryliert (13). Durch die phosphorylierte CD3{-Kette wird das ZAP-70-Molekiil
(zeta-assoziiertes Protein), von p56ICk phosphoryliert und die Signalkaskade bis zu den
Transkriptionsfaktoren in Gang gesetzt (60).

Die CD8-Dimere haben aber nicht nur die Funktion, die Aktivierung des TCR-CD3-
Komplexes bei der Bindung von MHC Klasse I-Peptide-Komplex zu verstirken,
sondern auch diesen Komplex =zu stabilisieren (14) und eine ausreichende

Signaltransduktion zu ermoglichen.
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1.3.3 Reifung naiver CD8"-T-Zellen zur cytotoxischen T-Zelle

Reife, naive CD8 -T-Zellen werden nach dem ersten Kontakt (Priming) mit fremden
Peptid auf MHC-Klasse I-Molekiilen im ersten Schritt zundchst zur Proliferation
aktiviert und differenzieren dann zu bewaffneten Effektorzellen (17). Dieser Kontakt
findet in lymphoiden Organen statt, in denen auf antigenprisentierenden, iiberwiegend
dendritischen Zellen (APC) das korperfremde Peptid auf MHC Klasse I gebunden wird.
Fir diesen ersten Kontakt sind weitere Oberflichenmolekiile nétig. Die APC
exprimieren auf ihrer Oberfliche CD80/CD86 (B7.1/B7.2) das den Korezeptor CD28
auf den CD8"-T-Zellen bindet und das zweite stimulierende Signal auslost (18). Fehlt
die Aktivierung dieses zweiten Korezeptors bei einem schwachen Antigen (27), so wird
dieser Kontakt die CD8"-T-Zelle zur toleranten Zelle machen, die damit auf dieses
Peptid nicht mehr reagieren kann (Anergie) (19). Durch das stimulierende Signal des
CD28-Molekiils wird die Proliferation iiber die Interleukin-2-Synthese (IL-2) und die
Verianderung der IL-2-Rezeptor-Zusammensetzung angeregt. So konnen auch geringe
Mengen des gebildeten IL-2 einen wesentlich affineren IL-2-Rezeptor binden und die
CD8-T-Zelle zur klonalen Expansion und Differenzierung anregen (18). Exprimiert die
Zelle, die das Antigen gebunden hat, wenig MHC Klasse I oder Korezeptoren, so
konnen CD4'-T-Zellen zur Hilfe kommen, die iiber Peptid/MHC Klasse II die
antigenpriasentierende Zelle anregen, mehr kostimulatorische Rezeptoren auf ihrer
Oberfliche zu exprimieren. Damit kommt doch noch die Aktivierung der CD8"-T-Zelle

zustande (20).

1.3.4 Funktion der cytotoxischen T-Zelle

Kommt es zu einem Kontakt zwischen einer bewaffneten CD8"-T-Zelle mit einer
infizierten, antigentragenden Zelle, so reorganisiert das Cytoskelett der cytotoxischen T-
Zelle und die lytischen Granula formieren sich im Kontaktbereich zur Zielzelle, wo sie
dann auch freigesetzt werden (21, 22). Die Granula enthalten einen Vorrat an Perforin,
das in der Membran der Zielzelle Poren bildet. Durch diese Poren gelangen Granzyme,
die ebenfalls in den Granula gespeichert sind, in die Zielzelle (23). Eines davon ist das
Granzym B, eine Serin-Protease, die eine ubiquitir vorkommende Caspase in ihre
aktive Form spaltet. Daraufhin wird wiederum eine Nuklease aktiviert, die mit der
Degradation der DNA beginnt. So wird der Zelltod (Apoptose) eingeleitet, dessen
Hauptmerkmal die Bildung von 200 Basenpaaren (bp) groBen DNA-Fragmenten ist
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(24). Wenn die cytotoxische T-Zelle (CTL) diese Granula freisetzt, werden die
Inhaltsstoffe erneut synthetisiert. So kann ein einziger CTL innerhalb von 5 Minuten in
einer Zielzelle Apoptose auslosen und dann zur nachsten wandern, wo das Gleiche von
vorne beginnt. Auller tiber diesen Weg der Granulafreisetzung kann das Signal fiir die
Apoptose auch iiber den Fas-Liganden der CD8-T-Zellen an die Zielzellen iiber den
Rezeptor Fas weitergegeben werden (25).

Neben IL-2 produzieren cytotoxische T-Zellen auch andere Cytokine, wie IFN-y,
TNF-a und TNF-B, die nun wiederum andere Zellen in ihrer Funktion oder Proliferation
anregen. IFN-y aktiviert Makrophagen, mehr MHC Klasse I zu exprimieren und
induziert die NO-Produktion (26). Es wirkt weiterhin direkt inhibierend auf die virale
Replikation und hat eine wichtige Funktion in der Aushungerung von intrazelluldren
Parasiten durch Tryptophanabnahme in der infizierten Zelle. TNF-o und - wirken
synergistisch auf die Makrophagenaktivierung und téten manche Zielzellen direkt {iber

TNF-Rezeptoren (27).

1.4  Expression der CD8-wt-Ketten

Da CD8-Molekiile eine wesentliche Rolle in der Aktivierung von MHC Klasse I-
restringierten T-Zellen haben, wurde ihre Expression intensiv untersucht. Die bisherigen
Studien zur Expression der CD8-wt-Ketten zeigten Unterschiede in der Expression der
CDS8pB-Kette in unterschiedlichen Zelllinien und in Abhdngigkeit von der Spezies der
CD8B-Kette.

Devine et al. (2000) untersuchten in ihrer Studie die Expression der CD8a- und CD8f-
Einzelketten sowie die Kotransfektion von CD8a und CD8f3 (sowohl humaner als auch
muriner Ketten) in der Nierenfibroblasten-Linie COS-7 (29). Transient transfizierte
Zellen exprimierten auf ihrer Zelloberfliche sowohl humane als auch murine CD8aot-
Homodimere und CD8af-Heterodimere. Bei der Expression der B-Kette zeigte sich ein
Unterschied bei der verwendeten Spezies. Wéhrend die humane (h) CD8B-Kette als
Homodimer auf der Oberflache exprimiert wurde, konnte die murine (m) CD8B-Kette
nicht nachgewiesen werden. Fiir die ndhere Untersuchung, welche der vier Doméanen fiir
diesen Verlust der Expression auf der Oberflidche verantwortlich sein konnte, tauschten
sie die murine B-Ig-Domine gegen die humane B-Ig-Doméne und umgekehrt die

humane gegen die murine B-Ig-Doméne aus. Das Konstrukt, das die murine B-Ig-
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Domine enthielt, konnte nicht von dem gegen die B-Kette gerichteten Antikorper auf
der Zelloberfliche nachgewiesen werden. Die fiir humanes CDS8f transgene Maus
zeigte auf ihren PBL die Expression von mCD8a/hCD8B-Heterodimer, sowie hCD8f3
ohne mCD8a. Weiterhin konnten in den PBL dieser Tiere eine geringe Anzahl von
mCD4/hCD8B doppelt positiver Lymphozyten nachgewiesen werden. Es wurde
gefolgert, dass die murine CD8fB-Ig-Domine die Expression von CD8BB-Homodimeren
inhibiert.

Im Gegensatz hierzu entdeckten Wheeler et al. (1992), dass die murine CD83-Kette auf
einer Maus-Hybridoma-Linie exprimiert wird, wenn die TM-und die cytoplasmatische
Domine der B-Kette gegen die jeweiligen Doménen der a-Kette getauscht wurden (30).
Sie fiihrten die fehlende CD8B-Homodimerexpression also nicht auf die murine B-Ig-
Domine zuriick. Weiterhin ergab die Untersuchung dieses Konstruktes auf seine
Korezeptorfunktion, dass dieses Dimer funktionell als Korezeptor des TCRs aktiv war.
Hennecke et al. (1993) transfizierten COS-1-Zellen transient mit murinem CD8a,
CD8a mit CD8B und CD8f einzeln (28). Sie konnten keine Oberfldchenexpression des
murinen CD8f als Monomer oder Dimer nachweisen. Den Einfluss der einzelnen
Doménen der beiden CD8-Ketten auf die Expression untersuchten sie durch mehrere
Konstrukte, in denen gezielt die CD8a-Ekto-, -Transmembran- oder -cytoplasmatische
Domine gegen Tac (a-Kette des IL-2-Rezeptors) oder CD8p ausgetauscht wurden. Sie
kamen zu dem Schluss, dass die funktionelle Bedeutung der B-TM-Domine
wahrscheinlich in der Retention von CD8B-Monomeren liegt. Weiterhin zeigten sie,
dass die Funktion der a-TM-Doméine in der Dimerisierung der CD8-Monomere liegt
und dass die CDS8o-Ektodomdne fiir den Transport der Dimere aus dem
Endoplasmatischen Retikulum notwendig ist. Die Dimerisierung des CD8a3 hebt die
Retention von B-Monomeren durch die B-TM-Doméne auf und ermdglicht danach den

Transport zum Golgi-Apparat.
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1.5  Interaktion des CD8-Korezeptors mit Peptid/ MHC Klasse I Komplex

Um eine CD8" T-Zelle zu aktivieren, muss meist zusétzlich zum TCR auch CD8 an den
Peptid/MHC Klasse I-Komplex binden und so die sonst niedrigaffine Interaktion von
TCR und MHC stabilisieren.

Kristallisationsstudien und BIAcore-Studien zeigten, dass der CD8-Korezeptor den
CD3/TCR-Peptid/MHC Klasse I-Komplex (14) durch die Bindung der CD8a-CDR-
dhnlichen Regionen an die a2 und a3 dhnliche Doménen sowie in schwicherer Form
iiber das (,-Mikroglobulin stabilisiert (7). Eine flexible Schleife der MHC Klasse I a3-
Doméne ist zwischen zwei CDR-dhnlichen Schleifen zweier CD8a-Molekiile
eingeklemmt, was die Bindung eines weiteren MHC Klasse I an das CD8aa-
Homodimer ausschlie3t (6). Ein CD8-Molekiil bindet also jeweils nur ein Peptid/ MHC-
Molekiil. In diesen Studien wurden unterschiedliche Dimerformen der humanen bzw.
murinen CD8a-Ig-Doménen konstruiert und MHC Klasse I in 19slicher Form mit 3,-
Mikroglobulin komplementiert. Bei den kristallographischen Daten zeigte der murine
im Gegensatz zum humanen Komplex bei der Bindung von CD8ao an Peptid/ MHC
eine deutliche Konformationsinderung im Peptid-MHC Komplex (4, 16). Diese
Spezies-Unterschiede zeigen sich beim Austausch der humanen gegen die murine o.3-
Domine. Eine fiir humanes MHC Klasse I transgene Maus mit murinem a3-Anteil
zeigte bei der Interaktion der spezifischen CTL eine dramatische Verbesserung der
cytotoxischen  Aktivitdit (32). Inwiefern die fehlende, energicaufwendige
Konformationsdnderung auf humaner Ebene von thermodynamischem Vorteil bei der
Bindung des CD8a-Heterodimers sein konnte, da die kiirzere B-Kette moglicherweise
die Konstaktstelle zu Peptid/MHC Klasse I praformiert, ist nach wie vor unklar. Es ist
bis heute noch nicht gelungen, Idsliches CD8af} mit Peptid/MHC Klasse 1 zu
kristallisieren.

In einer Aktivierungsstudie stellte sich heraus, dass CD8af} ein 100fach effizienterer
Korezeptor in der Erkennung von niedrigen Peptidkonzentrationen ist, als das CD8aat-
Homodimer (33). In der BIAcore-Untersuchung von Garcia et al. und Kern ef al. hatten
jedoch humanes und auch murines 16sliches CD8ap-Heterodimer im Vergleich zum
CD8aa-Homodimer eine vergleichbare Affinitdt zu immobilisiertem MHC Klasse 1
(14, 34). Daher kann die bessere Korezeptorfunktion des CD8af3-Heterodimers nicht
aus der Bindung an Peptid/MHC Klasse I-Komplex alleine kommen, sondern muss aus

der Aviditét aller beteiligter Komponenten CD8, TCR und MHC-Klasse I resultieren.
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Devine et al. (1999) untersuchten in einer Adhésionsstudie, welche Aminosdure-
Mutationen im extrazelluldren Anteil des humanen CD8aa bei der Bindung des MHC
Klasse I funktionell von Bedeutung sind (35). Die Aminoséduren R4 und L25 stellten
sich als existentiell fiir den Kontakt heraus. Die mit CD8aR4A/CD8a-wt transfizierten
Linien zeigten im Vergleich zur CD8ao-wt transfizierten Linie keinen Unterschied in
der Bindung. Dagegen banden CD8aR4A/CD8aR4A und CD8aR4A/CDS deutlich
schwicher und es war keine Adhédsion mehr zu beobachten. Daraus zogen sie den
Schluss, das die CD8B-Ektodoméne keinen grossen Beitrag zur Bindung an MHC
Klasse I leistet. Die stirkere Korezeptorfunktion des CD8a3-Heterodimers sollte ihrer
Ansicht daher durch die TM-Doméne und cytoplasmatischen Anteil der CD8p-Kette
geleistet werde. Witte er al. (unveroffentliche Daten) hingegen fanden in ihrer
Aktivierungsstudie, dass die Mutationen K55A und G56A des murinen CD8p-Ig-
Anteils die IL-2-Produktion bei Stimulation drastisch reduziert. Auch Wheeler et al.
(30) zeigten, dass die CD8[3-Ektodoméne in der Assoziation mit Peptid/MHC Klasse I-
Komplex eine Funktion hat. Sie hatten ein Konstrukt aus extrazellulirem CD8B-Anteil
mit der TM- und cytoplasmatischen Domédne der CD8a-Kette transfiziert und
nachgewiesen, dass dieser Korezeptor aktiv war. In einer weiteren Arbeit stellte sich
auBlerdem heraus, dass der gleichzeitige Einsatz von monoklonalen Antikdrpern gegen
die CD3e-Kette die von CD8af} induzierte IL-2-Produktion herabsetzte, nicht jedoch
die von CD8aa (37).

1.6  Interaktion des CD8-Korezeptors mit CD3/TCR

Die Entwicklung von Thymozyten transgener Miause, die CD8[3 ohne cytoplasmatische
Doméne exprimierten, war in der Reifung von DP-Zellen zu CD8-SP-Zellen (39)
behindert. Hier spielt die Aktivitdt der Ick, die durch CD8p in ,rafts* verstirkt wird,
eine wesentliche Rolle. So hingt die positive und negative Selektion der Thymozyten
von der Ick-Interaktion mit CD4 und CDS ab (39), auch wenn unreife Thymozyten im
DP-Stadium ,,rafts* nicht bei TCR-vermittelten Signalen polarisieren, wohl aber das
Cytoskelett reorganisieren (40). In der neuesten Arbeit von Doucey et al. (paper in
press) wurde deutlich, dass CD8af3, nicht aber CD8aa mit TCR assoziiert, und dass
CD8af nicht mit einem TCR assoziieren kann, dem die CD3&-Kette fehlt. Durch

Immunprézipitationen wurde nachgewiesen, dass die CD3d-Kette CD8aff und
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TCR/CD3 in rafts miteinander verbindet und dass die CD3d-Kette aus dem CD3/TCR-
Komplex mit CD8f aus CD8a ko-immunoprézipitierbar ist (41). Ein weiterer Hinweis
fiir die Interaktion zwischen der B-Kette des CD8af-Dimers und CD33 ist das Anhalten
der Thymozytenentwicklung im Stadium der DP-Zellen (42) in CD38"~ Mausen.

Eine weitere Interaktion des CD8af3-Heterodimers wiesen Naeher et al. nach (2002),
die einen TCR konstruierten, der in der TCR-o-Kette einen Austausch des a-CPM-
Motivs (a-chain connecting peptide motif) hatte (43). CD8afy war daraufthin nicht mehr
in der Lage, mit diesem T-Zell-Rezeptor zu interagieren. Thymozyten mit a-CPM

defizientem TCR machen keine positive Selektion mehr durch.
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1.7  Zielsetzung

Der CDS8-Korezeptor wird als CD8ao-Homodimer oder CD8af3-Heterodimer
exprimiert und stabilisiert die Bindung des Peptid/MHC-Klasse [-Komplexes iiber
verschiedene Aminosdurereste seiner Ig-Doménen. Die beiden unterschiedlichen
Dimerformen zeigen keinen nennenswerten Unterschied in der Bindungsaffinitit zu
MHC Klasse I, aber einen deutlichen Unterschied bei der Aktivierung durch geringe
Mengen von Peptid/MHC Klasse [-Komplexen. Ist die cytoplasmatische Doméne der
CDS8pB-Kette entfernt worden, so wird zwar 10 Mal mehr Peptid benétigt, um eine IL-2-
Antwort auszuldsen. Die Differenz zwischen der 100fach besseren Korezeptoraktivitit
des CD8ap-Heterodimers im Vergleich zum CD8aoa-Homodimer ist damit aber nicht
vollstindig zu erkldren. Die Expression eines humanen aber nicht murinen CD8ff-
Homodimers wurde bisher nur auf COS-7-Zellen beobachtet, nicht jedoch auf T-Zell-
Hybridomen oder PBL.

Ziel des Projektes war es, herauszufinden, welche Domine fiir die fehlende CD8pB[3-
Homodimerexpression verantwortlich ist und welche Dominen dem CD8af-
Korezeptor seine hohere Empfindlichkeit gegeniiber geringen Mengen von Peptid/ MHC

Klasse [-Komplexen verleiht.

Das Projekt gliederte sich dabei in folgende Teile:

1) Um den Einfluss der verschiedenen Dominen in der Expression der Dimere
untersuchen zu konnen, sollten die einzelnen Dominen einer Kette gegen die
jeweilige der anderen Kette ausgetauscht werden. Diese Konstrukte sollten dann in
das T-Zell-Hybridom Jurkat mit bekannter Spezifitit (siche Punkt 2¢) stabil
transfiziert werden.

2) Um den Einfluss der verschiedenen Domidnen auf die Korezeptorfunktion
untersuchen zu kénnen, wurden stabile Linien etabliert.

a) Die Jurkat-Linie HSAS, die den MART-1-spezifischen TCR trigt, sollte mit
CDS8-wt kotransfiziert und in der Aktivierung mit MART-1 auf seine CDS-
Abhéngigkeit hin tiberpriift werden.

b) Der Tip-defiziente Jurkat-Klon RT3 sollte mit dem TAX-spezifischen TCR
transfiziert werden. Diese Linie sollte als parentale Linie fiir Kotransfektionen
mit CD8-wt dienen. Im Aktivierungsexperiment sollten die CD8-Abhdngigkeit

dieses TCRs untersucht werden.
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¢) Die generierten CD8-Konstrukte sollten in eine CDS8-abhidngige Linie stabil
kotransfiziert werden, um die Funktion der verschiedenen Doménen im

Aktivierungsexperiment zu ermitteln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Eukaryontische Zelllinien

Jurkat-Varianten: wt:
RT3:
18B3:
HSAS:

APC: T2:

EBV-B-Linien:

MCEF-7:

IL-2 sensitive Zelllinie: G2:
Hybridoma-Zelllinien: OKT]11a:
OKT3:

OKTS:

2.1.2 E. coli-Bakterienstimme

XL1-blue: Stratagene:

Jurkat-Grundlinie, ATCC, Teddington, UK
Tip defizienter Jurkat-Klon
Tia-defizienter Jurkat-Klon, zur Verfligung
gestellt von Dr. J. Zeuthen, Kopenhagen, DK
Jurkat-Transfektante mit humanem TCR gegen
MART-1. Zur Verfiigung gestellt von Dr. M.
Nishimura, NIH, Bethesda, USA.
exprimiert MHC Klasse I vom Typ HLA-A2.1
130: exprimiert HLA-A2.1

93: exprimiert HLA-A11 und 25
adhdrente Tumorzelllinie, die HLA-A2.1
exprimiert, ATCC.
Ratten-Linie, reagiert quantitativ und obligat auf
IL-2 mit Proliferation, zur Verfiigung gestellt
von Prof. Dr. Wonigeit, MHH, Deutschland.
Produktion von Maus-anti-human CD2
monoklonalen Antikdrpern
Produktion von Maus-anti-human CD3¢
monoklonalen Antikdrpern
Produktion von Maus-anti-human CD8a.

monoklonalen Antikdrpern

La Jolla, USA

F'::Tnl0 proA'B lacl® A(lacZ)M15/recAl endAl
gVvrA96(Nal") thi hsdR17 (rmy ) sup E44 relAl lac

13
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InvalF’: Invitrogen:  Karlsruhe, BRD
F' endAl recAl hsdR17 (r’, my") sup E44 thi-1
gyrA96 relAl ®lacZAMI15 A(lacZY A-argF)U16\

TOP10F’: Invitrogen:  F' {lacl® Tnl0 (Tet®)} merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 DlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galUgalK rpsL (St™) endA1 nupG

2.1.3 Plasmide

pBSks: pBlueskript ks, Klonierungsvektor, Stratagene, La Jolla, USA.
Der Multiklonierungsstelle ist ein LacZ-Gen nachgeschaltet, um
ein Blau-Weil3-Screenen auf X-Gal-Platten zu ermdglichen. Das

Selektionsmittel fiir diesen Vektor ist Ampicillin.

pCR®2.1: Klonierungsvektor fiir PCR-Produkte, Invitrogen:
Der Vektor pCR2.1 wird in linearisierter Form mit TA-
Uberhéingen geliefert, in die PCR-Produkte ligiert werden, die
einen A-Uberhang haben (Polymerasen wie Taq aber nicht Pfu
bilden einen solchen Uberhang). Ein vor dem Insert
vorgeschalteter LacZ-Promotor, ermoglicht ein Blau-WeiB-
Screening auf X-Gal-Platten. Zur Selektion koénnen sowohl

Ampicillin als auch Kanamycin verwendet werden.

pcDNA3.1(+): eukaryontischer Expressionsvektor, Invitrogen
Der Multiklonierungsstelle ist ein CMV-Promotor und dem
Resistenzgen ein  SV40  Promotor  vorgeschaltet.  Als
Selektionsmittel in Bakterien dient Ampicillin und in

eukaryontischen Zellen dienen Neomycin oder G418.

pSH: eukaryontischer Expressionsvektor, zur Verfiigung gestellt von
J.P. Kinet, Boston, USA.
Der Multiklonierungsstelle ist ein SV40-Promotor vorgeschaltet,
dem Resistenzgen fiir eukaryontische Zellen geht ein TK-Promotor
voraus und ist gegen Hygromycin gerichtet. Bakterienkulturen

werden mit Ampicillin selektioniert.
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bluntpSH: eukaryontischer Expressionsvektor pSH, fiir Klonierungsarbeiten

mit der multiplen Klonierungssequenz von pBSks iiber die

Schnittstellen: X#o 1/Sac 1 erweitert.

2.1.4 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide fiir CD8 und KIRs wurden von der Firma MWG (Ebersberg,
BRD) bezogen. Alle Primer wurden lyophilisiert geliefert und in Aqua bidest. in einer

Konzentration von 100 pmol/ml geldst.

CD8-Primer:

Der Ubergang zwischen humaner CD8a-Kette und B-Kette ist durch einen Schriigstrich

kennzeichnet.

Bezeichnung Sequenz §' - 3' Beschreibung

CD8afor CTCGCGCCCGAGCTTC HuCD8a: -42 —-27 bp

CD8arev GTGACCCTTGTGGTG HuCD8a: 920 — 906 bp

CD8bl GCCAGGTGTCCCG HuCD8p: -21 —-11 bp

CD8b2 CCCTTTTCCCGGTC HuCDS8p: 1070 — 1057 bp

HalgBCpl CGGTCTTCCTG/GATTTCCTTCCC HuCDS8: alg: 389-399 - B.2Cp: 406-417 bp
HalgBCp2 GGGAAGGAAATC/CAGGAAGACCG HuCD8: 3.2Cp: 417-406 - alg: 399-389 bp
HpBIgaCpl CTGAGTGTGGTT/CCAGCGAAGCC HuCD8: .2: 394-405 — aCp: 400-410 bp
HpIgaCp2 GGCTTCGCTGG/AACCACACTCAG HuCDS8: aCp:410-400 - B.21g: 405-394 bp
HoCppTMDI1 GACTTCGCCTGT/GGCCCACTTTG HuCDS8: aCp: 532-543 - B.2TMD: 493-503 bp
HoCppTMD?2 CAAAGTGGGCC/ACAGGCGAAGTC HuCDS: 3.2TMD: 503-493 — aCP: 543-532 bp
HBCpaTMD1 GAGACCCAGAAG/GATATCTACATCTG HuCDS: 3.2Cp: 481-492 — aTMD: 544-558 bp
HBCpaTMD2 CAGATGTAGATATC/CTTCTGGGTCTC HuCDS8: aTMD: 558-544 - 3.2CP: 492-481 bp
HoaTMDBCytl | GTTATCACCCTTTAC/ATCCACCTGTGC HuCDS8: aTMD: 601-615 - B.2Cyt: 571-582 bp
HoaTMDBCyt2 | GCACAGGTGGAT/GTAAAGGGTGATAAC | HuCDS: B.2Cyt: 582-571 — aTMD: 615-601 bp
HBTMDaCytl | GGGAGTGGCC/TGCAACCACAGG HuCD8: 3.2TMD: 561-570 — aCyt: 616-627 bp
HBTMDaCyt2 | CCTGTGGTTGCA/GGCCACTCCC HuCDS8: aCyt: 627-616 - B.2TMD: 570-561 bp

Tabelle 1: Primer fiir CD8-wt-Ketten und CD8-Konstrukte

Die Zahlung der Basenpaare beginnt mit der ersten Base des Startmethionin der “Leader”-Sequenz.

Oligonukleotide spezifisch fiir KIRs 2DL1-3. 3DL1, 2DS1-5 und 3DS1:

Diese KIR-Subfamilien wurden durch Oligonukleotide amplifiziert, die von Uhrberg et

al. entworfen wurden (Tabelle 2, 52).
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KIR-Subgruppe bindet auf sense antisense

KIR2DL1 DNA ACTCACTCCCCCTATCAGG AGGGCCCAGAGGAAAGTC
KIR2DL2 DNA CCATGATGGGGTCTCCAAA GCCCTGCAGAGAACCTACA
KIR2DL3 DNA CCTTCATCGCTGGTGCTG CAGGAGACAACTTTGGATCA
KIR3DLI1 DNA CCATCGGTCCCATGATGCT AGAGAGAAGGTTTCTCATATG
KIR2DS1 DNA/RNA TCTCCATCAGTCGCATGAA/G | AGGGCCCAGAGGAAAGTT
KIR2DS2 DNA/RNA TGCACAGAGAGGGAAGTA CACGCTCTCTCCTGCCAA
KIR2DS3 DNA/RNA TCACTCCCCCTATCAGTTT GCATCTGTAGGTTCCTCCT
KIR2DS4 DNA/RNA CTGGCCCTCCCAGGTCA GGAATGTTCCGTTGATGC
KIR2DS5 DNA/RNA AGAGAGGGGACGTTTAACC GCCGAAGCATCTGTAGGC
KIR3DS1 DNA GGCAGAATATTCCAGGAGG AGGGGTCCTTAGAGATCCA
KIR3DS1 RNA GGCACCCAGCAACCCCA AAGGGCACGCATCATGGA
Aktin RNA CGCGAGAAGATGACCCAGATC | TTGCGATCCACATCTGCTGG

Tabelle 2: Oligonukleotide spezifisch fiir KIRs 2DL1-3, 3DL1, 2DS1-5 und 3DS1

2.1.5 Zusitze fiir RT-PCR
Oligo(dT)15
RNasin

Promega (Mannheim, BRD), C1101

N2511

Reverse Transkriptase

2.1.6 Antikorper

Polyklonale Antikorper:
Ziege-anti-Maus-FITC:

Recombinant RNasin Ribonuclease-Inhibitor, Promega,

Omniskript RT Kit, QIAGEN (Hilden, BRD), 205111

Jackson Immuno Research/Dianova (Hamburg (BRD),

Nr. 115-016-044, lyophilisiert. (1 mg/1 ml steriles Aqua

bidest., 40 pl-Aliquots bei —20 °C gelagert, Verdiinnung

Ziege-anti-Ratte-PE:

1:100, 50 pl pro Test)

Coulter-Immunotech (Marseille, F) Nr.

112-116-143,

lyophilisiert. (1 mg/ml steriles Aqua bidest, 40 pl-Aliquots

bei —20 °C gelagert, Verdiinnung 1:100, 50 pl pro Test,
Kreuzreaktion mit Maus-mAK.)

Ziege-anti-Kaninchen-PE:

Martek Biosciences Corporation, Columbia, USA, Nr.

50806, lyophilisiert. (0,5 pg/0,5 ml, Verdiinnung: 1:100,
50 ul pro Test)

H-160
H-149

Kaninchen-CD8a., sc7188, Santa Cruz, USA
Kaninchen-CD8p, sc9147, Santa Cruz, USA
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2.1.7 Monoklonale Antikorper

Antikorper, die aus Zellkultur-Uberstinden aufgeeinigt wurden:

OKTlla:
OKT3:
OKTS:
BMA-031:
W6/32:

Kéufliche Antikorper:

T10B9.1A-31:

UCHT-1-Fitc:

DK25:

2ST8.5HT:

SF2:

CD28.2

MAM104

HP-3D9

2.1.8 Peptide
MART-1 (AS 27-35)

Maus-anti-human CD2, Hybridoma-Zellkultur-Uberstand
Maus-anti-human CD3¢, Hybridoma-Zellkultur-Uberstand
Maus-anti-human CD8a.,, Hybridoma-Zellkultur-Uberstand
Maus-anti-human TCR, konstante Domine, Uberstand
Maus-anti-human MHC Klasse I, Hybridoma-Zellkultur-
Uberstand

Maus-anti-human TCR, konstante Doméne, Pharmingen,
Heidelberg, BRD, Nr. 32255X

Maus-anti-human CD3g, Becton-Dickinson, Heidelberg,
BRD; Nr.555332

Maus-anti-human CD8a, Zell-Kulturiiberstand, DAKO,
Hamburg, BRD, Nr. M0707, Subtyp I1gGk
Maus-anti-human CD8af3, Coulter-Immunotech,
Marseille, F, Nr. 2014, Subtyp 1gG,,x

Maus-anti-human CD8, Coulter-Immunotech, Nr. 1615,
Subtyp 1gG;

Maus-anti-human CD28, Pharmingen, Nr. 33749X,
Subtyp 1gGx, APC-gekoppelt.

Maus-anti-human CD80/B7, Beckmann-Coulter Krefeld,
BRD

Maus-anti-human CD94, Pharmingen, 35154X,

Subtyp IgGk, FITC-gekoppelt.

Nonapeptid: AAGIGILTV

Es wurde aus dem malignen Melanom-Protein MART-1 isoliert,
das auf HLA-A2.1 présentiert wird. Zur Verfiligung gestellt von
Dr. M. Nishimura, NIH, Bethesda, USA.
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TAX (AS 11-19) Nonapeptid: LLFGYPVYV
Es représentiert ein Epitop des HTLV-1-Virus und wird auf
HLA-A2.1 présentiert. Synthese von MWG-Biotech, Ebersberg,
Deutschland.

TAX-Mutanten Nonapeptid: LLFGYPVYV wurde von Dr. Ronald Frank,
AG Molekulare Erkennung, GBF (Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung mbH), Braunschweig in den

Positionen 1, 4, 7, 8 mit allen 20 Aminosaduren mutiert. (P1-P80)

Peptid-Nr. | Pos. 1 AS-|Peptid-Nr. |Pos. 4 AS-|Peptid-Nr. |Pos. 7 AS-|Peptid-Nr. |Pos. 8 AS-
Austausch Austausch Austausch Austausch
Pl LIL P21 G4L P51 V7L P61 YSL
P2 LI1IA P22 G4A P52 V7A P62 YSA
P3 LIC P23 G4C P53 Vv7C P63 Y8C
P4 L1D P24 G4D P54 V7D P64 Y8D
P5 LIE P25 G4E P55 V7E P65 YSE
P6 LIF P26 G4F P56 V7F P66 YS8F
P7 L1G P27 G4G P57 V7G P67 Y8G
P8 L1H P28 G4H P58 V7H P68 Y8H
P9 L11I P29 G41 P59 V71 P69 YS8I
P10 LIK P30 G4K P60 V7K P70 Y8K
P11 LIL P31 G4L P61 V7L P71 YSL
P12 LIM P32 G4M P62 VM P72 Y8M
P13 LIN P33 G4N P63 VN P73 Y8N
P14 L1Q P34 G4Q P64 V7Q P74 Y8Q
P15 LIR P35 G4R P65 V7R P75 Y8R
P16 LIS P36 G4S P66 V7S P76 Y8S
P17 LIT P37 G4T P67 V7T P77 YS8T
P18 L1V P38 G4V P68 V7V P78 Y8V
P19 LIW P39 G4W P69 VW P79 Y8W
P20 L1Y P40 G4Y P60 V7Y P80 Y8Y

Tabelle 3: 80 Peptid-Mutanten des TAX-wt-Peptids

2.1.9 Kulturmedien und -Zusétze

2.1.9.1 Zell-Kultur

RPMI Biochrom, Berlin, BRD

DMEM GIBCOBRL, Karlsruhe,
BRD

Fetales Kélberserum (FCS) GIBCOBRL

Penicillin/Streptomycin (5.000 U/ml) Biochrom

L-Glutamin (200 mM) PAA, Linz, AU

Natriumpyruvat (100 mM) PAA
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G-418, lyophilisiert (500 mg/ml in sterilem Aqua bidest.) PAA
Hygromycin B (50 mg/ml) Boehringer, Mannheim,
BRD PAA
Rekombinantes I1L-2, human (Gebrauchslosung: 300 u/ul)  Eurocetus,
Amsterdam, NL
Ciprofloxacin (Ciprobay, Gebrauchslosung:1000 pg/ml) Bayer Vital, Leverkusen,

BRD
PMA (50 ng/ul, in DMSO) Sigma, Taufkirchen, BRD
DMSO Sigma
B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, BRD
Insulin (Actrapid) Novo Nordisk, Pharma

GmbH, Mainz, BRD

2.1.9.2 Bakterien-Kultur

LB-Agar: 3,2 g (LB-Agar)/100 ml deionisiertes Wasser, autoklaviert,
(Lennox L Agar, Nr. 22700-025, GIBCOBRL)
LB-Medium: 2 g (LB Broth Base)/100 ml deionisiertes Wasser, autoklaviert,

(LB-Lennox L Broth Base, Nr.12780-052, GIBCOBRL)
Ampicillin-Losung: sterile wissrige Losung, 50 mg/ml, SIGMA, Nr. A-9518
Kanamycin-Losung: sterile wissrige Losung, 50 mg/ml, SIGMA, Nr. K-4000

2.1.10 Puffer und Losungen

2.1.10.1 Molekularbiologische Arbeiten

50 x TAE: 242 g Tris-Base
57,1 ml Eisessig
10 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0
ad 11 Aqua bidest.

1 x TAE: 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
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DEPC-Wasser

5 x MOPS

6 x DNA-Auftragspuffer:

Natriumacetatpuffer:

Ethidiumbromid-Losung:

400 ml Aqua bidest., dazu 800 pl,

30 min lang vor Autoklavieren schiitteln

3,28 g NaAc

20,6 g MOPS

auf 800 ml mit DEPC-Wasser auffiillen, auf pH 7,0 mit
2N NaOH einstellen (Indikator-Streifen) + 10 ml 0,5 M
EDTA-DEPC, (pH 8,0) auf 1 1 mit DEPC-Wasser
auffiillen, lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahren.

DNA-Fragmente groBBer 300 bp:
6 ml 50 x TAE
44 ml Glyzerol

1 Spatelspitze Bromphenolblau

DNA-Fragmente kleiner 300 bp:
(Stammlésung: 2,5 % (w/v) Orange G in 1 x TAE)
500 ul Glyzerol

100 pl Orange G-Stammldsung
400 ul 1 x TAE

3 M NaAc, pH 4,5

10 mg/ml in TAE, bei 4 °C unter Lichtabschluss haltbar.

2.1.10.2 Proteinchemische Arbeiten

BBS:

BBS/Biotin:

Lyse-Grundpuffer:

1 x PBS, pH 7,4/7,2 (500 ml)
1 mM MgCl; (500 pl 1 M),
0,1 mM CaCl, (50 pul 1 M).

Biotin frisch zugeben: 1 mg auf 5 ml,

ausreichend fiir 2 x 10% Zellen

1 % TritonX-100 in PBS:

10 ml 10 x PBS

10 ml 10 % TritonX-100

ad 100 ml mit Aqua bidest. auffiillen.
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Lyse-Puffer:

Antikorper-Bindungspuffer

10 x SDS-Laemmlipuffer:

6 x SDS-Auftragspuffer:

reduzierend:

Gelcode Blue Stain:

Semidry-Blotpuffer:

1 ml Lyse-Grundpuffer mit Protease-Inhibitorzuséitzen:
1:100: 10 pl Protease-Inh.-Cocktail III (Calbiochem, Nr.
539134: 80uM Aprotinin, 5 mM Bestatin, 2 mM
Leupeptin, 1 mM Pepstatin, 1,5 mM E-64d, 100 mM
AEBSF)

1:100: 10 pl PMSF (100 mM)

1:200: 10 pl Na;VO4 (200 mM)

1:10: 100 pl NaF (100 mM in PBS gelost)

1:10: 100 ul Na,P,0O7 (100 mM in PBS gelost)
1:2000: 0,5 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0

1:100: 10 pl 1 M Iodacetamid (NH,COHCHoaI)

0,01 M NaH,PO4

0,15 M NaCl

0,01 M EDTA

auf pH 7,0 mit HCI eingestellt

500 ml:

15,1 g Tris (250 mM)
72,05 g Glycin (1,9 M)
5 g SDS (10 %)

2 ml Glyzerol

0,5 g SDS

10 mg Bromphenolblau
+ 5 % B-Mercaptoethanol

PIERCE, Bonn, BRD, Nr. 24590

11,6 g Tris-Base

5,8 g Glycin

0,74 g SDS

400 ml Methanol

ad 2 | mit Aqua bidest. auffiillen
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Ponceau S-Losung Serva, Heidelberg, BRD
PBS/Tween: PBS mit 0,05 % Tween
Magermilchlésung: 5 % (w/v) Magermilch, 0,02 % Natriumazid in PBS

2.1.10.3 Immunbiologische Arbeiten

PBS: steril, Zentral-Apotheke MHH:
Na,HPO4*12H,0 56,8 mM
KH2P04 17,9 mM

NaCl 75 mM;
PBS/BSA/Azid: PBS, angereichert mit 1 % (w/v) BSA und 0,02 % Azid
Nartiumazidlosung: 2 % (w/v) NayN in Aqua bidest.
Propidiumiodidlosung: Stammlosung: 100 ug/ml im DMSO

Gebrauchslésung: 10 pg/ml in Aqua bidest, 10 ul/Test

Trypsinlosung: I mg/ml Trypsin (Rind) in PBS

Paraformaldehydldsung: 1 % Paraformaldehyd in PBS

HEPES-Puffer: 1 M HEPES in Aqua bidest.

Saponin-Stammldsung;: 10 % (w/v) in Aqua bidest.

Saponin-Gebrauchslosung: 50 ml:

500 pl HEPES-Puffer

500 pl Saponin-Losung
ad 50 ml mit PBS

Ficoll: Biocoll Separating Solution, & = 1.077 g/ml, Biochrom,
L6115
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Ig-Blockldsung Endoglobulin, ImmunoGmbH, Heidelberg, BRD
50 mg/ml, 20 pl Blockldsung pro Test.

2.1.11 Aktivierungsassay
Peptidlosungen: MART-1-Peptid gelost in 100% DMSO

TAX-wt-Peptid geldst in 50 %igem Ethanol

TAX-Mutanten P1-P80 gelost in DMSO/50-%igem Ethanol
(im Verhéltnis 1:1) geldst,

P11, 21 in 50 %igem Ethanol geldst.

Alle Verdiinnungen in sterilem H,O von 102 M bis 107 M
aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

PMA-LGsung: 5 pg/ml in DMSO

2.1.12 Kits

2.1.12.1 Molekularbiologische Arbeiten

QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN, Hilden, BRD

QIAamp RNA Blood Mini Kit QIAGEN

RNase-Free DNase Set QIAGEN

Omniskript RT Kit (205111) QIAGEN

GFX™PCR: DNA and Gel Band- Amersham- Pharmacia-
Purification Kit (27-9602-01) Biotech, Freiburg, BRD

NucleoSpin Plasmid (740 588.250) Macherey-Nagel, Diiren, BRD

Nucleobond AX 500 (740 531.50) Macherey-Nagel

Expand™ High Fidelity PCR System Boehringer, Mannheim, BRD

AmpliTaq Gold PerkinElmer, Branchburg, USA

Klenow Enzym, “large fragment” Promega

“Weiss”-T4-Ligase Boehringer
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2.1.12.2  Aktivierungsassay

Humaner IL-2 Immunoassay Kit QTF1005 WAK-Chemie Medical GmbH,
Bad Soden, BRD
MTT-Cell Proliferation Test, Nr. M5655 Boehringer

2.1.13 Molekulargewichtsstandards

2.1.13.1 Molekularbiologische Arbeiten

1 kb-DNA-Ladder: GIBCOBRL

[kb]: 0,075; 0,134; 0,154; 0,201; 0,220; 0,298; 0,344; 0,396, 0,506;
0,517; 1.018; 1.636; 2.054, 3.054; 4.072; 5.090, 6.108; 8.144;
9.162; 10.180; 11.198; 12.216.

100bp-DNA-Ladder: NEB, Frankfurt a. M., BRD
[bp]: 100; 200; 300; 400; 500/517; 600; 700; 800; 900; 1.000; 1.200; 1.517.

A-DNA/Hindlll-Fragmente [0.5 pg/pl]: 1:5 verdiinnt GIBCOBRL
[kb] 0,56 2,03 |2,23 (4,63 |6,68 [9,41 (23,13
[ng DNA/10 pl Marker] | 11,63 |41, 8 |47,9 |89,9 |[135 [194 |477

2.1.13.2 Proteinchemische Arbeiten

“SDS-PAGE Molecular Weight Standards Low Range”: BioRAD, Miinchen, BRD
[kDa]: 14.4; 21.5; 31.0; 45.0; 66.2; 97.4

“Prestained SDS-PAGE Molecular Weight Standards Broad Range”: BioRAD
[kDa]: 7,1; 20,6, 28,9; 49,1, 80,0; 124,0; 209,0

“Prestained Protein Ladder 10-200 kDA™: MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
[kDa]: 10; 15; 20; 25; 30, 40; 50; 60; 70; 85; 100; 120; 150; 200

2.1.14 Chemikalien

Agarose, ultra PURE™ GIBCOBRL
Alkalische Phosphatase (Kalb) Boehringer
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Ampicillin

Sigma

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid (X-GAL) Boehringer/Sigma

Bromphenolblau

DEPC-Losung
Di-Natriumhydrogenphophat-Dihydrat
DMSO

dNTPs (je 100 mM dATP, dCTP, dTTP, dGTP), “ultrapure”

Essigsdure (reinst), 100%
Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsiure, Dinatriumsalz

Formaldehyd (37%ige Losung)

Glyzerol (wasserfrei, reinst)

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsiure)

Isopropanol (p.A.)

Kanamycin

Kaliumchlorid

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (p.A.)
Mineraldl

MOPS (3-Morpholinopropansulfonséure)
Natriumacetat

Natriumazid (reinst)

Natriumchlorid (p.A.)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat

Orange G

Paraformaldehyd

Sigma

Merck

Merck

Sigma

Amersham
Pharmacia biotech

Merck

T.J. Baker, Deventer, NL

Sigma

Merck

Sigma

Merck
AppliChem,
Darmstadt, BRD
Merck

Fluka, Steinheim,
BRD

Merck
AppliChem
Merck

Sigma
AppliChem
Merck
Riedel-de Haén,
Seelze, BRD
Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Fluka

Merck
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Phorbolmyristatacetat (PMA)
Ponceau S

Propidiumiodid

Protease Inhibitor Cocktail

ProteinG-Sepharose CL-4B

Restriktionsenzyme

Rinderserumalbulmin (Fraktion V)

RNA-Sample-Loading-Buffer (R4268)
Roti®Blue (5x), Kolloidale Coomassie-Firbung

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Amersham-Pharmacia-
Biotech

NEB

Sigma

Sigma

Roth, Karlsruhe, BRD

Roti®-Phen0l/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) Roth

Salzsdure, konz. (p.A.)
Saponin

Stickstoff (fliissig)

Riedel-de Haén
Riedel-de Haén
Linde, K6ln, BRD

Sulfo-NHS-Biotin (21217ZZ EZ-Link"™-Sulfo-NHS-Biotin) Pierce

Tris

Trypanblau

2.1.15 Sonstige Materialien
Abdeckplatten, steril

BSA (Bovines Serum Albumin) Fraktion V
Film: BioMax"™ MR, 18 x 24 cm (Nr. 8736936)
(Z 35,394-9)

Filterpapier (Blot)

50 und 250 ml Gewebe- und
Suspensionskulturflaschen
Kaniilen 12" Luerlock
Kryogefifle (1 ml)

Maxisorp

Millex-GV Filter (0.22 pum, steril)
Millex-GV Filter (0.45 pm, steril)

Nitrocellulose 0.1 um

Serva

Merck

Greiner, Frickenhausen, BRD
Sigma

Kodak bzw. Sigma

Schleicher&Schiill, Dassel,
BRD

Greiner

Braun, Melsungen, BRD
Nunc, Wiesbaden, BRD
Nunc

Millipore, Eschborn, BRD
Millipore
Schleicher&Schiill
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PCR-Reaktionsgefifie (0.5 ml)
PCR-Reaktionsgefale (0,25 ml)

Pipettenspitzen, 10 pul, 200 ul, 1000 pl
Polystyrolrohrchen, 0,6 ml

Polystyrolrohrchen 5 ml, steril
Polystyrolréhrchen, 5 ml, Nr 352052
PS-Microplatte 96K U-Form

96-, 24-well Platten fiir Suspensionskultur, steril
Nanotips

Spritzen (2, 10, 20 ml)

ReaktionsgefiaBe (1.5 ml)

ReaktionsgefiaBe (1.5 und 2 ml), Safelock
Roéhrchen (15 und 50 ml)

Sterilfilter (Easy Flow™™)
Zellkulturpipetten, 2, 5, 10, 25 ml, steril

2.1.16 Gerite

Brutschrank (CO,-Auto-Zero)

Casiumquelle (GammaCell 2000)
Durchflu8zytometer (FACSCalibur)

Cell Porator

ELISA-Reader Titertek Multiskan®MCC1340
Gelkammer Agarosegele

Power Supplies
MiniGel-Elektrophoresekammer

Molecular Analyst

Landgraf-Thermocycler, 5 variable Blocke

T3-Thermocycler

Thermostat 5320
Thermomixer 5346
Photometer (UV-Meter 1202)

SpeedVac-Concentrator

Sarstedt

Biozym, Hessisch-Oldendorf,

BRD

Sarstedt, Niimbrecht, BRD
Greiner

Greiner

Falcon, Lincoln Park, USA
Greiner

Greiner

Eppendorf, Hamburg, BRD
Braun, Melsungen, BRD
Sarstedt

Eppendorf

Greiner

Becton Dickinson

Greiner

Haeraeus

Molsgaard Medical
Becton Dickinson
GIBCOBRL, Life technologies
Flow Laboratories

BioRad

Pharmacia

Biometra, Goéttingen, BRD
BioRad

VERS Laborsysteme
GmbH, Hannover, BRD
Biometra

Eppendorf

Eppendorf

Shimadzu Corporation

Savant/Jiirgens
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Zentrifugen:

Biofuge 13

Biofuge pico

Megafuge 2.0R
Kiihlzentrifuge Modell J2-21

Haeraeus, Sepatech
Haeraeus, Sepatech
Haeraues, Sepatech

Beckmann
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 DNA-Isolation aus Suspensionszellen

Die Isolierung der DNA aus den Jurkat-Linien erfolgte mit dem QIAamp DNA Mini Kit
von QIAGEN. Es wurden dazu 10° Zellen nach Waschen mit PBS in 200 pl PBS
resuspendiert und 20 pl Proteinase K zugegeben. Nach Zugabe von 200 pl AL-Puffer
wurde das Protokoll wie von QIAGEN beschrieben durchgefiihrt. Die DNA-

Konzentration wurde durch UV-Absorption bestimmit.

2.2.1.2 RNA-Isolierung aus Suspensionszellen

Die RNA-Isolierung erfolgte aus frisch aus der Zellkultur stammenden Zellen. Je 10’
Zellen wurden von den einzelnen Jurkat-Linien eingesetzt, die mit dem QIAamp RNA
Blood Mini Kit aufgereinigt wurden. Die Durchfiihrung erfolgte nach Vorschrift unter
Einsatz von RNase-freier DNase auf der Sdule (RNase-Free DNase Set Protocoll,
QIAGEN). Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte am UV-Spektrometer. Ein
Aliquot der RNA wurde mit RNA-Probenladepuffer (enthélt Ethidiumbromid) 10 min
bei 65 °C erhitzt und aufgetragen. Ob die isolierte RNA eine Degradation aufwies, die
ein erfolgreiche RT-PCR-Reaktion verhindern wiirde, konnte durch die Uberpriifung
auf einem RNA-Gel ermittelt werden. RNA guter Qualitit wurde fiir die RT eingesetzt.

2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese fiilr DNA, Plasmide

Mit der Agarosegelelektrophorese konnen DNA-Fragmente unterschiedlicher Grofe
aufgetrennt werden. PCR-Produkte und prédparative Verdaus konnen iiber ein
praparatives Agarosegel mit anschlieBender Gelextraktion aufgereinigt werden. Fiir
Nukleinsduren im Bereich 1.5-7 kb wird eine gute Auftrennung mit einem 0,7 %igem
Agarosegel erreicht, fiir Fragmente zwischen 300-1000 bp mit 1 %igen, unter 300 bp
mit 2 %igen Agarosegelen. Die entsprechende Menge Agarose wird in TAE in der
Mikrowelle oder auf der Heizplatte so lange aufgekocht, bis sich sédmtliche
Agarosekristalle 16sen. Nach Abkiihlen auf 60 °C wird 2 pl Ethidiumbromidldsung (10
mg/ml) auf 60 ml Gellésung gegeben und die Agaroseldosung in den Geltriger zum

Erkalten eingefiillt. Die Proben werden mit 6 x Auftragspuffer versetzt und in die
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Geltaschen gefiillt. Als Standard-Marker dienen entweder die 100 bp bzw. 1 kb-Leiter
(bei GroBenabschiatzung) oder die AHindlll-Fragmente (als DNA-Konzentrations-
abschitzung). Als Elektrophoresepuffer dient TAE, die Spannung betragt 80-100 V;

und die Laufzeit hingt von der gewiinschten Auftrennung ab.

2.2.14 RNA-Geleletrophorese

Fiir die RNA-Gelelektrophorese wurden alle Gegenstinde mit DEPC-Wasser abgespiilt.
Fiir ein 50 ml Kleingel wurden 0,56 g Agarose abgewogen und in 36 ml DEPC-Wasser
aufgekocht. Nach ziigigem Zugeben von 11 ml 5 x MOPS (4 °C) und 10 ml
Formaldehydlosung wurde das Gel gegossen. Die Proben wurden bei 65 °C im
Heizblock mit 15 pl RNA-Auftragspuffer, der Ethidumbromid enthilt, inkubiert und
anschlieBend fiir den Auftrag auf Eis schockgekiihlt.

2.2.1.5 RT-Reaktion und PCR

Die Reverse Transkription lésst sich in zwei Schritte einteilen, die Annealing-Reaktion
und die Transkription. Es wurden ca. 1 pg RNA mit 2 pl Oligo(dT);s-Primern in
12,25 pl RNase-freiem H,O 10 min bei 65 °C erwidrmt (Annealing) und anschliessend
auf Eis abgekiihlt. Zur Transkription wurden 2 pl dNTP, 2 ul 10 x RT-Puffer und
0,25 pl (10 u) RNasin zugegeben, Nach Zugabe von 1 pl Omniskript Reverse
Transkriptase wurde die Losung 1 h bei 37 °C inkubiert und dadurch die RNA in cDNA
umgeschrieben. Von dieser cDNA wurden 2,5 pl fiir eine PCR (siehe Punkt 2.2.1.6) mit
spezifischen Primern eingesetzt, die ausschlieBlich mit der Polymerase AmpliTaq Gold
durchgefiihrt wurde. Als Positiv-Kontrolle wurde ein Aktin-Primer-Paar eingesetzt, das
ein PCR-Produkt von 734 bp ergab. Als Negativ-Kontrolle fiir eventuell eingeschleppte
DNA-Spuren wurde eine RT-Reaktion ohne Zugabe der Reversen Transkriptase
durchgefiihrt, die anschliessend unter gleichen Bedingungen in der PCR mitgefiihrt
wurde.

Die PCR-Reaktion erfolgte unter folgenden Bedingungen: Jeweils 15 sec Vorlaufzeit
um die gewiinschte Temperatur zu erreichen. 5 Zyklen: 2 min 95 °C (erste
Denaturierungsphase), 60 sec 94 °C, 60 sec 62 °C und 45 sec 72 °C, gefolgt von 30
Zyklen: 30 sec 94 °C, 45 sec 60 °C und 45 sec 72 °C.
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2.2.1.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) erlaubt die gezielte
Amplifikation von DNA-Abschnitten. Die Reaktion erfolgt in mehreren Zyklen, die aus
drei Schritten aufgebaut sind. Im ersten Schritt wird die DNA durch Erhitzen auf 95 °C
in Einzelstringe denaturiert. Im folgenden Schritt binden bei niedrigerer Temperatur
kurze, spezifische, komplementire Einzelstringe an die DNA (Primer-Annealing). Im
letzten Schritt wird bei 72 °C die zwischen den Primern liegende DNA-Sequenz
amplifiziert.

Es wurde ein Gemisch aus der stabilen Tag-Polymerase und der thermolabileren Pfu-
Polymerase, die eine 3’-5’ Proofreading-Aktivitdt hat, verwendet. Fiir die PCR-
Maschine von Landgraf wurde 1 Tropfen Mineral6l als Verdunstungsschutz aufgetropft.
Auf diese Weise wurden sowohl die kompletten cDNAs amplifiziert als auch
Fragmente, die anschliessend mit anderen Fragmenten durch die Klenow-Polymerase

(large fragment) verkniipft wurden.

50 pl Tag/Pfu-PCR-Ansatz: DNA 100-400 ng

Primer (10 pmol/ml) 1 ul
10 x Polymerase-Puffer 50 pl
MgCl,-Losung (100 mM)  1-2 pl

dNTP-Mix (10 mM) 2l
Polymerase 1 ul
Aqua bidest. ad 50 pl

2.2.1.7 Verkniipfungsreaktion und anschlieende PCR

Fiir die Herstellung der Konstrukte wurden amplifizierte Fragmente durch die Klenow-
oder Pfu/Taqg-Polymerase miteinander verkniipft. Es wurden jeweils 200 ng der zu
verkniipfenden Fragmente in einer 30 pul Reaktion mit 3 pl 10 x Klenow-Polymerase-
Puffer, 2 pl ANTP-Mix (ohne Klenow) 5 min aufgekocht, anschliessend im Heizblock
fiir 10 min auf 55 °C abgekiihlt (Annealingphase der Uberhiinge). In weiteren 10 min
bei 42 °C, 37 °C und 25 °C wurden diese Bindungen stabilisiert. Das Auffiillen der
DNA-Einzelstringe zum Doppelstrang erfolgte danach bei 37 °C fiir 60 min unter
Zugabe von 1 pl Klenow-Polymerase. Ein Teil der Verkniipfungen wurden in der PCR-

Maschine ohne Verwendung der Klenow-Polymerase durchgefiihrt. Dazu wurden
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200 ng der zu verkniipfenden Sequenzen in einer 30 pl Reaktion mit 3 pl 10 x Pfu/Taq-
Puffer von Boehringer eingesetzt. In diesem Ansatz wurde zu Beginn die Polymerase
zugegeben. Die Denaturierungszeit betrug 10 min bei 95 °C, das Annealing erfolgte bei
55 °C, auch hier wurde die Reaktion in 10-Minuten-Schritten auf 42 und auf 37 °C
abgekiihlt. Das Erwdrmen auf 72 °C ermoglichte der Polymerase das Auffiillen der
Einzelstrdnge zu Doppelstringen. Dieser Zyklus wurde 2 x wiederholt.

Von diesem Reaktionsmix wurden jeweils 3 ul fiir eine 50 pl PCR-Reaktion eingesetzt.
Fiir die Amplifikation wurden die auBlen liegenden Primer der jeweilig verkniipften
Sequenzen eingesetzt. Einige PCR-Reaktionen bendétigten zusidtzliche die Gabe an

Mg2+.

2.2.1.8 Aufreinigung von PCR-Produkten und DNAs aus priparativen

Verdaus

PCR-Produkte und DNAs aus priparativen Verdaus wurden iiber Agarose-Gele
aufgetrennt und iiber den GFX™ DNA and Gel Band Purification Kit von Amersham
Pharmacia Biotech aufgereinigt. Die ausgeschnittenen Agarose-Banden wurden
ausgewogen, mit dem 3fachen Volumen des Bindungspuffers (capture buffer) 10 min
bei 60 °C gelost, auf die GFX-Saule gegeben, 1 min inkubiert und 1 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Durchflul wurde verworfen, die Sdule mit 500 pl ethanolhaltigem
Waschpuffer gewaschen und bei 13000 rpm 1 min zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein
frisches Reagiergefd3 gesetzt, die DNA mit 50 pl Aqua bidest. 10 min geldst und 1 min
bei 13000 rpm zentrifugiert

2.2.1.9 Restriktionsendonuklease-Verdaus

Alle Enzyme wurden von der Firma NEB eingesetzt, ebenso die zugehorigen 10 x
Puffer und gegebenfalls die 100 x BSA-Losung. Wichtig bei der Zusammenstellung der
Reaktionskomponenten war, dass das Restriktionsenzym mindestens 1:10 verdiinnt
wurde, um optimal arbeiten zu konnen, da es in Glyzerol gelagert wurde. Die
Reaktionstemperatur wurde je nach Enzym eingestellt. Bei Doppelverdaus wurde nach
Moglichkeit ein Puffer ausgewéhlt, der fiir beide Enzyme eine gute Leistung garantierte
und auch eine Uberaktivitit verhinderte.

Die benétigte Enzymmenge wurde zum Teil mit folgender Formel berechnet:
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GroBe der Referenz - DNA + Zahl der Schnittstellen in der Referenz- DNA ~ benétigte Units des Enzyms

Grofe der zu spaltenden DNA <+ Zahl der Schnittstellen in dieser DNA 1g DNA

Die Aufreinigung der restringierten Plasmide erfolgte iiber die Gelelektrophorese und
anschliessende Gelextraktion. Fiir Restriktionsanalysen in den Klonierungschritten
wurden Kdmme bis 15 pl Auftragsvolumen genutzt. Préparative Verdaus wurden in 80-
300 pl-Ansidtzen durchgefiihrt und gegebenfalls zur Reduktion des Auftragsvolumens
prazipitiert.

2.2.1.10 Partieller Verdau

Fiir die Erweiterung der Klonierungsseite des pSHxs-Vektors wurde der Vektor pSHxs
mit dem Insert MuCD8a mit Xhol/Sacl gedffnet und dadurch das Insert entfernt. Die
mit Xhol/Sacl aus dem Vektor pBSks gewonnene Mehrfachklonierungssequenz mit
Insert TAX-TCRa-Kette wurde in den gedffneten Vektor pSH kloniert. Fiir den
partielle Verdau wurde Smal in Verdiinnungen von 10; 5; 2,5; 1,25 und 0,625 u in
einem 40 pl-Volumen angesetzt und 5 pg Plasmid wurden bei 25 °C 15 min inkubiert.
AnschlieBendes Einfrieren der Ansdtze stoppte die Enzymaktivitit. Auf einem
Agarosegel (0,7 %) wurden die unterschiedlich geschnittenen Fragmente aufgetrennt
(6197, 4151, 2046 bp). Die gewiinschte GroBe (6197 bp) wurde ausgeschnitten und
extrahiert. Der anschliessende Verdau mit EcoRV lieferte 5353, 3308, 2888 und 843 bp
groBe Fragmente, auf diese Weise wurde schlieflich das Insert TAX-TCRa-Kette
entfernt. Der Smal/EcoRV gedffnete Vektor wurde in einer “blunt-end” Ligation
geschlossen, transformiert, die gewonnen Restriktionsschnittstellen durch Einzelverdaus

analysiert. Der erweiterte Vektor wurde bluntpSH benannt.

2.2.1.11 Phenolextraktion

Die Phenolextraktion diente dazu, Proteinverunreinigungen und stérende Salze von der
DNA abzutrennen. Dazu wurde der Reaktionsansatz auf ein Volumen von 300 pl mit
Aqua bidest. aufgefiillt und 300 pl der Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung

(25:24:1) zugesetzt. Nach 1 min Vortexen wurde das Gemisch zur Phasentrennung 5
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min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die wissrige, obere Phase enthielt die DNA. Diese

wurde in ein neues Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und gefillt.

2.2.1.12 DNA-Prizipitation

DNA-Losungen konnen zum Konzentrieren oder Reinigen gefillt werden. Dazu wird
mit dem 0,1-fachen des Volumens 3 M Natriumacetat-Losung (pH 4,5) der pH-Wert
gesenkt. Nach Zugabe des 2,5-fachen Volumens absoluten —20 °C-kalten Ethanols
wurde die unter Wasserentzug und durch Aussalzen unloslich gewordene DNA fiir
mindestens 30 min oder iiber Nacht bei —80 °C gefillt. Nach Zentrifugation fiir 10 min
bei 13000 rpm wurde das Pellet mit 70 %igem -20 °C-kaltem Ethanol gewaschen. Nach

erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in Aqua bidest. gelost.

2.2.1.13  Ligation

Die durch Restriktion passend geschnittenen, aufgereinigten Vektor- und Insert-
Fragmente wurden bei wesentlich kleinerem Insert im Verhéltnis 1 : 3 (Vektor : Insert)
zusammen gegeben (in dquimolaren Verhéltnis, wenn Vektor und Insert ungefahr gleich
grof} sind). Allgemein reichen 20 fmol Vektor und 60 fmol Insert zur Ligation aus. Die
Molarititen der DNA-Fragmente lassen sich aus der Anzahl der Basenpaare berechnen
(1 bp = 650 g/mol). Hat der Vektor an beiden geschnittenen Enden die gleiche
Schnittstelle oder kompatible Uberhiinge, so wird vor dem Auftragen auf das
Agarosegel eine Dephosphorylierung durch eine Phosphatase (AP) des Vektors

vorgenommen, um eine Selbstligation zu verhindern.

20 pl Ligationsansatz: 2 ul 10 x Ligase-Puffer
20-100 fmol Vektor
60-300 fmol Insert
1 ul Ligase
ad 20 ml Aqua bidest.
Die Ligation erfolgt iiber Nacht (16 h) bei 14 °C.
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2.2.1.14  Ca**-kompetente XL-blue

XL blue wurden auf LB-Agar ohne Selektionsmittel ausplattiert, iiber Nacht bei 37 °C
kultiviert, eine Kolonie gepickt und in 5 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37 °C und ca.
200 Umdrehungen pro min kultiviert. Am néchsten Tag wird eine 250 ml-Kultur mit 1
ml der Uber-Nacht-Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD = 0,5 kultiviert (ca. 4 h 20
min). Die Bakteriensuspension wurde 15 min auf Eis abgekiihlt und steril in Falcon-
Rohrchen abgefiillt. Nach Zentrifugation fiir 12 min bei 4000 rpm und 4 °C in der
Megafuge von Haeraeus wurden die Bakterien pelletiert. Das Pellet wurde in 125 ml
eiskalter steriler 50 mM CaCl,-Losung resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das gesamte Pellet in 10 ml eiskalter 50 mM CaCl,-
Losung resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert, dann 2,9 ml Glyzerol zugegeben und
gut gemischt. 100 pl-Aliquots in vorgekiihlten 1,5 ml Reagiergefilen wurden in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert (Haltbarkeit 2 Jahre).

2.2.1.15 Transformation

Fiir die Transformation des Klonierungsvektors pCR2.1 wurden 50 pl INVoF’ oder
TOP10F’ (Invitrogen) mit 5 pl Ligationsansatz 30 min bei 4 °C inkubiert. Der
Hitzeschock erfolgte bei 42 °C 30-45 sec. Die Bakteriensuspension wurde anschliessend
2 min auf 4 °C abgekiihlt. Nach Zugabe von 200 ul SOC-Medium wurden die Bakterien
1 h bei 37 °C kultiviert und auf Kanamycin-Agar (100 mg/ml) ausplattiert. Nach
Inkubation der Platten iiber Nacht (16 h) bei 37 °C wurden Kolonien gepickt und in
5 ml LB/Kanamycinmedium angeimpft.

Fiir die Transformation von pSHxs-Ligationen wurden 100 pl calciumkompetente
Bakterien (E.coli XL blue) auf Eis aufgetaut und mit ca. 1 pl Plasmid-DNA (10 ng
ausreichend) bzw. 12,5 pl Ligationsansatz versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
2 min Inkubation bei 42 °C und 2 min Abkiihlen auf 4 °C wurden 200 pl LB-Medium
ohne Ampicillin zugegeben und fiir 30 min bei 37 °C im Schiittelinkubator kultiviert.
Anschliessend wurde Bakteriensuspension auf LB-Agar mit 100 mg/ml Ampicillin

ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.16  Mini-Priparation

Mini-Priparationen aus kleinen Kulturvolumina wurden fiir analytische Zwecke

eingesetzt. Die Praparation wurde mit Nucleospin Plasmid Kit von Macherey-Nagel
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durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 5 ml iiber-Nacht-Kultur 5 min bei 13000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 250 pl S1-Puffer resuspendiert.
Nach Zugabe von 250 ul S2-Lysepuffer wurde sofort zur Durchmischung geschwenkt
und maximal 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Neutralisation erfolgte durch die
Zugabe von 300 ul S3-Puffer. Anschliessend wurde 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert,
um Prizipitate aus der DNA-Ldsung zu fillen. Der Uberstand wurde auf die Siule
gegeben und nach Zentrifugation bei 13000 rpm mit 600 pl A4-Puffer gewaschen. Nach
Zentrifugation zur Trocknung erfolgte die Elution der DNA. Es wurden 50 pl Aqua
bidest. auf die Sdule gegeben und nach 5 min Inkubation mit bei 13000 rpm 1 min
eluiert. Fiir Sequenzierungen wurde vor FEintrocknung des Pellets noch eine

Phenolextraktion durchgefiihrt.

2.2.1.17 Maxi-Priparation

Vor der Maxi-Préparation wurde eine Vorkultur aus 3 ml LB/Amp-Medium mit einem
Einzelklon der Platte beimpft und fiir ca. 4-6 h oder iiber Nacht bei 37 °C im
Schiittelinkubator kultiviert. Von dieser Bakteriensuspension wurden 200-500 pl in
200 ml LB/Amp-Medium gegeben und iiber Nacht bei 300 rpm im Schiittelinkubator
kultiviert. Die Maxi-Préparation wurde mit Nucleobond AX500 von Macherey-Nagel
durchgefiihrt. Dazu wurde die Bakteriensuspension fiir 20 min bei 6000 x g in der
Kiihlzentrifuge J2-21 von Beckmann zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und jedes
Pellet mit 12 ml Puffer Al resuspendiert. Zu dieser Bakteriensuspension wurden 12 ml
Lysepuffer A2 zugegeben, mehrfach geschwenkt und fiir maximal 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Neutralisiert wurde mit 12 ml Puffer A3 und durch
Schwenken gemischt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde die Mischung mit den
Membranfragmenten und ausgefallenen Proteinen fiir 20 min bei 10.000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber Filterpapier auf die mit 6 ml N2-Puffer
dquilibrierte Sdule gegeben. Auf der Sdule wurde die Plasmid-DNA gebunden, zweimal
mit 16 ml Waschpuffer N3 gewaschen wurde. Die Elution erfolgte dann mit 15 ml N5-
Puffer. Zu den 15 ml des plasmidhaltigen Puffers wurden das 0,7-fache des Volumens,
also 10,5 ml Isopropanol gegeben und gefdllt. Die gefillte DNA wurde durch
Zentrifugieren bei 4 °C fiir 30 min bei 4000 rpm sedimentiert, der Uberstand wurde
vorsichtig dekantiert und das Pellet mit 20 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und fiir 10
min bei 4000 rpm bei 4 °C in der Kiihlzentrifuge von Haeraeus zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und Reste abgesaugt. Die getrocknete Plasmid-DNA wurde
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in 200-300 ul H,O gelost und fiir Transfektionen und Sequenzierungen
phenolextrahiert.

2.2.1.18 DNA-Gehaltsbestimmung

In Quarzkiivetten wurde in 1:200-Verdiinnungen der DNA-Gehalt und die Reinheit des
isolierten Plasmids iiber eine UV-Messung bestimmt und gegen H,0 abgeglichen. Bei
260 nm absorbieren die DNA-Basen, bei 280 nm absorbieren die aromatischen Reste
der Proteine. Aus dem Quotienten der Extinktionen bei 260 nm : 280 nm wurde die
Reinheit der DNA bestimmt, der Quotient sollte zwischen 1,5 und 1,9 liegen. Als
Gegenkontrolle wurden Konzentrationsabschitzungen in einer Verdiinnung von 1:50
tiber das Gel durchgefiihrt. Als Vergleich diente der Lambda/HindIII-Marker von MBI
Fermentas.

Genomische DNA wurde in einer 1:50 Verdiinnung gemessen. Dabei berechnet sich die
DNA-Konzentration wie folgt: Extinktionswert (OD) x 50 ng/pul dsDNA x
Verdiinnungfaktor.

RNA-Konzentrationen wurden in 1:50 Verdiinnungen gemessen und wie folgt

berechnet: Extinktionswert x 30 ng/pul x Verdiinnungfaktor.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten an den Zellkulturen erfolgten an der Sterilbank. Die Zellen wurden bei

37 °C und 5 % CO; kultiviert.

2.2.2.1 Ermittlung der Zellzahl

Die Zdhlung der Zellen erfolgt in einer Zdhlkammer nach Neubauer mit Deckglas.
Werden vier GroBBquadrate ausgezahlt, gilt folgende Rechenformel fiir die Zellzahl pro
ml:

Anzahl der gezihlten Zellen x 10* x Verdiinnungsfaktor

2

Zur Differenzierung zwischen membrangeschidigten (toten) Zellen und lebendigen
Zellen wird die Zellsuspension 1:2 mit 1 %iger Trypanblaulosung in PBS verdiinnt, die

toten Zellen erscheinen blau angeférbt.
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2.2.2.2 Einfrieren von Zellkulturzellen

Die Zellen wurden so lange kultiviert, bis sie in ausreichender Dichte und optimalem
Zustand vorlagen. Nach 3 min Zentrifugation bei 1600 rpm (ca. 800 x g) wurde der
Uberstand steril abgesaugt, das Pellet durch Klopfen aufgelockert und mit 1 ml FCS mit
10 % DMSO (Einfriermedium) resuspendiert. Die Aliquots wurden 24 h bei —80 °C
eingefroren und anschliessend in Stickstoff tiefgefroren. Die eingefrorene Zelldichte
betrug zwischen 1-4 x 10° Zellen pro 1 ml Einfriermedium. EBV-transformierte B-
Zelllinien bestimmten HLA-Typs wurden mit einer Zelldichte von 10-15 x 10° Zellen

pro 1 ml eingefroren.

2223 Behandlung der Jurkat-Suspensionszellen mit Ciprofloxacin

Die Zellsuspensionen wurden 14 Tage mit 10 ul/10 ml (Gebrauchslosung: 1000 pg/ml)
in Kulturmedium unter dreitdgigem Wechsel des Mediums behandelt, um eine
eventuelle Mycoplasmen-Infektion der Jurkat-Zelllinien zu vermeiden. Nach den 14
Tagen wurde das Ciprofloxacin-haltige Kulturmedium vollstindig entfernt. Ein Aliquot
der Zellen wurde in Penicillin/Streptomycin-freiem Medium 3 Tage kultiviert, um die
Kulturen durch eine PCR auf den Mycoplasmengehalt hin zu untersuchen. Eine
Behandlung von 14 Tagen unter Ciprofloxacin stellte sich als ausreichend fiir eine

mycoplasmenfreie Kultur dar.

2.2.24 Auftauen von Fusionszellen

Aus der Stickstofflagerung wurden die Kryordhrchen ziigig im 37 °C-Wasserbad
aufgetaut, dabei aber moglichst nicht erwdrmt. Die aufgetaute Zellsuspension wurde mit
10 ml Kulturmedium gewaschen und der Uberstand nach Zentrifugation bei 1600 rpm
fiir 3 min restlos abgesaugt. Das Pellet wurde durch Klopfen gelockert und mit frischem

Kulturmedium aufgenommen.

2.2.2.5 Passagieren von Suspensionszellen

Alle Jurkat-Linien und EBV-B-Linien wurden alle 2 Tage (Aktivierungs- und

Elektroporations-experimente) im Verhiltnis Zellsuspension : Kulturmedium 1:3 bis
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1:10 passagiert, so dass die Zellzahl am Tag der Passage oder des Experiments 0,4-0,6 x
10° nicht iiberstieg.

Die antigenprisentierende Linie T2 wurde alle 3 Tage passagiert, am Tag der Passage
hatte sie eine Zellzahl von 0,6 x 10° fiir die Aktivierungsstudien wurden
Zellkonzentrationen von max. 0,35 x 10° nicht iiberschritten.

Die IL-2-abhédngige Zelllinie G2 (Ratte), die in Suspension kultiviert wird, wurde von
Prof. Dr. Wonigeit zur Verfiigung gestellt. Als erstes wurde eine IL-2-Titration
durchgefiihrt, die ergab, dass eine IL-2-Konzentration von 20 u/ml IL-2 (rekombinat)
fiir die exponentielle Wachstumsphase ausreichend ist (1 u entspricht 0,5 ng IL-2). Die
Linie G2 wurde alle 2 Tage im Verhiltnis 1:3 bis 1:5 in 20 u/ml rekombinates IL-2 in
RPMI (15 % FCS, 10~ M B-Mercaptoethanol) passagiert.

2.2.2.6 Passagieren von adhirente Zellen

MSC-7 wurden in RPMI mit iiblichen Zusdtzen und 10 ng/ml (entspricht ca. 40 pl)
Insulin bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Um diese Zellen alle 2-3 Tagen zu
passagieren, wurden der Zellkulturiiberstand (250 ml Flaschen) abgesaugt, der
Monolayer mit 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung (GIBCOBRL) fiir 3 min bedeckt und mit
Klopfen und Spiilen vom Flaschenboden geldst. Die Zellsuspension wurde dann 1:3,
maximal 1:6 verdiinnt und in 30 ml Kulturmedium frisch ausgesét. Die Zugabe des

Kulturmediums stoppte die Wirkung des Trypsins.

2.2.2.7 Separation von PBL aus Vollblut

Die Zugabe von /1o des Gesamtblutvolumens an Liquemin-Ldsung (2000 u/ml in PBS)
schiitzt das Vollblut direkt bei der Abnahme vor Gerinnung. So gegen Gerinnung
geschiitztes Vollblut wird 1:2 mit PBS verdiinnt und auf die Ficoll-Lésung gegeben.

Durch Dichtegradientenzentrifugation bei 2200 rpm fiir 20 min ohne Bremse werden
die Blutzellen in verschiedene Phasen je nach Grofe und Schwere aufgeteilt. Die
Interphase (mittlere Schicht) zwischen zellfreiem Serum und Ficoll enthdlt die
mononukledren Zellen aus dem Blut, darunter auch die T-Lymphozyten. Diese
Interphase wird vorsichtig abgenommen und anschliessend mit 2 x 50 ml sterilem PBS

gewaschen.
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2.2.2.8 Transfektion der Jurkat RT3-Linie
Die optimale Zelldichte zur Transfektion der Zelllinie Jurkat RT3 lag bei 0,3-0,5 x 10°

Zellen /ml Kulturmedium. Fiir eine Transfektion wurden 10° Zellen dreimal mit PBS
(ohne Mg, Ca®") gewaschen, um FCS aus dem Kulturmedium wegzuwaschen, das den
Widerstand bei der Elektroporation erh6hen wiirde. Das Pellet wurde in 1 ml PBS, in
dem mindestens 10 ug DNA einer cDNA geldst waren, resuspendiert. Nach Uberfiihren
in die Elektroporationskiivette inkubierte das Gemisch noch 10 min auf Eis im
Elektroporator, damit sich die DNA an die Zelloberflichen anlagern konnte. Die
Elektroporation erfolgte im Cell-Porator von GIBCOBRL bei 240 V, 800 pF unter
langsamen Entladen der Kondensatorplatten und bei stindiger Eiskiihlung. Die Zellen
inkubierten nochmals 10 min auf Eis bevor sie vorsichtig in 10 ml R10 umgesetzt
wurden. Da die elektroporierten Zellen sehr vulnerabel sind, wurde darauf geachtet,
moglichst wenig scherende Krifte auf sie auszuiiben.

Nach 48 h Zellkultur wurde die Zellsuspension unter Selektion gebracht.

2.2.2.9 Selektion der transfizierten Jurkat RT3

Die Zellsuspension wurde nach 48 h der Transfektion durch Elektroporation zu 200 ml
Selektionmedium zugegeben und mit 2 ml/well in 4 x 24-well-Platten fiir Suspensions-
kulturzellen ausgesit. Das entsprach einer ungefahren Anzahl von 10° Zellen pro well.
Fiir die Selektion des T-Zell-Rezeptors im Expressionsvektor pcDNA3.1(+) wurde 1
mg/ml G418 verwendet, flir die Selektion der CD8-Molekiile im pSHxs wurde 1 mg/ml
Hygromycin dem Standardmedium R10 zugesetzt. Alle 48 h wurde das alte Medium
aus dem Uberstand abgesaugt und mit 1,5 ml frischen Selektionsmediums ersetzt. Nach
dem vierten Wechsel wuchsen die resistenten Zellen innerhalb von 2-3 Wochen zu
Kolonien heran, die dann im FACS analysiert wurden. TCR- bzw. CD8-exprimierende

Klone wurden zu einer Linie zusammengefasst.

2.2.2.10  Subklonierung von Transfektanten
Bei der Transfektion des T-Zell-Rezeptors fiir das TAX-Peptid und der Kotransfektion

von CD8a-wt mit CD8B-wt war eine Subklonierung im ‘limiting dilution assay’
notwendig. Dazu wurden Zellsuspensionen eines wells, die wenigsten zu 50 % eine
Expression zeigten, so stark verdiinnt, dass die Zellzahl fiir die TAX-TCR-transfizierten

Zellen 10 Zellen pro well und fiir die CD8a-/B-wt-Kotransfektion 0,5 Zellen pro well
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betrugen. Auf einer 96-well-Platte wurde die Zellverdiinnung fiir TAX-TCR in 1 mg/ml
G418 und fiir CD8a-/B-wt in 1 mg/ml Hygromycin ausgesit. Eine geringere Zellzahl
erwies sich als nicht iiberlebensfiahig. Nach 14 Tagen wurden 50 pl-Aliquots der
hochgewachsenen Zellen im FACS untersucht und rein TCR oder CD8 exprimierende

Zellen zu einer Linie zusammengefasst.

2.2.2.11 Anreicherung positiver Zellen durch magnetische Beads (MACS)

Bei einigen Transfektionen wurden schwach oder instabil exprimierende Zelllinien mit
Hilfe magnetischer Beads, MACS (magnetic absorbent cell sorting) durch positive
Selektion angereichert. Die Anreicherung erfolgt durch das Markieren der gewiinschten
Oberfldachenproteine mit spezifischen Antikorpern, die dann von magnetischen Beads
gebunden werden. Sie erkennen Immunglobuline unterschiedlicher IgG-Subklassen.
Wichtig ist, dass alle Arbeiten ziigig durchgefiihrt werden, um Temperaturen von
12-16 °C nicht zu tiberschreiten. Dadurch wird verhindert, dass groe Mengen des
gebundenen Antikorpers von den Zellen internalisiert werden.

Dazu wurden 107 Zellen mit Antikorper in Sittigung bei 4 °C fiir 30 min in sterilem
PBS inkubiert. Die Sdule wurde in der Zwischenzeit in den Magneten eingespannt und
mit 2 x 500 pul PBS gewaschen. Die antikorperbeladenen Zellen wurden 2 x mit PBS
gewaschen, in 1 ml PBS resuspendiert und auf die Sdule gegeben. Alle Zellen, die nicht
genug Antikorper auf ihrer Oberfliche gebunden hatten, wurden durch zweifaches
Spiilen mit 1 ml PBS weggewaschen. Die Elution der positiven Zellen erfolgte in
magnetfeldfreier Umgebung durch Zugabe von 1 ml PBS auf die Sdule. Es wurde zum
Vergleich jeweils ein Aliquot vor dem Aufreinigen, dann von der Negativ-Probe und

von den angereicherten Zellen zur Untersuchung im FACS angefarbt.

2.2.2.12 Transiente Transfektion von COS-7

Die Affen-Nierenfibroblasten Zelllinie COS-7 wurde mit CD8-Ketten von Frau Dr.
Renate Scheibe (Abt. Vegetative Physiologie, MHH) transfiziert. Die Aussaat von 6 x
10° COS-7 Zellen 24 h vor der Transfektion erfolgte auf 6 cm @ Platten fiir adhirente
Zellen, so dass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 80 % hatten. Kurz vor
der Transfektion wurde das FCS-haltige Medium gegen 0,5 ml FCS-freies ausgetauscht.
Losung A enthielt 5 pg geloste DNA in 0,5 ml serumfreien Medium. Fiir Losung B

wurden 7,5 pl Transfectam (Promega) mit 0,5 ml serumfreiem Medium gemischt.
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Sofort nach Mischen von Lésung A und Losung B wurde das Transfektionsgemisch auf
die Zellen aufgetropft. Nach 4 h wurden 4 ml Kulturmedium mit 10 % FCS und 50 nM
Chloroquin zur Stabilisation der Zellmembran (Sigma) zugegeben. Taglich wurde das
Medium ohne Zusatz von Chloroquin gewechselt. Am vierten Tag wurden die Zellen

mit 0,2 mM EDTA in PBS abgelost und im FACS analysiert.

2.2.2.13  Aktivierungsassay
Als antigenpriasentierende Zelllinien (APC) wurden die HLA-A2.1 homozygot

exprimierenden Suspensionslinien T2, die EBV-transformierte B-Zelllinie 130 und die
adhdrente Tumorzelllinie MCF-7, die kein CD80 exprimiert, verwendet. Die EBV-
transformierte B-Zelllinie 93 exprimiert das MHC Klasse I: HLA-A11/25. TAX- und
MART-1-Peptid sollten darauf nicht présentiert werden.

Effektor- (Jurkat-Transfektanten) und Zielzellen (APC) wurden auf eine Zellzahl von
1 x 10° pro ml RPMI im Fall der Suspensionszellen und 14.000/well bei den MCF-7-
Zellen in DMEM eingestellt. Die MCF-7-Zellen wurden 24 h vor Peptidbeladung in die
96-well-Platten ausgesit, um sicherzustellen dass am Tag der Stimulation die Zellen fiir
die Peptidbeladung und das Waschen adhérent waren.

Die APCs wurde mit Peptidkonzentrationen von 10> M bis 10" M und reinem
Losungsmittel des Peptids als Nullwert fiir 2 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die
anschliessende Bestrahlung mit 30 Gy stellte sicher, dass sie zwar lebendig, aber nicht
mehr teilungsfahig waren. Nach Zentrifugation der bestrahlten Zellen wurden das
Medium weitgehend abgesaugt, um nicht gebundenes Peptid zu entfernen und in dem
berechneten Volumen R10 resuspendiert. Zu den Effektorzellen wurden nun PMA in
einer Endkonzentration von 10 ng/ml zugegeben. Es wurden pro well einer 96 well-
Platte 100 pl Zellsuspension (100.000 Zellen) von Effektor- und Zielzellen pipettiert.
Um den Kontakt zwischen Effektor- und Zielzellen moglichst schnell herzustellen,
wurden die 96-well-Platten kurz zentrifugiert. Nach 24 h Zellkultur wurden die Platten
3 min bei 1600 rpm zentrifugiert, anschliessend 100 ul des zellfreien

Zellkulturiiberstandes eingefroren oder direkt fiir den IL-2-Nachweis abgenommen.
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2.2.3 Proteinchemische Methoden

2.2.3.1 Biotinylierung der Jurkat-Transfektanten

Fir die Biotinylierung wurden 200 x 10° Zellen dreimal mit 10 ml BBS-Puffer
gewaschen. Es wurde ein Aliquot zur FACS-Messung abgenommen und die
Zellsuspension mit 1 mg Sulfo-NHS-Biotin von Pierce in 5 ml BBS bei 4 °C unter
Rotation inkubiert (4 °C). Nach Zentrifugation bei 2000 rpm fiir 10 min wurde das
Zellpellet 3 x mit PBS gewaschen. Ein Aliquot wurde zur FACS-Messung verwendet
und wie die Negativ-Probe mit SAV-FITC 15 min inkubiert, gewaschen und im FACS

analysiert.

2.23.2 Lyse der biotinylierten Zellen

Fiir 100 x 10° Zellen wurde 1 ml Lysepuffer angesetzt, der 1 % (v/v) TritonX-100
enthielt. Dazu wurden 10 pl Protease-Inhibitor-Cocktail III (Calbiochem); 10 pl
100 mM PMSF; 10 pl 200 mM Na,VOy4 100 pul 100 mM NaF in PBS; 100 pl
100 mM Na,P,07 in PBS; 0,5 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0) und 10 pl 1 M lodacetamid
zugesetzt. Auf das Zellpellet wurde 1 ml Lyse-Puffer gegeben und mit der Pipette grob
resuspendiert. Anschliessend wurde mit einer 2 ml Spritze mit 12"-Luerlock
resuspendiert, die DNA geschert und alles in ein frisches Reagiergefdss iiberfiihrt. Nach
15 min Zentrifugation bei 13000 rpm sedimentierten die genomische DNA und die
Zellmembranbestandteile. Der Uberstand wurde in ein frisches Reagiergefif {iberfiihrt

und zur Lagerung bei —20 °C eingefroren.

2233 Immunoprizipitation

Vor der Immunprézipitation wurde die berechnete Menge der Beads 3 x mit PBS
gewaschen und 2 min bei 3000 rpm zentrifugiert, um den ethanolhaltigen Lagerpuffer
zu entfernen. Fiir 10° Zellen wurden 20 ul Beads zur Vorreinigung zum Lysat gegeben
und 30 min bei 4 °C rotiert. Dadurch wurden Proteine, die unspezifisch an Protein G
binden aus dem Lysat entfernt. Pro Spur wurden 10 pl Protein G-Beads und 4-8 ug
Antikorper eingesetzt. Die Kopplung der Antikorper an die Beads erfolgte tiber Nacht in
Kopplungspuffer bei 4 °C Kopf-iiber-Kopf. Nach Zentrifugation wurde der
Kopplungsiiberstand abgesaugt.
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Pro Spur wurde nun des Lysats von 107 Zellen mit 10 pl der Antikorper-beladenen
Beads tiber Nacht bei 4 °C rotiert. Am nichsten Tag wurden die Proben 5 x mit 500 pl
Lyse-Grundpuffer gewaschen, im letzten Waschschritt auf zwei frische Reagiergefifle

aufgeteilt, und fiir die SDS-PAGE mit Lammli-Auftragspuffer versetzt.

2234 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte mit SDS-PAGE, je nach Proteingrof3e

wurden Gele mit einer Acrylamid-Konzentration von 9 bis 12 % eingesetzt.

9 % 10 % 12 % Sammelgel

30 % Acrylamid-Mix [ml] 1.5 1.7 2,0 0,33

1,5 M Tris pH 8.8 [ml] 1,3 1.3 1,3 -

0,5 M Tris pH 6.8 - - - 0,25

H,0 [ml] 2,15 2,0 1,7 1.4

10 % SDS [pl] 50 50 50 20

10 % APS [pl] 50 50 50 20
TEMED [ul] 2,5 2 2,0 2

Die Proben wurden dann 1:2 oder stirker mit 6 x Lammli-Probenpuffer verdiinnt und
zur vollstdndigen Denaturierung vor dem Auftrag auf das Gel bei 95 °C 10 min erhitzt.
Fiir das Durchwandern der Proteine im Sammelgel bis zur Trenngelgrenze wurden 80 V
angelegt, die Trennung erfolgte schlieBlich bei 120-160 V. Die aufgetrennten Proteine

wurden entweder gefarbt oder auf Nitrocellulose iibertragen.

2.2.3.5 Gelfarbung

Nach Entfernen des Sammelgels wurde das Gel fiir 10-30 min Gelcode Blue Stain von
PIERCE gefarbt. Da das Gel selbst dabei leicht mit angefarbt wurde, wurde das Gel

anschlieend gewissert, so dal3 nur noch die gefarbten Proteinbanden zu sehen waren.
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2.2.3.6 Western-Blot

Der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine erfolgte durch das Semidry-Verfahren.
Dazu wurden erst 2 Lagen in Semidrypuffer getrinktes Filterpapier luftblasenfrei auf
die Anode gelegt, darauf die in Blotpuffer dquilibierte Nitrocellulosemembran. Das
Trenngel wurde kurz im Blotpuffer geschwenkt, luftblasenfrei aufgelegt, als Abschluf3
folgten wieder 2 Lagen getranktes Filterpapier. Der Transfer erfolgte fiir 45-60 min bei
2 mA/cm? (15 V). Die Membran wurde reversibel mit Ponceau S-Losung angeférbt, die
Markerbanden markiert und der Blot durch Spiilen mit deionisiertem Wasser wieder

entfarbt.

2.2.3.7 ECL-Firbung des Blots

Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fiir 30 min oder
tiber Nacht in 5 %iger Magermilchlosung in PBS / 0,05 % Tween inkubiert. Die
Membran wurde dann fiir 1 h mit dem Streptavidin-HRP (1:5000) bei Raumtemperatur
inkubiert und anschliessend 5 x 5 min mit PBS / 0,05 % Tween gewaschen, um
unspezifische Bindungen an die Membran zu ldsen. Die ECL-Férbelosung (enhanced
chemoluminescence) wurde jeweils frisch vor der Zugabe aus Losung A und B 1:1
zusammenpipettiert und der Blot darin 5 min unter Schwenken inkubiert. Anschliessend
wurde er in feuchtem Zustand in Frischhaltefolie luftblasenfrei eingepackt. Die

Expositionsdauer des Films hing von der aufgetragenen Proteinmenge ab.

2.2.4 Durchflusszytometrie (FACS)

In der FACS-Analyse (FACS; fluorescence activated cell sorter) kann die Expression
von Proteinen auf der Zelloberfliche und unter bestimmten Umstinden auch
intrazelluldr quantitativ gemessen werden. Dabei werden die Zellen mit einem
spezifischen Antikdrper gegen das zu untersuchende Protein inkubiert. Sollte dieser
Primirantikorper nicht direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sein, so wird
ein gegen den Primérantikorper gerichteter Sekundérantikdrper eingesetzt, der
farbstoffgekoppelt ist. Pro Ansatz wurden etwa 10%-10° Zellen eingesetzt. Um
unspezifische Bindungen der Antikorper an Fc-Rezeptoren zu blockieren, wurden die

Proben mit 20 pl humaner IgG-Blockldsung (Endoglobulin) vorinkubiert.
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2.2.4.1 Durchflufizytometrische Analysen

Die Immunfluoreszenzen wurden mit einem Zytofluorometer ausgewertet. Die zu
untersuchenden Zellen werden dabei mit Druck in den sogenannten Mantelstrahl
(sheath) injiziert. Sie werden auf diese Weise beschleunigt und gelangen einzeln
hintereinander aufgereiht in die MeBkammer. Dort wird jede Zelle vom einem
kohérenten Laserstrahl getroffen. Das gestreute Licht wird bei 180° (FSC = forward
light scatter) und bei 90° (SSC = sideward light scatter) gemessen. Die entstehende
Streuung ist zelltyp-spezifisch und abhédngig von der Grofe (FSC) und Granularitét
(SSC). So entstehen in der Dot Plot Grafik abgegrenzte Punktwolken, die sich den
bestimmten Zellarten zuordnen lassen. Durch das Setzen eines “Gates” werden die
gewiinschten Zellen eingegrenzt und damit von anderen Zelltypen oder toten Zellen fiir
die Analyse getrennt.

Bei der eigentlichen Fluoreszenzanalyse werden die Antikorper-tragenden Zellen, die
auf diese Weise mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert wurden, durch einen
Laserstrahl bestimmter Wellenldnge angeregt und geben dann ein fiir den Farbstoff
charakteristisches Spektrum an Lichtstrahlen ab, das dann durch -elektronische
Detektoren als Signal aufgefangen und im Vervielféltiger verstirkt wird. Je mehr
fluoreszenzmarkierte Antikdrper auf der Zelloberfliche gebunden sind, desto grofBer ist
auch die Fluoreszenzintensitit der Zelle. Die Autofluoreszenz der Zellen wird durch
Negativ-Kontrollen bestimmt und am Computer diskriminiert.

Die durch fluoreszierende, spezifische Antikorper eingefarbten Zellen kdnnen so von
nicht gefarbten Zellen, die das gesuchte Oberflichenmolekiil nicht tragen, unterschieden
werden. Die prozentuale Verteilung negativer und positiver Zellen wird dann im Dot
Plot ermittelt. Die Expressionsdichte oder auch die Stirke der Emission wird durch die
Hohe der Fluoreszenzintensitdt (MFI = mediane Fluoreszenzintensitit) reprisentiert.
Auf diese Weise sind auch mit einem spezifischen Antikorper gegengeférbte beladene
Beads im FACS ausgewertet worden.

Bei der Auswertung mit entsprechenden Computerprogrammen (CELLQuest oder
WinMDI) wurde der DOT Plot gegebenfalls in Quadranten unterteilt sowie die

Verteilung der Zellen und die MFI des jeweiligen Quadranten ermittelt.

46



Material und Methoden

2.2.4.2 Immunfluoreszenz

Bei den Immunfluoreszenzfarbungen handelte es sich im wesentlichen um Einfach-
oder Doppelfarbungen. Eingesetzt wurden transfizierte Zellen oder durch Ficoll
aufgereinigte PBLs.

Bei der Zweifarbenmessung wurden als erstes die indirekte Férbung durchgefiihrt. Nach
10 min Inkubation in der Ig-Blocklosung wurden der spezifische Antikdrper fiir 30 min
bei 4 °C zugegeben. Anschliessend wurde nicht gebundenener Antikérper durch
PBS/BSA/Azid-Losung abgewaschen und dann mit dem Fluoreszenzfarbstoft-
gekoppelten Sekundérantikdrper 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem Waschen
wurde dann erst der direkt gekoppelte Antikdrper zur Inkubation zugegeben.
Uberschiissige Antikorper wurde durch PBS/BSA/Azid weggewaschen. Um tote Zellen
sicher von der Messung ausschlieBen zu kénnen, wurden die Proben 10 min vor der
Messung im FACS mit Propidiumiodid angeférbt.

Bei der Einfarbmessung vereinfachte sich die Messung um einen Férbeschritt.

2.243 Trypsinbehandlung der  Zelloberflichen und intrazellulire
Antikorperfirbung

Jurkat-Transfektanten und PBL wurden dreimal mit PBS gewaschen, um mdgliches
FCS aus dem Kulturmedium bzw. Ficoll zu entfernen. Danach wurden die Zellen
30 min mit Trypsin-PBS-Losung (1 mg/ml) bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliessend wurden die trypsinisierten Zellen mit PBS/BSA/Azid 3 x gewaschen, um
Trypsin weitgehend zu entfernen. Die Zelloberflichen wurden wie iiblich gefarbt. Fiir
die intrazellulire Messung wurden die Zellen als erstes 10 min mit 1 %igem
Paraformaldehyd in PBS fixiert. In einem Vortest wurde sichergestellt, dass sich die
gewliinschten Oberfldchenproteine nach Fixierung durch die Antikorper uneingeschriankt
nachweisen lassen. Das Paraformaldehyd wurde durch 3 x Waschen mit PBS/BSA/Azid
entfernt. Durch die Zugabe von 50 pl Saponin in HEPES-Puffer pro Probe wurden
Locher in der Zellmembran der Zellen erzeugt, so dass der spezifische Primdrantikdrper
in die Zellen eindringen konnte. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C, wurden die Proben
zweimal mit PBS/BSA/Azid gewaschen und nach Zugabe von 50 pl Saponin mit dem
gekoppelten Sekundérantikorper gefarbt. Nach weiteren 30 min wurden die Proben
zweimal mit PBS/BSA/Azid gewaschen, um ungebundene, fluoreszierende Antikdrper

aus den Zellen herauszuwaschen.
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2.2.5 Quantitative Erfassung des IL-2 im Zellkulturiiberstand nach Aktivierung

2.2.5.1 Quantitativer auf Durchflusszytometrie beruhender Immuno-
Assay-Kit

Die quantitative Erfassung der produzierten IL-2 Mengen erfolgte mit Kit QTF1005 von
WAK-Chemie (Humaner IL-2 Immunoassay Kit). Das Prinzip beruht auf der Bindung
des humanen IL-2 aus dem Zellkulturiiberstand an die Beads, die durch einen gegen
humanes IL-2 gerichteten Phycoerythrin-gekoppelten monoklonalen Antikdrper
angefarbt werden. Die Auswertung der Farbintensitdt in Abhangigkeit der produzierten
IL-2-Menge erfolgt am FACS. Die Sensitivitit des Kits reicht von 5-5000 pg/ml IL-2.
Die IL-2-Konzentrationen lassen sich aus der MFI durch das Mitfiihren der
Standardverdiinnungen des Kits mit bekannten IL-2-Konzentrationen errechnen.

Die Kopplung des IL-2 aus 100 pl Zellkulturiiberstand an 2 pl Beads erfolgte unter
Rotation bei 4 °C fiir mindestens 1 h, hier jedoch fast ausschlieBlich iiber Nacht. Die
Beads wurden dann 2 min bei 3000 rpm in der Haeraeus-Tischzentrifuge zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Nach 2 x Waschen mit 1 x IFA-Puffer wurden 2 pl anti-
IL-2-Antikorper zugegeben und erneut bei 4 °C Kopf-iiber-Kopf 1 h inkubiert. Nach 1 x
Waschen mit 400 pl IFA-Puffer wurden die Zellen in 100 pl PBS aufgenommen und in
600 ul-FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Die Messung erfolgte auf Kanal 4 im FACS
(Calibur, Becton Dickinson) fiir Phycoerythrin-gekoppelte Antikorper.

2.2.5.2 Bestimmung der IL-2-Konzentration iiber die IL-2-abhingige
Ratten-Linie G2

Die IL-2-abhingige Linie G2 wurde in einem Vorversuch unter IL-2-Entzug untersucht.
Nach 3 Tagen stellten sich die ersten Mangelerscheinungen ein, ca. 30 % der Zellen
zeigten ein granuliertes Zytoplasma. Daher wurden 3 Tage vor dem Aktivierungsassay
die Zellsuspension 1:10 in 20 u/ml IL-2 verdiinnt. Fiir die IL-2 Quantifizierung werden
in einer 96-Flachboden-Platte fiir Gewebekultur 10.000 Zellen / well in 50 pl
Kulturmedium (15 % FCS, 10° M B-ME) ausgesit und sofort 50 ul des IL-2-haltigen
Uberstandes zugegeben. Durch Mitfiihren eines IL-2-Standards mit bekannten
Konzentrationen konnte die IL-2-Konzentration im Uberstand berechnet wurden. Nach
3 Tagen Inkubation werden 50 pl der XTT-Losung zu den Proben gegeben und fiir
mindestens 5 h bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. In den Mitochondrien der viablen
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Zellen wird der gelbe Farbstoff in den orangefarbenen Formazan-Zustand umgesetzt.

Die Farbintensitit wird im ELISA-Spektrometer bei 450 nm nachgewiesen.
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3 Ergebnisse

3.1  Mutation, Transfektion und Expression der CD8wt-DNAs und
CD8-Konstrukte

Die CD8wt-DNAs wurden durch Amplifikation mit spezifischen Primern aus cDNA
(Abb. 3 und Abb. 4) gewonnen, die als RT-PCR-Produkt aus PBLs vorlagen. Die
CD8a- und B-Molekiile sind aus 4 Domédnen aufgebaut, die bei beiden Ketten bis auf
die Verbindungsregion (connecting peptide, CP) annihernd gleich grof} sind. In dieser

Region ist die B-Kette 19 Aminoséiuren kiirzer.

CD8a-Kette [AS] CD8pB-Kette [AS]
Ig-Doméne 133 135
Verbindungsregion 48 29
Transmembrandoméne 24 26
cytoplasmatischer Rest 35 31

Tabelle 4: Groflenvergleich der einzelnen Domidnen beider Ketten auf

Aminosiure-Ebene.

Die Einteilung der Doménen erfolgte unter Beriicksichtigung der jiingsten
Forschungsergebnisse. Die humane CDS8a-Kette wurde nach Homologievergleich
zwischen 7 Spezies nach D.R. Littman et al. eingeteilt (45) und nicht nach H. Nakauchi
et al. (46). Damit wird die Ig-Doméne linger und die Transmembrandoméine (TM)
kiirzer. Die TM enthélt dadurch weniger polare und geladene Aminoséduren, wie in Abb.
2A dargestellt. Die CD8B-Kette wurde nach M.R. Pecoraro et al. (47) und A.M.
Normant et al. (49) eingeteilt. Fiir den Beginn der cytoplasmatischen Domine der
CD8pB-Kette wurde die Palmitoylierungssequenz von A. Arcaro et al. (48) mit
beriicksichtigt, so dass diese Domidne 4 Aminosduren frither beginnt als bei M.R.
Pecoraro et al. angegeben. In Abb. 2B ist die Bindungsstelle der Tyrosinkinase p56ICk

der CD8a-Kette und die Palmitoylierungssequenz der CD8-Kette hervorgehoben.
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Die Verbindungsregion enthdlt bei beiden CDS8-Ketten Cysteinreste, die eine
Dimerisierung zwischen zwei CD8a-Ketten oder einer CD8a-Kette und einer CD8f3-
Kette ermdglichen. Da die CP-Doméne des CD8oa 19 Aminosduren langer als die der
CD8pB-Kette ist, konnen sich bei den CD8-Konstrukten mit 3-CP Verdnderungen in der
Affinitdt der a-Ig-Doméine zu MHC Klasse I ergeben, da sich der extrazelluldre Arm

des Konstrukts als zu kurz fiir eine derartige Interaktion erweisen konnte.

A. HuCD8a 182: DIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLY 206

HuCD8B 165: GPLCSPITLGLLVAGVLVLLVSLGVA 190

B. HuCD8a 207: CNHRNRRRVCKCPRPVVKSGDKPSLSARY 235

HuCD8B 191: IHLCCRRRRARLRFMKQLRLHPLEKCSRMDY 221

Abb. 2: Aminosiure-Sequenzen der Transmembran- und cytoplasmatischen
Domiine der CD8-Ketten. A. Dargestellt ist die Sequenz der Transmembrandomine,
fettgedruckt sind polare, unterstrichen saure Aminosdurereste. B. Die Sequenz der
cytosolischen CD8a-Kette enthilt die p56'*-Bindungsstelle (fettgedruckt), die
Palmitoylierungssequenz der CD8B-Kette ist fettgedruckt hervorgehoben.

Die Verbindungsregion (CP) enthdlt bei beiden CDS8-Ketten Cysteinreste, die eine
Dimerisierung zwischen zwei CD8a-Ketten oder einer CD8o- und einer CD8B-Kette
ermoglichen. Generell gilt fiir alle Konstrukte im extrazelluldren Bereich, dass bei

ausgetauschtem CP Verdnderungen in der Antikdrpererkennung auftreten konnen.
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-65 cggct cccgcgccge  -48

ctccecctecge  gcccgagctt cgagccaagc  agcgtcctgg ggagcgcegte - 1
atg gcc tta cca gtg acc gcc ttg ctc ctg ccg ctg 36
M A L P \ T A L L L P L 12

gcc ttg ctg ctc cac gcec gcc agg ccg agc cag ttc 72
A L L L H A A R P S Q F 24

cgg gtg tcg ccg ctg gat cgg acc tgg aac ctg ggc 108
R v S P L D R T W N L G 36

gag aca gtg gag ctg aag tgc cag gtg ctg ctg tcc 144
E T \ E L K C Q \ L L S 48

aac ccg acg tcg ggc tgc tcg tgg ctc ttc cag ccg 180
N P T S G C S W L F Q P 60

cgc ggc gcc gcc gcc agt ccc acc  ttc ctc cta tac 216
R G A A A S P T F L L Y 72

ctc tcc caa aac aag ccc aag gcg gcc gag ggg ctg 252
L S Q N K P K A A E G L 84

gac acc cag cgg ttc tcg ggc aag agg ttg ggg gac 288
D T Q R F S G K R L G D 96

acc ttc gtc ctc acc ctg agc gac ttc cgc cga gag 324
T F \Y% L T L S D F R R E 108

aac gag ggc tac tat ttc tgc tcg gcc ctg agc aac 360
N E G Y Y F C S A L S N 120

tcc atc atg tac ttc agc cac ttc gtg ccg gtc ttc 396
S I M Y F S H F \ P \ F 132

ctg cea gcg aag ccc acc acg acg cca gcg ccg cga 432
L P A K P T T T P A P R 144

cca cca aca ccg gcg ccc acc atc gcg tcg cag ccc 468
P P T P A P T I A S Q P 156

ctg tcc ctg cgc cca gag gcg tgc cgg cca gcg gcg 504
L S L R P E A C R P A A 168

ggg ggc gca gtg cac acg agg g9ggg ctg gac ttc gcc 540
G G A \ H T R G L D F A 180

tgt gat atc tac atc tgg gcg ccc ttg gcc ggg act 576
C D I Y I W A P L A G T 192

tgt g9ggg gtc ctt ctc ctg tca ctg gtt atc acc ctt 612
C G v L L L S L \4 I T L 204

tac tge aac cac agg aac cga aga cgt gtt tgc aaa 648
Y C N H R N R R R \ C K 216

tgt ccc cgg cct gtg gtc aaa tcg gga gac aag ccc 684
C P R P \ \ K S G D K P 228

agc ctt tcg gcg aga tac gtc taa ccctgtgcaa 718
S L S A R Y \Y% STOPP 235

cagccactac attacttcaa actgagatcc ttccttttga gggagcaagt 768
ccttcecettt cattttttcc agtcttcctc cctgtgtatt cattctcatg 818
attattattt tagtgggggc ggggtgggaa agattacttt ttctttatgt 868
gtttgacggg aaacaaaact aggtaaaatc tacagtacac cacaagggtc 918
ac 920

Abb. 3: Sequenz der cDNA der humanen CD8a-Kette

Die abgebildete DNA-Sequenz enthilt aufler der gesamten kodierenden Sequenz die 3'-
und 5'-untranslatierte Regionen. Der Beginn der jeweiligen Doméne (Ig, CP, TM und
Cyt) ist fettgedruckt. Die Cysteine 164 und 181 sind unterstrichen.
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gcgactgtct ccgccgagcc  cccggggcca  ggtgtcccgg  gecgegccacg - 1

atg cgg ccg cgg ctg tgg ctc ctc ctg gcc gcg cag 36
M R P R L W L L L A A Q 12

ctg aca gtt ctc cat ggc aac tca gtc ctc cag cag 72
L T v L H G N S v L Q Q 24

acc cct gca tac ata aag gtg caa acc aac aag atg 108
gtg atg ctg tcc tgc gag gct aaa atc tcc ctc agt 144
aac atg cgc atc tac tgg ctg aga cag cgc cag gca 180
ccg agc agt gac agt cac cac gag ttc ctg gcc ctc 216
tgg gat tcc gca aaa g9ggg act atc cac ggt gaa gag 252
gtg gaa <cag gag aag ata gct gtg ttt cgg gat gca 288
agc cgg ttc att ctc aat ctc aca agc gtg aag ccg 324

S R F I L N L T S v K P 108

gaa gac agt ggc atc tac ttc tgc atg atc gtc ggg 360
E D S G I Y F C M I \ G 120

agc ccc gag ctg acc ttc ggg aag gga act cag ctg 396
S P E L T F G K G T Q L 132

agt gtg gtt gat ttc ctt ccc acc act gcc cag ccc 432
S \Y% \Y% D F L P T T A Q P 144

acc aag aag tcc acc ctc aag aag aga gtg tgc cgg 468
T K K S T L K K R \ C R 156

tta ccc agg cca gag acc cag aag ggc cca ctt tgt 504
G P L C 168

agc ccc atc acc ctt ggc ctg ctg gtg gct ggc gtc 540
S P I T L G L L \Y% A G \Y% 180

ctg gtt ctg ctg gtt tcc ctg gga gtg gcc ate cac 576
L v L L v S L G \Y A I H 192

ctg tgc tgc cgg cgg agg aga gcc cgg ctt  cgt  ttc 612
L C C R R R R A R L R F 204

atg aaa caa cta aga tta cat cca ctg gag aaa tgt 648

M K Q L R L H P L E K C 216
tcc aga atg gac tac tga atatacaggc tcaaggggaa 720
S R M D Y Stopp 221

ggtatatcag gaacctttgt cccccaatgc ctgcatggat actacagcaa 770
tactacaacc tcacagaagc tgcttaaccc atggatcctg aaaacatagg 820
caagaagcac aggtcctgat gagtggatct ttactacttt taccagattc 870
ctccctcget  cagaggatcc tcccacacac ccagcagaga cttctctgec 920
accatcaacc ccccaagtca tagggggctc aagttctgcc ctggtgagct 970
gtggccccca tccttgtgaa ccccaaagtg tcccccttgt ggaaccaaat 1020
gtatccatct tgaataaatt tgcccaaaat cctaaagacc gggaaaaggg 1070
aaccattg 1078

Abb. 4: cDNA-Sequenz der humanen CD8p.2-Kette

Die abgebildete Sequenz zeigt auBler der kodierenden noch die 3'- und 5'-untranslatierte
Regionen. Der Beginn der jeweiligen Domine (Ig, CP, TM und Cyt) ist fettgedruckt
dargestellt. Die Cysteine 155 und 168 sind unterstrichen.
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Im ersten Schritt wurden fiir die Herstellung der CD8-Konstrukte Fragmente der wt-
DNAs durch spezifische Primer amplifiziert. Die Primer sind durch einen Uberhang von
bis zu 15 Basenpaaren der jeweils zu verkniipfenden Doméne der anderen Kette
charakterisiert (siche auch 2.1.4, Tabelle 1). Die zu verkniipfenden Fragmente wurden
im zweiten Schritt iiber die komplementiren Uberhinge verbunden und durch das
Einsetzen der Klenow-Polymerase oder Taq/Pfu-Polymerase aufgefiillt. Das komplette
Konstrukt wurde anschliessend durch Amplifikation mit den Rand-Primern der
jeweiligen auBlenliegenden Doméne hergestellt. Die erhaltenen Konstrukte wurden dann
in den Klonierungsvektor pCR2.1 ligiert. Nach Sequenzierung und eventueller
Korrektur wurden die Fragmente in den eukaryontischen Expressionsvektor pSH

umkloniert.

Es wurden CD8-Konstrukte hergestellt, in denen jeweils eine Doméne gegen diejenige
der anderen Kette ausgetauscht wurde, um die Funktion der einzelnen Doménen
untersuchen zu konnen. Das heif}t, es wurde jede einzelne Doméne der a-Kette in die
der B-Kette mutiert und umgekehrt. Negative Signale bei der Oberflachenfarbung im
FACS sollten sicher als fehlende Expression interpretiert werden konnen und kein
Bindungsproblem des spezifischen Antikorpers darstellen. Daher wurden fiir die
Konstrukte mit dem Austausch in der Transmembran- und cytoplasmatischen Doméne
DNAs konstruiert, die extrazelluldr komplett aus einer Domédne bestehen. Es wurden
noch weitere Konstrukte hergestellt, die in verschiedenen Positionen von einer Kette
jeweils zwei Doménen enthalten. Damit sollte die Bedeutung der Dimerisierung und

fehlende Oberflichenexpression der -Kette untersucht werden.
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Abb. 5: Grafische Darstellung der CD8a- und B-Konstrukte
Die schwarzen Balken stellen Domédnen der CD8a-Kette, die gestreiften Balken die der
CD8B-Kette dar. (Ig = Immunglobulin-Doméne, CP = ,,connecting peptide®, TM =
transmembrane Doméne und Cyt = cytoplasmatische Doméne).

Die CD8-wt-Ketten und auch die CD8-Konstrukte sollten nun in eine T-Zelllinie
kotransfiziert werden, die einen CD8-abhidngigen TCR bekannter Spezifitdt exprimiert.
Dazu wurden unterschiedliche Jurkat-Varianten auf ihre Oberflichenexpressionen hin

untersucht.

3.1.1 Untersuchung der Jurkat-wt und HSAS-Linie auf Oberflichen-

expression von TCR und CD28
Die Linie HSAS, die mir von Dr. Nishimura zur Verfiigung gestellt wurde, exprimiert
stabil einen T-Zell-Rezeptor, der spezifisch auf das MART-1-Peptid reagiert
(Beschreibung unter 3.2.1). Im Vergleich zur Jurkat-wt-Linie wurde diese Linie auf ihre
T-Zell-Rezeptorexpression mit UCHT-1 (CD3¢) und BMA.031 (gegen die konstante
Domiéne des TCR gerichtet) und CD28-Expression (CD28.1) durchflusszytometrisch

untersucht.
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Abb. 6: FACS-Analyse der Oberfliichenproteine TCR, CD3¢ und CD28
Die Jurkat-Linien wt und HSAS wurden mit UCHT-1, FITC gekoppelt (CD3g)
BMA.031, PE gekoppelt (gegen die konstante Doméne des TCR) und CD28.1, APC
gekoppelt (CD28) inkubiert und die Fluoreszenz-Intensitdt im FACS erfasst.

Die durchflusszytometrische Untersuchung der MART-1 spezifischen Linie zeigt eine
deutliche Anfirbung der TCR-CD3g-Kette und des TCRs fiir sich (Abb. 6). Die
Bestitigung der MART-1 spezifischen TCR-Expression erfolgte im Aktivierungsassay.
Im Vergleich zur wt-Linie zeigt HSAS eine einheitliche positive CD28-Expression
(Abb. 6).

3.1.2 Kotransfektion der Jurkat-Linie HSAS mit CD8-wt-Ketten

In die Jurkat-Linie HSAS, spezifisch fiir MART-1, wurden die CD8a- und CD8pB-Kette
alleine und CD8a- wund B-Kette gleichzeitig kotransfiziert. Die CDS8-
Oberflachenexpression der Transfektanten wurde im Durchflusszytometer mit

spezifischen Antikorpern untersucht.
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Abb. 7: CD8-wt-Expression auf HSAS

Die Oberflachenexpression des CD8oo-Homodimers wurde mit DK25, die des
CD8ap-Heterodimers mit 2ST8 5SH7 und die des CD8BB-Homodimers auf HSAS-
Transfektanten mit 5F2 im FACS nachgewiesen. Alle gebundenen Primirantikorper
wurden mit Ziege-anti-Maus-Fluoreszein nachgewiesen.

Die CD8aoa-Homodimerexpression in den CD8a-wt und CD8o-wt/pB-wt-
Transfektanten ist vergleichbar in ihrer Stirke und um eine log-Stufe geringer als in
PBLs (Abb. 16). Die CDS8af-Heterodimerexpression ist ebenso eine log Stufe
schwécher im Vergleich zu PBL. Eine Expression der CD8B-Kette als CDS8Pf-
Homodimer ist, wenn liberhaupt, nur schwach erkennbar. Die CD8-Abhéngigkeit des

MART-1-spezfischen TCRs wurde im Aktivierungsexperiment untersucht (3.2.2).

3.1.3 Oberflichenantigene der Jurkat-Linien RT3 im Vergleich zu Jurkat-wt
Da sich der MART-1 spezifische TCR in der Jurkat-Linie HSAS5 nicht als CDS8-

abhingig erwies, sollte als Zelllinie fiir die stabile Transfektion der CD8-Konstrukte die
Linie RT3 verwendet werden. Sie ist aus einem Klon der Jurkat-wt-Linie entstanden.
Die RT3-Linie exprimiert keinen T-Zell-Rezeptor (Abb. 8), da sie keine endogene T;[3-
Kette trigt und sie ist CD8 negativ im Vergleich zu Jurkat-wt (Abb. 9), wihrend Jurkat-
wt in der Literatur (Leukocyte Typing workshop IV, 59) als 30 % positiv beschrieben
ist. Die Oberflichenexpression von CD8-Dimeren wurde anhand von FACS-Analysen

(Abb. 9) untersucht. Die Jurkat-Linie RT3 wurde mit dem TAX-spezifischen TCR
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RSD3 transfiziert und ausschlieBlich TCR-exprimierende Klone nach Subklonierung als

Linie zusammengefasst (Abb.8).
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Abb. 8: Oberflichenexpresison von TCR, CD3¢ und CD28 auf Jurkat-wt und RT3
und RT3-RSR3.

Die Jurkat-Linien wt und RT3 und RT3 RSD3 wurden mit UCHT-1 (CD3g), mit
BMA.031 gegen TCR (konstante Domédnen) und mit CD28.1 (CD28) im FACS
untersucht.

Die Oberfldchenexpression der Jurkat-Variante RT3 zeigt keine TCR/CD3e-
Oberflachenexpression und ist daher als parentale Linie fiir eine Kotransfektion mit
CD8-wt-Ketten oder CD8-Konstrukten trotz fehlender CD28-Expression geeignet. Da
CD28 zwar beim Primen von naiven T-Zellen in der Antigenerkennung bei der
Entscheidung Toleranz oder Proliferation bendtigt wird, aber nicht bei bereits
cytotoxisch aktivem TCR bedeutsam ist, kann der Verlust als weiterer Korezeptor

vernachléssigt werden (61).
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Abb. 9: Oberflichenfarbung der Linien RT3 und Jurkat-wt
Durchflusszytometrische Analyse von Jurkat-wt mit DK25 (CD8a), 2ST8 S5H7
(CD8ap) und 5F2 (CD8p). Darstellung von Jurkat RT3 mit den selben Antikérpern.

Im Vergleich zur Jurkat-wt-Linie ist eindeutig zu erkennen, dass RT3 keine
Oberfliachenexpression von CD8-Dimeren zeigt. Die Grundvoraussetzung fiir die

folgenden Transfektionen mit CD8-Ketten und -Konstrukten war somit gegeben.

3.1.4 CDS8-Transfektanten der Jurkat-Linie RT3 RSD3
Die CD8wt-DNA und die CD8-Konstrukte im Expressionsvektor pSH wurden fiir die

Transfektion mit Sa/l linearisiert. Um die Hygromycinresistenz bei der Kotransfektion
von CD8a- und B-Kette zu zerstéren, wurde das Plasmid pSHHuCD8a mit Miul
linearisiert. Es wurden jeweils 10 pg einer DNA, bei Kotransfektion 20 pg der CD8-
Kette pro 10 Millionen Zellen der RT3-Linie bei der Elektroporation eingesetzt. Nach
Selektion in 24 well-Platten mit 1 mg/ml Hygromycin wurden nach 3-4 Wochen die
Klone im FACS durch gegen CDS8-wt-Dimere gerichtete Antikorper untersucht. Die
Zellen mit der stirksten CDS8-Expression wurden zu einer Zelllinie
zusammengenommen. Gegebenenfalls wurden die positiven Zellen einer Linie noch
iiber MACS (magnetic absorbent cell sorting) angereichert. Die Oberfldchenexpression

der transfizierten DNAs war in der Zellkultur iber Wochen bis Monate stabil.
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Abb. 10. FACS-Analyse der Jurkat-Transfektanten

Die CD8™-Linie JRT3-RSD3, und die CD8"-Linien wurden mit den Antikérpern DK25
(humanes CD8a), 2ST8 5SH7 (humanes CD8af3) und 5F2 (humanes CD8f) und dem
polyklonalen Sekundir-Antikorper Ziege-anti-Ratte-PE (kreuzreaktiv mit Maus-Ig)
gefarbt.

Die Expression der CD8-wt-Ketten ist im gleichen Verhéltnis reduziert wie aus HSAS
im Vergleich zur Expression auf PBL (vergleiche Abb. 16). Die Expression des
CD8aa-Homodimers in Abb. 10 ist mit der medianen Fluoreszenzintensitit (MFI) von
10° am stirksten und ist damit vergleichbar mit der Expression des CDS8aai-
Homodimers auf HSAS5 (vergleiche Abb. 7). Die Expression des Heterodimers CD8af3
ist wesentlich schwicher als die des CD8oaa-Homodimers, entspricht aber auch der von
CD8ap-HSAS. Die Transfektion von CD8f alleine wurde 5 mal wiederholt und zeigte
eine nur minimale CD8B-Expression. Daraus ldsst sich schliefen, dass in der Jurkat-
Linie RT3 CD8B-Monomere oder CD8BB-Homodimere nur in starker Uberexpression
unkontrolliert auf die Zelloberfliche gelangen. Diese wenigen Molekiile wurden mit
dem Antikorper 5F2, nicht aber mit 2ST8 5H7 nachgewiesen. Der spezifische
Antikorper 2ST8 SH7 erkennt damit die -Kette alleine nicht, sondern nur das CD8a.f3-

Heterodimer.
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3.1.5 Herstellung von Zelllinien mit Expression von CD8-Konstrukten

3.1.5.1 Austausch einzelner Doméinen

Die Jurkat-Linie RT3 RSD3 wurde mit den CDS8-Konstrukten unter gleichen
Bedingungen transfiziert, selektioniert und analysiert, wie die CDS8-Wildtyp-
Transfektanten. Um die Oberflichenexpression der CD8-Konstrukte nachzuweisen,
wurden alle Konstrukte mit CD8alg-Anteil mit DK25 (CD8a) und CD8BIg-Anteil mit
5F2 (CD8p) gefarbt.
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Abb. 11: Expression der CD8-Konstrukte
Jurkat-RT3-Transfektanten wurden mit DK25 gegen die alg-Doméne bzw. 5F2 gegen
die CD8BIg-Doméne inkubiert und mit GAR-PE gefirbt. Das solide Histogramm zeigt
die Expression des Konstruktes, das gestrichelte Histogramm stellt die entsprechende
Antikorperfarbung der untransfizierten CD8-RT3-Linie dar.
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Die Untersuchung des Konstruktes CD8Bacar zeigt, dass das Epitop des spezifischen
Antikorpers 5F2 in der BIg-Doméne liegt. Im Vergleich zur nicht transfizierten CD8-
negativen Linie lassen sich alle schwachen Firbungen eindeutig als niedrige
Expressionen interpretieren.

Die Expression der CD8B-wt-Kette liegt nur gering iiber der Negativkontrolle. Die
Konstrukte CD8BBPa, CDSPPac und CDSPaco zeigen eine deutlich stirkere
Expression als CD8B-wt. Am stirksten wird CD8Bacior exprimiert. Es hat den grofiten
Anteil an a-Doménen, die eine funktionelle Aktivitit in der Bildung der CD8-Dimere
und im Transport zur Zelloberfliche haben. Der Vergleich der Expressionsstirke der
CDS8BBPRa-, CDBPaa- und CDEPPaB-Konstrukte zeigt, dass der Austausch der
cytosolischen Domine des CD8P gegen o einen positiven Effekt auf die CDS-
Expression hat, der Austausch der TM-Doméne dagegen ldsst keine Verbesserung der
CDS8-Expression erkennen (CD8BBaf). Werden jedoch gleichzeitig die B-TM und B-
cytoplasmatische Domidne gegen die der a-Kette ausgetauscht (CD8BBoa), so nimmt
die Expression deutlich zu, auch wenn sie noch unter der Expression des Konstrukts
CD8Baaca liegt. Das bedeutet, dass auch die B-CP-Region einen grof3en Einfluss auf die
Oberfliachenexpression hat. In dieser Region findet die Disulfidbriickenbildung statt, die
fiir eine Oberflichenexpression unerldsslich ist. Wie Hennecke ef al. in ihrer Arbeit
zeigten, werden Monomere im ER zuriickgehalten (28). Ob nun BCP die Expression
unterdriickt oder aCP (CD8Baff) die Dimerisierung ermoglicht, ldsst sich hier nicht
klaren. Beim Konstrukt CD8Bapp ist keine Oberflichenexpression zu erkennen. Der
Einfluss der Transmembran- und der cytoplasmatischen Domine wird wahrscheinlich
den Einfluss der Dimerisierung iiber die a-CP-Doménen {iberwiegen.

Beim Austausch einzelner Domidnen der CD8a-Kette gegen die entsprechenden
Doménen der CDS8B-Kette sind deutlichere Abstufungen der CD8-Expression zu
erkennen. Die MFI des CD8oaa3-Konstrukts liegt eine log-Stufe tiefer als die des
CD8a-wt. Der Austausch der CD8a-TM-Domiéne gegen die der CD8B-Kette
(CD8aaBa) reduziert die Expression sogar um 1,5 log-Stufen. Werden sowohl die
Transmembran- und cytosolische Doméne der CD8a-Kette gegen die der CD8B-Kette
ausgetauscht, addiert sich der Effekt: Das CD8oo-Konstrukt wird nur noch minimal
exprimiert.

Ob es sich bei der fehlenden Expression des CD8afaa-Konstrukts um ein Versagen

(siehe auch Abb.18, 19, Cos-7-Transfektanten) der Antikorperfarbung durch den gegen
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CD8a-wt gerichteten Antikorper DK25 handelt oder ob nicht doch CD8afoo-
Konstrukte in geringeren Mengen als Dimere auf die Zelloberfliche gelangen, kann hier

nicht sicher gesagt werden.

3.1.5.2 Expression der CD8-Konstrukte mit je zwei Doméinen einer Kette

Zusétzlich zum Austausch einzelner CD8-Doménen wurden als weitere Kontrolle auch

Konstrukte generiert, in denen zwei CD8-Doménen ausgetauscht wurden.
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Abb. 12: Expression der CD8-Konstrukte mit jeweils 2 Doménen einer Kette in
verschiedenen Positionen. Jurkat-Transfektanten wurden mit DK25 gegen die CD8a-
Ig-Doméne bzw. 5F2 gegen die CD8BIg-Domine inkubiert und mit GAR-PE gefirbt.
Das solide Histogramm zeigt die Expression des Konstruktes, das gestrichelte
Histogramm stellt die entsprechende Antikorperfarbung der CD§ -Linie dar.

Der Nachweis der Konstrukte mit zwei Doménen einer Kette in unterschiedlichen
Positionen erwies sich als schwierig. Wie unter Punkt 3.1.10 beschrieben (Abb.18, 19),
ist der gegen CD8a-wt gerichtete Antikdrper DK25 nicht in der Lage, Konstrukte mit
alg-BCP-Anteil zu erkennen. Somit lassen sich die Expressionen der Konstrukte
CD8appa und CD8afof kaum von der Hintergrundsfarbung mit der CD8-negativen
Linie JRT3 RSD3 unterscheiden und es lassen sich keine Aussagen iiber die Expression

machen. Die Konstrukte mit BIg-aCP lassen sich mit dem spezifischen Antikdrper
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gegen CD8B-wt anfirben, was gut in Abb. 10 in der Expression des Konstrukts
CD8Baaa oder bei durchflusszytometrischen Analyse der COS-7-Transfektanten
(Abb. 18, 19) zu erkennen ist. Die Expression der Konstrukte CD8Baafy und CD8Bafa
(Abb. 12) ist allerdings sehr niedrig, da die hemmende cytosolische oder
Transmembran-Doméne der (3-Kette bestimmend fiir die reduzierte Expression zu sein

scheint.

3.1.6 Oberflichenespression der CD8-Konstrukte mit alg-fCP-Anteil

Da auf COS-7-Transfektanten deutlich wurde, dass alle Konstrukte mit CD8alg-BCP-
Ektodoméne nicht durch den gegen CDS8a gerichteten Antikorper DK25 erkannt
werden, wurde die Linie CD8afoiae mit den monoklonalen Antikdrpern des CD8-Panels
aus dem Leukocyte-Typing Workshop IV (59) im Vergleich zur CD8a-wt-Linie
durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 13). Das Ziel der Untersuchung war, einen
gegen alg gerichteten Antikorper zu finden, der unabhidngig vom CP sein Epitop
erkennt. So sollte es dann moglich sein, eine Aussage iiber die Expression der
Konstrukte CD8afaa, CD8aBR, CD8afPa und CD8afaf auf Jurkat RT3 RSD3 zu

machen.
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Abb. 13: Durchflusszytometrie mit monoklonalen Antikorpern aus dem CDS-
Workshop Leukocyte-Typing IV. Die ausgefiillten Histogramme repriasentieren die
Linie CD8aBaa, die durchgezogene Linie stellt die mit CD8a-wt transfizierte Linie
RT3 dar. Alle Primdrantikorper wurden mit Ziege-anti-Maus-Phycoerythrin geférbt.
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Der Antikorper t170 (t8b, Yan Bai) bindet deutliche auf der mit CD8afoo
transfizierten Linie (Abb.13). Die Expression ist etwa eine halbe log-Stufe niedriger als
bei der CD8a-wt transfizierten Linie. Die Antikorper t174, t177 und t178 binden
iiberraschenderweise nicht auf der CD8a-wt transfizierten Linie, obwohl sie im
Leukocyte-Typing Workhop IV als CD8a-wt erkennend, t174 sogar zusétzlich als
CD8a-wt-immunprazipitierend beschrieben wurden.

Um sicher zu stellen, dass der Antikorper t170 die CD8a-negative Linie nicht farbt,
wurde anschliessend die Farbung unter gleichen Bedingungen auf der CD8-negativen

Jurkat RT3 RSD3 im Vergleich zu CD8afaa wiederholt (Abb. 14).
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Abb. 14: FACS-Analyse der CD8-negativen Linie im Vergleich zu a-Ig-positiven
Transfektanten mit dem monoklonalen Antikorper t170. Die ausgefiillten
Histogramme reprédsentieren Linien, die eine a-Ig-Domédne enthalten, die gestrichtelte
Linie stellt die CD8a-negative Linie Jurkat RT3 RSD3 dar. A. Linien, die extrazelluldr
als Epitop CD8alg und CD8aCP haben. B. Linien, die extrazellulir CD8alg-BCP
exprimieren. C. CD8-BIg-exprimierende Transfektanten als Negativkontrolle.

Der Antikorper t170 bindet an die CD8a-wt transfizierte Linie. Es ist aber deutlich zu
erkennen, dass auch die CD8-negative Linie angeféarbt wird. Diese Farbung ist lediglich
eine log-Stufe schwicher. Die durchflusszytometrische Untersuchung der mit CD8alg-
BCP transfizierten Linien zeigte keine stirkere Expression als auf der CD§ -Linie. Die

Farbung der mit den Konstrukten CD8aafa und CD8aaa3 transfizierten Linien ist
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hingegen deutlich iiber derjenigen der CDS§’-Linie, wenn auch im Vergleich zur
Expression von CD8a-wt vermindert. Die Hintergrundfarbung ldsst sich nur auf eine
Kreuzreaktivitit gegen ein anderes Oberflichenprotein zuriickfithren. Damit ist dieser
Antikorper entweder nicht in der Lage, Konstrukte mit alg-BCP-Anteil zu erkennen

oder diese Konstrukte gelangen nicht als Dimere auf die Zelloberflédche.

66



Ergebnisse

3.1.7 Oberflichenfirbung von CD8a-wt und CD8aoo mit dem CD8-Panel aus
Leukocyte Typing IV auf COS-7

Um nachweisen zu konnen, ob Antikorper aus dem CD8-Panel aus dem Leukocyte-
Typing IV (59) in der Lage sind die CD8a-Ig-Domine zu erkennen, wurden transient
mit Leer-Vektor, CD8a-wt und CD8aPoo transfizierte COS-7-Zellen mit diesen
Antikorpern unter gleichen Bedingungen wie bei den Jurkat-Transfektanten inkubiert

(Transfektion von Dr. Renate Scheibe).
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Abb. 15: FACS-Analyse der COS-7-Transfektanten mit CD8a-Antikorpern aus dem CD8-
Panel aus dem Leukocyte-Typing IV. COS-7 wurden transient mit dem Leer-Vektor
(gestrichelte Linie, B), CD8a-wt (A.) und CD8aPaa (durchgezogene Linie, B) tranfiziert und
die Oberfldchenexpression mit den mAK aus dem CD8-Panel untersucht (Sekundér-Antikorper:
Ziege-anti-Ratte PE).
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Die monoklonalen Antikdrper aus dem CD8-Workshop (Leukocyte-Typing IV) zeigen
eine deutliche Oberflichenexpression der mit CD8a-wt transfizierten COS-7-Zellen als
Positiv-Kontrolle (Abb. 15A). Antikorper, die eine reduzierte Bindung auf der Jurkat-
Transfektante CD8aPaa zeigten (t 177, t180, t202), binden bis auf t177 CD8a-wt auf
COS-7 nicht mehr. T177 zeigt hingegen eine wesentlich stirkere Bindung. T174 bindet
auf Jurkat gar nicht, erkennt aber auf der COS-7-CD8a-Transfektante deutlich sein
Epitop. Unter identischen Bedingungen und zum gleichen Zeitpunkt wurde auch das
Konstrukt CD8aPocr sowie der Leer-Vektor als Negativ-Kontrolle transfiziert (Abb.
15B). Wéhrend t170 auch die nicht mit CD8a-wt transfizierten Jurkat-Zellen erkannt
hatte, zeigte dieser Antikorper auf der CD8-COS-7-Linie keine Bindung. Keiner der
Antikorper aus dem CD8-Workshop ist in der Lage, Konstrukte mit extrazellulirem

Anteil alg-BCP zu erkennen.

3.1.8 Extra- und intrazellulire Firbung von PBL und CD8-wt-Jurkat-

Transfektanten

Da auf der Zelloberfliche der CD8B-Transfektanten und Konstrukte mit CD83-CP-
Anteil keine Expression von Dimeren nachweisbar ist, sollten sich intrazelluldr groere
Mengen an CD8-Molekiilen befinden. Da alle CD8-Ketten mit demselben Vektor
transfiziert wurden, also auch denselben Promotor hatten, sollte auch die Menge des
transkribierten Proteins in Abhéngigkeit der gebildeten mRNA-Menge gleich sein. Es
wire also zu erwarten, dass sich membrangebundene Monomere bzw. Dimere im ER
bzw. Golgi-Apparat nachweisen lassen. Zur Etablierung der intrazelluldren Farbung
wurden PBL verwendet, da hier die hochsten Expressionen zu erwarten waren. Die
monoklonalen Antikérper DK25 gegen CD8aa-wt, 2ST8 5H7 gegen CD8af-wt und
5F2 gegen CD8f wurden zuerst fiir die extrazelluldren Durchflusszytometrie eingesetzt.
Nach der Trypsinisierung wurden die Zelloberflachen nochmals angefarbt, um eindeutig
den Verlust des Epitops fiir die Antikdrper nachweisen zu kénnen und auch eine
Aussage iiber eine Hintergrundfirbung zu haben. Die intrazellulire Fiarbung wurde
unter Einsatz von Saponin durchgefiihrt, wobei den Waschschritten grof8e Bedeutung
zukam. Nicht gebundene Antikdrper mussten geniigen Zeit haben, um aus der Zelle
herausdiffundieren zu koénnen. Nur so konnte sichergestellt werden, dass nicht
gebundene Primédrantikdrper Sekunddrantikorper wegfangen (falsch negatives Signal)

und nicht-gebundene Sekundirantikorper durch verschlossene Poren an der Diffusion
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aus der Zelle gehindert werden (falsch positives Signal). Die gemessene
Fluoreszenzintensitdt sollte einen Hinweis auf die maximal zu erwartende Expression

der transfizierten Konstrukte in Jurkat RT3 RSD3 geben.
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Abb. 16: Extrazellulire und intrazellulire Firbung von PBL

Uber Ficoll-Separation aufgereinigte PBL wurden in Einfarb-Messung mit DK25 gegen
CD8aa-wt, 2ST8 5H7 gegen CD8af-wt und 5F2 gegen CDS8[ inkubiert und
durchflusszytometrisch untersucht. A. Vor dem Trypsinverdau. B. Nach dem
Trypsinverdau, extrazelluldr gestrichelte Linie, intrazellular schwarze Linie.

Die MFI des CD8aa-Homodimers und auch des CD8af-Heterodimers liegt um eine
log-Stufe hoher als die der Jurkat-Transfektanten Der gegen CDS8[ gerichtete mAK
bindet auf PBL die CD8B-Kette im CD8af-Heterodimer. Durch die Trypsinisierung der
Zelloberfliche wurden die Epitope der drei Antikorper weitgehend vernichtet. Eine
intrazellulire Farbung der PBL sollte danach Aufschluss geben, ob grofBere
intrazelluldre Reservoirs von CD8-Molekiilen in PBL vorliegen. Wie in Abb. 16 zu
sehen, binden die Antikoérper DK25 und 5F2 intrazelluldr nicht, wahrend 2ST8 5SH7
eine deutliche Farbung zeigt.

Um nun zu kldren, ob es sich bei dem Signal durch 2ST8 5H7 um eine gegen
CD8ap-wt gerichtete Bindung handelt, wurden Jurkat RT3 Zellen intrazelluldr gefarbt,
die kein CD8 exprimieren. Als Positivkontrolle wurde die CD8af-wt-Linie
extrazelluldir vor und nach Verdau durch Trypsin gefirbt. Die CD8 negative Linie

wurde auf gleiche Art wie CD8a3-wt behandelt und intrazellulér gefarbt (Abb. 17).
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Abb. 17: Extra- und intrazellulire Firbung der CD8-wt Jurkat-Transfektanten
mit DK25, 2ST8 SH7 und 5F2. A. Extrazelluldre Farbung der CD8ap-wt und CD8
neg. Linie vor Trypsinisierung. B. Extrazellulire Farbung nach Trypsinisierung C.
Intrazelluldre Messung nach extrazelluldrer Trypsinisierung.

Der spezifische Antikorper 2ST8 SH7 erkennt hier in der CD8-negativen Linie ein
Epitop, das nicht vom CD8af-Heterodimer stammen kann (Abb. 17). Es handelt sich
hiermit also um eine intrazelluldre Kreuzreaktivitit, nicht um einen gréBeren Pool an
CD8ap-Heterodimeren, die durch Internalisierung bei Aktivierung cytotoxischer T-

Zellen entstehen konnen (67).

3.1.9 Expression von CD8-Ketten auf COS-7-Zellen

Devine et al. hatten gezeigt, dass auf der Fibroblastenlinie COS-7 im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen mit den Jurkat-Transfektanten durchaus humanes, nicht aber
murines CD8B-wt exprimiert wird. Sie fiihrten das Fehlen der Oberfldchenexpression
auf die murine BIg-Domine zuriick. Daher untersuchte ich zusitzlich die Expression
von CD8-Konstrukten nach transienter Transfektion von COS-7-Zellen, um einen
eventuellen Einfluss der unterschiedlichen Doménen auf die Expression ermitteln zu
konnen. Die transienten Transfektionen mit Transfektam (Promega) wurden von Dr.
Renate Scheibe (Abteilung Vegetative Physiologie, Medizinische Hochschule
Hannover) durchgefiihrt.
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Abb. 18: FACS-Analyse der COS-7-Transfektanten mit den monoklonalen
Antikérpern DK25, 2ST8 SH7und SF2. COS-7-Zellen wurden nach transienter
Transfektion mit den CDS8-wt-Ketten und dem Leer-Vektor als Negativkontrolle
durchflusszytometrisch untersucht.

Die durchflusszytometrische Untersuchung erfolgte wie bei den Jurkat-Transfektanten
mit den monoklonalen Antikdrpern DK25, 2ST8 5H7 und 5F2. Auch hier wurde durch
Blockade der Fc-Rezeptoren mit humaner Ig-Blockldsung ein falsch positives Signal
verhindert. Wie in Abb. 18 zu sehen ist, wird humanes CD8f von COS-7-Zellen auf der
Zelloberflache exprimiert.

Abb. 19 zeigt den prozentualen Anteil der medianen Fluoreszenzintensitdt aller
Transfektanten im Vergleich zum Wildtyp (100%). 96 Stunden nach der Transfektion
exprimierten 5-20 % der Zellen CDS8. Als Negativkontrolle wurde der Leer-Vektor
(Expressionsvektor pSHxs ohne Insert) unter gleichen Bedingungen transient

transfiziert.
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5F2: CD8B-wt

DK25: CD8o.-wt
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Abb. 19

mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) der CD8a-Konstrukte im Vergleich mit der MFI
der CD8a-wt-Expression, die gleich 100% gesetzt wurde. B. Prozentualer Anteil der

MEFI der CD8B-Konstrukte verglichen mit der MFI der CD8B-wt-Transfektanten. Die

mit Sternchen gekennzeichneten Balken stellen Einfachmessungen dar, die mit einem

Kreis gekennzeichneten Balken stellt eine 4-fach-Messungen dar.

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit den COS-7-Zellen in Abb. 19 zeigen, dass alle

CDS8-Konstrukte etwa gleich stark exprimiert werden. Im Gegensatz zu den Jurkat-

Zellen exprimiert COS-7 gut CD8B-wt. Die Bindungsaffinitit des monoklonalen

Antikorpers zur CD8B-Kette mit Austausch in der CP-Region gegen die o-Kette

vermindert das Signal nur um ca. 1/3 bis %. Der Austausch der transmembranen und

cytosolischen Dominen (CD8acaaf, CD8aafa, CD8aafP) verringert hier nicht die

CD8-Expression wie in den Jurkat-Transfektanten (3.1.6.1). Es werden alle [3-

Konstrukte gebildet und von 5F2 (gegen CD8fB) erkannt. Weiterhin ist hier auch

dass der gegen CD8a-wt gerichtete Antikorper DK25 nicht in der

deutlich zu erkennen,

Lage ist, Konstrukte mit alg-BCP-Anteil zu erkennen, denn die B-CP-Doméne stellt

keinen Hinderungsgrund fiir die Oberfldchenexpression dar, wie die [-Konstrukte

zeigen.
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3.2 Funktionelle Untersuchung der T-Zell-Rezeptor-positiven Linien

Es wurden zwei Zelllinien mit T-Zell-Rezeptoren (TCR) bekannter Spezifitit
verwendet, um den Einfluss der unterschiedlichen Doménen des CD8-Korezeptors auf
den T-Zell-Rezeptor/MHC Klasse I/Peptid-Komplex zu untersuchen. In diese Zelllinien
wurden die CD8-wt-Ketten kotransfiziert und durch spezifische Peptide stimuliert. Die
Interleukin-2-Produktion wurde quantitativ erfasst und die CD8-negative Linie mit den
CD8wt-transfizierten Linien verglichen. Es sollte dabei ein deutlicher Unterschied in

der Aktivierbarkeit der Zellen erkennbar werden.

3.2.1 Jurkat-Linie HSAS, spezifisch fiir MART-1-Peptid
Die Jurkat Linie HSAS wurde von Dr. M. Nishimura (NIH, Bethesda, USA) hergestellt

und mir zur Verfligung gestellt. Sie exprimiert einen humanen T-Zell-Rezeptor, der aus
einem T-Zell-Klon isoliert wurde, der spezifisch auf HLA-A2 prisentiertes Melanom-
assoziiertes Peptid (MART-1) reagiert. Cole et al. identifizierte und charakterisierte die
TCRa-Kette und TCRB-Kette in voller Lange und transfizierte sie in die Jurkat-wt-
Linie (50). Der endogene T-Zell-Rezeptor wurde in der Zellkultur nach Transfektion
durch gegen die endogene [-Kette gerichteten monoklonalen Antikorper
herunterreguliert. Die so erhaltene Zelllinie reagierte in der Spezifitit und Sensitivitét

wie die nativen MART-1-reaktiven cytotoxischen T-Zellen.

3.2.2 Bestimmung der CD8-Abhingigkeit der HSAS-Grundlinie

Ziel der Aktivierungsstudie der CD8-wt-Grundlinien war es, zu zeigen, dass der
MART-1 spezifische T-Zell-Rezeptor in HSAS5 CD8-abhéngig ist. Dazu wurde die
antigenprasentierende Zelllinie (APC) mit in Zehnerschritten abnehmenden Peptid-
Konzentrationen 2 Stunden beladen und anschliessend bestrahlt, um eine weitere
Zellteilung der APC zu verhindern. Nicht gebundenes oder prozessiertes Peptid wurde
durch Waschen entfernt. Pro 10° Effektorzellen (HSAS) wurden 10° Zielzellen (APC) in
200 pl Gesamtvolumen kultiviert. Durch die Zugabe des Mitogens PMA wurden die T-
Zell-Rezeptoren auf den Effektorzellen in groBeren Arealen auf der Zellmembran
aggregiert und so die Signaltransduktion verstirkt (Abb. 20).

Der Interleukin-2 (IL-2) enthaltende, zellfreie Zellkulturiiberstand wurde nach 24

Stunden geerntet. Die quantitative Erfassung des IL-2 erfolgte durch Kopplung des IL-2
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an IL-2-bindende Beads, die mit einem gegen humanes IL-2 gerichteten monoklonalen
Antikorper gegengefarbt wurden. Im Durchflusszytometer konnte so nicht nur die
mittlere Fluoreszenz-Intensitit detektiert werden, sondern die Beads konnten auch klar
von Zelltriimmern unterschieden werden. Die Konzentration des IL-2 im Uberstand
konnte durch das Mitfiihren eines internen IL-2-Standards mit bekannten IL-2-

Konzentrationen ermittelt werden.
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Abb. 20: Vergleich der Aktivierbarkeit mit und ohne PMA

Die CD8-negative (Dreieck) und CD8a-wt (Kreis) transfizierte HSAS-Linie wurde 24
Stunden mit abnehmenden Mengen MART-1-Peptid auf der HLA-A2.1 exprimierenden
Linie T2 stimuliert. Die IL-2-Konzentrationen aus dem Uberstand wurden iiber einen
Standard mit bekannten Peptidkonzentrationen berechnet. Die gefiillten Symbole stellen
die Aktivierung bei Zugabe von 10 ng/ml Endkonzentration PMA dar.

Die Aktivierung der CDS8-negativen Grundzellinie HSAS5 sowie der CDS8o-wt-
Transfektante zeigen durch PMA-Zusatz eine deutlichere Aktivierung, ohne dass dabei
eine logarithmische Verschiebung in der prisentierten Peptidmenge zu beobachten ist.
Aus diesem Grund wurden alle weiteren Experimente mit dem Zusatz von PMA
durchgefiihrt. Die Linie HSAS reagierte ohne CD8-Korezeptor stark auf MART-1,
durch zusitzliche Expression des CD8a.a-Homodimers wurde die Induktion der IL-2-
Produktion nicht zu geringerer Peptid-Konzentration hin verschoben.

Durch die Inkubation der APC ohne Peptid in Anwesenheit der maximalen Losungs-
mittelkonzentration konnte sichergestellt werden, dass das Losungsmittel allein keine

Aktivierung oder {ibermiBiges Absterben der Zellen verursacht (Abb. 21).
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Abb. 21: Einfluss des Peptid-Losungsmittels auf die Linien HSAS CD8- und CD8a-wt

Die antigenprisentierende Linie T2 wurde mit der Losungsmittelmenge ohne Peptid
entsprechend dem Volumen fiir 10° M Peptidlosung unter Peptidbindungsbedingungen
inkubiert (schwarzer Balken), der dunkelgraue Balken stellt die Aktivierung mit
107 M, der hellgraue Balken 10" M Peptidkonzentration dar.

Es ist deutlich zu erkennen, dass selbst das maximale Volumen Losungsmittel keinen
Einfluss auf die Aktivierung und damit auf die IL-2-Produktion hat. Bei allen weiteren
Aktivierungsexperimenten wurde trotzdem die Aktivierung ohne Peptid immer mit dem
maximal verwendeten Losungsmittelvolumen als Negativ-Kontrolle durchgefiihrt und
mit den Peptidkonzentrationen, die noch keine Aktivierung ausldsten, verglichen.

Um sicher zu stellen, dass bovines ,-Mikroglobulin in vergleichbarer Quantitit mit
humanem MHC Klasse I-a-Kette assoziiert, wurde die antigenprisentierende Linie T2
24 Stunden vor und wéhrend der Peptidbeladung mit humanem Serum statt mit FCS
kultiviert (Abb. 22). Die Assoziation des 32-Mikroglobulins stabilisiert die urspriinglich
leeren MHC Klasse I-Molekiile, die mit MART-1 beladen wurden.
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Abb. 22: Vergleich der Aktivierung unter Zusatz von humanem Serum versus FCS

Die mit FCS inkubierten HSAS Transfektanten CD8-negativ (e), CD8c-wt (¢), CD8o-wt/B-wt
(m) und mit humanem Serum inkubierte Linie CD8a-wt/B-wt (A) wurden 24 Stunden mit
abnehmenden Mengen MART-1-Peptid auf der HLA-A2.1 exprimierenden Linie T2 stimuliert.
Die IL-2-Konzentrationen aus dem Uberstand wurden iiber einen Standard mit bekannten
Peptidkonzentrationen berechnet und auf den Nullwert abgeglichen.
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Es ist kein Unterschied in der Aktivierung mit humanem f3,- oder bovinem [3;-
Mikroglobulin zu erkennen, daher wurden alle folgenden Aktivierungen mit FCS-
haltigem Medium durchgefiihrt.

Weder die Anwesenheit der Korezeptoren CD8oo-Homodimer noch CD8af-
Heterodimer hatten einen Einfluss auf die Empfindlichkeit beziiglich der
Peptidkonzentration, die flir eine Aktivierung erforderlich war. Die Anwesenheit des
Korezeptors CD8ao-Homodimer im Vergleich zur CD8-negativen Linie sollte die
Aktivierungsgrenze um das 100-fache in der Peptidverdiinnung steigern. Der CD8a.f3-
Korezeptor sollte eigentlich im Vergleich zum CD8aa-Homodimer (33) eine IL-2-
Produktion bei einer wiederum 100-fach niedrigeren Peptid-Konzentration auslosen.
Daraus ldsst sich schlieBen, dass der MART-1-spezifische T-Zell-Rezeptor in der
Jurkat-Linie HSAS keine CD8-Abhéngigkeit zeigt. Abb. 22 reprasentiert fiir die Linien
CD8a-wt eine von 3 unabhidngigen Messungen und CDS8a-/B-wt eine von 2

unabhingigen Messungen.

3.2.3 Aktivierungsstudie der verschiedenen Jurkat-Varianten mit

verschiedenen APCs

Die fir MART-1 spezifische TCR-positive Zelllinie HSA5 wurde mit den T-Zell-
Rezeptor-negativen Jurkat-Varianten Jurkat RT3 und 18B3 wunter verschiedenen
Bedingungen verglichen.

Ziel war es, eine Jurkat-Variante fiir ein Transfektion mit dem TAX-spezifischen T-
Zell-Rezeptor RSD3 auszusuchen. Diese Grundzelllinie sollte keine IL-2-Produktion
auf die Aktivierung mit Peptid zeigen. Da die Linien RT3 und 18B3 (Daten nicht
gezeigt) unterschiedliche CD28-Expressionen zeigen, wurden als antigenprasentierende
Linien nicht nur T2 (CD80 positiv), sondern auch die EBV-transformierte B-Linie 130,
die homozygot fiir HLA-A2.1 (CD80 positiv) ist, und die adhdrente Tumorzelllinie
MCF-7, die HLA-A2.1 exprimiert (CD80-negativ), verwendet. Fiir die adhirente
Zelllinie MCF-7 wurden pro well 14.000 Zellen 24 Stunden vor Peptidbeladung
ausgesit. Diese Zellen wurden nicht bestrahlt, da ihre Teilungsrate niedrig war. Die T2-
Zellen wurden mit MART-1 und TAX beladen, nur mit TAX alleine und die Linien
EBV130 und MCF-7 mit MART-1. Eine zusitzliche Aktivierung erfolgte ohne
antigenprasentierende Zelllinie als weitere Negativ-Kontrolle, um zu zeigen, dass das

Peptid nur aktivierend wirken kann, wenn es aut MHC Klasse I prasentiert wird.
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Abb. 23: Aktivierung der Linien HSA5 (TCR" fiir MART-1), Jurkat RT3 und
18B3 (TCR"). Die APC-Linie T2 wurde mit MART und TAX beladen (0) und mit TAX
allein (©). Die Linien EBV130 (¢) und MCF-7 (A) wurde mit MART-1 beladen. Als
Negativ-Kontrolle wurde das MART-1-Peptid in die Effektorzellsuspension (HSAS)
ohne APC gegeben (®). 24 Stunden nach Kultur wurde die IL-2-Konzentration aus dem
Zellkulturiiberstand quantitativ erfasst. Die Peptidkonzentrationen wurden durch den
mitgefiihrten Standard berechnet und auf den Nullwert abgeglichen.

Die Linie HSAS lésst sich nur mit dem MART-1-Peptid, aber nicht mit dem TAX-
Peptid zur IL-2-Produktion aktivieren (Abb. 23 A). Auffillig ist, dass die Aktivierung
mit auf MCF-7 prisentiertem Peptid die Aktivierbarkeit um eine log-Stufe schwicher
ist. Das konnte an der fehlenden CD80-Expression liegen. Wahrscheinlicher ist aber,
dass die geringere Aktivierung durch die niedrigere Anzahl von MHC Klasse I-

Molekiilen bedingt ist, da es sich um adhdrente Zellen handelt, die in einer geringeren
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Stochiometrie als 1:2 eingesetzt wurden. Das Aktivierungsprofil der HSA-Linie durch
T2 und EBV130 ist in etwa identisch. Beide APC-Linien 16sen bei einer Konzentration
von 107 M MART-1-Peptid die Bildung von IL-2 aus.

Die TCR-negative Linie Jurkat RT3 zeigt auf TAX-Prisentation auf MHC Klasse I
keine Reaktion (Abb. 23B), wohl aber iiberraschenderweise bei einer Konzentration von
10°M MART-1 auf T2, EBV130 und etwas abgeschwichter auf MCF-7. Obwohl JRT3
keinen TCR auf der Oberfliche exprimiert, zeigt sie eine deutlichen Reaktion auf
MART-1, solange dieses von HLA-A2.1 présentiert wird. Es kann sich dabei nicht um
eine Reaktion auf ein endogenes Peptid der verschiedenen APCs handeln, da dies
konstitutiv in jeder MART-1-Verdiinnung eine Aktivierung zeigen miisste. Noch dazu
miissten sowohl die Linie T2 als auch EBV-B-Linie 130 dasselbe endogene Peptid
prasentieren. Diese Reaktion deutet auf eine spezifische Reaktion auf MHC Klasse I-
Prisentation, z.B. tiber NK-Rezeptoren hin.

Die Jurkat-Linie 18B3 zeigt weder auf MART-1 noch auf TAX eine Reaktion (Abb.
23C).

Es wurde als APC eine EBV-transformierte Linie mit heterozygoter Expression von
HLA-A11 und HLA-A25 verwendet (Abb. 24), um zu bestitigen, dass es sich bei der
Aktivierung der Linie JRT3 tatsdchlich um eine HLA-A2.1-abhéngige MART-1-
Peptidprisentation handelt.
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Abb.24: Aktivierung der Linien Jurkat-wt, Jurkat RT3 und 18B3

Die Linien Jurkat-wt (m), RT3 (e) und 18B3 (¢) wurden mit abnehmenden
Konzentrationen MART-1-Peptid auf EBV-B-Linie 93 (HLA-A11 und HLA-A25)
stimuliert, die IL-2-Produktion wurde quantitativ durch Mitfilhren eines Standards
erfasst.

Die Aktivierung der Linie RT3 zeigt, dass nur die Aktivierung mit MART-1, nicht aber
mit TAX oder endogen prisentiertem Peptid und nur auf HLA-A2.1 eine IL-2-
Produktion zeigt.
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Fiir die Generierung einer TCR positiven Linie, die das TAX-Peptid spezifisch bindet,
kommen also die T-Zell-Rezeptor-negativen Jurkat-Linien RT3 und 18B3 in Frage.
Beide reagieren weder auf endogen présentiertes Peptid noch auf das TAX-Peptid.

3.2.4 Vergleich der HSAS-Transfektanten CD8o und CD8o3 im
Aktivierungsprofil

Die HSAS-Transfektanten CD8a-wt und CD8o-wt/B-wt wurden mit den verschiedenen

Zelllinien auf ihr Aktivierungsprofil hin untersucht, um die CD8-Unabhéngigkeit des T-

Zell-Rezeptors positiv zu bestdtigen.
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Abb. 25: Aktivierung der CD8a-wt- und CD8a-wt/B-wt-HSAS-Transfektanten mit
verschiedenen APCs. Beide Linien wurden 24 Stunden mit abnehmenden Mengen
MART-1-Peptid auf der HLA-A2.1 exprimierenden EBV-B-Linie 130 (¢)und MCF-7
(m) und ohne Antigenprésentierende Linie (0) stimuliert. Als Negativ-Kontrolle diente
das TAX-Peptid, priasentiert durch T2 (A). Die IL-2-Konzentrationen aus dem
Uberstand wurden {iber einen Standard mit bekannten Peptidkonzentrationen berechnet
und auf den Nullwert abgeglichen.

Hier bestétigt sich die CD8-Unabhéngigkeit des gegen MART-1-gerichteten T-Zell-
Rezeptors in Jurkat HSAS. Ohne APC findet keine Stimulation durch das MART-1

statt.

Beide CD8-wt-Linien zeigen eine deutliche Abnahme der Aktivierbarkeit durch die
MART-1-Priasentation auf MCF-7. Es ist hier nicht eindeutig zu kldren, ob die

verminderte IL-2-Produktion auf eine verminderte MHC-Klasse [-Konzentration durch
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geringere Zellzahl oder auf die fehlende CD80-Expression auf MCF-7 zuriickzufiihren
ist. Verglichen mit der parentalen Linie HSAS ldsst sich jedoch kein Unterschied und
damit auch kein Einfluss des CD80 erkennen (Abb. 23).

3.2.5 Aktivierung der RSD3-TCR-Transfektante der Jurkat Linie RT3

Der spezifische T-Zell-Rezeptor fiir das TAX-Peptid wurde aus cytotoxischen CD8a.f3-
positiven peripheren T-Zellen gewonnen, die im Cytotox-Assay (56) auf das HTLV-1-
Peptid eine charakteristische Lyse der peptidbeladenen APCs zeigten (¢cDNA zur
Verfiigung gestellt von Dr. U. Utz, Montréal, Canada). Die T;p-defiziente Jurkat-Linie
RT3 wurde mit beiden Ketten des T-Zell-Rezeptors RSD3, spezifisch fiir das TAX-
Peptid, transfiziert. Es wurde zusétzlich in die Linie RT3 nur die TCRB-Kette des
RSD3-TCR transfiziert, um auszuschlieBBen, dass eine Assoziation der endogenen Tja-
Kette mit der transfizierten TCRB-Kette des RSD3-TCRs bei der Aktivierung mit TAX
eine IL-2-Produktion ausgelost wird. Beide Linien wurden mit TAX-Peptid in

Zehnerschritten abnehmenden Konzentrationen in Anwesenheit von PMA aktiviert.
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Abb. 26: Aktivierung der Jurkat RT3-Transfektanten TCRp- bzw. TCRa3-RSD3
Die Jurkat RT3-TCRa- und (m, 0) und RT3-TCRpB-Transfektanten (e, o) des TAX-
TCRs RSD3 wurden mit TAX (m, ®) oder mit dem irrelevanten Peptid MART-1 (g, o)
stimuliert. Die IL-2-Produktion wurde durch Mitfiihren eines Standards berechnet.

Die mit dem spezifischen TCR (a- und B-Kette) gegen TAX-Peptid transfizierte Linie
JRT3RSD3 zeigte im Gegensatz zur nur mit der TCRB-Kette transfizierten Linie eine
eindeutige Aktivierung. Beide Linien reagieren nicht auf das irrelevante Peptid

MART-1. Die Aktivierung mit TAX beginnt bei einer Konzentration von 107 M.
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3.2.6 Stimulation von JRT3RSD3 und -CD8-Kotransfektanten mit monoklonalen
Antikorpern

Als Kontrolle fiir die Aktivierbarkeit der Zellen ausschlieBlich iiber ihre T-Zell-
Rezeptoren wurden monoklonale Antikdrper in unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt. Der Antikorper gegen die CD3e-Kette aktiviert die T-Zelle liber den
TCR/CD3-Komplex mit nachfolgender Signaltransduktion iiber die Tyrosinkinase
p56'“. Die Expression des Oberflichenrezeptors CD2 nimmt daraufhin um das 2-4-
fache zu und der Zusatz des Antikorper gegen CD2 bewirkt eine weitere Stimulation.
Hiermit lasst sich auf die Oberflichendichte des TCR auf den jeweiligen Zelllinien und

ithre Signaltransduktion bzw. Aktivitét schlieen.
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Abb. 27: Aktivierung der Jurkat RT3 RSD3-Linie und CD8-Transfektanten mit
monoklonalen Antikoérpern. Die Linien CD8 - (schwarzer Balken), CD8c-wt-(grauer
Balken) und CD8a-wt/B-wt-Jurkat RT3RSD3 (weiler Balken) wurden mit
unterschiedlichen Konzentration OKT3 (CD3g) mit und in Abwesenheit von 1lug
OKT11 (CD2) pro well 24 Stunden kultiviert. Der Zellkulturiiberstand wurde
quantitativ auf seinen IL-2-Gehalt hin untersucht und durch das Mitfiihren eines
Standards berechnet.

Die untersuchten Zelllinien zeigen eine unterschiedliche Dichte an RSD3-T-Zell-
Rezeptoren, sie sind aber alle sehr gut stimulierbar. Wie sich in Abb. 28 zeigt, hat das
keinen Einfluss auf die Aktivierung durch geringere oder hohere Peptid-
Konzentrationsmengen. Werden sie mit dem mAK CD2 aktiviert, so nimmt die IL-2-
Produktion noch etwas zu. Es tritt ein hemmender Effekt unter Stimulation mit jeweils

1 ug beider Antikorper auf, wie er auch bei hohen Peptidkonzentrationen zu beobachten

ist (siche Abb. 25B, 26 und 33A; Lit. 33 ).
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3.2.7 Aktivierung der Linie JRT3RSD3 und der CD8-wt-Kotransfektanten im
Vergleich

Die CD8-negative Linie JRT3RSD3 wurde im Vergleich mit CD8a-wt-,

CD8a-wt/B-wt- und CD8B-wt-transfizierter JRT3RSD3 mit TAX-Peptid stimuliert. Die

Kotransfektion des TCRs mit CD8ao-Homodimer oder CD8af3-Heterodimer sollte eine

IL-2-Produktion bei niedrigeren Konzentrationen des Peptids ermdglichen.
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Abb. 28: Aktivierung der CD8-negativen Linie JRT3RSD3 und ihrer CD8-wt-
Transfektanten. Die CD8-neg. Linie JRT3 RSD3 (0), CD8a-wt- (0), CD8a-wt/p-wt-
(A) und CD8B-wt- (K33) (o)-Transfektante wurden mit abnehmenden Konzentrationen
des TAX-Peptids, prasentiert auf T2, stimuliert. Die IL-2-Konzentration wurde anhand
des mitgefiihrten Standards berechnet.

Die Kotransfektion der CD8-wt-Ketten zeigte aber keine Verbesserung in der
Aktivierbarkeit des TAX-TCRs RSD3. Bei allen Linien beginnt die Aktivierung bei
einer Konzentration von 107 M TAX-Peptid. Hier zeigt sich keine CD8-Abhingigkeit
des TCRs RSD3. Die fehlende IL-2-Produktion der CD8[3-Transfektante, Klon 33, ist
ein klonaler Artefakt. Hier war ein Klon verwendet worden, wihrend alle anderen
Linien aus mehr als 5 Klonen bestanden. Die TCR-Dichte auf allen verwendeten Linien

waren vegleichbar gut (Daten nicht gezeigt).
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3.2.8 Funktionelle Charakterisierung von 80 TAX-Peptid-Mutanten

Durch eine Verminderung der Affinitit des TCRs zum Peptid-MHC Klasse [-Komplex
kann eine Verdnderung in der Abhingigkeit des TCRs vom CD8-Korezeptor erreicht
werden (54, 66). Da sowohl der MART-1- als auch der TAX-T-Zell-Rezeptor ein
dhnliches Aktivierungsprofil zeigen und in minimaler Konzentration von 107 M
Peptidkonzentration aktiviert werden und beide als CDS8-abhdngig in ihrer
cytotoxischen Funktion beschrieben waren, konnte nur durch die Mutation des Peptids
eine Verdnderung hin zur CD8-Abhingigkeit im Aktivierungsprotokoll bewirkt werden.
Die 80 Peptidmutationen des TAX-Peptids wurden in einer Kooperation von Dr. Ronald
Frank (GBF, Braunschweig) hergestellt. Es wurden jeweils die Aminosdure-Positionen
1,4, 7 und 8, die zum TCR hin gerichtet sind, gegen alle Aminosduren ausgetauscht
(2.1.8. Tabelle 3). Die Ankerpositionen 1 und 9 blieben unverdndert, damit die
Beladung der MHC Klasse I-Molekiile nicht beeintrichtigt wird.
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3.2.9 Screening der Linien CD§ - und CD8aa-JRT3RSD3 mit 80 Peptid-
Mutanten

Im Aktivierungsexperiment mit den 80 TAX-Peptid-Mutanten wurden die CDS-

negative Linie JRT3RSD3 (Einfachmessung) mit der CD8aoa-Transfektante

(Doppelmessung) verglichen. Die Detektion der IL-2-Mengen im Zellkulturiiberstand

erfolgte, wie schon beschrieben, iiber Beads.
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Abb. 29: Vergleich der TAX-wt-Peptidkonzentrationen

Es wurden die mitgelieferten TAX-wt-Peptide mit der genau bekannten TAX-
Konzentration (TAX-wt) der Firma MWG verglichen, um fiir die Aktivierung mit den
TAX-Mutanten einen Vergleich in der gelieferten, nur ungefahr angegebenen Menge
(TAX-wt-intern) zu haben. Die schwarzen Balken stellen die Aktivierung der CDS'-

RT3 RSD3-Linie dar, der graue Balken die CD8a-wt-Transfektante dieser Linie.

Die Aktivierung bei 10° M Peptidkonzentration zeigt, dass die gelieferten
Peptidmutanten in geringerer Menge als angegeben vorlagen. Die Konzentration waren

jedoch ausreichend, um eine klare Aktivierung zu auszuldsen (Abb. 29).
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Abb. 30: Stimulation durch TAX-Mutanten des TAX-wt-Peptids: LLFGYPVYV
Die 80 Peptid-Mutanten wurden in einer Konzentration von ca. 10° M auf T2
préasentiert und mit Effektorzellen (CD§ -Linie JRT3RSD3 (schwarz) und CD8oo-wt-
Transfektante (grau)) fiir 24 Stunden inkubiert. Die IL-2-Konzentration wurde tiber
einen mitgefilhrten Standard berechnet und der Nullwert abgezogen. Als Positiv-
Kontrolle wurde TAX-wt von der Firma MWG-Biotech verwendet (Abb. 29). Somit
lieBen sich die ungefihr angegebenen Mengen der Peptid-Mutanten (Abb. 30)
einschiatzen. Als interne Kontrolle fiir die Peptid-Mutanten wurden die 4 aus
Braunschweig mitgelieferten TAX-wt-Peptide (L1L, G4G, V7V und Y8Y) verwendet
(Abb. 29).

Bei drei der vier mutierten Positionen des wt-Peptids sind zumindest bei einigen
Mutanten abnehmende oder gleichbleibende Aktivierungen in Anwesenheit des
Korezeptors CD8aa-Homodimer induzierbar (Abb. 30). Die Mutation Valin in Position
7 gegen Isoleucin zeigt sogar eine extrem hohe Aktivierung der Effektorzellen, die 7,5 x
starker war als mit TAX-wt-Peptid. Mutationen in Position 8 (Tyrosin) zeigen hingegen

keine Aktivierung mehr. Die Ursache konnte darin liegen, dass das Tyrosin fiir die
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Bindung an MHC Klasse I unerldsslich ist und daher kein Peptid mehr von MHC
Klasse I gebunden wird, also auch keine Stimulation der Effektorzellen erfolgen kann.
Fiir die Titration der Peptidmutanten in stirkere Verdiinnungsbereiche wurden solche
Peptide ausgesucht, die nur bei der CD8'-Linie eine starke IL-2-Produktion induzieren,
die CD§-Linie dagegen gar nicht oder nur minimal stimulieren. Diese Bedingungen
erfiillen die Peptide mit Austausch in Position 1: L1I und L1T, in Position 4: G4N und
G4S und in Position 7: V7I. Diese Peptide wurden auf der CDS8 negativen Linie
JRT3RSD3 und CDS8-wt-Transfektanten dieser Linie, CD8ao und CD8aff in den
Peptid-Konzentration 0 M und 10° M — 10 M getestet (Abb. 31).
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Abb. 31: IL-2-Induktion durch Peptidmutanten L1I, L1T, G4N, G4S und V71
Peptidmutanten, die die IL-2-Produktion der CD8-wt-Transfektanten um mindestens
das 5-fache im Vergleich zur CD8-negativen Linie steigerten, wurden in abnehmenden
Konzentrationen mit der APC-Linie T2 inkubiert. Die IL-2-Konzentration wurde
anhand des mitgefiihrten Standards berechnet und der Nullwert abgezogen. JRT3RSD3
(©), CD8aa (o) und CD8af (A). A: TAX-wt, B: L11, C: L1T, D: G4N, E: G4S und F:
V7L
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Insgesamt zeigen diese Peptide keine Verdanderung im Aktivierungsmuster im Vergleich
zu TAX-wt. Die CD8"-Linien werden alle bei derselben molaren Peptid-Konzentration
aktiviert wie die CD8-Linie. Die CD8"-Linien waren insgesamt schwicher als die
CDS8-Linie aktiviert worden. Sie waren vor der Aktivierung schon einige Wochen in
Kultur und daher in der TCR-Oberflachendichte geringer als die CD8-Linie.

Weitere vier Peptide, die bei der CD8a-wt transfizierten Linie eine deutliche, bei der
CD8-Linie aber keine nennenswerte Aktivierung mehr auslosten, wurden in den
Verdiinnungen 0 M und 107 M — 10° M Peptidkonzentration auf der CD8of-
Transfektante ausgetested. Beispielhaft fiir einige Peptide wurden fiir den Austausch des
Leucins in Position 1 ausgewihlt: L1A, L1G und L1S. Ein weiteres Peptid, in dem in

Position 7 Valin gegen Threonin ausgetauscht wurde, erfiillt diese Bedingung ebenso.
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Abb. 32: Aktivierung der CD8ap-Transfektante mit den Peptid-Mutanten L1A,
L1G, L1Sund V7T.

Die CD8a-wt/pB-wt-Transfektante wurde mit den Peptid-Mutanten in abnehmender
Konzentration auf T2 24 Stunden inkubiert, die IL-2-Menge iiber den mitgefiihrten
Standard berechnet und der Nullwert abgezogen. Die Symbole in der Legende
bezeichnen die Peptid-Mutanten.

Aber auch mit diesen Peptiden wurde eine Konzentration von mindestens 10° M
benotigt, um die CD8 a3-Linie zu aktivieren (Abb. 32).

Fiir das nichste Aktivierungsexperiment (Abb. 33) wurden daher die Peptid-Mutanten
L1C, LIM sowie G4A und V7M ausgewihlt. Sie aktivierten im initialen Experiment
die CDS8-Linie JRT3RSD3 nicht und die CD8a-wt undCD8a-wt/pB-wt-Transfektanten

gering.
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Abb. 33: Stimulation der CD8-neg.-, CD8ca- und CD8op-wt-Linien mit L1C,
L1M, G4A und V7M.

Die Linien JRT3RSD3 CD8-neg. (o), CD8a-wt (m) und CD8a-wt/B-wt (A) wurden
mit abnehmdenden Konzentrationen der Peptid-Mutanten, prisentiert auf T2, 24
Stunden kultiviert. Die IL-2-Konzentration im Uberstand wurde iiber einen
mitgefiihrten Standard berechnet und der Nullwert abgezogen.

Die Aktivierung der CD8-neg.-, CD8ao- und CD8af-wt-Linien mit dem Wildtyp-
Peptid zeigt das charakteristische Profil mit der beginnenden Aktivierung bei einer
Peptid-Konzentration von 10”7 M (Abb. 33A). Das Peptid V7M (Abb. 33E) induziert bei
allen drei Zelllinien ein IL-2-Produktion und L1A induziert hingegen eine schwache
CD8-abhingige IL-2-Produktion (Abb. 33B). Die Aktivierung mit den Peptiden L1M
und G4A (Abb. 33 C und D) ergab dagegen eine deutliche Differenz zwischen CDS§-
und CDao-Homodimer bzw. CD8af-Heterodimer exprimierenden Zellen. Bei diesen
Peptiden besteht eine CD8-Abhéngigkeit der TAX-T-Zell-Rezeptors RSD3, da nur die

CDS8"-Linien aktiviert werden.
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3.2.10 Quantitative IL-2-Messung iiber die IL-2-abhingige Zelllinie G2

Um die Sensitivitdt der IL-2-Bestimmung zu verbessern, wurde im folgenden statt der
durchflusszytometrischen Messung der IL-2-Konzentration die Proliferation der IL-2-
abhingigen Zelllinie G2 untersucht. Zur Optimierung dieses Verfahrens wurden 100 pl
des IL-2-haltigen Uberstandes mit 100 ul G2-haltiger Zellsuspension in 3 verschiedenen
Zellsuspensionen und unterschiedlichen IL-2-Konzentrationen eingesetzt. Da sich nach
drei Tagen Kultur die ersten deutlichen Mangelerscheinungen der IL-2-abhidngigen
Linie zeigten, wurden nach 56 Stunden 100 pl der XTT-Losung zugegeben. Das gelbe
Tetrazoliumsalz XTT (minimal absorbierend bei A = 450 nm) wird dabei von
stoffwechselaktiven Zellen im Mitochondrium durch Elektronentransfer in das
orangefarbene Formazan (Absorptionsspektrum 440-520 nm, Maximum ca. 480 nm)
reduziert. Die Detektion der gebildeten Formazankonzentration erfolgt bei 450 und

vergleichsweise 492 nm am UV-Spektrophotometer.
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Abb. 34: Optimierung der quantitativen IL-2-Erfassung iiber die G2-Linie

A. Titration der Zellzahl bei gleichen IL-2-Konzentrationen, Messung nach 5 Stunden.
B. Zeitkinetik der entstandenen Formazanmengen bei einer Zellzahl von 20.000 Zellen
pro well ab dem Zeitpunkt t = 0 h und t = 22,75 h. Messung bei AL = 450 nm. 1 u
entspricht 0,5 ng.
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Die Messung bei 492 nm zeigte mehr Hintergrund und eine schlechtere Aufspaltung in
geringeren Konzentrationsbereichen (Daten nicht gezeigt) als bei 450 nm (Abb. 34). Die
Zellzahl von 20.000 Zellen pro well bei Einsatz von 100 pl IL-2-haltigen
Zellkulturiiberstands ergab die beste Aufspaltung in niedrigen Konzentrations-
bereichen. Wie in Abb. 14B zu sehen ist, zeigt die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes
zum Formazan eine Sittigung nach 4 bis 7 Stunden. Alle weiteren Messungen wurden
daher mit 50 pl IL-2-haltigen Zellkulturiiberstandes bei einer Zellzahl von 10.000
Zellen pro well durchgefiihrt und bei 450 nm nach 5-6 Stunden gemessen.
Verdiinnungen vor allem im niedrigen Konzentrationsbereich von 1-50 u/ml IL-2
zeigten den typischen Charakter einer Sattigungskurve (Daten nicht gezeigt). Die grofite
Empfindlichkeit der Kurve liegt daher im minimalen Konzentrationsbereich. Fehler
fallen dort ebenso stirker ins Gewicht. Fiir groBe Konzentrationen ab einem
Extinktionswert grofer als 0,8 bis 1,0 ist damit keine quantitative Aussage mehr

moglich.

3.2.11 Induktion der Aktivierung der CD8 und CD8aa exprimierender JRT3
RSD3 Linie mit TAX-Mutanten L1M und G4A

Wie in Abb.14 dargestellt, ist die Aktivierung des TAX-TCRs mit den Peptiden L1M
und G4A CDS8-abhingig. Um zu testen, wie stark die CD8-Abhéngigkeit der Linien ist,
wurde in einem Konzentrationsbereich von 10® bis 10* M Peptidkonzentration
stimuliert. Die Aktivierung der CD8-negativen Jurkat-Linien RT3 RSD3 und die CD8a.-
wt- bzw. CD8a-wt/B-wt exprimierenden Transfektanten mit den TAX-Mutanten L1M
und G4A wurde verglichen (Abb. 35).
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Abb. 35: Aktivierung der CD8- und CD8aa- und CD8af-exprimierenden Jurkat-
Transfektanten mit Tax-Mutanten L1M und G4A. esymbolisiert die CD8-negative
Linie RT3 RSD3, e steht fiir die CD8a-wt und A fiir CD8a-wt/B-wt-Transfektante.
Die Peptidprisentation erfolgte auf T2 fiir 24 h. Der IL-2-haltige Uberstand induzierte
bei der IL-2-abhéngigen Reporterlinie G2 abhéngig von der IL-2-Konzentration eine
Proliferation, deren Stirke durch den Umsatz des gelben Tetrazoliums in den
Mitochondrien in das orangefarbene Formazan sichtbar wurde.

Durch die Verwendung des sensitiveren Proliferationstests konnte eine IL-2-Produktion
der Zelllinien durch geringere Peptidkonzentrationen nachgewiesen werden. Das TAX-
wt-Peptid induziert bei einer Konzentration von 10”7 M eine IL-2-Antwort, die von der
Anwesenheit eines CD8-Korezeptors unabhéngig ist. Die Peptidmutante L1M aktiviert

alle Zelllinien bis zu einer Konzentration von 107 M unabhingig von der CDS-
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Expression. Der Austausch des Glycin in Position 4 (G4A) bestitigt in diesem IL-2-
Detektionsprotokoll, dass das Peptid als CD8-abhingig erkannt wird (Abb. 35).
Wihrend die CD8-negative Linie RT3 RSD3 auch bei einer Peptidkonzentration von
10* kein IL-2 produziert, so sind die CD8aa-Homodimer- und auch die CD8of-

Heterodimer- exprimierenden Linien schon bei einer Konzentration von 10° M

stimulierbar.
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3.3 Immunprizipitation von CD8o-wt

AuBer in der FACS-Analyse und funktionell in den Aktivierungexperimenten sollte die
Proteinexpression auf der Zelloberfliche durch Immunprézipitation nachgewiesen
werden. Es wurden dazu die monoklonalen Antikorper DK25 und OKT8 und der
polyklonale Antikdrper H160 von der Firma Santa Cruz gegen CD8a eingesetzt. Die
CDS§B-Kette sollte mit dem polyklonalen Antikérper H149 von Santa Cruz aus der
CD8o-wt/B-wt exprimierenden Jurkat-Linie immunprizipitiert werden. Da sich 10’
lysierte Zellen pro Spur als zu wenig erwiesen, wurden pro Spur 5 x 10’ Zellen
biotinyliert und mit 1 %iger Triton X100-Puffer lysiert. Die Lysate wurden mit Protein
G-Sepharose vorab aufgereinigt, um unspezifische Bindungen an die Protein G-Beads
abzufangen. Nach der Immunprézipitation erfolgte die Auftragung auf ein 10 %iges
SDS-PAGE-Gel unter nicht reduzierten Bedingungen, um Monomere und Dimere auf
der Zelloberfliache unterscheiden zu konnen. Mulligan et al. (51) zeigten in ihrer Arbeit,
dass die CD8a-Antikérper DK25 und OKT 8 nur in Verbindung mit einem weiteren
CD8a-Antikorper ein ausreichend gutes Signal bei 2 x 107 PBL in der
Immunprézipitation (IPP) ergeben. Aus diesem Grund wurde der Antikorper OKTS8
ohne und in Kombination mit DK25 eingesetzt. Die Blotentwicklung erfolgte mit
Streptavidin-HRP (SAV-HRP, Meerrettichperoxidase) im ECL-System von Pierce

(enhanced chemoluminescence).

CD8- CD8ao CDS8- CD8aa

124 —
80 —

49,1—

35 —

20 — .

OKTS8 + + + +
DK25 - - + +

Abb. 36: Immunprizipitation der CD8-negativen und CD8a-wt-exprimierenden
RT3 RSD3-Linien.

Pro Spur wurden von den Jurkat-Linien 5 x 10 biotinylierte Zellen lysiert. Biotinylierte
und immunprézipitierte Oberflichenproteine wurden unter nicht reduzierenden
Bedingungen im 10 %-SDS-PAGE aufgetrennt und mit SAV-HRP durch ECL
detektiert. 8ug OKT 8 und 80 ul DK25 wurden pro IPP eingesetzt.
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Die Immunprézipitation der CD8a-Ketten lie8 sich durch den Einsatz enorm hoher
Mengen an lysierten Zellen im Vergleich zu CD8-negativen Lysaten sicher nachweisen
(Abb. 36). Uberraschenderweise liegt die DimergroBe nicht bei den erwarteten 64 kDa,
sonder nur bei etwa 45 kDa, was auf ein verdndertes Glykosylierungsmuster schlieen
lasst. Die Immunprézipitation des CD8aa-Homodimers weist bei dem Einsatz beider
CD8a-mAK eine breite Verteilung {iber einen groBen kDa-Bereich auf. An der
Gelgrenze zum Sammelgel haben ungeloste CD8aoa-Molekiile eine starke
Phosphoreszenz ausgeldst. Immunprézipitationen mit geringeren Lysat-Mengen
verminderten diesen Effekt nicht (Daten nicht gezeigt). Die spezifische Bande bei ca.
45 kDA konnte bei geringeren Antikdrpermengen nicht mehr nachgewiesen werden.

Die Immunprézipitationen der CD8-Konstrukte waren nicht erfolgreich, da erstens die
Expressionsdichte auf der Zelloberfliche um 1,5 - 2 log-Stufen geringer ist und daher
die Signale unter die Nachweisgrenze fielen. Zweitens wurden die CD8-Konstrukte mit
alg-BCP-Anteil von keinem der Antikdrper erkannt (FACS-Daten mit OKT8 nicht
gezeigt).

Die polyklonalen Antikorper von der Firma Santa Cruz wurden als immunprézipitierend
bei Einsatz von 3,5 x 10’ biotinylierten und lysierten CDS8-transfizierter Zellen
beschrieben. Es war unter Einsatz von 5 x 10 biotinylierten und lysierten Zellen aber

nicht moglich, ein Signal zu erhalten (Daten nicht gezeigt).
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3.4  Untersuchung der Jurkat-Grundlinien hinsichtlich der Expression

von KIRs
Das MART-1-Peptid hat bei der TCR-negativen Zelllinie Jurkat RT3 in Aktivierungs-

experimenten zur IL-2-Produktion induziert (siche Abschnitt 3.1.3), wenn dieses Peptid
von HLA-A2.1 prasentiert wurde. Da auf T- und NK-Zellen KIRs (killer inhibitory
receptor) exprimiert werden, die jeweils bestimmte MHC Klasse [-Molekiile erkennen,
sollte hier die Expression potentiell aktivatorischer KIRs auf den Jurkat-Linien
untersucht werden.

KIRs sind aus 2 oder 3 extrazelluliren Ig-Doménen aufgebaut. Sie haben
cytoplasmatisch entweder eine lange Doméne, die ein ITIM (immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif) enthélt, oder eine kurze Domine, die dann mit einem
membrangebundenen Protein assoziiert ist, das ein ITAM (aktivierendes Motiv) enthilt.
Auf einer Zelle kommen sowohl inhibitorische als auch aktivierende KIRs vor (4,5).
Eine gleichbleibende MHC Klasse I-Expression mit zelltypischen Peptiden bewirkt eine
Signalweiterleitung durch inhibitorische KIRs, so dass die NK-Zellen nicht aktiv
werden. Verdnderungen in der MHC Klasse I-Expression, in der MHC-Dichte oder
durch Beladung mit fremden Peptiden, z. B. bei Virus-infizierten Zellen, aktivieren die
NK-Zellen. Sie toten die verdnderten Zellen, indem sie in der Zielzelle eine Apoptose
ausldsen.

Nur von einigen der inzwischen bekannten KIRs sind auch schon die Liganden (MHC
Klasse I- und nicht klassische MHC Klasse I-Molekiile) bekannt. Da bei der
Aktivierung mit MART-1-Peptid (HLA-A2.1) eine IL-2-Produktion und damit
Proliferation der Effektorzellen hervorgerufen wurde, wird es sich nicht um einen

inhibitorischen Rezeptor handeln.

KIR-Gruppierung Nomenklatur Typ
KIR2DL1 CDI158a inhibitorisch
KIR2DL2 CD158bl inhibitorisch
KIR2DL3 CD158b2 inhibitorisch
KIR3DL1 CD158el inhibitorisch
KIR2DSI1 CD158h aktivierend
KIR2DS2 CD158j aktivierend
KIR2DS3 aktivierend
KIR2DS4 CD158i aktivierend
KIR2DSS CD158¢g aktivierend
KIR3DS1 CD158e2 aktivierend

Tabelle 5: Ubersicht iiber einen Auszug der bisher bekannten KIRs

Erklarung der KIR-Gruppierung. KIR: killer inhibitory receptor, Ziffer + D: Anzahl der
extrazelluldren Ig-Doménen. L: lange cytoplasmatische Doméne (inhibitorisch), S:
kurze cytoplasmatische Domine (assoziiert mit ITAM-Proteinen), letzte Ziffer:
Subfamilie.
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Abb. 37 stellt die genomische Reprasentanz der in der Tabelle 5 aufgefiihrten KIR-
Subfamilien in der Jurkat Zelllinie 18B3 dar.

2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1

- — T

1000 bp

500 bp
100 bp
bp: 1800 2000 1950 1750 1800
IDIlEDEIROIS 3DL1 2DSI
2000 bp 2000 bp
1000 bp er—— 1000 bp
500 bp _— 500 bp

bp: 1750 1800 798 1600 1800

Abb. 37: Amplifikation der in der Tabelle aufgelisteten KIRs

Genomische DNA wurden aus der Linie 18B3 isoliert und durch spezifische Primer
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde auf
einem 1 %igem Agarosegel aufgetragen und durch Ethidiumbromid unter UV-Licht
sichtbar gemacht.

Bis auf 2DSS5 sind alle KIR-Subfamilien genomisch angelegt. 2DS5 ist ein rares Allel
oder Splei-Variante des gleichen Gens wie KIR2DS3, es konnte bisher noch nicht als
Transkript detektiert werden (52).

Es wurden im folgenden die vier Jurkat Linien auf die Anlage der aktivierenden KIRs
auf genomischer Ebene untersucht: Jurkat-wt, Jurkat RT3 (T;p-defizient), 18B3 (T;a.-
defizient) und die TCR-positive Linie HSAS (spezifisch fiir MART-1-Peptid).
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Abb. 38: Vergleich der genomischen Expression aktivierender KIRS auf Jurkat-
Linien. Die nicht-inhibitorischen KIRs wurden durch PCR mit spezifischen Primern
amplifiziert und das PCR-Produkt auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Die DNA
wurde unter UV-Licht durch Interkalation mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Es ist kein Unterschied in den verschiedenen Klonen der Jurkat-wt-Linie erkennbar.

Alle Linien zeigen die genomische Reprisentanz von 2DS1-4 und 3DS1. 2DSS5 ist, wie
oben schon erwihnt, nicht angelegt (Abb. 38).

Auf RNA-Ebene sollte nun erkennbar werden, ob das T-Zell-Hybridom Jurkat einige
dieser KIRs transkribiert. Dazu wurde von den Linien Jurkat-wt, RT3 und 18B3 RNA
isoliert, durch RT-PCR in ¢cDNA umgeschrieben und mit spezifischen Primern durch

PCR amplifiziert.
2DS 3DS
1 2 & 4 B 1
< e
100 bp— A
100 bp—
18B3

Abb. 39: RT-PCR der nicht-inhibitorischen KIRs 2DS1-5 und 3DS1
Amplifikation der aus RNA umgeschriebene cDNA mittels spezifischen Primern. Die
Pfeile kennzeichnen RT-PCR-Produkte.
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Von den aktivierenden KIRs wurden ausschlieBlich von der Jurkat-wt-Linie 2DS1 und
3DSI1 transkribiert (Abb. 39). Alle anderen Linien zeigten keine Expression dieser
KIRs. Da nun aber die Jurkat-Linie RT3 und nicht Jurkat-wt auf MART-1 spezifisch
durch IL-2-Produktion reagierte, kann keiner der beiden KIRs fiir diese Reaktion
verantwortlich sein. Als Positiv-Kontrolle diente RNA aus PBL unterschiedlicher

Blutspender (Daten nicht gezeigt).

Ein weiterer NK-Rezeptor ist der NKG2, der mit CD94 als Heterodimer assoziiert und
von dem aktivierende und inaktivierende Formen vorliegen (53). Die CD94-Expression
kann durch FACS-Analyse dargestellt werden, da ein spezifischer monoklonaler
Antikdrper erhiltlich ist.

Als Positiv-Kontrolle wurden PBL eingesetzt, da ein Teil der T-Zellen CD9%4
exprimiert. Es wurden zusétzlich die Jurkat-Linien RT3 RSD3 und ihre CD8a-wt und

CD8a-wt/B-wt-Transfektanten auf ihre Oberflachenexpression hin untersucht.

A . PBL

RT3 RSD3 . CDSaa CDSaf

128

Relative Zellzahl

Fluoreszenz Intensitéit

Abb. 40: CD94-Expression auf PBL, Jurkat RT3 RSD3 sowie auf den CD8a- bzw.
CD8aB-Transfektanten. Es wurden mit CD94-Fitc (HP-3D9) PBL, Jurkat RT3 RSD3,
die CD8a-wt-Transfektante und die CDS8op-Transfektante markiert und im
Durchflusszytometer untersucht.

Von den PBL sind 2,5 % CD94". Dagegen exprimiert die Jurkat-Linie RT3 das
NKG2/CD94-Heterodimer nicht auf ihrer Zelloberfldche (Abb. 40). Dieser Rezeptor ist
daher ebenfalls nicht fiir die Aktivierung durch MART-1 der Jurkat RT3-Linie

verantwortlich.
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4 Diskussion

Der CDS8-Korezeptor wird als CD8aa-Homodimer oder als CD8Bf-
Heterodimer, nicht aber als CD8BB-Homodimer auf PBL exprimiert. Er stabilisiert die
Bindung des T-Zell-Rezeptors mit Peptid/MHC Klasse [-Komplex und verstirkt die
Signaltransduktion bei geringen Peptidmengen und schwach aktivierenden Peptiden.
Zwischen den beiden Dimerformen gibt es keinen nennenswerten Unterschied in der
Bindungsaffinitit zu MHC Klasse 1. In der Aktivierung von T-Zellen stellt sich der
CD8af-Korezeptor als 100fach effizienter heraus als das CD8ao-Homodimer. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der einzelnen Doménen der CD8-Molekiile
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die fehlende Expression des CD8fBj-
Homodimers auf die inhibierende Wirkung des ,connecting peptide”, der
Transmembran- und der cytoplasmatischen Domédne der CD8B-Kette zuriickzufiihren
ist. Die Untersuchung der fiir MART-1 und TAX spezifischen T-Zell-Rezeptoren in der
Aktivierungstudie zeigte, dass diese als CD8-abhingig beschriebenen TCRs bei
niedrigen Peptidkonzentrationen aktivierbar waren und dazu den CD8-Korezeptor nicht
benotigten. Die TAX-Peptid-Mutante G4A hingegen zeigte, dass die CD8™-Linie nicht,
dafiir aber die CD8awo.’- und CD8of -Linien zur IL-2-Produktion angeregt werden

konnten.

4.1 Expression der CD8-wt-Ketten im Vergleich zu den generierten CD8-

Konstrukten

In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils die Immunglobulin-Doméne (Ig), das
,connecting peptide” (CP), die Transmembran- (TM) und die cytoplasmatische (cyt)
Doméne einer CD8-Kette jeweils einzeln gegen die entsprechende Domine der anderen
CD8-Kette ausgetauscht. Die wt-DNA und die nach der Mutagenese erhaltenen cDNA-
Konstrukte wurden in einen eukaryontischen Expressionsvektor kloniert und in der
zuvor generierten, TAX-TCR -exprimierenden Jurkat-Linie RT3, exprimiert. Als
weitere Kontrolle wurden samtliche Ketten auch in COS-7 transient transfiziert. Die
letzten Transfektionen ergaben, dass alle CDS8-Konstrukte und wt-DNAs ohne
Unterschied und unabhéngig von den unterschiedlichen Doménen in COS-7 exprimiert
werden. Nur Konstrukte, die CD8alg-BCP enthielten, konnten mit keinem der 20 mir

zur Verfiigung stehenden CD8a-Antikorper nachgewiesen werden. Devine et al. (29)
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zeigten, dass humanes aber nicht murines CD8 auf COS-7-Zellen exprimiert wird. Die
Expressionen der von mir hergestellten Konstrukte bestéitigen dies. Warum murines
CDS8p nicht exprimiert wird bzw. humanes exprimiert wird, bleibt hier ungeklért.

Die Expression der CD8-wt-Ketten in Jurkat entsprach dem Muster, das auch
auf den peripheren Blutlymphozyten zu finden ist. Das CD8aa-Homodimer
(CD8aoowr) war mit einer MFI von 10° am hochsten exprimiert, danach folgte das
CD8ap-Heterodimer mit einer MFI von 0,5 x 10 und das CDS8PB-Homodimer
(CD8BBPP) wurde, wenn iliberhaupt, nur marginal exprimiert. CD8a-Konstrukte, in
denen die TM- oder cyt-Domine gegen die entsprechende Doméne des CDSJ
ausgetauscht worden war (CD8aafo, CD8aaa3), zeigten eine starke Reduktion in der
Expression. Die MFI der CD8coBo-Expression lag dabei mit 0,5 x 10 noch unter der
des CD8acof-Konstruktes mit 10% und zeigte somit die gleiche Expressionshohe wie
das CDS8op-Heterodimer. Beim Austausch der CD8a-TM- und cytoplasmatischen
Doméne gegen die der CD8B-Kette addierte sich der inhibierende Effekt: Das
CD8aapp-Konstrukt wurde nur noch minimal exprimiert. Die Expression des
CD8apaa-Konstruktes konnte nicht beurteilt werden, da kein Antikdrper kauflich war
oder zur Verfligung stand, der CD8allg erkannt hétte.

Das umgekehrte Transfektionsexperiment, in dem im CDS8B-Konstrukt die
cytoplasmatische Doméne der B-Kette gegen diejenige der CD8a-Kette ausgetauscht
worden war (CD8BBPa), zeigte im Vergleich zu CD8B-wt eine Zunahme der Expression
in Jurkat um eine halbe log-Stufe. Die Expression des CD8BBac war nicht besser als
die von CD8BBPa, erst der zusétzliche Austausch der BCP-Region gegen a-CP fiihrte
zu einer starken Expression des CD8Poaiai-Konstruktes mit einem MFI von 0,5 x 107,
Bei der Einteilung der Domidnen fiir die Herstellung der Konstrukte wurde die
Ektodomine der CD8B-Kette nach Pecoraro ef al. (47) und nach Normant et al. (49)
eingeteilt. Beide ordneten in der B-Kette das Cystein 168 der Transmembran-Doméne
zu. So fehlt allen Konstrukten, die die BCP und aTM-Region exprimieren, dieses
Cystein. Hennecke et al. transfizierten COS-1-Zellen mit mehreren Konstrukten, um
den Einfluss der einzelnen Dominen auf die Expression hin zu untersuchen (28). Beim
Austausch der Ektodominen blieben je ein Cystein sowohl von der murinen CD8a-
Kette (Cyt-193) als auch von der CD8B-Kette (Cys-171) der Transmembran-Doméne
zugeordnet. Wurde das proximale zu TM gelegene Cystein 193 gegen Serin mutiert (*),

so war die Dimerisierung der CD8a(*)-Kette stark reduziert. Die Mutation des Cysteins
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178 (CD8a) verhinderte die Dimerisierung vollstindig. Thre Expressionsdaten fiihren zu
dem Schluss, dass das Cystein 193 in der CD8a-Kette in der Dimerisierung der CD8a.-
Kette eine Schliisselposition einnimmt und daher als proximal zur TM-Doméne gelegen
angesehen werden kann, wihrend das 15 Aminosdurereste weiter entfernte Cystein 178
der gleichen Kette einen wesentlich schwécheren Effekt aufweist. Um das an der
Ausbildung der Disulfidbriicke beteiligte Cystein in der CD8B-Kette zu isolieren,
koexprimierten sie CD8a mit einem Konstrukt, das die Transmembran- und
cytoplasmatische Doméne der CD8B-Kette (mit proximal zur TM bzw. in der TM
gelegenem Cystein 171) und extrazelluldr die Doméne der IL-2-Rezeptor a-Kette (T)
enthidlt (TPP). Es wurde weder als CD8aTBB- noch als TRPRTPR-Dimer exprimiert.
Daraus zogen sie den Schluss, dass das Cystein 171 der CD8B-Kette keinen Einfluss auf
die Dimerisierung hat. Die humanen Konstrukte CD8BBaf3 und CD8BPaa enthalten
das Cystein 168 der B-Kette nicht mehr und zeigen in den Jurkat-Transfektanten eine
Reduktion der Expression (Bfaa) bzw. einen volligen Verlust der Expression (BRaf).
Der Verlust des Cysteins 171 in den humanen CD8BCp-aTM-enthaltenden Konstrukten
wird wegen den Expressionsdaten von Hennecke ef al. und auch der guten Expression
der humanen Konstrukte CD8BBaa, CD8BPaf auf COS-7 offensichtlich nicht die
alleinige Ursache fiir die fehlende Oberflichenexpression der Konstrukte in Jurkat sein.
Die Reduktion der CD8BBap- im Vergleich zur CD8BBaa-Expression ldsst sich durch
den inhibierenden Einfluss der cytoplasmatischen Domine der -Kette erkliaren, wie
schon bei CD8aoaf zu sehen war. Uberraschenderweise wurden bei der
Kotransfektion eines murinen CD8a-Konstruktes in COS-1 (Hennecke et al., 28), in
dem beide Cysteine in Serine mutiert worden waren mit CD8B-wt CD8B-Homodimere
(keine CDS8oap-Heterodimere) auf der Oberfliche exprimiert, die mit CDS8a
koprézipitierbar waren. So war fiir die Bildung von CD8B-Dimeren scheinbar die
Anwesenheit der CD8a-Kette notwendig, aber nicht die B-TM-Doméne (TP, mit
proximalem Cys 171) verantwortlich. Die Grofle des immunprézipitierten CDS8p-
Konstrukts (TPP), das nur die CD8B-TM- und cytoplasmatische Doméne enthielt,
zeigte, dass die Monomere ein Glykosylierungsmuster entsprechend des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) aufwiesen und dass die wenigen gebildeten
Dimere das ER verlassen konnten und eine andere Glykosylierung erhielten. Daraus
lasst sich schlieBen, dass die Transmembran-Doméne der CD8[3-Kette wahrscheinlich

ihre funktionelle Bedeutung in der Retention von CD8B-Monomeren hat und dass die
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Dimerisierung die Retention durch die TM-Doméine im ER authebt und den Transport
zum Golgi-Apparat ermoglicht.

Um die Frage zu klédren, welche Anteile der CD8a-Kette fiir die Dimerisierung
und Oberflichenexpression von CD8f notwendig sind, generierten Hennecke et al. (28)
ein Konstrukt, das aus der CD8fB-Ektodoméne und aus der TM- und cytoplasmatischen
Doméne aus der CD8a-Kette bestand (Cystein 193). Dieses Konstrukt dimerisierte im
Gegensatz zu CD8f erfolgreich, konnte aber das Endoplamatische Retikulum nicht
verlassen. Daraus zogen sie den Schluss, dass die CD8a-Ektodoméne fiir den Transport
auf die Zelloberfliche eine zentrale Rolle spielt, moglicherweise durch die Bildung
groBBerer Komplexe mit Disulfidbriicken-Bindungen aus mehreren CD8a- und CDS§p-
Ketten. Die starke Expression meines CD8Baoia-Konstruktes in Jurkat weist darauf
hin, dass dazu das CD8a.-,,connecting peptide* bendtigt wird, wenn dieser Effekt nicht
allein auf das Vorhandensein des proximal zur TM gelegenen Cysteins 181
zuriickzufiihren ist.

Die stark reduzierte Expression des CD8Baa3- im Vergleich zum CD8Baaa-
Konstrukt ldsst vermuten, dass die CD8B-cyt-Domédne mit der Palmitoylierungssequenz
eine wichtige Rolle spielt. Hennecke et al. ordneten das dafiir notwendige Cystein noch
der TM-Doméne zu. Thr Konstrukt TP weist keine Dimerisierung auf und wird damit
auch nicht auf der Oberfliche exprimiert. Die Funktion der Bcyt-Domine liegt daher
wahrscheinlich nicht in der Verhinderung der Dimerbildung sondern konnte tiber die
Palmitoylierung in der Zuordnung in Bereiche der Lipidschicht in den
Zellkompartimenten liegen. Die Funktion der Palmitoylierung der CDS8B-Kette im
CD8ap-Heterodimer liegt in der Verbesserung der Ick-Assoziation mit CD8a in ,,rafts*
(11, 36). Witte et al. koexprimierten CD8a und CD8f ohne cytoplasmatischen Rest
aber mit Palmitoylierungssequenz als Heterodimer (33). Die Funktion dieses
Heterodimers war eingeschrankt. Wie in der Einleitung unter 1.6 beschrieben,
entwickeln transgene Maiuse, die CD8 ohne cytoplasmatischen Anteil exprimieren,
keine CD4 CD8"-Zellen (39). Ob hier in der verkiirzten cytoplasmatischen Doméne des
CD8B-Konstrukts (enthielt die Palmitoylierungssequenz) das Cystein palmitoyliert
vorlag, ist unklar. Die lck-Aktivitdt durch Interaktion mit CD4 und CDS spielt bei der
positiven und negativen Selektion im Thymus eine entscheidende Rolle (39).

Damit widersprechen diese Daten den Expressionsdaten von Devine et al. (29).

Sie exprimierten humane (h) und murine (m) CD8-Ketten einzeln und in Kombination
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beider Ketten innerhalb einer Spezies in COS-7. Im Unterschied zur murinen CD8f-
Kette wurde die humane CD8f3-Kette als Homodimer auf der Zelloberfldche exprimiert.
Die Expression der CD8B-wt und meiner CD8B-Konstrukte bestétigen, dass humanes
CD8 ohne Unterschied exprimiert wird. Devine et al. (29) tauschten die humane
CDS8B-Ig Doméne gegen die murine Domine aus und zeigten damit, dass dieses
Konstrukt nicht mit dem gegen die CD8B-Kette gerichteten Antikérper im Homodimer,
wohl aber im Heterodimer mit murinem CD8a nachgewiesen werden konnte. In ihrer
Arbeit untersuchten Devine et al. PBL von fiir humanes CD8f3 transgenen Maiusen.
Diese Tiere exprimierten mCD8o/hCD8fB-Heterodimere und eine geringe Anzahl
mCD4/hCDS8 doppelt positiver Lymphozyten. Daraus folgerten sie, dass die murine Ig-
Doméne fiir den Verlust dieser Homodimer-Expression verantwortlich sein sollte. Aus
thren Daten ldsst sich aber vielmehr der Schluss ziehen, dass erstens das CD8B-Chimér
aus muriner Ig-Domine und humanem Rest in der Anwesenheit von CD8a. auf der
Oberflache exprimiert wird, was die Daten von Hennecke et al. unterstiitzt. Die CD8a
Ketten beider Spezies weisen eine Homologie von 56% auf, wobei 45 % der
Aminoséduren identisch sind. Die CD8B-Ketten beider Spezies sind zu 65% homolog
und zeigen 50 % identische Aminosduren (BLASTP 2.0.14). Zweitens reichen diese
Homologien fiir die Heterodimer-Bildung des humanen CD8 mit dem murinen CD8a
aus. Wheeler et al. (30) exprimierten in einer murinen T-Zell-Linie ein Konstrukt aus
CDS8PIg-CP und CD8aTM-cyt. Dieses Konstrukt wurde in Ubereinstimmung mit
meinen Daten, aber im Gegensatz von Devine ef al. (29) exprimiert. Die Expression war
etwa eine halbe log-Stufe schwécher als die der CD8[3-Kette im af3-Heterodimer. Ob
dabei das proximal zur TM-Domine gelegene Cystein 193 der CD8a oder das Cystein
171 der CDS8B-Kette noch in diesem Konstrukt vorhanden ist, geht aus der
Beschreibung nicht hervor.

Die Immunprizipitation der von mir angefertigten Konstrukte zur Beurteilung
der Frage, ob Mono- oder Dimere exprimiert werden, war nicht moglich, da keine
Antikdrper erhéltlich waren, die gut immunpréizipitieren. Mulligan et al. (51) benétigten
fiir thre CD8a-Prizipitation die Kombination aus drei verschiedenen Antikdrpern:
OKTS8, DK25 (beide in dieser Arbeit genutzt) und WM-50 (nicht kduflich). Fiir eine
Spur in der Immunprizipitation wurden von mir 5 x 10’ Zellen biotinyliert und lysiert,
mit OKT8 allein oder in Kombination mit DK25, sowie mit dem polyklonalen

Antikorper gegen CD8a von Santa Cruz prézipitiert. Die CD8a-wt-Kette scheint in
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Jurkat in einer anderen Glykosylierungform vorzuliegen, denn das Dimer ist auf der

Hohe von ca. 45 kDa zu finden. Die CD8-Linie wurde als Negativ-Kontrolle eingesetzt.

Da die Expression des CD8c.o-Homodimers mit einer MFI von 10° sehr hoch liegt, die

Konstrukte aber deutlich schwécher exprimiert werden, konnte bisher kein Signal der

Konstrukte nachgewiesen werden. Erschwerend kommt hinzu, dass auch der

polyklonale gegen CD8a-wt gerichtete Antikorper kein Signal unter diesen

Bedingungen ergab, und auch im FACS die Konstrukte mit CD8alg-BCP nicht

nachgewiesen werden konnten. Die Mdglichkeit, durch Immunprézipitation extra- oder

intrazelluldr Dimere oder Monomere nachzuweisen, entfiel daher. Hennecke et al.
verwendeten fiir ihre Immunprizipitation mit *°S-markierten COS-1-Transfektanten

(murine CD8-Konstrukte) aus 150 mm Schalen, also eine sehr hohe Anzahl an Zellen.

Sie konnten im nicht reduzierten SDS-PAGE-Gel die Expression von CDS8ao-

Homodimeren und CDS8of-Heterodimeren, sowie die Expression der intrazellulédr

zurlickgehaltenen CD8B-Monomere nachweisen. Meine intrazellulire FACS-

Messungen nach Oberflaichen-Trypsinisierung zur Epitop-Eliminierung ergaben, dass

lediglich der gegen CD8ap-Heterodimer gerichtete monoklonale Antikérper 2ST8 SH7

intrazelluldr spezifisch bindet. Bei dieser Bindung handelt es sich nicht um
internalisiertes CD8af3, da die CD8-Linie dasselbe Signal zeigte.
Aus den oben genannten Daten lassen sich folgende Schliisse fiir die fehlende

CD8B-Homodimerexpression ziehen:

1. Die Transmembran- und die cytoplasmatische Doméne der CD8f3-Kette haben einen
additiven inhibierenden Effekt auf die Expression der CD8B-Kette (hCD8aafar,
hCD8aoaf3 und hCD8aafP).

2. Dariiber hinaus ist die Anwesenheit der CD8a-Kette fiir die erfolgreiche
Dimerisierung von CDS8B-Monomeren wichtig (mCD8o(*) fithrt zu CDS§p-
Homodimer-Expression auf der Zelloberfldche, Hennecke et al.).

3. An der Dimerisierung ist die aTM-Domine (mCD8Baa Hennecke et al.), nicht aber
die B-TM-Doméne (mCD8o/TPP, Hennecke et al.) beteiligt. Ferner ist ein Teil der
CD8a-Ektodomédne (mCD8a(*)/mCDS8f, Hennecke ef al.) und hier wahrscheinlich
die aCP-Region (hCD8Boaoa) fiir die Oberflichenexpression der Dimere

notwendig.
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4. Die Funktion der CD8B-TM-Doméne liegt in der Retention der CD8B-Monomere
im ER. Eine erfolgreiche Dimerisierung kann diese Retention autheben (Hennecke
et al.). CD8aaPa wird exprimiert, aber deutlich niedriger als CD8a-wt.

5. Die deutlich verringerte aber gut detektierbare Expression des CD8aoof-
Konstruktes im Vergleich zu CD8a-wt und die deutlich verringerte Expression des
CD8Baap-Konstruktes im Vergleich zu CD8Baoaa ldsst das Mitwirken der
Palmitoylierungssequenz in der cytoplasmatischen Domidne der CDS8B-Kette

vermuten.

4.2  Aktivierung der als CD8-abhingig beschriebenen MART-1- und TAX-TCR

Es wurden zwei als CD8-abhingig beschriebene T-Zell-Rezeptoren durch
Stimulation mit spezifischen Peptid in abnehmenden Konzentrationen auf ihre CDS-
Abhingigkeit untersucht, um dann die Funktionen der einzelnen Doménen der CD8ct-
bzw. -B-Korezeptorketten untersuchen zu konnen.

Die Linie HSAS exprimiert den TCR, der spezifisch das Melanoma-assoziierte
Peptid (MART-1) auf HLA-A2.1 erkennt (zur Verfiigung gestellt von Dr. M.
Nishimura, NIH; Bethesda, USA). Diese Linie wurde mit CD8ca und CD8f allein und
in Kombination stabil transfiziert und mit MART-1 aktiviert. Anschliessend wurde die
induzierte = IL-2-Produktion als  Aktivierungsmarker bestimmt. In  diesen
Aktivierungsexperimenten stellte sich heraus, dass das MART-1-Peptid in der CDS'-
Linie schon bei einer Konzentration von 107 M eine IL-2-Produktion induziert. Die
CD8-Transfektion verbesserte die Aktivierbarkeit bei niedrigeren Peptidmengen nicht
mehr. Daher wurde eine Jurkat-Linie generiert, die den TAX-spezifischen TCR RSD3
stabil exprimieren sollte. Durch Elektroporation wurden die schon vorliegenden
Expressionsvektoren der TCRa-RSD3 und TCRB-RSD3-Kette in die T;p-defiziente
Linie RT3 transfiziert und mittels Selektion durch Antibiotikum stabil exprimiert. Die
Kotransfektion und anschlieBende Aktivierung mit den CD8-wt-Ketten allein und in
Kombination ergab, dass auch dieser T-Zell-Rezeptor in seiner Aktivierbarkeit nicht
durch die CD8-Korezeptorfunktion in der IL-2-Induktion durch geringere Peptid-
Konzentrationen verbessert wurde. Da die TCR-Jurkat-Linie HSAS CD28 als zweiten
kostimulierenden Rezeptor exprimierte, die TCR -Jurkat-Linie RT3 RSD3 jedoch nicht,
und bei beiden keine Verbesserung der Aktivierung durch CD8 nachzuweisen war, wird

das CD28-Molekiil als zweites kostimulatorisches Signal in den Hybridomen keine
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weitere Rolle spielen. Diese Vermutung wird unterstiitzt durch die Tatsache, dass beide
TCRs aus schon cytotoxisch aktiven CTL isoliert worden sind. Wang et al. (61) zeigten
in ihrer Arbeit, dass naive CD8" T-Zellen fiir die Proliferation und Differenzierung in
cytotoxische Effektorzellen bei stark aktivierenden Peptiden keine Kostimulation durch
CD28 bendotigen (67).

Mutationen im Peptid/MHC Klasse [-Komplexes durch Aminosduremutationen
in der Peptid-Bindungsgrube des MHC (Meurer et al., 62) oder des présentierten
Peptids (Buslepp et al., 54) resultieren in einer verdnderten Interaktion mit dem T-Zell-
Rezeptor. Buslepp et al. und Sloan-Lancaster et al. (66) zeigten, dass Aminosaure-
Mutationen der Peptid-Antigene diese zu Antagonisten oder zu stirkeren oder
schwicheren Agonisten machten. Cassian et al. (63) untersuchten CTL, die auf Peptide
mit schwacher und starker Aviditdt reagierten, mit der Bindung von l16slichen
Peptid/MHC-Tetrameren. CTL, die zwar schwach-avide Peptide binden konnten, waren
aber noch nicht fdhig, Tumor-Zellen zu lysieren. Dagegen wurde bei Peptiden mit
starker Aviditit (z. B. MART-1) sowohl auf das prisentierte Peptid als auch auf das
Tumorgewebe reagiert. Hausmann et al. (64) zeigten in ihrer Arbeit, dass TAX-
Mutationen, in denen deutlich mehr als eine Aminosdure ausgetauscht worden war,
préasentiert und erkannt wurden und fiir die verwendeten CTL Agonisten darstellten.
Aus all diesen Studien ldsst sich der Schluss ziehen, dass Peptid-Mutationen von
MART-1 oder TAX eine Verdnderung der Affinitit des Peptid-spezifischen TCRs
ergeben sollten. Die reduzierte Affinitdit des TCR zu MHC/Peptid fiihrt zu einer
verkiirzten Kontaktzeit und damit zu einer Signalabschwéchung. Die Reduktion sollte
sich besonders bei niedrigen Peptid-Konzentrationen bemerkbar machen. Die Aviditit
des TCR/Peptid/MHC-Komplexes kann durch CD8 erhoht werden. Durch eine
Mutation des Peptids, die zu einer leichten Reduktion der Affnitdt zum TCR fiihrt, sollte
daher ein vorher CD8-unabhdngiger TCR bei niedrigen Peptid-Konzentrationen CDS-
abhédngig werden konnen. Auf Mutationen des MART-1-Peptids wurde aufgrund seiner
enormen Hydrophobizitit verzichtet. Es wurden daher fiir diese Arbeit 80 TAX-Peptid-
Mutanten hergestellt. Die Ankerpositionen 2 und 9 des Nonapeptids wurden nicht
mutiert, dafiir die Positionen 1 (Leucin, L), 4 (Glycin, G), 7 (Valin, V) und 8 (Tyrosin,
Y). Diese Peptide wurden, wie zuvor beschrieben, in der Aktivierung der TAX-
spezifischen CD8- und CDS8'-Jurkat-Linie bei einer Konzentration von 10° M
untersucht. Die Y-Mutationen in Position 8 fiihrten zu einem kompletten Verlust der

Aktivierung. Dieser Tyrosinrest hat offensichtlich eine grole Bedeutung in der Bindung
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an HLA-A2.1. Die Mutation V7I fiihrte zu einer extrem starken Aktivierung vor allem
der CD8aar -Linie (7,5 x stiirker als TAX-wt). Diese Peptid-Mutante stellt damit einen
sehr starken Agonisten dar. Dieses Peptid wird die Konfiguration der Konformation
zwischen MHC Klasse I und Peptid als auch MHC Klasse I/Peptid zu TCR stabilisieren,
also in der immunologischen Synapse eine festere Bindung zwischen Effektor- und
Zielzelle und damit eine stirkere Signaltransduktion bewirken. Weitere Mutationen in
Position 1, 4 und 7 zeigten Aktivierungsunterschiede, die es ermdglichten, die Peptide
in 4 Gruppen einzuteilen. 1. Peptide, die sowohl die CD8- als auch die CD8+-Linie
starker aktivierten (V7I). 2. Peptide, die die IL-2-Produktion um mindestens das 5-
10fache in der CD8owo'-Linie induzierten und in der CD8-Linie eine schwichere
Aktivierung als TAX-wt-Peptid zeigten (L1I, L1T, G4N, G4S). 3. Peptide, die bei der
CD8aa."-Linie eine deutliche, auf der CD8-Linie aber keine nennenswerte Aktivierung
mehr auslosten (L1A, L1K, L1S, V7T). 4. Peptide, die auf der CD8 -Linie keine und auf
der CD8awa -Linie nur eine sehr schwache IL-2-Induktion bewirkten (L1A, L1M, G4A,
V7M). Die Peptide der Gruppen 1-4 wurden in den Konzentrationen von 107-10° M
titriert und die IL-2-Induktion detektiert. Dabei ergab sich, dass lediglich die Peptide
LIM und G4A aus der 4. Gruppe bei 10° M ausschlieBlich in der CD8owa-
exprimierenden Linie eine IL-2-Induktion bewirkten. Um die Empfindlichkeit des
Aktivierungsexperimentes zu steigern, wurde nun auf die IL-2-Detektion durch Beads
verzichtet und auf ein biologisches Nachweissystem zuriickgegriffen. Die IL-2-
Abhingigkeit der IL-2-sensitiven Linie G2 wurde durch Absterben nach drei Tagen
unter IL-2-Entzug bestétigt. L1M und G4A aus der Peptidgruppe 4 wurden in
Aktivierungsexperimenten in einer Konzentrationen von 10®-10* M eingesetzt und die
IL-2-Menge durch die Proliferation der G2-Zellen quantifiziert. Die neuesten Daten der
Aktivierung durch die TAX-Mutante G4A bestitigen die CD8-Abhéngigkeit. Sowohl
die CD8aio"- und auch die CD8af"-Linie wurden bei einer Peptid-Konzentration von
107 M aktiviert, wihrend die CD8-Linie mindestens 10®* M fiir eine Stimulation
benotigte. Andere Gruppen hatten gezeigt, dass CD8a} ein stirkerer Korezeptor ist als
CD8aa (33, 65). Der fehlende Unterschied von CD8aat und CD8a3 kann in der recht
niedrigen CD8op-Expression in Jurkat liegen. Damit ist die Moglichkeit gegeben,
weitere Untersuchungen der CD8-Ketten und der CD8-Konstrukte durchzufiihren.

Die Untersuchung der Funktionen der verschiedenen Doménen beider CDS-
Ketten wurde bisher von einigen Gruppen aufgegriffen. Eichmann ef al. zeigten in einer

sehr frithen Arbeit durch den Einsatz von blockierenden Antikorpern, dass
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unterschiedliche Bereiche der CD8-Ketten verschiedene Funktionen haben (38). Sie
konnten mit den gleichen blockierenden Antikdrpern die cytolytische Funktion der CTL
inhibieren und die Aktivierung der ruhenden T-Zellen zu CTL beobachten, oder aber sie
sahen durch zwei andere Antikorper den umgekehrten Effekt.

Irie et al. (1998) zeigten, dass auf murinen T-Zell-Hybridomen CDS8of-
Heterodimere exprimiert werden, die keine cytoplasmatische Doméne der CD8p-Kette
(B) mehr enthalten (31). In diesen Zellen wurden bei Stimulation durch
Kreuzvernetzung des TCR und CD8 eine Aktivierung und damit eine Phosphorylierung
der Tyrosinkinase Ick ausgelost. Transfektanten mit CD8ap-wt Dimer zeigten eine
deutliche Ick-Phosphorylierung, wihrend die CD8af' eine deutliche Reduktion der
Phosphorylierung aufwiesen. Transgene Maduse fiir die verkiirzte CD8B-Kette zeigten
ein Einschrinkung in der Entwicklung der Thymozyten durch die verminderte Ick-
Aktivitit. Die Anzahl der CD4 CD8of -exprimierenden Thymozyten war drastisch
reduziert.

Die Entdeckung von Arcaro et al. (2001), dass die CDS§B-Kette eine
Palmitoylierungssequenz aufweist, die eine Orientierung der Heterodimere in ,rafts*
bewirkt, deckte einen Teil der besseren Aktivierung durch das Heterodimer auf (11, 36).
In der Aktivierungsstudie von Witte et al. zeigten alle CD8-Transfektanten (o'a’,a'P,
of’ und o'f), die ohne cytoplasmatischen Anteil (o', B°) transfiziert wurden, die
Reduktion der Aktivierung um eine log-Stufe, aber nicht die Differenz um zwei, die der
Vergleich von CD8ao und CD8a ergab (33). Durch die Palmitoylierung der CD8[3-
Kette driftet CD8of3 nicht nur in ,rafts”, die cytoplasmatische Domdne von CDS§f3
vermittelt dariiber hinaus konstitutiv die Assoziation von CD8af} mit CD3/TCR in
»rafts®. Diese Komplexe aus CD8/CD3/TCR zeigen anschliessend eine hohe Affinitét
fiir den Peptid/MHC Klasse [-Komplex (36). Auf diese Weise ergibt sich eine hohe
Dichte an CD8 und CD3/TCR in diesen organisierten Zellmembrandoménen und es
kommt zu einer multimeren Bindung von Peptid/MHC Klasse [-Komplexen, was die
Avidititstheorie unterstiitzt (33). Die effizientere Phosphorylierung der p56'* in den
Hrafts“ wird durch das Fehlen der cytoplasmatischen Doméne der CD8B-Kette im
CD8ap-Heterodimer aufgehoben (11).

Wheeler et al. (37) zeigten, dass CD8P3 mdglicherweise mit [,-Mikroglobulin
interagiert, wenn es zusammen mit CD8a exprimiert wird. Der gleichzeitige Einsatz

von monoklonalen Antikérpern gegen die CD3e-Kette bei der Aktivierung ergab, dass
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zwar die CD8op-induzierte IL-2-Produktion vermindert war, nicht jedoch die von

CD8aa.. Wie in Abschnitt 1.6. beschrieben, interagiert die CD8B-Kette iiber ihre

Ektodomaine mit CD36 (Doucey et al., 42). Bei diesem Kontakt kdnnte es sich um eine

Stabilisierung iiber zweiwertige Kationen wie z. B. Zink handeln, das iiber freie

Cysteinreste chelatisiert wird. In Immunprézipitationen einmal in Anwesenheit des

Chelators fiir zweiwertige Kationen EDTA und das andere Mal durch vorherige

Inkubation mit Ethylmaleinimid, das mit der SH-Gruppe des Cysteins eine kovalente

Bindung eingeht, reduzierten beide die Ko-Prézipitation von CD8 mit CD8p. Neueste,

noch nicht veroffentlichte Daten in einer Aktivierungsstudie von Wong et al. (65)

zeigen, dass CD8B-CP fiir einen Teil der besseren Korezeptorfunktion des CD8af3-

Heterodimers verantwortlich ist. Sie konstruierten dafiir ein Konstrukt, das die Ig-, TM

und cytoplasmatische Domédne der CD8a und die CP-Region der CD8fB-Kette enthilt.

Dabei setzten sie die Ektodomine so zusammen, dass ein deutlich groBerer Teil der

CD8a-Kette als dem alg-Anteil entspricht (also noch ein Teil der aCP-Region enthilt)

mit der kiirzeren BCP-Doméne (im Vergleich zur CD8a-Kette) ligiert wurde. Das so

erhaltene Konstrukt entspricht damit eher der Lange der CDS8oa-wt-Kette als der
kiirzeren CDS8B-wt-Kette. Ob sich durch diese Mischung der aCP/BCP-Domine

Vorteile in der Aktivierung durch den a-Anteil ergeben, muss noch gezeigt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Aktivierungsunterschiede
zwischen dem CD8aa-Homodimer und dem CD8a3-Heterodimer um zwei log-Stufen
in der Peptid-Konzentration wohl auf zwei Doménen zuriickfiihren lassen:

1. Die cytoplasmatische Doméne der CD8B-Kette, die durch ihre Palmitoylierung in
»rafts® driftet und dort fiir eine effizientere Assoziation und Signaltransduktion der
Ick mit CD8a sorgt.

2. Die B-CP-Region, die wahrscheinlich mit der CD36-Kette in der 3-CP-Region iiber
ein Kation-Cystein-Chelat Komplex mit dem TCR vor dem Antigenkontakt

assoziiert und durch die Palmitoylierung in ,,rafts* organisiert ist.

4.3  Aktivierung der TCR-Linie durch MART-1

Bei der Untersuchung der verschiedenen TCR-Linien im Vergleich zur TCR'-
Jurkat Linie HSAS, die spezifisch das MART-1-Peptid erkennt, stellte sich heraus, dass
die TiB-defiziente Linie RT3 durch MART-1 bei einer Konzentration von 10° M
spezifisch aktiviert wird. Stimulation ohne APC mit MART-1 oder mit APC, die mit
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TAX beladen wurden oder ein anderes HLA exprimierten, das MART-1 nicht bindet,
16sten keine IL-2-Produktion aus. Die IL-2-Induktion war also von MART-1 und
HLA-A2.1 abhéngig. Aus dem Grund sollte die Expression von aktivierenden KIRs
(killer inhibitory receptors), die auf CD8aa-exprimierenden Lymphozyten exprimiert
werden (Natiirliche Killerzellen, NK) auf den verschiedenen Jurkat-Varianten
untersucht werden. KIRs erkennen Selbstpeptid/ MHC Klasse [-Komplexe und bleiben
durch diesen stdndigen Kontakt inaktiv.

Auf genomischer Ebene konnte die Anlage folgender aktivierender KIRs
nachgewiesen werden: 2DS1-4 und 3DS1. Es wurden davon aber nur 2DS1 und 3DS1
in Jurkat-wt aber nicht in Jurkat RT3 transkribiert. Jurkat-wt war jedoch nicht durch
MART-1 aktivierbar gewesen, sondern nur die RT3-Linie. Das NKG2/CD94-
Heterodimer ist ebenso ein aktivierender Rezeptor, der auf NK-Zellen exprimiert wird.
Die FACS-Analyse des CD94 ergab, dass auch dieser Rezeptor nicht fiir die IL-2
Induktion durch MART-1 auf der TCR’-Linie verantwortlich war.

Somit sind weder KIRs noch CD94 assoziierte NK-Rezeptoren fiir die IL-2
Produktion verantwortlich. Als weitere Kandidaten kommen jetzt noch andere MHC
Klasse I-bindende Molekiile wie z. B. die ,,immunglobuline-like transcripts* (ILTs) in

Betracht.
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5 Ausblick

Mit der jetzt gegebenen Moglichkeit der funktionellen Untersuchung der CDS8-
Doménen der CD8-Korezeptoren und seiner Konstrukte in der Stimulation der Jurkat-
Linie RT3 RSD3 mit der TAX-Mutante G4A wird es moglich sein, das Zusammenspiel
der CD8-Doménen aufzudecken. Sinnvoll wire es, die Konstrukte, die das Cystein 168
nicht mehr enthalten, wie in den BCP-aTM-enthaltenden Konstrukten, so zu gestalten,
dass dieses Cystein statt wie bisher der BTM- nun der BCD-Doméne zugeteilt wird. Der
Vergleich der bisher fertig gestellten Konstrukten mit den neuen Konstrukten
hinsichtlich der Expression und der Funktion als Korezeptor wird die Rolle des Cysteins
deutlich machen.

Mit dem jetzt etablierten Aktivierungssystem konnen nicht nur die CDS8-Konstrukte
funktionell untersucht werden. Es konnen auch funktionell relevante Aminosduren
identifiziert werden, die in der Interaktion des CD8a und CD8B mit MHC Klasse I
beteiligt sind. So kann die Orientierung insbesondere des CD8af3 zum MHC, fiir die

zwei alternative Computermodelle existieren, geklart werden.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AP alkalische Phosphatase

APC Allophycocyanin

APC antigenprisentierende Zelle

Aqua bidest. bidestilliertes, steriles Wasser

AS Aminosiure

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

CD cluster of differentiation

COS Affen-Nieren-Fibroblasten-Linie

Cp connecting peptide

cDNA copy DNA

cyt cytoplasmatisch

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxyribonukleosintrisphosphat
EDTA Ethylendamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS Fluoreszenz-aktivierter Zell-Sortierer
FCS fetales Kdlberserum

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FSC vorwdrts-Lichtstreuung

h Stunde

HLA humaner Histokompatibilitidtskomplex
IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

ITAM intracellular tyrosin-based activation motif
ITIM intracellular tyrosin-based inhibition motif
kb Kilobase

Ick Tyrosinkinase p56'*

mAK monoklonaler Antikorper
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MCS
MFI
MHC
NK
PE
PBL
PBS
PCR

rafts

RT
R10
SSC
TAE
TCR
™

uv
v/v
v/iw
w/w
wt

X-QGal

multiple Klonierungsstelle
mediane Fluoreszenzintensitit
Haupthistokompatibilitdtskomplex
Natiirliche Killerzelle
Phycoerythrin

periphere Blutlymphozyten
phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerase-Ketten-Reaktion
hochgeordnete Bereiche der Zellmembran, Palmitin-
und Myrisitinsdure-reich
Rotationen pro Minute
Raumtemperatur

RPMI mit Standard-Zusétzen
seitwirts-Lichtstreuung
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
T-Zell-Rezeptor
Transmembrandomine

unit = Einheit

Ultraviolett

Volumen/Volumen
Volumen/Gewicht
Gewicht/Gewicht

Wildtyp
5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-f-D-galaktopyranosid
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